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Resumo

Pierobon et al. (2000) sugeriram que substancias presentes em enxaguatdrios
fluoretados usados para a prevencdo da carie dental, como por exemplo o
conservante metilparabeno, podem interferir na reatividade do fiuoreto com o
esmalte dental. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito
dose-resposta enire a concentragao do conservante metilparabeno e a reatividade
do fluoreto com o esmalte dental com lesao cariosa artificial. Assim, blocos dentais
bovinos cariados foram divididos em cinco grupos e submetidos a solugbes
fluoretadas contendo NaF 0,05% preparadas em laboratorio, na auséncia ou
presen¢a do metilparabeno em diferentes concentragdes (1,63; 3,25; 6,5, e 13,0
mM). Apds a dosagem de fluoreto nessas solugdes, foi feita a reacdo entre as
solugdes e os blocos dentais com lesdo cariosa artificial (2 mL/mm? de esmalte
dental). Através de bidpsia acida dos blocos dentais, foram removidas duas
camadas sucessivas de esmalte e, entio, foram realizadas as dosagens de fluoreto
incorporado por grama de esmalte. A concentracdo de fluoreto em cada camada de
esmalte removida foi determinada utilizando-se um analisador de fons e um eletrodo
ion especifico previamente calibrados. Atraves dos resultados obtidos, observamos
que ¢ aumento da concentragdo de metilparabeno implica em maior incorporacéo de
fluoreto por camadas superficiais removidas, ndo sendo necessaria a utilizagao do
metilpatabeno em sua maior concentra¢ao, ou seja, 13 mM, pois a concentracdo de
6,5 mM ja é suficiente para permitir a maxima incorporagéao de fluoreto pelo esmalte.
Observamos também que parece existir uma mudang¢a no pH da solugado quando
esta contém o conservante metilparabeno, ¢ que poderia interferir com a reatividade
do fluoreto, porém mais estudos ainda $3o necessarios na tentativa de afirmar se ha
uma relacdo direta entre reatividade do fluoreto e pH das solugdes fluoretadas

contendo metilparabeno.



Introdugiao

Tem-se discutido que o fluoreto presente em enxaguatérios bucais sofra
alteracdo na incorporacdo ao esmalte dental por interferéncia de demais componentes
da formulacado. Desta forma, Barkvoll et al. (1988) e Barkvoll (1991) verificaram uma
diminuigao da reatividade do fluoreto tanto na forma de fluoreto de sédio (NaF) como
na de monofluorfosfato de sédio (MFP) com o esmaite dental higido ou cariado devido
a presenga de outros componentes dos bochechos fluoretados, como o detergente
anidnico lauril sutfato de sédio. A exemplo disto, Franco & Cury (1993,1994) também
constataram que este detergente, presente no enxaguatdrio bucal Plax®, compete com
o fluoreto pela ligagdo no esmalte dental. Além disso, Modesto e Vieira (1995)
verificaram que bochechos fluoretados comerciais, que contém substancias
antibacterianas, apresentaram a reatividade do fluoreto com o esmalte humano
reduzida quando comparados com uma solugdo contendo apenas NaF 0,05%.

Por outro lado, Pierobon et al {2000) constataram que enxaguatérios bucais
fluoretados preparados por algumas farmacias de manipulagdo levaram a uma maior
incorporacio de fluoreto pelo esmalte dental bovino com ieséo cariosa artificial quando
comparados a uma solugdo de NaF 0,05% preparada em laboratério. Neste estudo,
esta maior reatividade observada ndo parecia estar relacionada com pH ou
concentracao de fluoreto no produto. Desta forma, foi levantada a hipotese de que um
dos componentes presentes nos bochechos fluoretados seria o responsavel por
aumentar a reatividade, ja que a solugdo de NaF 0,05% preparada em laberatério ndo
apresentava outras substancias em sua composi¢ao. Analisando-se os rétulos dos
produtos, verificou-se que Nipagin (metilparabenc), um conservante antifingico, estava
presente na composicao daqueles enxaguatérios com maior reatividade. Desta forma,

estudou-se o efeito da solugdo contendo NaF 0,05% e Nipagin 0,2%, verificando-se
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maior incorporacéo de fluoreto pelo esmalte dental, se comparado a solugéo de NaF
0,05% e incorporagac estatisticamente semelhante a dos bochechos, cujos rétulos
apresentavam o Nipagin (Pierobon, 2000).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a relacdo dose-resposta entre
a concentracdo de metilparabeno e a reatividade do fluoreto com o esmalte dental

bovino com lesdo cariosa artificial.

Material e Métodos

Delineamento experimetat

Sessenta blocos dentais (4 x 4 mm) foram obtidos de incisivos bovinos higidos,
estocados a temperatura ambiente em solugdo de formol 2% pH 7,0 por um periodo
minimo de trinta dias (White, 1987; Cury et al., 2000) para desinfecgao. A superficie de
esmalte dos blocos dentais foi polida e lesdo de carie artificial foi induzida.
Posteriormente, os blocos dentais foram distribuidos ao acaso em cinco grupos e
reagiram com as solu¢des de tratamento descritas abaixo:

Grupo 1: NaF 0,05%

Grupo 2: NaF 0,05% e metilparabeno 1,63 mM
Grupo 3: NaF 0,05% e metilparabeno 3,25 mM
Grupo 4: NaF 0,05% e metilparabeno 6,50 mM
Grupo 5: NaF 0,05% e metilparabeno 13,0 mM

As concentracdes de metilparabeno nas solugbes foram determinadas a partir
daquela utilizada nos bochechos preparados por farmacias de manipulagdo que é de
0,2% ou 13,0 mM, de acordo com Pinto et al. (2000).

Antes da reacdo dos blocos dentais com as solugbes de tratamento, a
concentracdo de fluoreto e o pH das solugdes foram determinados. Os blocos dentais

foram expostos as solugdes por 10 minutos sob agitacdo e o volume utilizado foi de 2
5



mL de solugdo por mm? de area exposta do esmalte dental. Posteriormente os biocos
dentais foram lavados por 1 minuto em agua destilada e deionizada. Apos a reagéo, o

pH de cada solugéo foi novamente determinado.

Determinacéo de fllor nas solucdes testes

As amostras das solugoes foram diluidas 20 vezes e, em seguida, misturadas
com TISAB Il (Tampéao acetato 1 M pH 5,0 contendo NaCl M e CDTA a 0,4%) na
proporgao de 1:1. A determinacéo de fluoreto foi feita em duplicata e utilizando eletrodo
especifico ORION 96-06 e analisador de ions EA 940, previamente calibrado, com

padrées contendo 2,0 a 20,0 ug F/mL.

Determinacéo de pH

O pH de cada solugdo foi determinado antes e apods as reagdes com os blocos
dentais, sendo para iss0 necessdaria a ulilizacdo de um peagOmetro previamente

calibrado com padrées depH4 e 7.

Preparo dos blocos dentais de esmaite bovino e inducdo de lesao cariosa artificial

Os incisivos bovinos higidos, apés a extragao, foram lavados com agua destilada
e deionizada e armazenados a temperatura ambiente em formol a 2% pH 7,0 por um
periodo minimo de 30 dias (White, 1987; Cury et al., 2000) para desinfecgdo. Sessenta
blocos (4x4x2 mm) de esmalte dental foram obtidos, com o auxilio de cortadeira, 2
discos diamantados de dupla face e um espacador de 4 mm. Para a planificagéo da
superficie de esmalte dos blocos dentais, foi utilizada politriz com lixas de granulagdo
de 320, 600 e 1200. As dimensdes de cada bloco dental foram determinadas com o

auxilio de um paquimetro digital.



Posteriormente, as superficies dos blocos dentais foram recobertas com verniz
de unha acido-resistente, exceto na porgdo onde ha a presenca de esmalte, a quai foi
exposta a solugao desmineralizadora tampéo acetato 0,05M, 1,2 mM de caicio, 0,7 mM
de fésforo, pH 5,0 contendo 0,02 ppm de fluoreto. Os blocos dentais ficaram
submersos em 2 mL de solugdo por mm? de area exposta, por 16 horas na estufa a
37°C. Apbs este tempo, os blocos dentais foram lavados com &gua destilada e

deionizada e armazenados em ambiente tmido a 4°C.

Tratamento dos blocos de esmalte dental bovino com as solucées fluoretadas

Os sessenta blocos de esmaite dental bovino foram distribuidos ao acaso em
cinco grupos, correspondentes as respectivas solugbes fluoretadas previamente
descritas. O volume de solucdo por area do bloco foi de 2 ml./mm? e o tempo de reagéo
foi de 10 minutos na mesa agitadora com a velocidade de 100 rpm. Apés a reagao, os

blocos foram lavados por 1 minuto em agua destilada e deionizada.

Dosagem de fluoretc no esmaite dental

Apos a reacao dos blocos com as solugdes de tratamento, foi realizada a biépsia
(Koo e Cury, 1998), removendo-se duas camadas consecutivas de esmalte a partir da
imerséo do bloco dental em diferentes tubos de ensaio contendo 0,25 mL de acido
cloridrico 0,5 M sob agitacdo constante por tempos de 15 e 15 segundos. Foi entdo
adicionado a cada tubo um volume igual de TISAB Il pH 5,0 (20 g NaOH/L), a fim de
neutralizar o acido e tamponar a solugdo para determinacdo de fluoreto. A
concentracao de fluoreto em cada camada de esmalte removida foi determinada
utilizando-se um analisador Orion EA 940 e um eletrodo ion especifico Orion 96-09,
previamente calibrados com padrdes de 0,02 a 1,28 pg F/mL. A quantidade {(g) de

esmalte dental removido durante cada ataque acido foi determinada a partir da
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dosagem colorimétrica de fésforo inorganico (Pi) pelo método de Fiske & Subbarow
(1925}, utilizando-se o espectrofotometro BECKMAN DU-70 no comprimento de onda
660 nm. Para calcularmos a quantidade de esmalte removido, consideramos um teor
de Pi no esmalte de 17,4% e para o calculo da espessura de cada camada de esmaite
consideramos um valor de densidade do esmalte de 2,92 (Lazzari, 1976). Desta forma,
determinamos a concentracdo de fluoreto no esmalte dentai em funcdoc dos
tratamentos na primeira e na segunda camada de esmalte removida através de ug F/g
de esmalte, determinamos também a concentracédo de fluoreto nas duas camadas
removidas através da soma dos resultados obtidos na primeira e na segunda camada e
o total de fluoreto nas duas camadas através de pg F/mm? ou seja, concentracio de

fluoreto nas duas camadas removidas por érea dos blocos.

Analise Estatistica

As andlises foram realizadas considerando a interdependéncia dos tratamentos
deste estudo. Para a avaliacdo da concentragdo de fluoreto no esmalte dental, a
analise estatistica através do teste de Shapiro-Wilks avaliou a normalidade dos dados e
os resultados de concentracdo de fluoreto na segunda camada e de fluoreto totai em
pg/mm?, foram transformados por log (x). A analise de variéncia foi entdo realizada. Os
graus de liberdade dos resultados da concentragdo de F (pg/g de esmalte) na primeira
camada, na segunda camada e de fluoreto total foram desdobrados em regresséo
polinomial quadratica, e os resultados de fluoreto por area de esmalte foram
desdobrados em regressao linear. Para estas andlises foi utlizado o SAS. Analisamos
também a distancia de superficie, tanto para a primeira, quanto para a segunda

camada de esmalte dental removida através do teste de Kruskal-Wallis.



Resultados

Na Tabela 1, os resultados de concentragdo de fluoreto, pH inicial de cada
solugao, pH da solugéo apds a reagéo com os blocos de esmalte, e respectiva variagdo
de pH (ApH) estdo apresentados. Com relagdo ao pH inicial das solugdes, foi
observada uma diminui¢gdo a medida que a concentracao de metilparabeno aumentou,
exceto no grupo que continha NaF e metilparabeno 3,25 mM. Verificou-se que o pH
final de todas as solugdes foi maior do que o pH inicial. A solugdo de NaF e
metilparabeno 1,63 mM apresentou a maior ApH (+ 0,56), a qual diminuiu a8 medida que

a concentragéo de metilparabeno aumentava nas solugbes.

Tabela 1. Concentracio de fluoreto e pH das solugdes.

Solugdes F pH inicial pH final ApH
(ng /mL)
NaF 235,74 6,06 6,35 +0,29
NaF e metilparabeno 1,63 mM 240,06 5,51 6,07 +0,56
NaF e metilparabeno 3,25 mM 240,11 5,99 6,09 +0,10
NaF e metilparabeno 6,50 mM 227,03 575 585 +0,10
NaF e metilparabeno 13,0 mM 23577 5,58 564 +0,06

Na tabela 2, a distdncia da superficie da primeira e da segunda camadas de
esmalte dental removido esta apresentada. A apalise da distancia de superficie, tanto
para a primeira camada, quanto para a segunda camada, n&o apresentou diferenca
estatistica entre os tratamentos, sendo respectivamente, p=0,229 e p=0,5418 (Tabela

2).



Tabela 2. Distancia da superficie (média + dp, ym) em relagéo a primeira e
segunda camadas de esmalite.

Tratamentos 1° camada 2% camada
NaF 8,20+164a 841 +197a
NaF e metilparabeno 1,63 mM 847 +235a 926+2,13a
NaF e metilparabeno 3,25 mM 6,54+216 a 846+ 163a
NaF e metilparabeno 6,50 mM 7.76+241a 8,97 +1,07 a
NaF e metilparabeno 13,0 mM 808+213a 10,10+ 3,38 a

Tratamentos com médias seguidas de mesma letra ndc diferem estatisticamente entre si
(p<0,05).

Na Tabela 3, estdo apresentados os resuitados de concentracao de fluoreto no
esmalte dental em fungéo dos tratamentos, para a primeira e segunda camada dos
blocos dentais. Através dos resultados obtidos, podemos observar que a medida que a
concentracdo de metilparabeno aumentava nas solugdes, houve também maior
incorporacéc de fluoreto pelo esmalte dental na primeira camada, exceto no grupo que
continha NaF e metilparabeno 6,5 mM. A incorporagéo de fluoreto na primeira camada
foi maior nos blocos dentais do grupo contendo metilparabeno na concentracédo de 13,0
mM. Ja na segunda camada de esmalte dental removida, nao fica claro que o aumento
da concentragdo de metilparabeno implique diretamente em uma maior incorporagéo
de fluoreto. Apesar de tal fato, houve maior incorporagéo de fluoreto nos blocos dentais
tratados com NaF e metilparabeno 13,0 mM e menor incorporagdo foi observada

naqueles tratados com NaF.
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Tabela 3. Concentragdo (média + dp) de fluoreto no esmalte dental em fungao dos
tratamentos e camada de esmalte removida.

Tratamentos 1" camada 2"camada fluortotal total ug
(ng Flg)  (ng Flg) (ng Fig)  (pg Fimm?)
NaF 6424 +136,2 539,0+118,1 1181,2+216,5 33+1,1

NaF e metilparabeno 1,63 mM 843,7+162,6 804,6+2524 16483+1966 4,1+09
NaF e metilparabeno 3,25 mM 9785+ 1545 7839+107,2 17624+2253  38+10
NaF e metilparabeno 6,50 mM 89,4+ 1539 777,0+201,7 16734 +337,1 40+1,0

NaF e metilparabeno 13,0 mM 934,8+217,0 889,0+ 140,7 1835,7 + 4559 45+13

A figura 1 mostra que existe uma relacao direta entre a concentracdo de F na primeira
camada removida do esmalte e a concentracdo de metilparabeno nas solucdes de
tratamento. Esta regressdo polinomial quadratica apresenta um R? = 0,6874, sendo

estatisticamente significativa (p=0,00290).
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Figura 1. Grafico de dispersdo e equag¢do de regressao ajustada aos dados da
concentragcdo de F na primeira camada removida do esmalte dental em fungao da
concentracao de metilparabeno das solugcbes de tratamento.



A figura 2 mostra a relacdo dose-efeito entre o logaritmo da concentracdo de F na
segunda camada de esmalte removida e a concentracdo de metilparabeno nas
solugbes de tratamento. Esta regressao polinomial quadratica apresenta R? = x, sendo

estatisticamente significativa (p=0,04261).
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Figura 2. Grafico de dispersdao e equagdo de regressao ajustada aos dados da
concentragao de F na segunda camada removida do esmalte dental em fungao da
concentracao de metilparabeno das solugiées de tratamento.

A figura 3 mostra que existe uma relacéo direta entre a concentragao de fluor total
(ppm) e a concentracdo de metilparabeno nas solugées de tratamento. Esta regresséao

polinomial quadratica apresenta um R? = 0,6890, sendo estatisticamente significativa

(p=0,00951).
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Figura 3. Grafico de dispersdo e equacédo de regressao ajustada aos dados da
concentracao total de fluoreto (ppm) em fung¢é@o da concentragao de metilparabeno das
solucées de tratamento.

A figura 4 mostra a relagao dose-efeito entre o logaritimo da concentragao de fltor total

(ug) e a concentragéo de metilparabeno nas solugdes de tratamento. Esta regressao

linear apresenta R? = x, sendo estatisticamente significativa (p=0,02097).
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Figura 4. Grafico de dispersdao e equagao de regressdo ajustada aos dados da
concentracao total de fluoreto (ug/mm?) em fungao da concentracdo de metilparabeno
das solucdes de tratamento.
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Discussiao

Ja tem sido discutido que a presenca de determinados compostos pode alterar a
reatividade do fluoreto presente em enxaguatérios. Caslavska & Gron {1983) e Gron &
Caslavska (1983) relataram que agentes de acaoc de superficie, quando presentes em
solugbes fluoretadas, aumentam a deposicdo de fluoreto no esmalte dental por
alterarem esta interagao.

Pierobon et al. (2000) e Arthur et al. (2002) mostraram que determinadas
formulagdes de enxaguatérios bucais apresentaram maior reatividade do fluoreto com o
esmalte dental, sugerindo que conservantes, como o metilparabeno, fossem os
responsaveis por tal efeito. Dessa forma, para melhor avaliar a relagdo do
metilparabeno com o aumente da incorporagao de fluoreto pelo esmalte dental, tornou-
se necessario um estudo utilizando-se o conservante em diferentes e crescentes
concentracdes, estudando a relacéo dose-resposta.

No presente estudo, em relagdo ao fluoreto presente no esmalte dental com
lesdo cariosa artificial, constatou-se que houve diferenca na quantidade de fluoreto
presente na primeira camada removida, comparando-se os varios tratamentos.
Observou-se que, a medida que a concentracdo de metilparabeno nas solugdes
aumentou, houve maior incorporagio de fiuoreto pelo esmalte dental, verificando a
relacdo dose-efeito do metilparabeno da solucdo com o fluoreto do esmalte. Os
resultados também sugerem que tal efeito do metilparabeno néo ocorreu apenas em
sua maior concentracdo, ou seja, 13,0 mM, sendo gue a concentracéao de 6,5 mM ja
parece ser suficiente para permitir uma maior incorporacao de fluoreto pelo esmalte
(Figura 1), pois a partir de 6,5 mM de metilparabeno tal efeito parece ter atingido um
platd.

E importante ressaltar que o pH exerce papel fundamental na reatividade do

fluoreto com o esmalte dental (Friberger, 1975; Saxegaard & Rélla,1988; Larsen, 2001;
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Delbem & Cury, 2001). Assim, foi importante a determinagéo do pH das solugdes antes
e apos a reagdo com os blocos dentais com lesdo cariosa artificial. Os resultados do
pH inicial, isto &, o pH das solugdes antes das rea¢des com os blocos de esmalte
dental, estdo na faixa de 5,58 a 6,06, o que significa um intervalo de 0,48. De acordo
com estes resultados parece existir uma ligeira mudanga no pH da solugdo guando
esta contém o conservante metilaparabeno, o que poderia interferir com a reatividade
do fluoreto. A medida que aumentou a concentracdo de metilparabeno houve uma
queda no pH da solugao (Tabela 1) sendo que a solugdo de NaF e metilparabeno 13,0
mM apresentou o menor pH inicial, o que poderia ser uma hipdtese para explicar a sua
maior reatividade. Entretanto, tal diferenga em rela¢ao as outras solugdes poderia néo
ser o unico fator envolvido no efeito do metilparabeno e outras pesquisas considerando
0 pH devem ser realizadas.

Comparando solu¢des de NaF com pH de 7,1 a 4,5, Friberger (1975) observou
que a incorporagéo de fluoreto na forma de fluorapatita foi mais de cinco vezes maior
na presenga do menor pH em relagao a¢ maior pH. No entanto, como ndo ha uma
grande diferenga de pH entre as solugdes do presente estudo, nao se pode estabelecer
com certeza uma relacao direta entre a maior reatividade do fluoreto e o pH da solugéo.
Além disso, ndo foi constanie a diferenca de pH inicial e final enfre os grupos, houve
maior variagdo entre uns grupos (NaF e metilparabeno 1,63 mM), do que em outros
(NaF e metilparabeno 13,0 mM, pH baixo em toda reacéo). Uma hipétese para uma
futura pesquisa seria a utilizacdo de um tampao que pudesse manter o pH constante,
de tal forma a evitar tais variagoes.

Como a relacdo dose-resposta apresenta um p mais baixo para a primeira
camada, pode-se sugerir que o metilparabeno parece facilitar principalmente a
incorporacdo de fluoreto fracamente ligado “(CaF.)", presente nas camadas mais

superficiais, nac acontecendo da mesma forma com as demais camadas, que
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apresentam o fluoreto mais firmemente ligado. A extracao do fluoreto com KOH poderia
remover essa camada de fluoreto fracamente ligado (Gron & Caslavska, 1983).
Entretanto, no presente trabalho, na realizagéo da bidpsia, optou-se pela extragdo com
acidoc mostrando-se a diferenca na incorporagdo de fluoreto entre a primeira e a
segunda camada sucessivamente.

Em resumo, os resultados sugerem que o aumento da concentragido de
metilparabeno implica em maior incorporagéo de fluoreto por camadas superficiais
removidas e que mais estudos ainda sdo necessarios na tentativa de esclarecer o

mecanismo de agao envolvido neste processo.
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