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Amaral JG. Avaliagdo de dentifricio com concentragdo reduzida de fluoreto
associado ao glicerofosfato de calcio na desmineralizagdo do esmalte dentario in situ
[dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual
Paulista; 2011.

Resumo
O uso do fluoreto tem sido considerado um importante fator na reducdo da

incidéncia da carie dentaria, porém tem-se verificado um aumento da fluorose
dentaria quando associado ao uso deste elemento. O objetivo deste estudo foi
verificar o efeito de um dentifricio com concentracdo reduzida de fluoreto
suplementado com glicerofosfato de calcio (GPCa) em inibir o processo de
desmineralizagdo e sobre a placa dental formada in situ. Voluntarios (n=10)
participaram de 4 fases experimentais de 7 dias de duragdo cada, em cada fase
utilizaram um dispositivo palatino contendo 4 blocos de esmalte dental bovino. O
desafio cariogénico foi realizado por meio de solugédo de sacarose 30%, 6 vezes ao
dia. Os dentifricios utilizados neste estudo foram: placebo, 500 ug F/g, 500 ug F/g
com 0,25% de GPCa e 1100 pg F/g. Decorrido o periodo experimental, a placa
dental foi coletada, processada, a concentragéo iénica (fluoreto, calcio e fosfato) e
de polissacarideos extracelulares (PEC) determinadas. Analisou-se a dureza de
superficie inicial e final e em secg¢éo longitudinal. Determinou-se a concentragéo de
fluoreto, célcio e fosfato no esmalte. O uso de dentifricios contendo 1100 ug F/g e
500 pg F/g com 0,25% de GPCa levou a concentragdes semelhantes de fluoreto,
calcio e fosfato na placa, as quais foram maiores que as obtidas apdés o uso dos
demais dentifricios. A concentracdo de PEC e a perda mineral foram menores nos
dentifricios 1100 ug F/g e 500 pg F/g com 0,25% de GPCa, seguido pelo 500 ug F/g
e placebo, o qual apresentou os menores valores. As concentracdes de fluoreto,
calcio e fosfato no esmalte foram menores no grupo placebo, sendo os maiores
valores encontrados nos grupos 500 pg F/g com 0,25% de GPCa e 1100 pg F/g
(p<0,05). De acordo com os resultados o dentifricio com baixa concentracdo
associado ao GPCa, apresentou resultado semelhante ao controle positivo com
1100 pg F/g na desmineralizagao in situ, podendo ser uma alternativa na melhora da
relacéo risco-beneficio entre fluorose e carie dentaria.

Palavras-chave: Dentifricios. Fluoretos. Glicerofosfatos. Desmineralizac&o. Placa
dentaria.
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Amaral JG. Evaluation of dentifrices with low fluoride concentration associated with
calcium glycerophosphate on demineralization of dental enamel in situ [dissertacao].

Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2011.

Abstract
The use of fluoride has been considered as an important factor for decrease in the

incidence of dental caries, however dental fluorosis increase associated with the use
of this element. This in situ study aims to evaluate the effect of low fluoride
concentration dentifrices supplemented with calcium glycerophosphate (CaGP) in
inhibiting the demineralization process and on the dental plaque formed in situ. Ten
volunteers wore palatal devices containing 4 blocks of bovine dental enamel over 3
periods of 7 days each. In each phase, treatment was accomplished with a
nonfluoride dentifrice (placebo), a 500 ug F/g, a 500 pg F/g with 0.25% CaGP and a
1,100 ug F/g dentifrice, under cariogenic challenge with 30% sucrose solution 6
times a day. After that, the dental plaque was collected and processed, and the ionic
(fluoride, calcium, and phosphate) and insoluble extracellular polysaccharide (EPS)
concentrations were appraised. To evaluate mineral loss, we determined both the
initial and final surface hardness and cross-sectional hardness (AKHN). The fluoride,
calcium, and phosphate concentration in the enamel were determined. The use of
dentifrices containing 1100 pug F/g and 500 ug F/g with 0.25% CaGP led to similar
concentrations of fluoride, calcium and phosphate in dental plaque, but higher than
those obtained after the use of the placebo and 500 pg F/g dentifrices . The
concentration of EPS and mineral loss was lower in 500 ug F/g with 0.25% of CaGP
e 1,100 ug F/g. The concentration of fluoride, calcium, and phosphate in enamel was
higher in groups 500 pug F/g with 0.25% of CaGP e 1,100 pg F/g (p <0.05). It was
concluded that the low fluoride concentration dentifrice with 0.25% CaGP, showed
similar efficacy to the positive control (1,100 pg F / g) in demineralization in situ,
could be an alternative to improve the risk-benefit relationship between fluorosis and
dental caries.

Keywords: Dentifrices. Fluorides. Glycerophosphates. Demineralization. Dental

Plaque
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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito de dentifricio com concentragédo
reduzida de fluoreto suplementado com glicerofosfato de calcio (GPCa) em inibir o
processo de desmineralizagcdo e sobre a placa dental formada in situ. Voluntarios
(n=10) participaram de 4 fases experimentais, de 7 dias de duragcado cada. Em cada
fase, utilizaram um dispositivo palatino contendo 4 blocos de esmalte dental bovino.
O desafio cariogénico foi feito por aplicagédo da solugcéo de sacarose 30% sobre os
blocos de esmalte, 6 vezes ao dia. Os dentifricios utilizados neste estudo foram:
placebo, 500 ug F/g, 500 pg F/g com 0,25% GPCa e 1100 ug F/g. Decorrido o
periodo experimental, a placa dental foi coletada, processada, a concentragéo idnica
(fluoreto, célcio e fosfato) e de polissacarideos extracelulares (PEC) determinadas.
Analisou-se a dureza de superficie inicial e final e em seccédo longitudinal.
Determinou-se a concentracao de fluoreto, calcio e fosfato no esmalte. Observou-se
que apos o tratamento, os dentifricios 1100 ug F/g e 500 ug F/g com 0,25% de
GPCa apresentaram concentragcdes semelhantes de fluoreto, célcio e fosfato na
placa dental. A concentragdo de PEC e perda mineral foram maiores no grupo
placebo e menores nos demais dentifricios. As concentragbes de fluoreto, calcio e
fosfato no esmalte foram menores no grupo placebo, sendo os maiores valores
encontrados nos grupos 500 ug F/g com 0,25% de GPCa e 1100 pg F/g (p<0,05).
De acordo com os resultados, o dentifricio com baixa concentragdo associado ao
GPCa, apresentou resultado semelhante ao controle positivo com 1100 ug F/g na

desmineralizagao in situ.

Jackeline Gallo do Amaral
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Introducgéao
O fluoreto (F) tem sido um grande aliado no controle da carie dentaria. Este

fato nas ultimas décadas se deve principalmente a fluoretagdo da agua de
abastecimento publico e aos dentifricios [Browne et al., 2005]. Porém, a utilizagcéo
deste agente necessita cada vez mais atengdo, pois a expansdo de seu uso
provocou um aumento da fluorose dentaria [Narvai, 2000; Mascarenhas, 2000;
Tavener et al., 2006]. Criangas menores de seis anos podem ingerir em média 57%
(variando de 17 a 98%) de dentifricio colocado na escova, na faixa etaria de 20 a 30
meses considerada a fase critica para o desenvolvimento da fluorose dentéria [Lima
e Cury, 2001].

A reducgdo da concentracéo de F nos dentifricios é a alternativa proposta mais
viavel para reduzir a incidéncia de fluorose dentaria, entretanto estudos mostram
que dentifricios com concentragdes reduzidas de F sdo menos efetivos [Koch et al.,
1982; Mitropoulos et al., 1984; Lima et al., 2008, Cury et al.,2010]. Assim, um dos
recursos que poderia ser empregado para aumentar a eficacia do dentifricio é a
suplementacédo com calcio (Ca) e/ou fosfato (P), uma vez que o processo da
remineralizacdo, embora seja intensificado pelo F, depende primariamente da
presenca desses ions na saliva [Schemehorn et al., 1999 a,b]. Se uma concentragao
suplementar de ions Ca e P fossem acrescidos aos ions ja presentes na saliva sem
insolubilizar o F, a eficiéncia do F poderia ser aumentada. Estudos tém demonstrado
as propriedades anti-cariogéncias do glicerofosfato de calcio (GPCa). Diversos
mecanismos de ag¢ao tem sido sugeridos para o GPCa, como interagao direta com o
esmalte, tamponamento do pH da placa e elevagao dos niveis de Ca e P da placa,
entretanto ainda é indefinido [Lynch, 2004]. Lynch e Ten Cate [2006] observaram
uma diminuicdo na desmineralizacdo do esmalte, sendo mais eficiente quando
GPCa foi aplicado antes do desafio cariogénico. Outro estudo avaliou a adigdo de
0,13% de GPCa aos dentifricios associados ao MFP (monofluorfosfato de sédio)
contendo 1000 pg F/g, e mostraram um efeito anti-cariogénico [Mainwaring e Naylor,
1983]. Vogel et al. [2006] mostraram que o uso prévio de um enxaguatorio com Ca e
o dentifricio associado ao Ca (0,084g de GPCal/g do dentifricio) utilizado
imediatamente antes de um enxaguatoério com 228 ug F/g por 1 minuto, produziu um
aumento de 4,6x ou 3,6x respectivamente da concentragao de fluoreto salivar uma
hora ap6s o uso, comparado a utilizagdo apenas do enxaguatorio fluoretado. Foi

analisado em estudo in vitro, dentifricios experimentais com baixa concentracéo de

Jackeline Gallo do Amaral
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fluoreto associados ao GPCa em diferentes concentragbes, observando menor
perda mineral quando associado a 0,25% de GPCa. Este dentifricio foi testado em
estudo de remineralizagdo in situ pelos mesmos autores e mostrou resultados
semelhantes ao um dentifricio de 1100 ug F/g [Zaze, 2009]. Desta maneira, seria
importante verificar esta formulagéo no processo de desmineralizagao formado sob a
placa dental. Dentifricios com concentracéo reduzida de fluoreto que promovam uma
efetividade semelhante a um dentifricio padréo seria uma medida para a redugéo da
ingestdo de F em criangas, que poderia oferecer maior seguranca em relagcéo a
intoxicagao croénica.

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo verificar o efeito de um
dentifricio fluoretado de baixa concentracdo suplementado com GPCa em inibir o
processo de desmineralizagdo no esmalte e sobre as variaveis bioquimicas da placa

dental formada in situ.

Material e Método

Delineamento experimental

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(Processo FOA n. 2007-00895) (Anexo B). Foram selecionados 14 voluntarios com
idade entre 21 e 31 anos, que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. A partir de um estudo piloto, uma amostra de 14 voluntarios foi
calculada considerando erro-a de 5% e erro- 3 de 10%, [DSS, 2010] e uma perda de
20%. O estudo avaliou a eficacia de dentifricios em um delineamento in situ cego do
tipo cruzado de quatro periodos experimentais. Os voluntarios utilizaram um
dispositivo palatino contendo 4 blocos de esmalte dental bovino (4 x 4 x 2 mm), com
dureza entre 330-370 KHN (SH/) para cada fase. Foi utilizada como desafio
cariogénico, solucao de sacarose 30%, gotejada sobre os blocos de esmalte bovino.
O tratamento foi realizado duas vezes ao dia com os diferentes dentifricios: placebo
(sem fluoreto), 500 ug F/g, 500 ug F/g com 0,25% de GPCa e 1100 pug F/g. Apos
cada periodo experimental, foi realizada a coleta da placa dentéaria para analise do
conteudo de F, Ca e P além de PEC. Nos blocos de esmalte, foram realizadas
analises de dureza superficial, para o calculo da porcentagem de variagcado de dureza
superficial (%SH). Foi determinada também a dureza do esmalte em seccgéo

Jackeline Gallo do Amaral
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longitudinal para obter a perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN) e a

concentracéo de F, Ca e P no esmalte.

Formulagéo e determinagéo de fluor e calcio dos dentifricios experimentais
Os dentifricios experimentais foram manipulados em laboratério, utilizando a
mesma formula basica (exceto para as concentragdes de F e GPCa) com os
seguintes componentes: didxido de titdnio, carboximetilcelulose, metil-p-
hidroxibenzoato de sb6dio, sacarinato de sodio, 6leo de menta, glicerina, silica
abrasiva, lauril sulfato de sédio e agua. Foi utilizada uma formulagdo sem F
(Placebo). A concentracédo de Fluoreto de sodio (NaF, Merck®) nos dentifricios
experimentais foi 500 pg F/g. Em uma das formulagdes do dentifricio com 500 ug F/g
foi acrescentado glicerofosfato de célcio na concentragédo de 0,25% (GPCa, Sigma®
- Aldrich). Foi utilizado também um dentifricio de 1100 ug F/g (Crest®).
Para a dosagem de F utilizou-se um eletrodo especifico para ion F (9409 BN
— Orion) e microeletrodo de referéncia (Analyser) acoplado ao analisador de ions
(Orion 720 A"), previamente calibrado com 5 padrdes (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,2 ug
F/mL). Foi pesado aproximadamente 0,1 g de cada dentifricio ao qual foram
adicionados 10,0 mL de agua deionizada, em tubo de polipropileno graduado para
centrifuga. Ap6s homogeneizagdo, para a dosagem do fluoreto total (FT), foi
pipetado 0,25 mL da suspensdo em tubo de ensaio de polipropileno ao qual foi
acrescentado 0,25 mL de HCI 2 mol L. Esta solugdo permaneceu sob agitagdo
durante 1h a 45°C, ap6s o qual foi adicionado 0,5 mL de NaOH 1,0 mol L™ . Para a
dosagem de fluoreto idbnico (FI), a suspensdao de dentifricio foi submetida a
centrifugagcéo a 906xg durante 20 minutos. Aliquotas de 0,25 mL do sobrenadante
foram acrescidas com 0,25 mL de HCI 2 mol L™ e 0,5 mL de NaOH 1,0 mol L. Nas
amostras (FT e Fl), acrescentou-se 1 mL de TISAB Il (tamp&o ajustador de forga

iGnica) e os resultados foram expressos em ug F/g [Delbem et al., 2002]. (Anexo C)

Preparo dos blocos de esmalte e dispositivo palatino

Para realizacdo do estudo, dentes incisivos bovinos estocados em solugao de
formol neutra a 2% (pH 7.0) por um més foram utilizados. Blocos de esmalte bovino
(4 x 4 mm) foram obtidos a partir da porgdo mais plana da face vestibular das

coroas (Anexo D). Em seguida, realizou-se ajuste da dentina para obtencdo de
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superficies paralelas entre esmalte e dentina (espessura + 2 mm) com auxilio da
politriz APL-4 AROTEC e lixas de granulagédo 320. O esmalte foi polido com lixas de
granulacao sequencialmente mais finas (600, 800, 1200). Entre cada polimento, os
corpos de provas foram submetidos ao ultra-som (BRANSON 2210), em agua
deionizada durante dois minutos. Apos, o esmalte foi polido com papel feltro para
polimento e suspensdao de diamante 1y e submetido ao ultra-som, durante dois
minutos, imersos em agua deionizada (Anexo E). Os blocos foram selecionados
através da determinacdo da dureza de superficie (SH) (330-370 KHN) e divididos
em 4 grupos. A dureza de superficie (SH/) foi realizada como descrito por Takeshita
et al. [2009] (Anexo F). Um espaco com 4,0 mm de profundidade foi criado no
dispositivo palatino, deixando espaco de 1,0 mm para acumulo da placa dentaria
sobre os blocos de esmalte. Os blocos de esmalte foram protegidos de disturbios
mecanicos através de uma tela plastica fixada na resina acrilica para permitir o

acumulo da placa [Lodi et al., 2010]. (Anexo G)

Selecao dos voluntarios

Foram selecionados voluntarios sem distincdo ao género, residentes em
Aracatuba, area com &gua de abastecimento fluoretada (0,07 ug F/g), que
apresentaram bom estado de saude geral e bucal [Delbem et al., 2005; Kielbassa et
al., 2003; Tenuta et al., 2005]. Os critérios de exclusdo durante o experimento foram:
desisténcia voluntaria, alteracdo do quadro de saude com consequente alteragao do
fluxo salivar ou necessidade de uso de medicamentos como antibiGticos,
antidepressivos, narcéticos, diuréticos e anti-histaminicos, uso de bochechos orais
ou dentifricios fluoretados e o ndo cumprimento do desenho experimental. Foram
excluidos da amostra também os fumantes, portadores de lesdes de carie ativa,
aqueles que receberam aplicagcbes de fluoreto 2 semanas antes do experimento, os
que utilizaram os medicamentos citados acima nos ultimos 2 meses ou ainda os que
sofreram irradiacao, que tinham atividades aquaticas, que trabalham em ambientes
poluidos por compostos de baixo pH (industrias) e que possuem doencgas sistémicas
(xerostomia, diabetes, doengas auto-imunes, ma nutricdo, problemas

gastresofagicos e disturbios de regurgitagéo e vomito).
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Procedimentos intrabucais

Foi utilizada uma solugédo de sacarose 30% como desafio cariogénico, a qual
era trocada a cada 48 h. Os voluntarios removeram o dispositivo da boca e sobre
cada bloco de esmalte dispensaram 2 gotas, quantidade suficiente para preencher o
espacgo de 1,0 mm, 6x ao dia em horarios previamente estabelecidos (8:00, 11:00,
14:00, 17:00, 19:00, 21:00 h). Ap6s o gotejamento da sacarose, os dispositivos
foram deixados por 5 minutos em repouso antes de retornarem a cavidade bucal, a
fim de que a sacarose fosse difundida pela placa. O tratamento foi realizado 2 vezes
ao dia (7:30, 21:30 h), durante 7 dias, com os diferentes dentifricios, gotejando uma
suspensao de dentifricio/agua deionizada (1:3 — peso:peso) sobre cada bloco de
esmalte, esperou-se o tempo de 1min e enxaguou-se com agua deionizada, antes
de levar a cavidade bucal novamente. Os voluntarios escovaram seus dentes 3
vezes ao dia (apds as principais refeicdes) com o mesmo dentifricio que estavam
utilizando para cada periodo experimental. Durante o intervalo de 7 dias entre as
fases e uma semana antes de iniciar o estudo os voluntarios utilizaram o dentifricio
placebo. Nao foram feitas restricdbes quanto a dieta dos voluntarios, entretanto eles
foram instruidos a remover o dispositivo durante as refeicbes e higiene oral. Eles
nao fizeram uso de antimicrobianos e produtos fluoretados durante o experimento.
(Anexo H)

Analise da placa dental

Apobs o periodo experimental de cada fase, a placa dental formada sobre os
blocos foi pesada em tubos de microcentrifuga pré-pesados. Em cada tubo, HCI 0,5
M foi adicionado na proporgao 0,5 mL/10,0 mg placa (peso umido) e homogeneizou-
se as amostras durante 1 min no vortex. Apés 3 h sob agitagédo constante em
temperatura ambiente, o0 mesmo volume de NaOH 0,5 M foi adicionado no tubo. As
amostras foram centrifugadas por 1 min a 11000xg e o sobrenadante foi extraido
para determinacao das concentragdes de F, Ca e P. Ao precipitado foi adicionado
0,1 mL/mg de NaOH 1 M (peso umido da placa). As amostras foram
homogeneizadas por 1 min no vortex e mantidas sob agitacdo por 3 horas a
temperatura ambiente. Ap6s esse periodo foram centrifugadas novamente e o
segundo sobrenadante coletado para analise da concentracdo de PEC [Nobre dos
Santos et al., 2002]. A concentrag&o de fluoreto foi realizada utilizando um eletrodo

ion-especifico — Orion 9409-BN (Orion Research, Inc. Beverly, MA, USA) e um
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analisador de ions - Orion 720 A" (Orion Research, Inc. Beverly, MA, USA),
calibrados com padrdes contendo 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 ug F/mL, e solugéo TISAB
Il (tampé&o ajustador de forga idnica) nas mesmas condi¢cdes da amostras. A analise
da concentracdo de calcio foi determinada pelo método da cresolftaleina
(Espectofotobmetro - Hitachi Lts, Tokyo, Japan) utilizando o Kit Bioclin® (Belo
Horizonte, MG, Brazil). Fosfato foi medido através de método colorimétrico e
espectofotébmetro HITACHI U-2000, conforme descrito pro Fiske e Subbarow, [1925].
Analise de PEC foi realizada através do método fenol-sulfurico [Dubois,1956] Todas
as amostras foram analisadas em duplicata e os resultados expressos em ug/mg de

placa. (Anexos | e J)

Determinacdo da dureza

Apb6s o periodo experimental os blocos de esmalte foram removidos dos
dispositivos e a dureza de superficie foi determinada (SHf) novamente através do
microdurébmetro Shimadzu Hardness Tester HMV-2000 (Shimadzu Corporation —
Kyoto — Japan), com penetrador tipo Knoop (KHN), carga estatica de 25 g com
tempo de 10 seg, acoplado ao programa de computador para analise de imagem
Cams-Win (NewAge Industries, USA). Foram realizada cinco impressdes
equidistantes entre si e, em relagdo a SH, 100 pm, sendo a porcentagem de
variagdo de dureza de superficie (% SH) calculada (%SH = 100(SHf — SHi)/SHj).
Para realizar os testes de dureza em seccgdo longitudinal, foram feitas seccgbes
longitudinais no centro dos blocos e uma das metades incluidas em resina acrilica e
polidas. Utilizou-se microdurémetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake
Bluff, USA e Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan) e o software Buehler OmniMet
(Buehler, Lake Bluff, USA). Trés sequéncias de 14 impressdes distantes a 100 ym
foram realizadas a diferentes distancias de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 90,
110, 220 e 330 ym da superficie externa do esmalte sob carga de 5-g por 10s
(1000x) [Delbem et al., 2010]. Os valores médios das trés impressbes em cada
distédncia foram calculados. A area de dureza integrada (KHN x ym) para a leséo
dentro do esmalte higido foi calculada pela regra trapezoidal (Prism, versdo 3.02) e
subtraida da dureza integrada do esmalte higido para obter a perda integrada de
dureza de subsuperficie (AKHN) [Takeshita et al., 2009]. (Anexo K)

Apos isso, secgdes cerca de 600 um de espessura foram feitas da metade de

cada bloco incluido em resina acrilica utilizando um disco diamantado. As secgdes
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dos blocos foram polidas até uma espessura de 100 ym utilizando a politriz BETA
(Buehler, Lake Bluff, lllinois, USA). As secgbes de esmalte foram montadas em
laminas de vidro em filme de agua deionizada, cobertos por uma laminula de vidro e
selados com resina Enthellan®. As sec¢des foram examinadas através de
microscépio de Luz Polarizada (AxioPhot; Zeiss DSM-940 A, Oberkochen Germany)
sob aumento de 200x. Através de uma maquina fotografica digital (Canon, modelo
Powershot A620), devidamente acoplada ao microscopio 6ptico e a um computador,
foi possivel o armazenamento e a observacéo das imagens. Trés areas na regiao
central das secc¢des foram analisadas verificando a presenca e a espessura da
camada de superficie de esmalte e a profundidade da desmineralizagcdo (um)

usando o Software Axiovision Software Rel. 4.3. (Anexo L)

Determinacéo de F, Ca e P no esmalte

Blocos (2x2 mm) obtidos de uma das metades dos blocos seccionados no
sentido longitudinal foram fixados com cola adesiva em mandril para peca reta e
uma camada de esmalte (~50 um) foi removida [Weatherell et al., 1985; Takeshita et
al.,, 2009]. Utilizou-se uma base de microscépio modificada com mandmetro
acoplado (Pantec, Sao Paulo, Brasil) e disco de lixa auto-adesiva (13 mm de
didmetro) de carbureto de silica, granulagdo 400 (Buelher) em frascos de
poliestireno cristal (J-10, Injeplast, Brasil). Os frascos, ap6s a adi¢cao de 0,8 mL de
HCI 1,0 M, foram mantidos sob agitacdo constante durante 1 hora sendo por fim
adicionado 0,8 mL de NaOH 1,0 M [Alves et al., 2007; Takeshita et al., 2009]. Os
resultados foram expressos em ug/mm>. (Anexo M)

Para analise de F utilizou-se eletrodo especifico 9409BN (Thermo Scientific,
Beverly, MA, USA) e microeletrodo de referéncia (Analyser, Sdo Paulo, Brasil)
acoplados a um analisador de ions (Orion 720 A*, Thermo Scientific, Beverly, MA,
USA). Os eletrodos foram previamente calibrados com padrdes contendo 0,08 a
1,28 pg F/mL, nas mesmas condigdes das amostras. As leituras foram realizadas em
duplicata, com aliquotas de 40 pL da solugdo da amostra acrescidas com o mesmo
volume de TISAB Il. O Ca foi determinado pelo método colorimétrico utilizando-se
Arsenazo Ill, como descrito por Vogel et al. [1983]. Para calibragdo foram utilizados
padrdes contendo 40 a 200 ug Ca/mL. Aliquotas de 3 uL (duplicata) foram dispostas

em placas de 96 pocos (Placa para cultura de células de fundo chato - Modelo
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92096 — TPP, Switzerland) acopladas em leitor de placas (PowerWave 340, Biotek),
utilizando comprimento de onda de 650 nm. O P foi determinado utilizando uma
aliquota de 0,1 mL através do método colorimétrico descrito por Fiske e Subbarow
[1925]. As leituras foram realizadas em duplicata em espectrofotdbmetro (Hitachi U-
1100 UV/Vis spectrophotometer - Hitachi High Technologies, Tokyo, Japan) no

comprimento de onda de 660 nm. (Anexo N)

Anélise estatistica

Para analise estatistica, foi utilizado o software GMC [Campos, 2003] e o
limite de significancia estabelecido foi de 5%. Dez voluntarios de quatorze
concordaram e seguiram o delineamento experimental corretamente o que
possibilitou 97% de forca estatistica [DSS, 2010]. Cada voluntario foi considerado
como “n” em todas as analises (n=10). Dados de analise do biofilme (Ca) e analises
do esmalte (SHf, %SH, F e P) ndo mostraram distribuicdo normal (teste Kolmogorov-
Smirnov) e homogénea (teste Bartlett). Entdo os dados foram submetidos ao teste
Kruskal-Wallis. Os dados de SHi, MLP superficial e MLP profundidade e Ca no
esmalte apresentaram distribuicdo normal e homogénea e foram submetidos a
analise de variancia (1 critério) seguida pelo teste de Tukey. Os dados de F, P e
PEC presentes no biofilme também se mostraram homogéneos, sendo submetidos a
analise de variancia, seguida pelo teste Bonferroni. Os resultados de AKHN, apés
transformacéao de raiz cubica, mostraram distribuicdo normal e homogénea e foram

submetidos a analise de variancia (2 critérios), seguido pelo teste de Tukey.

Resultados
A analise da concentracao de F mostrou-se dentro do esperado para todos os

dentifricios experimentais, e os valores médios para o F total e F ibnico foram
respectivamente: 10,1 (x 0,5) e 9,1 (x 0,2) (Grupo placebo); 538,5 (+ 20,2) e 514,3
(£ 30,1) (Grupo 500 pg F/g); 536,7 (£ 49,1) e 477,2 (= 5,0) (Grupo 500 ug F/g com
0,25% GPCa); 1201,0 (= 92,7) e 1079,5 (x 43,8) (Grupo 1100 ug F/g). Todos os
grupos experimentais mostraram valores médios similares para a SHi (p>0,05), e
variaram entre 353,6 (+ 0,9) e 354,9 (+ 1,2) Kg/mm? sendo diferentes quando
comparados com os valores de SHf. Ap6s os tratamentos, os grupos 1100 ug F/g e
500 pg F/g com GPCa apresentaram os maiores valores para a SHf, seguido pelo
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grupo 500 pg F/g e placebo (p<0,05). Os menores valores de % alteracao de dureza
superficial foram observados nos grupos 1100 ug F/g e 500 ug F/g com GPCa e o
maior valor no grupo placebo (p<0,05) (figura 1). A profundidade da leséo, na MLP
(Microscopia de Luz Polarizada), foi maior no grupo placebo, seguida pelo grupo
500 ug F/g e semelhante nos grupos 1100 ug F/g e 500 ug F/g com GPCa. A
espessura da camada superficial de esmalte foi maior nos grupos 500 ug F/g e
placebo (p<0,05) (tabela 1). A perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN)
foi maior no grupo placebo seguida pelo 500 ug F/g e 1100 ug F/g e 500 pg F/g com
GPCa, sendo semelhantes estatisticamente nos ultimos dois grupos (figura 1).

Com relagdo a concentracdo de ions na superficie do esmalte, o F
apresentou maior concentragéo no grupo 1100 pg F/g seguido por 500 ug F/g com
GPCa, 500 ug F/g, e placebo. Ja a concentracao de Ca nado apresentou diferenga
estatistica entre os grupos 500 ug F/g com GPCa e 1100 ug F/g. Quanto ao P foram
semelhantes entre si os grupos 500 ug F/g, 500 ug F/g com GPCa e 1100 pg F/g
diferindo estatisticamente do placebo (figura 3).

Quanto a analise da composigédo ibnica na placa dental, as maiores
concentragbes de F, Ca e P foram encontradas nos grupos 1100 ug F/g e 500 pg
F/g com GPCa, seguidos pelos grupos 500 pg F/g e placebo, que apresentou os
menores valores (p<0,05). A concentracédo PEC foi significantemente menor nos
grupos 1100 ug F/g e 500 pg F/g com GPCa quando comparados ao 500 ug F/g e

placebo, mostrando diferencga entre os tratamentos (p<0,05) (figura 2).

Discussao
Dentre as formas de reduzir o risco de desenvolvimento da fluorose dentaria

e nao comprometer o controle da carie dentaria, a diminuicdo da concentragéo de F
nos dentifricios disponiveis no mercado tem sido avaliada. Este estudo verificou a
eficacia de um dentifricio com concentracéo reduzida de F (500 pg F/g) associado
ao GPCa no processo de desmineralizagdo, analisando as variaveis bioquimicas da
placa dental formada in situ.

Para isso, utilizou-se um modelo de desmineralizagcéo in situ com periodo
experimental de 7 dias e a sacarose a 30% como desafio cariogénico. Apos o
periodo experimental, foi observada significante perda mineral no periodo de 7 dias

quando feito uso do dentifricio placebo. Baseado nos estudos de Paes Leme et al.
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[2004] e Aires et al. [2006], que utilizaram sacarose a 20% 8x ao dia sobre o esmalte
dental bovino os resultados para alteragcdo de dureza de superficie se mostraram
semelhantes ao observado em nosso estudo para o grupo placebo, (%SH) de -
50,4% (x 26,7) e -58,2% (x 32,6), respectivamente. Em nosso estudo o grupo
placebo mostrou uma alteracdo de %SH de -51,7% (+ 12,3), sendo observada
diferenca na dureza entre os dentifricios placebo, 500 ug F/g e 1100 ug F/g. No
estudo realizado por Vale et al. [2007], demonstrou-se, com o0 uso de esmalte
humano a perda mineral é detectada no 7° dia de acumulo de placa dental, uma vez
que o esmalte bovino possui maior porosidade [Featherstone e Mellberg, 1981;
Edmunds et al., 1988], a desmineralizag&o ocorre mais rapidamente neste substrato,
0 que permitiu promover perda mineral no periodo de 7 dias com o0 uso da solugéo
de sacarose a 30%.

Assim, quando analisamos os dentifricios de baixa concentracdo o acréscimo
de 0,25% de GPCa ao dentifricio com 500 ug F/g promoveu uma desmineralizagao
semelhante ao dentifricio com 1100 pg F/g (figura 1). A adigao de 0,25% de GPCa
aumentou a capacidade do dentifricio de 500 ug F/g em reduzir perda mineral em
44%, quando se analisa os resultados de %SH. O aumento da concentragéo de
fluoreto de 500 para 1100 ug F/g produziu um incremento de 43% na reducado da
perda mineral. De acordo com a faixa de equivaléncia para estudos intra-orais
[Proskin et al., 1992; ADA, 1999, 2005] e que varia entre 0,90 a 1,10 (raz&do entre
dentifricio teste e controle positivo), o dentifricio com 500 ug F/g suplementado com
GPCa demonstrou ser equivalentes ao controle positivo, pois apresentou um valor
de 1,01 utilizando os dados de %SH. Com relacdo a capacidade do dentifricio
suplementado em reduzir a area da lesao de subsuperficie (AKHN) encontrou-se
valores semelhante ao controle positivo (1100 ug F/g) (figura 1). Na analise de MLP
observamos através das fotomicrografias o perfil semelhante entre o dentifricio de
1100 pg F/g e o dentifricio de 500 pug F/g suplementado com 0,25% de GPCa, e
lesdes mais profundas nos dentifricios placebos e 500 ug F/g, dados que confirmam
os resultados de dureza (figura 4).

Estes resultados podem estar associados a concentragcdo dos ions presente na
placa dentaria, e o0 aumento da concentracdo desses ions em determinados grupos
pode estar associado a maior concentracdo de F ou a suplementacéo do dentifricio.
O aumento de ions na placa dentaria quando se utilizou o dentifricio com GPCa foi
decorrente da suplementacdo, quando se compara com o dentifricio de 500 pg F/g,
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produzindo um meio saturado em Ca e P, reduzindo assim a perda mineral. O
composto utilizado no presente estudo é uma formulagéo insoluvel em meio aquoso,
mas que sofre hidrélise [Imai e Hayashi, 1993; Viloria et al, 2000] no meio bucal
liberando Ca e P em quantidades suficientes quando na concentracdo de 0,25%
[Zaze , 2009]. O aumento de Ca pode aumentar a concentragcao de F presente no
biofilme [Vogel et al., 2006], mas o aumento da concentracdo do F (1110 pg F/g)
também produziu um aumento de Ca no biofilme, mostrando a relacédo de
dependéncia entre os ions Ca e F [Whitford et al., 2002]. Paes Leme et al. [2004]
observaram que o aumento da concentragdo de F na placa causada pelo dentifricio
fluoretado (1100 ug F/g), produziu um aumento de Ca.

As concentracdes de PEC encontradas na placa dental estdo de acordo com
estudos anteriores e mostram o papel deste tipo de polissacarideo no
desenvolvimento de lesdes de carie [Paes Leme et al., 2006, Vale et al., 2007]. A
menor concentracdo de PEC encontrada na placa dental ocorre quando ha uso dos
dentifricios fluoretados esta relacionada com a maior concentracédo de F e Ca na
placa. Na literatura encontramos que o calcio esta relacionado com a reducdo dos
PEC [Boyd, 1978]. No dentifricio associado ao GPCa comparado ao 500 ug F/g a
menor concentragédo dos PEC pode estar relacionada a maior concentragéo de Ca,
promovida pela liberagdo deste ion através do composto. Dados esses que podem
ser relacionados com o aumento da dureza de superficie no dentifricio
suplementado (Figura 1). Uma menor concentracado de F, Ca e P na placa dental
foram observadas quando se utilizou o dentifricio ndo fluoretado e sacarose para
promover o desafio cariogénico, o que esta de acordo com estudos anteriores [Vale
et al., 2007; Paes Leme et al., 2006].

Com relagdo aos ions encontrados no esmalte, observou-se que a
concentragéo de F foi similar (p<0,05) entre os grupos 500 pg F/g e 500 com 0,25%
CaGP. No estudo in vitro de desmineralizagdo conduzido por Zaze [2009], os
resultados foram semelhantes aos obtidos no presente estudo. Entretanto, em nosso
estudo observou-se uma concentragdo de Ca estatisticamente semelhante ao
dentifricio 1100 ug F/g (p<0,05), dados que também se assemelham ao estudo de
Zaze [2009]. Esses resultados podem estar relacionados a maior concentracao de
Ca encontrada na placa dental quando se utilizou o dentifricio associado ao GPCa.
Ja a concentracdo de P foi semelhante entre todos dentifricios fluoretados, e foram
semelhantes ao estudo in vitro de Zaze [2009]. No estudo in situ também realizado
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por Zaze [2009] foi avaliado o processo de remineralizacdo e no presente de
desmineralizagdo do esmalte, e ambos mostraram um aumento da dureza quando
se utilizou o dentifricio associado ao GPCa em relagédo ao dentifricio com 500 ug F/g
apenas.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o dentifricio com baixa
concentragéo associado a 0,25% GPCa, apresentou eficacia semelhante ao controle
positivo com 1100 pg F/g na desmineralizagao in situ, podendo ser uma alternativa

na melhora da relag&o risco-beneficio entre fluorose e carie dentaria.
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Legendas de figuras

Figura 1. Representacdo grafica dos dados de dureza superficial, % alteragcéo de
dureza superficial e perda integrada de dureza de subsuperficie. Letras distintas
indicam significancia estatistica (Kruskal-Wallis: SHf — p<0,001; %SH — p<0,001,
Student-Newman-Keuls. ANOVA: SH/ - p=0,133; AKHN — p<0,001).

Figura 2. Representacédo grafica da concentracao de F, Ca, P e PEC na placa
dental. Letras distintas indicam significancia estatistica (p < 0,05). Kruskal-Wallis: Ca
- p<0,001, Student-Newman-Keuls; ANOVA: F — p<0,001 (tranf log), Bonferroni; Pi —
p<0,001, Bonferroni; EPS — p<0,001, Bonferroni;.

Figura 3. Representacao grafica da concentragéo de F, Ca e P no esmalte. Letras
distintas indicam significancia estatistica (p < 0,05). (Kruskal-Wallis: F — p<0,001; Pi
— p=0,002; ANOVA: Ca p<0,001).

Figura 4. Fotomicrografia de luz polarizada da lesdo formada apo6s os tratamentos
realizados com: (a) Placebo, (b) 500 ug F/g, (c¢) 500 ug F/g com 0,25% GPCa, (d)
1100 pg F/g;

Legenda de tabela

Tabela 1 — Média (+tDP) das medidas de profundidade da lesdo e camada de

esmalte superficial obtidas por microscopia de luz polarizada.
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Figura 1. Representacao grafica dos dados de dureza superficial, % alteracdo de dureza superficial

e perda integrada de dureza de subsuperficie. Letras distintas indicam significancia estatistica

(Kruskal-Wallis: SHf — p<0,001; %SH — p<0,001, Student-Newman-Keuls. ANOVA: SHi - p=0,133;

AKHN — p<0,001).
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Figura 2. Representagéo grafica da concentragédo de F, Ca, P e PEC no biofilme. Letras distintas
indicam significancia estatistica (p < 0,05). Kruskal-Wallis: Ca - p<0,001, Student-Newman-Keuls;

ANOVA: F — p<0,001 (tranf log), Bonferroni; Pi— p<0,001, Bonferroni; EPS — p<0,001, Bonferroni;.
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Figura 3. Representagdo grafica da concentragdo de F, Ca e P no esmalte. Letras distintas

indicam significAncia estatistica (p < 0,05). (Kruskal-Wallis: F — p<0,001; Pi — p=0,002; ANOVA:

Ca p<0,001).
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Supeificie de asmalte

7

X

(a) Placebo, (b) 500 ug F/g, (¢) 500 ug F/g com 0,25% GPCa, (d) 1100 pg F/g. (Aumento: 200x)
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Tabela 1 — Média (+DP) das medidas de profundidade da lesdo e camada

de esmalte superficial obtidas por microscopia de luz polarizada.

Grupos Profundidade da lesdao (um) Camada superficial esmalte (um)

Placebo 68,0 (12,7)° 4.4 (1,77
500 55,2 (12,3)° 5,9 (1,2)°
500 GPCa 15,2 (16,8)° 2,2 (1,9
1100 9,7 (16,8)° 1,2 (1,9)

Letras minusculas sobrescritas indicam significancia estatistica (Teste de Bonferroni, p<0,05).
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ANEXO A
INSTRUGOES AOS AUTORES

Aims and Scope

'‘Caries Research' is an international journal, the aim of which is to promote research in dental caries and related
fields through publication of original research and critical evaluation of research findings. The journal will publish
papers on the aetiology, pathogenesis, prevention and clinical control or management of dental caries. Papers on
health outcomes related to dental caries are also of interest, as are papers on other disorders of dental hard
tissues, such as dental erosion. Aspects of caries beyond the stage where the pulp ceases to be vital are outside
the scope of the journal. The journal reviews papers dealing with natural products and other bacterial inhibitors
against specific criteria, details of which are available from the Editor.

Submission

Manuscripts written in English should be submitted at

Online Manuscript Submission
Should you experience problems with your submission, please contact:

Prof. David Beighton

(Editor-in-Chef, Caries Research)

Department of Microbiology

The Henry Wellcome Laboratories for Microbiology and Salivary Research
KCL Dental Institute, Floor 17, Guys Tower

London Bridge SE1 9RT (UK)

Tel. +44 2071887465

Fax +44 2071887466

david.beighton@kcl.ac.uk

During the online submission you will be asked to list complete mailing addresses, including e-mail addresses of
three potential reviewers for your manuscript.

Copies of any 'in press' papers cited in the manuscript must accompany the submission. Manuscripts reporting on
clinical trials must be accompanied by the CONSORT checklist (see below).

Conditions

All manuscripts are subject to editorial review. Manuscripts are received with the explicit understanding that the
data they contain have not previously been published (in any language) and that they are not under simultaneous
consideration by any other publication.

Submission of an article for publication implies the transfer of the copyright from the author to the publisher upon
acceptance. Accepted papers become the property of 'Caries Research' and may not be reproduced by any
means, in whole or in part, without the written consent of the publisher.

It is the author's responsibility to obtain permission to reproduce illustrations, tables, etc., from other publications.
Types of Papers

Original papers or Short Communications are reports of original work (including systematic reviews and meta-
analyses). Both have the structure outlined below but for Short Communications the abstract should be less than
100 words and the manuscript should not exceed 3 printed pages, equivalent to about 9 manuscript pages
(including tables, illustrations and references).
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Reviews can have a freer format but should nevertheless commence with a Title page, an Abstract and an
Introduction defining the scope.

Current topics are concise articles that present critical discussion of a topic of current interest, or a fresh look at a
problem, and should aim to stimulate discussion.

Letters to the Editor, commenting on recent papers in the journal, are published occasionally, together with a
response from the authors of the paper concerned..

Preparation of Manuscripts

Text should be one-and-a-half-spaced, with wide margins. All pages and all lines must be numbered, starting from
the title page. A conventional font, such as Times New Roman or Arial, should be used, with a font size of 11 or
12. Avoid using italics except for Linnaean names of organisms and names of genes.Manuscripts should be
prepared as a text file plus separate files for illustrations. The text file should contain the following sequence of
sections: Title page; Declaration of interests; Abstract; Introduction; Materials and Methods; Results; Discussion;
Acknowledgements; References; Legends; Tables. Each section should start on a new page, except for the body
of the paper (Introduction to Acknowledgements), which should be continuous. Submissions which do not
conform to these simple guidelines will be returned to the author.

Title page: The first page of each manuscript should show, in order:

the title, which should be informative but concise;

the authors' names and initials, without degrees or professional status, followed by their institutes;
a short title, maximum length 60 characters and spaces, for use as a running head;

a list of 3-10 key words, for indexing purposes;

the name of the corresponding author and full contact details (postal address, telephone and fax
numbers, and e-mail address).

Declaration of Interests:Potential conflicts of interest should be identified for each author or, if there are no such
conflicts, this should be stated explicitly. Conflict of interest exists where an author has a personal or financial
relationship that might introduce bias or affect their judgement. Examples of situations where conflicts of interest
might arise are restrictive conditions in the funding of the research, or if an author or their employer holds
patent(s) on a product used in the study, or payment to an investigator from organisations with an interest in the
study (including employment, consultancies, honoraria, ownership of shares, travel grant). Investigators should
disclose potential conflicts to study participants and should state whether they have done so.

Abstract: The abstract should summarise the contents of the paper in a single paragraph of no more than 250
words (to ensure that the abstract is published in full by on-line services such as PubMed). No attempt should be
made to give numerical results in detail. References are not allowed in the abstract.

Introduction: This section should provide a concise summary of the background to the relevant field of research,
introduce the specific problem addressed by the study and state the hypotheses to be tested.

Materials and Methods (or Subjects and Methods): All relevant attributes of the material (e.g. tissue, patients
or population sample) forming the subject of the research should be provided. Experimental, analytical and
statistical methods should be described concisely but in enough detail that others can repeat the work. The name
and brief address of the manufacturer or supplier of major equipment should be given.

Statistical methods should be described with enough detail to enable a knowledgeable reader with access to the
original data to verify the reported results. When possible, findings should be quantified and appropriate
measures of error or uncertainty (such as confidence intervals) given. Sole reliance on statistical hypothesis
testing, such as the use of P values, should be avoided. Details about eligibility criteria for subjects, randomization
and the number of observations should be included. The computer software and the statistical methods used
should be specified. See Altman et al.: Statistical guidelines for contributors to medical journals [Br Med J
1983;286:1489-93] for further information.

Manuscripts reporting studies on human subjects should include evidence that the research was ethically
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (World Medical Association). In particular, there must be
a statement in Materials and Methods that the consent of an appropriate ethical committee was obtained prior to
the start of the study, and that subjects were volunteers who had given informed, written consent.
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Clinical trials should be reported according to the standardised protocol of the CONSORT Statement. The
CONSORT checklist must be submitted together with papers reporting clinical trials.

In studies on laboratory animals, the experimental procedures should conform to the principles laid down in the
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific
Purposes and/or the National Research Council Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Unless the purpose of a paper is to compare specific systems or products, commercial names of clinical and
scientific equipment or techniques should only be cited, as appropriate, in the ‘Materials and Methods’ or
‘Acknowledgements’ sections. Elsewhere in the manuscript generic terms should be used.

In any manuscript involving microradiography, the following information must be included: the radiation source
and filters used and the kV used (this determines the wavelength of radiation and hence the validity of using
Angmar’s equation).

Manuscripts on experimental enamel caries should show that the lesions retain a relatively well-preserved surface
layer, i.e. are not surfacesoftened lesions. Proof of surface integrity can be provided either as illustrations in the
paper or as supplementary material for the reviewers. Transverse microradiography, polarized light microscopy of
a section immersed in water or backscattered scanning electron microscopy of a polished cross-section can be
used to provide the necessary proof. To allow the nature of experimental changes to be assessed,
microradiographs or micrographs should be provided to show part of the experimental lesion and the adjacent
control (e.g. figure 2 of Zaura et al.: Caries Res 2007;41:489—-492). Again, these images can be provided as part
of the paper or as supplementary material for review purposes.

Results: Results should be presented without interpretation. The same data should not be presented in both
tables and figures. The text should not repeat numerical data provided in tables or figures but should indicate the
most important results and describe relevant trends and patterns.

Discussion: This section has the functions of describing any limitations of material or methods, of interpreting the
data and of drawing inferences about the contribution of the study to the wider field of research. There should be
no repetition of preceding sections, e.g. reiteration of results or the aim of the research. The discussion should
end with a few sentences summarising the conclusions of the study. However, there should not be a separate
'Conclusions' section.

Acknowledgements: Acknowledge the contribution of colleagues (for technical assistance, statistical advice,
critical comment etc.) and provide the position(s) of author(s) employed by commercial firms. This section should
describe the source(s) of funding that have supported the work inlcuding relevant grant numbers. Please also
include this sentence: "The funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish,
or preparation of the manuscript." If this statement is not correct, you must describe the role of any sponsors or
funders, and amend the sentence as needed. Additionally, the roles of all authors must be described (For
example: Conceived and designed the experiments: AA, BB. Performed the clinical examination: AA, CC.
Performed the experiments: DD, FF. Analyzed the data: BB, FF. Wrote the paper: AA, CC, FF, EE).

Legends: The table headings should be listed first, followed by the legends for the illustrations.

Tables: Tables should be numbered in Arabic numerals. Each table should be placed on a separate page. Tables
should not be constructed using tabs but by utilising the table facilities of the word-processing software.

lllustrations:

e lllustrations should be numbered in Arabic numerals in the sequence of citation. Figure numbers must be
clearly indicated on the figures themselves, outside the image area.

e Black and white half-tone illustrations must have a final resolution of 300 dpi after scaling, line drawings
one of 800-1200 dpi.

e  Figures with a screen background should not be submitted.
e When possible, group several illustrations in one block for reproduction (max. size 180 x 223 mm).

Color lllustrations

Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print version, the illustrations are
reproduced in black and white. Please avoid referring to the colors in the text and figure legends.

Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text at CHF 800.00 per page.
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References

Reference to other publications should give due acknowledgement to previous work; provide the reader with
accurate and up-to-date guidance on the field of research under discussion; and provide evidence to support lines
of argument. Authors should select references carefully to fulfil these aims without attempting to be
comprehensive.

Cited work should already be published or officially accepted for publication. Material submitted for publication but
not yet accepted should be cited as 'unpublished results', while unpublished observations communicated to the
authors by another should be cited as 'personal communication', with credit in both cases being given to the
source of the information. Neither unpublished nor personally communicated material should be included in the
list of references. Abstracts more than 2 years old and theses should not be cited without a good reason, which
should be explained in the covering letter accompanying the paper.

References should be cited by naming the author(s) and year. Where references are cited in parenthesis, both
names and date are enclosed in square brackets. Where the author is the subject or object of the sentence, only
the year is enclosed in brackets.

One author: [Frostell, 1984] or Frostell [1984].
Two authors: [Dawes and ten Cate, 1990] or Dawes and ten Cate [1990].
More than two authors: [Trahan et al., 1985] or Trahan et al. [1985].

Several references cited in parenthesis should be in date order and separated by semi-colons: [Frostell, 1984;
Trahan et al., 1985; Dawes and ten Cate, 1990].

Material published on the World Wide Web should be cited like a reference to a print publication, and the URL
included in the reference list (not in the text), together with the year when it was accessed.

The reference list should include all the publications cited in the text, and only those publications. References,
formatted as in the examples below, should be arranged in strict alphabetical order. All authors should be listed.
For papers by the same authors, references should be listed according to year. Papers published by the same
authors in the same year should be distinguished by the letters a, b, c, immediately following the year, in both the
text citation and the reference list. For abbreviation of journal names, use the Index Medicus system. For journals,
provide only the year, volume number and inclusive page numbers.

Examples

(a) Papers published in periodicals: Lussi A, Longbottom C, Gygax M, Braig F:
Influence of professional cleaning and drying of occlusal surfaces on laser
fluorescence in vivo. Caries Res 2005;39:284-286.

(b) Papers published only with DOl numbers: Theoharides TC, Boucher W, Spear
K: Serum interleukin-6 reflects disease severity and osteoporosis in mastocytosis
patients. Int Arch Allergy Immunol DOI: 10.1159/000063858.

(c) Monographs: Matthews DE, Farewell VT: Using and Understanding Medical
Statistics. Basel, Karger, 1985.

(d) Edited books: DuBois RN: Cyclooxygenase-2 and colorectal cancer; in
Dannenberg AJ, DuBois RN (eds): COX-2. Prog Exp Tum Res. Basel, Karger,
2003, vol 37, pp 124-137.

(e) Patents: Diggens AA, Ross JW: Determining ionic species electrochemically.
UK Patent Application GB 2 064 131 A, 1980.

(f) World Wide Web: Chaplin M: Water structure and behavior.
www.lIsbu.ac.uk/water, 2004.
Supplementary Material

Supplementary material is restricted to additional information which is directly pertinent to the content and
conclusion of the paper. Please note that all supplementary files will undergo editorial review and should be
submitted together with the original manuscript. The editors reserve the right to reject or limit the scope and length
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of supplementary material. Supplementary material must meet production quality standards for web publication
without the need for any modification or editing. In general, supplementary files should not exceed 10 MB in size.
Acceptable file formats are word or pdf, excel spreadsheets (only if the data cannot be converted properly to a pdf
file), video files (.mov, .avi, .mpeg), and audio files (.wav), either free standing or incorporated into html or ppt files
in each case to illustrate the sound.

Accepted supplementary material will be published as submitted and no proofs will be provided to the authors.
Digital Object Identifier (DOI)

S. Karger Publishers supports DOIs as unique identifiers for articles. A DOl number will be printed on the title
page of each article. DOIs can be useful in the future for identifying and citing articles published online without
volume or issue information. More information can be found at www.doi.org

Author's Choice™

Karger's Author's Choice™ service broadens the reach of your article and gives all users worldwide free and full
access for reading, downloading and printing at www.Karger.com. The option is available for a one-time fee of
CHF 3,000.00, which is a permissible cost in grant allocation. More information can be found at
www.karger.com/authors_choice.

NIH-Funded Research

The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public Access Policy that final, peer-
reviewed manuscripts appear in its digital database within 12 months of the official publication date. As a service
to authors, Karger submits the final version of your article on your behalf to PubMed Central (PMC) immediately
upon publishing. It usually receives a PMCID within approximately a month and will appear in PMC after 12
months. For those selecting our premium Author's Choice™ service, the usual embargo will be overriden,
accelerating the accessibility of your work. More details on NIH's Public Access Policy are available here.

Self-Archiving

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-prints (i.e. final draft post-refereeing)
on their personal or institution's servers, provided the following conditions are met: Articles may not be used for
commercial purposes, must be linked to the publisher's version, and must acknowledge the publisher's copyright.
Authors selecting Karger's Author's Choice™ feature, however, are also permitted to archive the final, published
version of their article, which includes copyediting and design improvements as well as citation links.

Page Charges

There are no page charges for papers of seven or fewer printed pages (including tables, illustrations and
references). A charge of CHF 650.00 will be levied for each page in excess of the allotted seven printed pages.
The allotted size of a paper is equal to approximately 21 typescript pages (including tables, illustrations and
references).

Proofs

Unless indicated otherwise, proofs are sent to the first-named author and should be returned with the least
possible delay. Alterations made in proofs, other than the correction of printer's errors, are charged to the author.
No page proofs are supplied to the author.

Reprints

Order forms and a price list are sent with the proofs. Orders submitted after this issue is printed are subject to
considerably higher prices.
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ANEXO B
COMITE DE ETICA
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OF. 098/2007
CEP Aracatuba, 03 de agosto de 2007.
SFCD/bri

Referéncia Processo FOA 2007-00895

0 Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa desta Unidade. tendo em vista o
parecer favoravel da relatora que analisou o projeto “O EFEITO DOS DENTIFRICIOS
DE BAIXA CONCENTRACAOQ DE FLUOR SUPLEMENTADOS COM CALCIO E
FOSFATO SOBRE O BIOFILME DENTAL FORMADO “IN SITU™ expede o
seguinte parecer;

Aprovado:

Informamos a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugio

CNS 215, deveri ser enviado o relatorio final em 02/08/2008,

Prof. Dr. Stefan Fitiza/dé ,aJw-:llhq)Dek(m
Coordenador do CEP

Ciente.De acordo.

16 108103
lma. Senhora . i
Dr, CLEIDE CRISTINA R. MARTINHON $4 el {,'/(;4{-' it ”:_P 19 .i] 7 /} ithors
Aracatuba-SP- '/Dr"-.(‘lei e .("R'i n.li'ligues H'-‘l-aﬂirllh:ll;ﬁ

Faculdads de Cdontologia @ Curse de Medicina Veterinaria —
Rua José Bonifacio. 1183 CEP 16015-050 Aracatuba —SP
Tel (18) 620-3203 E-mail: diretor@foa, unesp.br
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ANEXO C
ESQUEMA REPRESENTATIVO DA DOSAGEM DE F DOS DENTIFRICIOS

100-110 mg Dentifricio + H20 deionizada q.s.p. 10 mL

0,25 ml suspenséao

Centrifugar 906xg 20 min.

0,25 mL HCI 2,0 mol L™

0,25 mL sobrenadante

Agitacéo 4571h

- . ;
0,25 mL H' 2,0 mol L 0,5 mL NaOH 1,0 mol L

1mL TISAB Il

T

0,5 mL NaOH 1,0 mol L™

1mLTISAB I

§

Leitura de
FT/mV

Leitura de FI/mV
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ANEXO D
CONFECGAO DOS BLOCOS DE ESMALTE BOVINO (4x4mm)

1. Coroa do dente bovino incisivo central inferior, separada
da raiz por meio de disco diamantado de duas faces (KG
Sorensen D 91), montado em motor de bancada
(Nevoni), mantido sob refrigeragcao (agua deionizada).

2. Seccao da coroa utilizando disco diamantado (série 15
HC Diamond - n. 11-4244 Buehler) separando a
superficie vestibular da lingual.

3. Face vestibular fixada na placa de acrilico.

4. Seccao da face vestibular no sentido longitudinal seguido
pelo corte no sentido tranversal, na por¢cdo mais plana,
utilizando-se 2 discos diamantados (série 15 HC Diamond
—-n. 11-4243 Buehler), montados em cortadeira sob
refrigeragdo com agua deionizada e separados por um
disco espacador de aluminio com 4 mm de espessura.

5. Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre placa
de resina. Ao lado, bloco de esmalte dentério.
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ANEXO E
PLANIFICAGAO DA DENTINA E POLIMENTO DO ESMALTE

1. Bloco de esmalte fixado em disco de
resina acrilica pré-fabricada (£ 3 cm
de diametro por = 11 mm de
espessura), com auxilio de cera
pegajosa (Kota Ind. e Com. LTDA),
com a superficie dentinaria voltada
para cima.

Ajuste da dentina para obtencédo de
superficies paralelas entre esmalte e
dentina, utilizando Politriz APL-4
AROTEC e lixas de granulagdo 320
(CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320,
BUEHLER), 2 pesos, durante 30
segundos sob baixa rotacdo e
refrigeracéo.

3. Blocos fixados com a superficie do
esmalte voltada para cima para serem
polidos.

Seqiiéncia do polimento de esmalte:

v' Pedra-pomes, agua deionizada e taga de borracha montada em contra-angulo em baixa-

rotacéo.

v' Lixas de granulacdo 600 (30 segundos), 800 (30 segundos) e 1200 (30 segundos) com

refrigeracdo a agua. Limpeza em lavadora ultrassénica e agua destilada/ deionizada por 2

minutos, entre cada lixa;

v" Acabamento final com disco de papel feltro TEXMET 1000 (Buehler Polishing Cloth) durante

1 minuto com suspensao de diamante 1 micron base-agua (Buehler);

v' Lavagem durante 30 segundos com jato de agua deionizada;

v' Limpeza em lavadora ultrassénica Modelo 2110 (Branson, Danbury CT,USA) com &agua

destilada/ deionizada (2minutos).
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ANEXO F
ANALISE DA DUREZA DE SUPERFICIE DO ESMALTE

1. Microdurébmetro Shimadzu Micro
Hardness Tester HMV-2000 (Shimadzu
Corporation -  Kyoto-Japan), com

penetrador tipo Knoop, acoplado ao
Software para analise de imagem CAMS-
WIN (NewAge Industries, USA).

2. Bloco de esmalte sendo submetido
a leitura no microdurémetro, carga
estatica de 25 gramas e tempo de
10 segundos.

3. Fotomicrografia das impressdes (SHi).
(Aumento: 100x)

4. Fotomicrografia das impressdes (SHj,
SHY). (Aumento: 100x%)
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ANEXO G
DISPOSITIVO PALATINO

1. Dispositivo palatino confeccionado em
resina acrilica (Jet — Artigos Odontolégico
Classico, S&o Paulo), com espagco para a
insercao dos blocos de esmalte de dente bovino.

2. Blocos fixados com cera pegajosa e
cobertos com tela plastica, deixando um
espaco (de 1 mm) entre o bloco e a tela
para permitir o acumulo do biofilme e
protegé-lo da perturbacdo mecanica.

Jackeline Gallo do Amaral



57

ANEXOH
LISTA DE INSTRUGOES AOS VOLUNTARIOS

1. O dispositivo intrabucal deve ser utilizado durante todo o dia e a noite, sendo removido da boca
apenas durante as refeicdes ou quando o voluntario for ingerir algo, inclusive agua.

2. Quando estiver fora da boca, em nenhum momento o dispositivo deve ser deixado a seco.
Guarde-o no porta-aparelho, com uma gaze Umida na dgua deionizada fornecida, sobre a area dos
blocos de esmalte.

3. Procure evitar que o dispositivo fique fora da boca por um periodo prolongado, restringindo-se
ao tempo necessario para a alimentacdo (maximo de 1 hora).

4. Durante toda a fase experimental, utilize o dentifricio fornecido pela pesquisadora.
5. Realize a higiene bucal normalmente.

6. Escove apenas a porcdo do dispositivo que ndo contém os blocos de esmalte; para isso, utilize
o dentifricio e enxaglie com a agua deionizada fornecida.

7. Nao utilize produtos para bochecho ou outros agentes tépicos de qualquer natureza durante a
fase experimental.

8. N&o utilize vitaminas ou suplementos sistémicos que contenham fllor durante a fase
experimental.

9. Quando o dentifricio, gaze ou agua deionizada estiverem acabando, entre em contato com a
pesquisadora responsavel para que sejam repostos.

10. Qualquer duvida entre em contato.
Fase de desmineralizacao
1. Gotejar a sacarose nos horarios descritos: 8:00/ 11:00/14:00/17:00/19:00/21:00.

2. Para fazé-lo, remova o dispositivo da boca, coloque sobre o porta-aparelho e goteje duas gotas
da solucdao sobre cada bloco de esmalte, sem tocar a ponta do conta-gotas no dispositivo para
evitar a contaminacdo da solugdo. Aguarde 5 minutos, para que a sacarose se difunda pela placa
bacteriana, e retorne a cavidade bucal.

3. Para realizar o tratamento com dentifricio, diluir o dentifricio em agua deionizada ja dosados
nos frasco. Homogeneizar por 2 minutos e gotejar uma gota em cada bloco. Aguardar 1 minuto
e lavar os blocos com agua deionizada. Enquanto isso, realizar a escovagdo bucal. (Tratamento -
7:30/ 21:30)

4. Quando o horario de gotejamento coincidir com um periodo em que o dispositivo estiver fora da
boca, realize o gotejamento 5 minutos antes de retornar o dispositivo para a boca. Os
gotejamentos seguintes devem ser realizados no horario pré-determinado. Ndo goteje a sacarose
e deixe por mais de 5 minutos sem colocar o dispositivo na boca.

5. A solugdo de sacarose sera trocada a cada 48h, o voluntario devolvera o frasco, e recebera um
NOVO com sacarose.

6. O acumulo de placa bacteriana sob a tela plastica nesta fase é desejavel; ndo tente remové-la
de forma alguma.

Qualquer duvida entrar em contato com a pesquisadora responsavel (Jackeline- tel: 3301-0940/
8142-8700).
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ANEXO |
ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ANALISE DE F, CAE P NA PLACA DENTAL

Placa + HCI 0,5 mol.L
(0,5mL/10mg Placa)

Agitacéo T.A./ 3h

NaOH 0,5 mol.L™" (0,5mL/10mg Placa)
(Centrifugar 11000g/1min)

Sobrenadante |

40 pL amostra

0,1 mL amostra 0,1 mL amostra

1,0 mL Reagente

de Trabalho 2,2 mL H,O

Leitura de F/mV Leitura de Ca

0,5 mL Molibdato

0,2 mL Reativo Redutor

Leitura de P
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ANEXO J
ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ANALISE DE PEC NA PLACA DENTAL

Placa + HCI 0,5 mol.L
(0,5mL/10maq Placa)

Agitacao T.A./ 3h

NaOH 0,5 mol.L™ (0,5 mL/10mg Placa)
(Centrifugar 11000g/1min)

Sobrenadante | Precipitado |

Acrescentar NaOH 1 mol.L™ (0,1mL/mg placa)
Agitacdo 3h/T.A.

Centrifugar 11000g/1min

Sobrenadante I

0,2 mL Amostra

0,3 mL H,0 deionizada

0,5 mL Fenol 5%

2,5 mL acido sulfurico

Leitura de Polissacarideos
Extracelulares
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ANEXO K

ANALISE DA DUREZA EM SECGAO LONGITUDINAL

1. Embutidora metalografica (AROTEC PRE 30S) -
utilizada para inclusdo dos blocos de esmalte em 5
gramas de resina acrilica (Buehler Transoptic
Powder, Lake Bluff, lllinois, USA), pressdo de 150
Kgf/cm2, tempo de aquecimento de 7 minutos e mais
7 minutos de resfriamento. Os blocos foram fixados
em posicdo com cola adesiva (Super Bonder —
Loctite).

2. Corpo de prova — plano longitudinal voltado para a
superficie da resina acrilica.

3. Microdurbmetro Micromet 5114 Hardness Tester
(Buehler, Lake Bluff, USA e Mitutoyo Corporation,
Kanagawa, Japan), com penetrador tipo Knoop,
acoplado ao Software para analise de imagem
Buehler OminMet (Buehler, Lake Bluff, USA).

Seqiiéncia do polimento de esmalte:
v' Lixas de granulagdo 320 (1 minuto), 600, 800 e 1200 (2minutos) e refrigeragdo a agua.
Limpeza em lavadora ultrassénica e agua destilada/ deionizada por 2 minutos, entre cada lixa;
v" Acabamento final com disco de papel feltro Microcloth Supreme PSA (Buehler) durante 2
minutos com suspensao de diamante 1/4 micron base-agua (Buehler);
v' Lavagem durante 30 segundos com jato de agua deionizada;

v' Limpeza em lavadora ultrassénica utilizando agua destilada/deionizada (2 minutos).

Jackeline Gallo do Amaral



61

ANEXO L

MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

1. Secgédo de esmalte com espessura de
aproximadamente 100 ym montado em lamina
microscopica para analise.

2. Microscépio de Luz Polarizada (AXIOPHOT -
ZEISS DSM-940 A, Oberkochen, Germany),
camera fotografica digital (Canon, modelo
Powershot A620) devidamente acoplada e
microcomputador.

3. Fotomicrografia de Luz Polarizada do esmalte
bovino ap6s indugao de desmineralizacao in vitro.
(Aumento: 200x).
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ANEXO M

ANALISE DOS CONTEUDOS DE F, Ca E P NO ESMALTE

1. Bloco fixado em mandril para peca reta e
montado em um microscopio modificado
com um micrometro (Pantec, S&o Paulo,
Brasil).

Bloco de esmalte adaptado ao
mandril, sendo submetido a
microabrasdo, com desgaste de
50 ym, para analise do F, Cae P.

3. Apbs desgaste, pd de esmalte presente na
lixa adaptada em frascos de poliestireno
cristal (J - 10, Injeplast, Brasil).
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4. Para analise do conteudo de F no
esmalte utilizou-se:

A- Eletrodo especifico Orion 9409-BN
(Orion Research, Inc., Beverly, MA,
USA).

B- Microeletrodo de referéncia
(Analyser Comércio e Industria LTDA,
Sao Paulo, SP).

C- Analisador de ions Orion 720A
(Orion Research, Inc.).

5. A concentragdo de calcio no
esmalte foi determinada através de
meétodo colorimétrico em placas de 96
pocos, (Placa para cultura de células
de fundo chato - Modelo 92096 — TPP,
Switzerland).

6. As leituras de absorbancia na
analise da concentracdo de calcio no
esmalte foram realizadas em leitor de
placas, (PowerWave 340, Biotek a 650
nm).

7. As leituras de absorbancia na
determinagdo da concentracdo de
fosforo do esmalte foram realizadas a
660 nm, no espectrofotdmetro Hitachi,
modelo U-1100 (Hitachi High
Technologies, Minato-ku, Tokyo,
Japan).
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ANEXO N
ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ANALISE DE F, CA E P NO ESMALTE

P6 de esmalte + 0,8 mL HCI 1,0

i 5 HER i

Agitacdo T.A./ 1h

40 pL amostra 0,1 mL amostra

1,0 mL H,O

0,25 mL Molibdato

25 uL Arsenazo

Leitura de F/mV

0,1 mL Reativo Redutor

Leitura de Ca

Leitura de P

Jackeline Gallo do Amaral



65

ANEXO O

PESO DA PLACA DENTAL FORMADA

Tabela — Peso total do biofilme (mg) de cada voluntario por tratamento e valores

médios, desvio-padrio e erro-padrao de acordo com os dentifricios experimentais.

Peso Biofilme (mg)

Voluntarios Placebo 500 500 GPCa 1,100
1 614 616 374 28.9

2 58,3 30,4 52 38,5

3 478 14,1 418 227

4 43,2 512 46,3 39,9

5 278 251 217 16,1

6 715 36.8 343 58,6

7 16,3 11,2 24.6 71

8 52,4 484 38 261

9 354 23.4 12,2 37.9
10 795 57 81,7 52.8
Média 494 35.9 39 32.9
DP 19.5 17.9 19,2 15,9

ep 6,2 5,7 6,1 5
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ANEXO P

MEDIA DA DUREZA DE SUPERFICIE INICIAL E FINAL

Tabela — Média da dureza de superficie inicial e final dos voluntarios em cada tratamento

Analise - SMH
Voluntarios Inicial Final

Placebo 500 500 GPCa 1,100 Placebo 500 500 GPCa 1,100
1 354,0 354,4 354,0 352,8 217,4 239,1 3171 305,1
2 352,8 354,0 354,8 3534 129,0 2425 280,1 2951
3 352,9 354,0 353,2 354,3 205,9 301,1 312,6 318,2
4 353,8 352,0 353,1 356,2 106,4 2143 253,2 296,6
5 351,9 353,5 353,1 355,2 224,3 280,3 308,8 312,1
6 354,5 353,7 354,5 356,1 231,2 292,8 309,2 311,7
7 355,5 352,1 353,9 356,3 230,9 271,9 302,5 312,0
8 354,9 353,8 355,8 354,3 1771 278,9 312,9 286,4
9 353,8 355,1 356,9 355,8 150,5 2731 3144 313,0
10 357,3 354,1 356,0 355,4 160,7 212,3 313,3 299,9
Média 354,3% 353,6% 354,5° 354,9° 183,4%Y 260,6° 302,4° 305,0°

DP 1,5 0,9 1,3 1,2 429 29,9 19,2 9,6

*Nao ha diferenca entre as médias calculadas (ANOVA, p=0,133). WLetras distintas mostram diferenga entre as médias
calculadas (Kruskal-Wallis, p<0,0001).
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ANEXO Q

CONCENTRAGAO DE F, Ca, P E PEC NAPLACAEF, CaE P NO ESMALTE DENTAL

Tabela 1— Valores (média +DP, n=10) da concentracéo (ug/g) de fluoreto (F),
calcio (Ca), fosfato (P) e polissacarideos extracelulares (PEC) presente na
placa dentaria de acordo com os dentifricios.

er Analise
Dentifricios = Ca 5 BEC
Placebo 3,6+ 1,0% 0,54+ 0,08° 0,19+ 0,10*° 53,6+ 11,6
500 6,7£2,2° 0,82+ 0,37° 0,36+ 0,16° 38,2+ 11,2°
500 GPCa 9,4+ 6,0° 1,09+ 0,19° 0,52+ 0,21° 20,6+ 12,2°
1100 15,2+ 8,0 1,29+ 0,52° 0,59+ 0,26° 19,9+ 12,8°

*Letras distintas mostram diferenga entre as médias calculadas em cada andlise

(Kruskal-Wallis, p<0,001).

Tabela 2— Valores (média +DP, n=10) da concentragdo (ug/g) de
fluoreto (F), calcio (Ca) e fosfato (P) presente no esmalte dentario

de acordo com os dentifricios.

Dentifricios Andlise
F Ca
Placebo 0,54+ 0,05°  883%127,3°  211,7+33,8°
500 0,82+ 0,17°  979,9+89,2°  274,3+ 448"
500 GPCa 0,84+ 0,26°  1137,0£92,7° 294,9+47,7°
1100 1,27+ 0,43°  1124,0£ 107,7° 279,3+ 40,1°

*Letras distintas mostram diferenca entre as médias calculadas em cada

analise (Kruskal-Wallis, p<0,001).
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ANEXO R
PERDA INTEGRADA DE DUREZA DE SUBSUPERFICIE

Tabela — Média de dureza integrada de subsuperficie por

voluntarios, de acordo com cada tratamento.

Voluntarios AKHN
Placebo 500 500GPCa 1100
1 4024,5 1723,3 588,4 557,4
2 5452,9 1270,6 279,6 398,4
3 7066,9 1852,1 313,5 301,0
4 5885,5 1415,4 331,3 381,1
5 6523,4 1929,6 284,9 508,5
6 5959,8 2659,8 423,5 490,4
7 6845,5 1986,6 711,9 460,4
8 3633,0 3651,0 310,4 4525
9 5022,3 2719,5 586,9 558,8
10 6111,8 3127,2 212,5 281,9
média 5652,6 2233,5 404,3 439,1
dp 1140,6 773,3 167,1 97,3
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