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Resumo




OLIVEIRA, R.A.D. Modelo in situ de remineralizagdo para determinar dose-
resposta com dentifricios de baixa concentragdo de fluoreto utilizando esmalte
bovino. Aracatuba, 2009. 60 f. Tese (Doutorado)- Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2009.

Estudos realizados em diferentes paises apontam o uso de dentifricios fluoretados
como o principal responsavel pelo declinio na prevaléncia da carie bem como pelo
aumento na incidéncia da fluorose dentaria. Um dos recursos para a promoc¢ao da
saude bucal e reparo das lesdes cariosas, sem causar danos aos individuos, seria a
diminuicdo da concentracdo de fluoreto no dentifricio mantendo a efetividade
anticariogénica comparavel a de um dentifricio padréo de mercado (1100 ug F/g) em
situacOes de baixa ou alta atividade de céarie. O objetivo do presente estudo foi
avaliar um modelo in situ de remineralizacdo para determinar dose-resposta com
dentifricios de baixa concentracdo de fluoreto. O estudo foi duplo-cego linear, divido
em 8 oito periodos experimentais com intervalos de 7 dias. Participaram da pesquisa
10 voluntarios que utilizaram dispositivos palatinos contendo blocos de esmalte
bovino desmineralizados. Foram estabelecidos dois regimes experimentais de 3 e 7
dias e 4 tratamentos com dentifricios: placebo, 275, 550 e 1100 pg F/g. Foi realizada
a andlise da profundidade da desmineralizacdo e decorridos 0s tempos
experimentais realizaram-se as analises: de dureza (Knoop) de superficie e em
seccdo longitudinal e da concentracéo de fluoreto presente no esmalte (ug F/mm?).
Os dados apresentaram-se homogéneos e foram submetidos a analise de variancia
(p<0,05). A desmineralizacdo apresentou uma profundidade média de 47,7 um com
caracteristica de lesdo de subsuperficie. As andlises de dureza mostraram aumento
na remineralizagdo com o aumento da concentracdo de fluoreto nos dentifricios com
o regime experimental de 3 dias (p<0,05). O aumento no tempo de permanéncia na
cavidade bucal e exposicdo aos dentifricios fluoretados ndo aumentaram a
concentracéo de fluoreto presente no esmalte para um mesmo dentifricio fluoretado
(p>0,05). Somando-se a isto, o dentifricio 550 ug F/g (7 dias) apresentou resultados
de remineralizacdo semelhante (p>0,05) aos dentifricios 1100 ug F/g (3 e 7 dias).
Concluiu-se que o modelo de remineralizagdo in situ apresentou capacidade de
verificar dose-resposta com regime experimental de 3 dias, e que este tipo de

modelo € mais apropriado para testar dentifricios de baixa concentracdo de fluoreto.
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Abstract




OLIVEIRA, R.AD. In situ remineralization model for dose-response
establishment using low fluoride concentration dentifrices and bovine enamel.
Aracatuba, 2009. 60 f. Tese (Doutorado)— Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2009.

Studies developed in different countries indicate F dentifrices as the main reason for
the decrease in caries prevalence as well as for the increase of dental fluorosis. One
of the resources for oral health promotion and repair of carious lesions, with no
damage to individuals, would be the reduction of F concentration in dentifrice with
preservation of the anti-caries effect similar to a Gold Standard dentifrice (1100 ug
F/g), during conditions of low or high caries activity. The aim of this study was to
evaluate an in situ remineralization model for dose-response establishment using low
fluoride concentration dentifrices. This randomized controlled double-blind study was
performed according to the volunteers’ availability and had 8 experimental periods
with 7-day intervals. The volunteers (n=10) wore palatal appliances containing
demineralized bovine enamel blocks. Two experimental regimens (3 and 7 days) and
dentifrices treatments (placebo, 275, 550 and 1100 pg F/g) were set.
Demineralization depth using polarized light microscopy, surface and cross-sectioned
hardness (Knoop) and F concentration in enamel (ug F/mm?®) were determined. Data
were homogeneous and submitted to analysis of variance (p<0.05). Demineralization
areas presented a mean depth of 47.7 um with traits of subsurface lesion. Hardness
analysis showed a remineralization improvement as F concentration in dentifrices
increased, for the 3-day experimental regimen (p<0.05). The augment of time in the
oral cavity and of exposure to F dentifrices did not increase F concentration in
enamel, considering similar F dentifrices (p>0.05). In addition, the dentifrice with 550
Hg F/g (7 days) showed similar results of remineralization (p>0.05) when compared
to dentifrices with 1100 pg F/g (3 and 7 days). It may be concluded that the in situ
remineralization model showed the ability to verify dose-response with a 3-day
experimental regimen; this model is more suitable for testing low F concentration

dentifrices.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar um modelo in situ de remineralizagdo para
determinar dose-resposta com dentifricios de baixa concentragédo de fluoreto. O
delineamento foi duplo cego linear, onde 10 voluntarios utilizaram dispositivos
palatinos contendo blocos de esmalte bovino desmineralizados artificialmente.
Foram estabelecidos dois regimes experimentais de 3 e 7 dias e 4 tratamentos com
dentifricios: placebo, 275, 550 e 1100 ug F/g. . Foi realizada a analise da
profundidade da desmineralizacdo e decorridos os tempos experimentais realizaram-
se as andlises: de dureza (Knoop) de superficie e em seccdo longitudinal e da
concentracdo de fluoreto presente no esmalte (ug F/mm3). A desmineralizacdo
apresentou uma profundidade média de 47,7 um com caracteristicas de lesdo de
subsuperficie. As andlises de dureza mostraram aumento na remineralizagdo com o
aumento da concentracdo de fluoreto nos dentifricios com o regime experimental de
3 dias (ANOVA, p<0,05). O aumento no tempo de permanéncia na cavidade bucal e
exposi¢do aos dentifricios fluoretados ndo aumentaram a concentracdo de fluoreto
presente no esmalte para um mesmo dentifricio fluoretado (ANOVA, p>0,05).
Somando-se a isto, o dentifricio 550 pg F/g (7 dias) apresentou resultados de
remineralizacdo semelhante (ANOVA, p>0,05) aos dentifricios 1100 pg F/g (3 e 7
dias). Concluiu-se que o modelo de remineralizacdo in situ apresentou capacidade
de verificar dose-resposta com regime experimental de 3 dias, e que este tipo de

modelo é mais apropriado para testar dentifricios de baixa concentracao de fluoreto.
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Introducéo

Ao longo do século XX, o fluoreto foi o principal agente utilizado na prevencéo
da carie dentaria em todo o mundo, sendo oferecido a populacdo de maneiras
diversas. Em estudos realizados em diferentes paises, o0 uso de dentifricios
fluoretados tem sido apontado como o principal responsavel pelo declinio na
prevaléncia da carie (Narvai, 2000; Cury et al., 2004; Stookey et al., 2004) bem
como pelo aumento na incidéncia da fluorose dentaria (Mascarenhas, 2000; Cochran
et al.,, 2004). Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de novas diretrizes
para a promocao da saude bucal e o reparo das lesdes cariosas, sem causar danos
aos individuos. Um dos recursos seria a diminuicdo da concentracao de fluoreto no
dentifricio (Horowitz, 1992) contanto que mantenha efetividade anticariogénica
comparavel a de um dentifricio padrédo de mercado (1100 ug F/g) em situagbes de
baixa ou alta atividade de cérie (Lima et al., 2008). Estudos in vitro mostram que é
possivel aumentar a eficacia de dentifricios com baixa concentracdo de fluoreto
(500-400 pg/g) acidulando-os (pH 5,5 ou 4,5) (Brighenti et al., 2006; Alves et al.,
2007) ou suplementando-os com trimetafosfato de sédio (Takeshita et al., 2009).
Para validar o uso clinico, testes in situ verificando a capacidade dos dentifricios
reduzirem a perda mineral ou ativarem a remineralizacado devem ser realizados para
confirmacédo dos achados.

A literatura apresenta alguns modelos de protocolos in situ que avaliam a
capacidade remineralizadora do fluoreto veiculado através de dentifricios, solugcbes
ou géis. A maioria avalia produtos com alta concentracéo de fluoreto (Lagerweij and
ten Cate, 2002; Reynolds et al., 2008; Altenburger et al., 2008; Jardim et al., 2008),
outros avaliam produtos com baixa concentracdo (Chow et al., 2000; Nobre-Dos-
Santos et al., 2007), comparando-0 com agentes remineralizantes (de Freitas et al.,
2001; Magalhées et al., 2007; Reynolds et al., 2008; Takatsuka et al., 2008) ou
somente com placebo (Koo and Cury, 1998; Cury et al., 2001; Buchalla et al., 2002).
De acordo com as recomendacdes mais recentes, os delineamentos dos protocolos
in situ devem determinar dose-resposta para atestar a eficacia de dentifricios ja
existentes, como também, validar novas formulagbes (Ammari et al., 2003; Nobre-
Dos-Santos et al., 2007; Jardim et al., 2008). Para o desenvolvimento e a avaliacao
de dentifricios com baixa concentracdo de fluoreto torna-se dificil a eleicdo de um
protocolo que atenda as recomendacgfes acima. Os protocolos mostram variagbes

nos periodos dos experimentos (7 a 60 dias), substrato (esmalte humano ou bovino),
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freqiéncia de tratamento (2 a 4 vezes ao dia), se a aplicacdo € in vivo ou ex vivo,
além de néo verificarem diferengas entre os grupos com a variagao na concentracao
de fluoreto.

N&o ha relatos na literatura de que estes protocolos tenham sido testados e
tenham capacidade de verificar dose-resposta, principalmente em dentifricios com
baixa concentracdo de fluoreto. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar um modelo in
situ de remineralizacdo para determinar dose-resposta com dentifricios de baixa
concentracao de fluoreto (placebo, 275, 550 e 1100 ug/g) utilizando esmalte bovino

desmineralizado artificialmente.

Material e Método
Delineamento Experimental

O estudo foi duplo-cego e cruzado aleatorio, dividido em 8 oito periodos
experimentais com intervalos de 7 dias. O projeto foi submetido ao Comité de Etica
de Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia — campus de Aracatuba
previamente ao inicio do estudo (Processo: FOA 2007/02270 — Anexo A).
Participaram desse projeto 10 voluntarios com idade entre 20 e 30 anos, com boa
saude geral e bucal e com fluxo salivar normal. Blocos de esmalte (3x3 mm) foram
obtidos de dentes incisivos bovinos estocados em solucéo de formol a 2% neutra em
temperatura ambiente (Anexo B). As superficies de esmalte dos blocos foram
sequencialmente polidas (Anexo C), permitindo sua selecdo através da
determinacdo da dureza de superficie (SH). Apés a desmineralizacdo artificial, os
blocos de esmalte foram submetidos ao teste de dureza de superficie pos-
desmineralizagdo (SH;) e analise em microscopia de Luz Polarizada (n=10). Foram
confeccionados dispositivos para a arcada superior, nos quais se fixaram 4 blocos
de esmalte bovino desmineralizados. Foram estabelecidos 2 regimes experimentais
de 3 e 7 dias e 4 tratamentos com dentifricios: placebo, 275, 550 e 1100 pg F/g.
Decorridos os tempos experimentais realizaram-se as analises de dureza de
superficie (SH,), para o calculo da porcentagem de recuperacdo de dureza de
superficie (%SHRg), de dureza em seccéo longitudinal, para o calculo da perda
integrada da dureza de subsuperficie (AKHN) e da concentracdo de fluoreto
presente no esmalte (ug F/mm?®). Foram considerados como fatores de variacdo os

dentifricios e os tempos dos regimes experimentais e, como variaveis, a dureza de
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superficie (SH, SH; e SH,), perda integrada da dureza de subsuperficie (AKHN) e a

concentracéo de fluoreto presente no esmalte (ug F/mm?).

Formulacdo e Dosagem de Fluoreto dos Dentifricios Experimentais

Os dentifricios foram manipulados no laboratério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP, com o0s seguintes componentes: dioxido de titanio,
carboximetilcelulose, metil-p-hidroxibenzoato de sodio, sacarina, 6leo de menta,
glicerina, silica abrasiva, laurilsulfato de s6dio e agua. O fluoreto (F) foi acrescido as
formulagbes para obter as seguintes concentracdes finais: 275, 550 e 1100 ug F/g
(na forma de NaF- Merck®). Foi preparado também um dentifricio sem fluoreto
(placebo). A determinagdo do flaor total (FT) e do flaor ibnico (FI) foi realizada
através do método descrito por Delbem et al. (2002) (Anexo D) utilizando eletrodo
especifico combinado para ion F (9609 BN — Orion) acoplado ao analisador de ions
(Orion 720 A+), previamente calibrado com cinco padrdes (0,125; 0,25; 0,5;1,0e 2,0
pMg F/mL).

Selec¢édo dos voluntarios

Foram selecionados 10 adultos jovens, sem distincdo ao género, residentes em
area com agua de abastecimento fluoretada, que apresentaram bom estado de
saude geral e bucal (Delbem et al. 2005; Kielbassa et al. 2003; Tenuta et al. 2005).

Foram excluidos da amostra, os fumantes, portadores de lesGes de cérie ativa,
aqueles que receberam aplicacdes de fluoreto pelo menos até 2 semanas antes do
experimento, 0s que utilizaram nos Ultimos 2 meses ou ainda utilizam
medicamentos, tais como: antidepressivos, narcéticos, diuréticos e anti-histaminicos,
0s que sofreram irradiacdo, aqueles que tinham atividades aquaticas (o cloro
presente nas piscinas leva o individuo em contato com ambientes de baixo pH), os
que trabalham em ambientes poluidos por compostos de baixo pH (industrias) e os
que possuem doencas sistémicas (xerostomia, diabetes tipo 1, doencas auto-
imunes, ma nutricdo, problemas gastresofagicos e distirbios de regurgitacdo e
vomito). Os critérios de exclusdo durante o experimento foram: desisténcia
voluntéria, alteracdo do quadro de saude com consequente alteracdo do fluxo salivar
ou necessidade de uso de antibidticos, uso de bochechos orais ou dentifricios

fluoretados e o ndo cumprimento do desenho experimental.
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Desmineralizacdo da superficie de esmalte

Apb6s determinagdo da dureza de superficie inicial (SH) utilizando um modelo
modificado a partir de Queiroz et al. (2008), foi realizada a desmineralizacdo das
superficies de esmalte. Os blocos de esmalte bovino foram isolados completamente
com uma fina camada de esmalte de unha com excec¢édo da superficie externa de
esmalte (area = 9 mm?) e colocados individualmente em solugéo desmineralizante
(2,3 mmol/L Ca, 0,78 mmol/L P em tampéo acetato 0,05 mol/L, em pH 5,0; 0,03 ppm
F; - 18 mL/bloco) por um periodo de 16 horas, a 37°C. A seguir os blocos foram

submetidos a determinacéo de dureza de superficie pds-desmineralizacédo (SH,).

Andlise da profundidade da lesdo — Microscopia de Luz Polarizada

Seccbes de 600 pum de espessura foram removidas de blocos (n=10)
submetidos a inducédo de lesédo de cérie, utilizando disco de corte diamantado (11-
4243 série 15 HC, Diamond Buehler). As secc¢des dos blocos foram desgastadas e
polidas até uma espessura de 100 um utilizando a politriz Phoenix Beta-Vector
(Buehler, Lake Bluff, lllinois, USA). As seccOes de esmalte foram montadas em
laminas de vidro em filme de agua destilada/deionizada, cobertos por uma laminula
de vidro e selados com resina ethelan. As secc¢des foram examinadas através de
microscopio de Luz Polarizada (AXIOPHOT - ZEISS DSM-940 A, Oberkochen,
Germany) sob aumento de 400X (Anexo E). Com o emprego de uma maquina
fotografica digital (Canon, modelo Powershot A620), devidamente acoplada ao
microscopio Optico e a um computador, foi possivel o armazenamento e a
observacéo detalhada das estruturas de interesse. Trés areas na regido central das
seccOes 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).

Protocolo do estudo in situ e instru¢cdo aos voluntarios

Antes de iniciar a fase experimental, os voluntarios receberam e, nos casos de
aceitacao, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com
0 Cabdigo de Etica Profissional e OrientagBes contidas na Resolucdo 196 de 10 de
outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude para experimentos envolvendo

humanos. Orientacfes por escrito foram fornecidas aos voluntarios antes de iniciar a
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pesquisa, instruindo-os a utilizar os dispositivos diariamente, inclusive para dormir,
removendo-os unicamente durante as refei¢cdes principais. Indicacdes a respeito da
nao utilizacdo de produtos contendo flior, com excecéo da agua fluoretada, assim
como de medicamentos e/ou enxaguatorios antibacterianos, também foram
fornecidas.

Cada voluntario selecionado foi submetido a uma moldagem do arco superior
com alginato para confeccédo do modelo de gesso pedra e do dispositivo palatino em
resina acrilica (Delbem et al. 2005). Foram fixados nos dispositivos palatinos quatro
blocos de esmalte desmineralizados (dois de cada lado), os quais ficaram na mesma
altura da resina (Anexo F). O estudo contou com 2 regimes experimentais (3 e 7
dias) de tratamento com os dentifricios: placebo, 275, 550, 1100 pg F/g. Uma
semana antes do inicio do experimento e entre as etapas, o0s voluntarios utilizaram
dentifricio sem fluoreto. Os voluntarios foram orientados a realizar 3 escovacdes
diarias com o dispositivo em posicdo e somente remové-lo durante as principais
refeicbes. Apds o término de cada periodo experimental o voluntario fez uso de
dentifricio placebo durante 7 dias (wash-out) para, a seguir, iniciar uma nova fase.

Analise da dureza do esmalte

Para os testes de dureza (SH) nos blocos de esmalte foi utilizado o
microdurémetro Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2000 (Shimadzu Corporation
- Kyoto - Japan), com penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 gramas e tempo
de 10 segundos, acoplado ao Software para analise de imagem CAMS-WIN
(NewAge Industries, USA). Apos preparo e polimento dos blocos de esmalte, foram
realizadas 5 impressdes na regido central do bloco de esmalte, separadas entre si
por uma distancia de 100 um (Anexo G). Seguido a producao da desmineralizagao
do esmalte, os blocos foram novamente submetidos ao teste de dureza de superficie
(SH1), com impressdes 100 um distantes das iniciais. Decorridos o0s regimes
experimentais, determinou-se dureza de superficie pos-regime experimental (SH>),
realizaram-se 5 impressfes equidistantes entre si e a 100 ym das impressoes
iniciais (SH) e calculou-se a porcentagem de recuperagcdo de dureza de superficie
(%SHgR) de acordo com a seguinte formula: %SHg = ((SH2 — SH1)/(SH — SH1))x100.

Na sequéncia, os blocos de esmalte foram seccionados longitudinalmente na
regido central do bloco e uma das metades de cada bloco foi incluida em resina

acrilica e sequencialmente polida. Para analise da dureza em secc¢do longitudinal
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foram realizadas trés sequéncias de oito impressées distantes 10, 30, 50, 70, 90,
110, 220 e 330 ym da superficie externa do esmalte, sendo uma na regiao central do
bloco e, outras duas, 100 ym umas das outras, com carga de 25 g durante 10s
(Anexo H). Os valores médios dos trés pontos medidos foram calculados em cada
distancia. A area integrada da microdureza (KHN x um) da lesdo até o esmalte
higido foi calculada utilizando a regra trapezoidal (GraphPad Prism, versédo 3.02) e
subtraida da area integrada da dureza do esmalte higido obtendo a perda integrada
da dureza de subsuperficie (AKHN) (Takeshita et al., 2009).

Determinacéo de fluor presente no esmalte dentario

A biopsia no esmalte foi realizada de acordo com a técnica de Weatherell et
al. [1985]. Blocos de esmalte medindo 1,5x1,5 mm foram obtidos das metades das
seccOes longitudinais, fixados em mandril para peca reta e montados em um
microscoépio modificado com um micrometro (Pantec, Sdo Paulo, Brasil) para medir a
profundidade (Anexo I). Removeu-se uma camada de (50 um) utilizando disco de
lixa auto-adesiva (13 mm de diametro) de granulacdo 400 (silicon-carbide, Buelher)
fixada em frascos de poliestireno cristal (J-7, Injeplast, Brasil). Em cada frasco
acrescentou-se 0,5 mL de HCI 0,5 mol L. Eles foram mantidos sob agitacéo
constante por 15 minutos e em seguida foi adicionado 0,5 mL de NaOH 0,5 mol L™
(Alves et al.,, 2007). Para andlise de F utilizou-se o eletrodo Orion 9409 e
microeletrodo de referéncia (Analyser, S&do Paulo, Brasil) acoplados a um analisador
de ions (Orion 720A") e TISAB Ill (“tamp&o ajustador de forca idnica total”, Orion
Research Inc, Beverly, MA, USA), previamente calibrado com 5 padrdes (0,045 a
0,720 pg F/mL), nas mesmas condicbes das amostras. Os resultados foram

expressos em pg/mm?,

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GMC versao 2002
(Campos, 2003) com limite de significAncia de 5%. Foram considerados como
fatores de variacdo os regimes de tratamento (3 e 7 dias) e os dentifricios
experimentais e, como variaveis, os valores de SH, SHj;, SH, e %SHg, AKHN e ug

F/mm? presentes no esmalte. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e
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homogeneidade, Kolmogorov-Smirnov e Cochran, respectivamente. Os dados de
SH, SH1, SH,, AKHN e pg F/mm? apresentaram distribuicdo normal e homogénea e

foram submetidos a analise de variancia (two-way) seguida pelo teste de Tukey.

Resultado

Os valores (media =dp, n=3) da concentracdo de fluoreto total e iGnico nos
dentifricios experimentais (placebo, 275, 550 and 1100 pgF/g) foram,
respectivamente: 8,2 +0,7 e 5,5 +0,2; 263,9 +3,6 e 280,1 £3,6; 544,3 18,2 e 567,2
+7,6; 1129,6 £15,4 e 1150,4 +6,9 ugF/g (Anexo J). O valor médio +dp da dureza de
superficie (SH) de todos os blocos dos voluntéarios foi 362,5 +4,2 KHN. As médias
+dp dos valores de dureza de superficie de acordo com os tratamentos com
dentifricios variou entre 359,7 +3,2 e 366,2 4,2 KHN (Anexo K). N&do houve
diferenca estatistica entre os diferentes grupos do experimento (p=0,492). O valor
médio +dp da dureza de superficie pds-desmineralizacédo (SH;) foi 74,8 £13,4 KHN e
as medias +dp dos regimes experimentais (tempo e dentifricios) variou entre 66,0
+12,5 e 82,5 +9,0 KHN (p=0,344).

A Figura 1 mostra fotomicrografia de Luz Polarizada do bloco de esmalte ap6s
indugdo de desmineralizagéo in vitro. Observa-se uma camada superficial de
esmalte seguida de uma area de extrema desmineralizacdo. A profundidade da
desmineralizacdo (média +dp, n=10) foi 47,7 +12,6 um e variou entre 36,5 e 66,5
pm. A espessura (média +dp, n=10) da camada de esmalte superficial foi 9,8 £0,9
um (8,3-10,8).
<Figura 1>

A figura 2 mostra a dureza de superficie (SH;) e os valores da porcentagem
de dureza de superficie (%SHR) pOs-regime in situ acordo com a concentracao de
flior nos dentifricios e tempo de tratamento (Anexo M). Em relacdo ao periodo de
tratamento de 3 dias, todos 0s grupos experimentais apresentaram diferencas
estatisticamente significante entre si. Quanto maior a quantidade de fluoreto, maior
foi a de dureza de superficie. JA os grupos experimentais tratados por 7 dias,
apresentaram valores estatisticamente semelhantes entre os grupos (p>0,05):
placebo=275 pg F/g; 275 pg F/g=550 pg F/g e 550 pg F/g=1100 pg F/g (figura 2).

Quanto comparados os dois periodos de tempo de tratamento (3 e 7 dias) foi
observado que somente o grupo placebo 3 dias foi estatisticamente diferente de



28

todos os outros grupos. O valor obtido para o grupo placebo 7 dias foi semelhante
ao valor apresentado pelo grupo 275 ug F/g — 3 dias e 7 dias (p>0,05). Os grupos:
275 pg F/g — 7 dias, 550 ug F/g — 3 dias, 550 ug F/g — 7 dias ndo apresentaram
diferencas significativas entre si. Os grupos com 1100 pg F/g apresentaram
resultados semelhantes, para os dois periodos de tempo estudados (p>0,05) e foram
similares ao 550 ug F/g — 7 dias (p>0,05).
<Figura 2>

A Figura 3 mostra os valores da recuperacdo integrada da dureza de
subsuperficie (AKHN) de acordo com a concentracdo de flior nos dentifricios e
tempo de tratamento. O grupo placebo 3 dias apresentou maior valor de AKHN
(p<0,05) quando comparado aos demais grupos. Em relagcdo ao periodo de
tratamento de 3 dias, todos 0s grupos experimentais apresentaram diferencas entre
si (p<0,05). Quanto maior a quantidade de flior, menor os valores de AKHN e maior
o grau de remineralizacdo. O tratamento por 7 dias com os dentifricios, apresentou
valores semelhantes (p>0,05) entre os grupos 550 pg F/g e 1100 ug F/g (figura 3).
Comparando os dois periodos de tempo de tratamento (3 e 7 dias) observou-se que
0 grupo placebo 7 dias foi semelhante ao valor apresentado pelo grupo 275 pg F/g —
7 dias (p>0,05). Os grupos 275 pg F/g — 7 dias e 550 ug F/g — 3 dias nédo
apresentaram diferencas significativas entre si. Os grupos com 1100 pg F/g
apresentaram resultados semelhantes, para os dois periodos de tempo estudados
(p>0,05) e foram similares ao 550 ug F/g — 7 dias (p>0,05).
<Figura 3>

A Figura 4 apresenta os valores (média zep, n=10) de dureza de em seccao
longitudinal em funcéo da distancia (um) da superficie do esmalte de acordo com os
dentifricios e regime de tratamento (Anexos N e O). O aumento na concentracéo de
fluoreto nos dentifricios produziu um maior aumento da dureza nas distancias de 10,
30 e 50 um. Na distancia de 90 um observaram-se menores valores de recuperacao
de dureza no esmalte, independente da concentragdo de fluoreto nos dentifricios e
regime de tratamento (3 e 7 dias).
<Figura 4>

A figura 5 mostra os valores de fluoreto (g F/mm?®) presente no esmalte apés
remineralizacdo da leséo de carie artificial de acordo com a concentracdo de fluor

nos dentifricios e tempo de tratamento (Anexo P). Nos grupos tratados por 3 dias,
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obteve-se valores estatisticamente distintos para os dentifricios placebo e 275 g
F/g, porém grupos 550 e 1.100 ug F/g foram semelhantes. Nos grupos tratados por 7
dias, somente o placebo apresentou-se distinto dos demais. O grupo 275 foi
semelhante ao 550 ug F/g, que por sua vez nao apresentou diferencas estatisticas
em relacdo ao grupo 1.100 pg F/g. (figura 5)

Houve maior semelhanca entre os resultados quando foram confrontados
os dois periodos de tempos (3 e 7 dias). Os grupos placebo 7 dias e 275 ug F/g — 3
dias, foram estatisticamente semelhantes, sendo este Ultimo também semelhante ao
grupo 275 ug F/g — 7 dias. Ja os grupos 550 — 3 e 7 dias e 0s grupos 1.100 -3 e 7
dias ndo apresentaram diferencas. (figura 5)

<Figura 5>

Discussao

A literatura apresenta alguns modelos de protocolos in situ que avaliam a
capacidade remineralizadora de produtos contendo fluoreto (Buchalla et al., 2002;
Lagerweij and ten Cate, 2002; Magalhdes et al., 2007; Nobre-Dos-Santos et al.,
2007; Jardim et al., 2008), porém alguns deles deixam de avaliar aspectos
importantes, tais como: a profundidade da desmineralizacdo produzida
artificialmente, se ha remineralizacdo sem tratamento (acdo da saliva in vivo) e qual
tempo necessario para que ocorra a maxima remineralizacdo do esmalte.

O protocolo in situ deve permitir que ocorra remineralizacdo pela acdo da
saliva mostrando que o modelo permite que esta ocorra pela acao dos ions célcio e
fosfato. No presente estudo o modelo permitiu um ganho mineral de 18,4% com o
grupo placebo com 3 dias de experimento (Figura 2). Este ganho foi 1,5 vezes maior
guando o tempo de permanéncia na cavidade bucal foi de 7 dias (28,2%). Alguns
modelos utilizados mostram perda mineral com o grupo placebo nao permitindo
observar a acdo da saliva no processo (de Freitas et al., 2001) ou ndo apresentam
grupo placebo dificultando verificar se a acdo do produto testado foi resultado do
tratamento ou da acéo da saliva (Lagerweij and ten Cate, 2002; Jardim et al., 2008)
devido ao longo tempo que os blocos de esmalte permaneceram na cavidade bucal.

E importante relatar que o processo de desmineralizacéo e remineralizac&o in

vivo ocorre na dependéncia dos fatores que envolvem a doencga céarie dentéria
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(Thylstrup and Fejerskov, 1995). Isto implica uma variacdo temporal dificil de
precisar. Desta forma, o produto fluoretado ou agente remineralizador deve
apresentar capacidade de remineralizar uma lesdo de carie em um tempo mais
breve possivel.

O tempo de permanéncia na cavidade bucal (tempo do regime experimental)
€ importante no delineamento do protocolo e pode estar relacionado com a
profundidade da desmineralizacdo artificial induzida no esmalte e com o tipo de
substrato utilizado. Comparando os resultados do dentifricio com concentracdo de
1100 pg F/g nos regimes experimentais de 3 e 7 dias, verifica-se uma acdo maxima
do fluoreto em 3 dias. A concentracédo de 1100 pg F/g produziu uma remineralizacao
2,3x maior quando comparado ao grupo placebo no periodo de 3 dias, mas quando
comparado ao placebo 7 dias foi 1,5x maior, para os dados de dureza de superficie
(Figura 2). O periodo de tempo de 7 dias permitiu um tempo necessario para o
aumento da remineraliza¢do pelo grupo placebo. O regime de 7 dias propiciou que
0S grupos com menor concentracdo de fluoreto aumentassem a remineralizacao
podendo observar resultados semelhantes entre os grupos 550 pg F/g — 7 dias e os
grupos 1100 pug F/g — 3 e 7 dias. Isto é critico quando se observa protocolos com
periodos experimentais de 14 a 60 dias (Lagerweij and ten Cate 2002; Reynolds et
al. 2008; Altenburger et al. 2008; Jardim et al. 2008; Chow et al. 2000; Nobre-Dos-
Santos et al. 2007; de Freitas et al. 2001; Magalh&es et al. 2007; Reynolds et al.
2008; Takatsuka et al. 2008; Koo and Cury 1998; Cury et al. 2001; Buchalla et al.
2002). Goorhuis and Purdell-Lewis (1986) observaram que o processo de
remineralizacao in situ no esmalte humano ocorreu rapidamente nos primeiros 9 dias
de experimento, mostrando que o padrdo é alto nos primeiros dias (Lagerweij and
ten Cate, 2002).

O esmalte bovino, substrato utilizado neste estudo, apresenta maior
reatividade e maior porosidade o que permite uma maior difusdo de ions para o
interior da area desmineralizada (Edmunds et al.,1988; Arends and Jongebloed,
1978; Featherstone and Mellberg 1981, Lynch and ten Cate, 2006). Devido a isso,
periodos experimentais longos podem comprometer a capacidade do modelo em
determinar dose-resposta com o uso do fluoreto. Analisando os resultados de AKHN,
com regime experimental de 3 dias, observou-se que o dentifricio com 1100 pg F/g
apresentou uma reducdo da area de desmineralizacdo 9,4 e 3,5 vezes maior em

relacdo ao grupo placebo e 550 pg F/g, respectivamente (Figura 3). Esta diferenca
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reduziu com o regime experimental de 7 dias ocorrendo um aumento (£ 33,0%) na
deposicao mineral na area desmineralizada do grupo placebo enquanto que o grupo
1100 pg F/g ndo apresentou alteragcdo no ganho mineral.

Além do substrato, a profundidade das areas desmineralizadas no esmalte
pode influenciar o tempo necessario para que ocorra uma ampla remineralizagéo.
Poucos trabalhos definem a profundidade da area desmineralizada induzida nos
seus protocolos (Buchalla et al., 2002; Lagerweij and ten Cate, 2002; Nobre-dos-
Santos M et al., 2007;) variando entre 30,0 a 77,3 um. No presente estudo a
profundidade da desmineralizacdo artificial foi ao redor de 47,7 pum, com
caracteristica de uma “lesao de carie” de subsuperficie (Figura 1). A remineralizacéo
€ mais lenta em les6es mais profundas (+100 pm) que a observada em NOSSOS
resultados, pois a distancia de difusdo dos ions é maior para que ocorram 0S
depdsitos minerais (Mellberg, 1991). Observou-se que 3 dias foram suficientes para
gue o tratamento com dentifricio com 1100 pug F/g atingisse 0 maximo de sua
capacidade remineralizadora (Figura 2 e 3). Os demais grupos demandardo um
tempo maior, mas atingirdo o nivel do grupo 1100 ug F/g, como é possivel observar
com o grupo 550 ug F/g — 7 dias que apresentou resultados semelhantes aos grupos
1100 pg F/g — 3 e 7 dias (Figura 2 e 3). Outro fator que permitiu uma rapida
mineralizacdo em 3 dias com o dentifricio 1100 pg F/g foi o tipo de lesdo formada. A
area de desmineralizacdo apresenta uma zona superficial mais mineralizada
(avermelhada) do que a zona subsequente escura (corpo da lesdo), entretanto a
zona superficial é extremamente menos mineralizada que a area de esmalte higido
(amarelo). A Figura 4 mostra valor de dureza de 57,7 £12,0 Knoop a uma
profundidade no esmalte de 10 um no grupo placebo — 3 dias apds remineralizagéo.
Os valores apés a desmineralizacdo do esmalte ndo foram mensuradas em seccao
longitudinal, mas é possivel inferir que foram menores, ja que houve 18% de
aumento da dureza de superficie em relacdo aos valores pds-desmineralizacéo
(Figura 2). Este tipo de “lesdo artificial de carie” apresenta uma rapida
remineralizacdo, pois apresenta poros com diametro maiores e proximos, e propicia
melhor discriminacdo e diferenciacdo entre os tratamentos, sendo mais indicada
guando se deseja estudar eficiéncia entre regimes de remineralizacdo (Lynch et al.,
2007).

Foi observado que os resultados de remineralizacdo estiveram relacionados

com o aumento da concentracdo de fluoreto presente no esmalte, havendo uma
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relacdo dose-resposta. Entretanto, o aumento no tempo de permanéncia na
cavidade bucal e exposicdo aos dentifricios fluoretados ndo aumentou a
concentracao de fluoreto presente no esmalte para um mesmo dentifricio, exceto
para o grupo placebo (Figura 5). Considerando os resultados do grupo placebo — 7
dias, 0 aumento na remineralizacédo observado nos grupos 275 e 550 ug F/g — 7 dias
(Figuras 2 e 3) ocorreu provavelmente devido a influéncia da agéo salivar. Apesar de
o fluoreto ter acdo comprovada no processo de remineralizagéo, existe um limite na
reatividade deste com o esmalte, reatividade esta que decresce a medida que se
aumenta o tempo.

Além de apresentar capacidade dose-resposta, o modelo in situ deve
considerar as questdes éticas, principalmente em relacdo ao desconforto dos
voluntarios. Assim, periodos experimentais curtos apresentam vantagens como
melhor adeséo ao protocolo e facilidade em realiza-lo, possibilitando a obtencao de
resultados mais padronizados.

Baseado nos resultados e discussdo, concluiu-se que o modelo de
remineralizacdo in situ apresentou capacidade de verificar dose-resposta com
regime experimental de 3 dias. E que este tipo de modelo € mais apropriado para

testar dentifricios de baixa concentracao de fluoreto.
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Legendas de figuras

Figura 1 - Fotomicrografia de Luz Polarizada do esmalte bovino apos indugcdo de
desmineralizagao artificial do esmalte (Aumento de 400 X).

Figura 2 - Valores médios (n=10) de dureza (Knoop) de superficie pos-regimes
experimentais (SH2) de acordo com a concentragéo de flior nos dentifricios e tempo
de tratamento. Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significante
(ANOVA, p=0,031). As barras verticais indicam o erro-padrdo da média e os valores
entre paréntesis referem-se a porcentagem de recuperacao da dureza de superficie
(%SHR).

Figura 3 - Valores (média tep, n=10) da recuperacdo integrada da dureza de
subsuperficie (AKHN) de acordo com a concentracdo de flior nos dentifricios e
tempo de tratamento. Letras distintas indicam diferengcas estatisticamente
significante (ANOVA, p<0,001).

Figura 4 - Valores (média, n=10) de dureza (Knoop) em secc¢do longitudinal em
funcdo da distancia (um) da superficie do esmalte de acordo com as concentracdes
de fluoreto nos dentifricios e regime de tratamento (3 e 7 dias).

Figura 5 - Valores (média +ep, n=10) de fluoreto (ug F/mm?) presente no esmalte de
acordo com a concentragdo de flaor nos dentifricios e tempo de tratamento. Letras
distintas indicam diferencas estatisticamente significante (ANOVA, p=0,032).
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Figura 1 - Fotomicrografia de Luz Polarizada do esmalte bovino apds inducédo de
desmineralizagao artificial do esmalte (Aumento de 400 X).
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Figura 2 - Valores médios (n=10) de dureza (Knoop) de superficie pds-regimes
experimentais (SH2) de acordo com a concentragdo de flior nos dentifricios e tempo
de tratamento. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significante
(ANOVA, p=0,031). As barras verticais indicam o erro-padrdo da média e os valores
entre paréntesis refere-se a porcentagem de recuperacdo da dureza de superficie
(%SHR).

205+
187
2
< 169
T
5 151
133
115-
[ I I I I
0 275 550 825 1100
ug F/g - dentifricios

Figura 3 - Valores (média *ep, n=10) da recuperacdo integrada da dureza de
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tratamento. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente
significante (ANOVA, p<0,001).
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de fluoreto nos dentifricios e regime de tratamento (3 e 7 dias).
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ANEXO A
Comité de ética
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA —~CEP-

OF. 043/2008
CEP Aracatuba, 30 de abril de 2008,
SFCD/bri

Referéncia Processo FOA 2007-02270

O Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa desta Unidade, tendo em vista o
parecer favordavel da relatora que analisou o projeto *DETERMINACAQ DE DOSE-
RESPOSTA  DE  DENTIFRICIOS  FLUORETADOS EM  MODELO  DE
REMINERALIZACAO “IN SITU" UTILIZANDO ESMALTE DENTAL BOVINO®
expede o seguinie parecer:

Aprovado:

Informamas a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugdo

CMNS 215, devera ser enviado o relatorio final em 29/04/2009,
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A
Prof. Dr. Stefan Fiiza déCarvalho Dekon
Coordenador do CEP
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ANEXO B

PREPARO E SELECAO DOS BLOCOS DE ESMALTE
Confecgdo dos blocos de esmalte bovino (3 x 3 mm)

1.

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

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

Face vestibular fixada na placa de acrilico.

Seccdo da face vestibular no sentido longitudinal, na
porcdo mais plana, utilizando-se 2 discos diamantados
(série 15 HC Diamond -n. 11-4243 Buehler), montados
em cortadeira sob refrigeracao com agua
destilada/deionizada e separados por um disco
espacador de aluminio com 3 mm de espessura. Em
seguida, foi realizado o corte no sentido transversal.

Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre
placa de resina. Ao lado, bloco de esmalte dentario.




ANEXO C

PREPARO E SELECAO DOS BLOCOS DE ESMALTE
Planificacdo da dentina e polimento do esmalte

1. Bloco de esmalte fixado em disco de
resina acrilica pré-fabricada (+ 3 cm de
diametro por + 8 mm de espessura),
com auxilio de cera pegajosa (Kota Ind.
e Com. LTDA), com a superficie
dentinaria voltada para cima.

2.

Ajuste da dentina para obtencado
de superficies paralelas entre
esmalte e dentina, utilizando
Politriz APL-4 AROTEC e lixas de
granulacéago 320 (CARBIMET
Paper Discs, 30-5108-320,
BUEHLER), 2 pesos, durante 30
segundos sob baixa rotacdo e
refrigeracao.
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3. Blocos fixados com a superficie do
esmalte voltada para cima, a qual sera
polida.

Seqiiéncia do polimento de esmalte:

1.

2.

Pedra-pomes, agua deionizada e taca de borracha montada em
contra-angulo em baixa-rotacao.

Na Politriz APL-4 AROTEC - lixa de granulagao 600, 800 e 1200 (30
segundos - 2 pesos) e refrigeracdo a agua. Limpeza em lavadora
ultrassdnica e agua destilada/deionizada por 2 minutos, entre cada
lixa;

. Na Politriz APL-4 AROTEC - acabamento final com disco de papel

feltro TEXMET 1000 (Buehler Polishing Cloth) (1 minuto - 2 pesos) e
suspensao de diamante 1 micron base-agua (Buehler);

. Limpeza em lavadora ultrassOnica utilizando solucdo detergente

(Ultramet Sonic Cleaning Solution - Buehler) diluida 20:1 em agua
destilada/deionizada (2minutos);

. Lavagem  durante 30 segundos com jato de agua

destilada/deionizada.
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ANEXO D

DOSAGEM DE F NOS DENTIFRICIOS

100-110 §

J/ H>O deionizada q.s.p.10

[ homogeneizacao - ]

[ suspensao - ]
centrifugar 3000 rpm/20 [ 0,25 mL ]

min
(0,25 mL HCI 2 mol L |
[ 0,25 mL ]
1 h aquecimento (45C/

(0,25 mL HCI 2 mol L] (0,5 mL NaOH 1 mol L]
[0,5 mL NaOH 1 mol L-] [ 1,0 mL TISAB ]

[ 1,0 mL TISAB ] leitura do F total - §
leitura do F i6nico - %
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ANEXO E

ANALISE DA PROFUNDIDADE DA LESAO — MICROSCOPIA DE LUZ
POLARIZADA

6. Seccao de esmalte medindo aproximadamente 100 pm
de espessura que foi montado em lamina microscopica

para analise.

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

8. Microscépio de Luz Polarizada e microcomputador.

4. Fotomicrografia de Luz Polarizada do esmalte bovino
apos indugdo de desmineralizagdo in vitro. Aumento de

400X.
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ANEXO F

DISPOSITIVO PALATINO

1. Dispositivo palatino, contendo 4
blocos de esmalte bovino
desmineralizados artificialmente.

ANEXO G

ANALISE DA DUREZA DO ESMALTE

2. Microdurometro Shimadzu Micro
Hardness Tester HMV-2.000
(Shimadzu Corporation - Kyoto-
Japan), com penetrador tipo Knoop,
acoplado ao Software para analise de
imagem CAMS-WIN (NewAge
Industries, USA).

Bloco de esmalte sendo
submetido a leitura no
microdurémetro, carga

estatica de 25 gramas e
tempo de 10 segundos,
para analise da dureza de

superficie.

4. Fotomicrografia das impressdes para
analise de dureza de superficie inicial
(SMH-inicial) (Aumento: 100x).
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ANEXO H

DUREZA EM SECCAO LONGITUDINAL

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

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

3. Microdurémetro Shimadzu Micro
Hardness Tester HMV-2.000 (Shimadzu
Corporation - Kyoto-Japan), com

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

4. Fotomicrografia das impressdes para
andlise da dureza de seccdo longitudinal
nas diferentes distédncias. (Aumento:
100x).

Segqiiéncia do polimento de esmalte:

1. Na Politriz APL-4 AROTEC - lixa de granulagao 320 (1 minuto - 2
pesos), 600, 800 e 1200 (2minutos - 2 pesos) e refrigeracao a
agua. Limpeza em lavadora ultrassonica e agua
destilada/deionizada por 2 minutos, entre cada lixa;

2. Na Politriz APL-4 AROTEC - acabamento final com disco de papel
feltro MICROCLOTH SUPREME PSA (Buehler Polishing Cloth) (2
minuto - 2 pesos) e suspensdo de diamante 1/4 micron base-agua
(Buehler);
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3. Limpeza em lavadora ultrassénica utilizando solucdo detergente
(Ultramet Sonic Cleaning Solution - Buehler) diluida 20:1 em
agua destilada/deionizada (3minutos);

4. Lavagem durante 30 segundos com jato de agua
destilada/deionizada.
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ANEXO I

ANALISE DO CONTEUDO DE FLUOR NO ESMALTE

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

Bloco de esmalte adaptado ao
mandril, sendo submetido a
microabrasdo, com desgaste
de 50 pm, para andlise da
incorporacao de F.

3. Apds desgaste, pd de esmalte presente
na lixa adaptada em frascos de
poliestireno cristal (J - 7, Injeplast).




ANEXO J

VALORES - DOSAGEM DE FLUOR NOS DENTIFRICIOS
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Curva de cdibragdio
DCeta Primara Segunda Terceira Media
Blanck 1780 17800
01250 1184 1202 1192 11927
0250 101,7 1034 1031 12,73
0500 858 H,1 86,0 8597
1,0000 685 @4 0,1 6900
2,000 503 515 50,6 50380
Testel 861 B2 6,2 86,17
Teste2 871 870 869 87,00
Qurvade cdibragdo p/ Analise de Huior dos Derttifricios
TISABII pH5,2
[pedZo]ugil nidopad@d mMLHA2N  niNaCHN  rmideTISABI  [Msturd] ugirl lg F mv lgFcdc  pgRmicdc  CV%
10 0,125 0,125 0250 05 01250 -090308%087 11927  -08A®I07 01272 174
2,0 0125 0125 0250 05 02500 0602069991 10273 0604186 040 04
4,0 0,125 0,125 020 05 05000 -0,3010299% &97 030831844 04917 -1
800 0,125 0,125 020 05 1,0000 0000000000 6,00 -0009155427 09791 -213
16,00 0,125 0,125 0230 05 20000 030102996 50,80 0311753785 20600 244
média 0@
QurvaTotal
[ ineopo | 120730 ] [ indirezo | aoezmm | Red | 095 |
I 57 | Temp: 5°C
[pecti0] gl midopedtio MLHAZ2N  miNaCHN  mideTISABII  [Msturg pghrl % logFcdc.  pgAnicde  CV.%
Blanck 0,000 0125 015 0250 050 000 17800 -1,93108422 0012
Testel 4,000 0,125 0125 050 0500 050 8617 031184452 04877 22
Teste2 4000 0,125 0125 0250 0500 050 87,0 0,32653816 047 6B
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FLUOR TOTAL
Placebo
Dentifricio 2 mv log Fealc. | pg FimL cale. | mL solugao técnica | g F na solugdo | vol. Total amostra (mL)] _ te.amostra__ | ug F naamostra] __ Peso (g) ppmF | média (ppmF)
A 176,5 -1,9046 0,012 2,0 0,025 10,0 0,25 0,996 01064 9,4
A 178,6 -1,9417 0,011 2,0 0,023 10,0 0,25 0,915 : 8,6 9,0
B 182,5 -2,0104 0,010 2,0 0,020 10,0 0,25 0,781 7,8
B 183,6 -2,0298 0,009 20 0,019 100 0,25 0,747 0.1006 7.4 76
[¢] 177,8 -1,9276 0,012 2,0 0,024 10,0 0,25 0,945 01070 8,8
c 182,7 -2,0140 0,010 2,0 0,019 100 0,25 0,775 i 7,2 8,0
8,2
0,7
Dent. 275 ppm
Dentifricio 3 mV log F calc. | pg F/mL calc. I mL solug&o técnica | ug F na solugao I vol. Total amostra (mL)| t.e. amostra | ug F na amostral Peso (g) ppm F média (ppmF)
A 96,2 -0,4888 0,325 2,0 0,649 10,0 0,25 25,962 01007 257,8
A 95,6 -0,4782 0,333 2,0 0,665 10,0 0,25 26,602 : 264,2 261,0
B 95,0 -0,4676 0,341 2,0 0,681 10,0 0,25 27,258 01031 264,4
B 95,3 -0,4729 0,337 2,0 0,673 10,0 0,25 26,928 : 261,2 262,8
[¢] 95,5 -0,4764 0,334 2,0 0,668 10,0 0,25 26,710 01007 265,2
c 95,0 -0,4676 0,341 20 0,681 100 0,25 27,258 i 270,7 268,0
263,9
3,6
Dent. 550 ppm F
Dentifricio 4 mV/ log F calc.__| F/mL calc. | mL solucéo técnica F na solugdo__| vol. Total amostra (mL)] __te. amostra F na amostra Peso ppm F m édia (ppmF)
A 76,6 -0,1432 0,719 2,0 1,438 10,0 0,25 57,535 01071 537,2
A 76,4 -0,1396 0,725 2,0 1,450 10,0 0,25 58,004 ! 541,6 539,4
B 78,1 -0,1696 0,677 2,0 1,353 10,0 0,25 54,135 0.1005 538,7
B 78,0 -0,1678 0,679 2,0 1,359 10,0 0,25 54,355 : 540,9 539,8
c 76,3 -0,1379 0,728 2,0 1,456 10,0 0,25 58,240 01056 551,5
c 76,1 -0,1343 0,734 2,0 1,468 10,0 0,25 58,714 " 556,0 553,8
544,3
82
Dent. 1100 ppm F
Dentifricio 5 mv. log Feale. | F/mL calc. | mL solugéo técnica F na solugdo | vol. Total amostra (mL)] _t.e. amostra F na amostra Peso ppm F média (ppmF)
A 59,6 0,1566 1,434 2,0 2,868 10,0 0,25 114,730 01030 1113,9
A 59,5 0,1584 1,440 2,0 2,880 10,0 0,25 115,197 : 1118,4 1116,2
B 58,6 0,1742 1,494 2,0 2,987 10,0 0,25 119,484 01036 11533
B 58,9 0,1689 1,475 2,0 2,951 10,0 0,25 118,038 i 11394 1146,3
c 58,4 0,1777 1,506 2,0 3,011 10,0 0,25 120,459 01063 1133,2
c 58,7 0,1725 1,488 20 2,975 100 0,25 119,000 i 11195 11263
1129,6
154
FLUOR IONICO
Placebo
Dentifricio 2 mV log F calc. | pug F/mL calc. | mL solucéo técnica Hg F na solucéo vol. Total amostra (mL) t.e. amostra I Hg F na amos(ral Peso (g) ppm F | média (ppmF)
A 188,8 -2,1215 0,008 2,0 0,015 10,0 0,25 ,605 01064 57
A 189,5 -2,1339 0,007 2,0 0,015 10,0 0,25 0,588 : 55 56
B 189,9 -2,1409 0,007 20 0,014 10,0 0,25 0,578 0.1006 57
B 190,7 -2,1550 0,007 2,0 0,014 10,0 0,25 0,560 ! 5,6 57
[¢3 190,1 -2,1444 0,007 2,0 0,014 10,0 0,25 0,574 01070 54
3 190,6 -2,1533 0,007 20 0,014 10,0 0,25 0,562 53 53
55
0,2
Dent. 275 ppm
Dentifricio 3 mv logFcalc. | pg FmLcalc. | mL soluco técnica | g F nasolugdo | vol. Total amostra (mL)| _ te.amostra | pg Fnaamostra|  Peso(g) |  ppmF | média (ppmF)
A 94,4 -0,4570 0,349 2,0 0,698 10,0 0,25 27,930 01007 277,4
A 94,6 -0,4605 0,346 20 0,693 10,0 0,25 27,704 : 275,1 276,2
B 93,2 -0,4359 0,367 2,0 0,733 10,0 0,25 29,325 01031 284,4
B 93,4 -0,4394 0,364 20 0,727 10,0 0,25 29,087 " 282,1 283,3
[¢] 94,2 -0,4535 0,352 2,0 0,704 10,0 0,25 28,158 01007 279,6
c 94,0 -0,4500 0,355 20 0,710 10,0 0,25 28,387 i 281,9 280,8
280,1
3,6
Dent. 550 ppm F
Dentifricio 4 mv log Feale. | F/mL calc. | mL solugéo técnica F nasolugdo | vol. Total amostra (mL)| _te. amostra F na amostra Peso ppmF  |média (ppmF)
A 75,8 -0,1291 0,743 20 1,486 10,0 0,25 59,434 01071 554,9
A 75,3 -0,1202 0,758 2,0 1,516 10,0 0,25 60,653 : 566,3 560,6
B 76,9 -0,1485 0,710 20 1,421 10,0 0,25 56,838 0.1005 565,6
B 76,9 -0,1485 0,710 2,0 1,421 10,0 0,25 56,838 ! 565,6 565,6
(o} 75,5 -0,1238 0,752 20 1,504 10,0 0,25 60,162 01056 569,7
c 75,0 -0,1149 0,767 20 1,535 100 0,25 61,396 i 581,4 575,6
567,2
7,6
Dent. 1100 ppm F
Dentifricio 5 mv log Fealc. | pg FimLcalc. | mL solugdo técnica | g F nasolugdo | vol. Total amostra (mL)] _te.amostra__| pg Fnaamosta] _ Peso(g) | ppmF | média (ppmF)
A 59,1 0,1654 1,464 20 2,927 10,0 0,25 117,083 01030 1136,7
A 58,6 0,1742 1,494 2,0 2,987 10,0 0,25 119,484 : 1160,0 1148,4
B 58,9 0,1689 1,475 2,0 2,951 10,0 0,25 118,038 0.1036 11394
B 58,1 0,1830 1,524 2,0 3,048 10,0 0,25 121,935 : 1177,0 1158,2
c 58,3 0,1795 1,512 20 3,024 10,0 0,25 120,949 01063 1137,8
c 58,0 0,1848 1,530 2,0 3,061 10,0 0,25 122,431 i 11517 11448
1150,4

6,9



VALORES - DUREZA DE SUPERFICIE INICIAL (SH)

ANEXO K

3 dias
0 275 550 1100
Placebo 275 550 1100
Voluntério
1 360,70 362,05 361,50 359,40
2 360,30 360,30 362,55 357,45
3 362,70 359,50 359,05 359,35
4 361,85 361,85 363,90 353,07
5 357,60 361,70 367,55 363,50
6 362,90 363,90 367,30 358,80
7 364,05 365,70 370,60 357,90
8 363,35 366,60 361,50 361,65
9 362,55 366,65 359,45 361,80
10 363,95 366,35 359,85 363,80
mean= 362,0 363,5 363,3 359,7
sd= 2,0 2,7 3,9 3,2
n= 10 10 10 10
se= 0,6 0,9 1,2 1,0
a a a a
7 dias
Placebo 275 550 1100
Voluntério
1 361,65 361,30 360,05 357,95
2 347,56 361,65 362,87 359,35
3 362,35 360,70 358,90 360,05
4 360,50 365,07 363,75 366,07
5 360,35 367,55 366,90 361,65
6 362,95 369,95 367,25 357,50
7 362,50 369,95 360,10 353,60
8 364,65 371,10 371,65 360,85
9 372,00 363,70 359,60 364,30
10 361,45 371,05 359,05 365,05
mean= 361,6 366,2 363,0 360,6
sd= 6,0 42 43 3,8
n= 10 10 10 10
se= 1,9 1,3 1,4 1,2
a a a a

o4



ANEXO L
VALORES - DUREZA DE SUPERFICIE APOS DESMINERALIZACI\O
(SH,)
3 dias
0 275 550 1100
Placebo 275 550 1100
Voluntério
1 69,45 50,85 77,20 70,00
2 72,45 56,40 68,80 79,85
3 88,25 61,20 70,85 94,60
4 65,30 89,50 107,35 94,73
5 62,15 70,95 90,45 72,65
6 66,65 84,65 92,40 76,15
7 78,10 92,30 52,50 85,45
8 80,65 76,00 51,35 74,05
9 75,15 84,60 82,35 64,80
10 66,25 80,70 86,65 80,05
mean= 72,4 74,7 78,0 79,2
sd= 8,1 14,4 17,7 9,9
n= 10 10 10 10
se= 2,6 4,6 5,6 3,1
a b c d
7 dias
Placebo 275 550 1100
Voluntério
1 47,93 69,95 87,50 71,80
2 58,80 52,35 79,80 69,40
3 61,30 49,00 80,55 69,15
4 67,30 65,73 86,85 78,40
5 82,07 77,15 97,60 70,65
6 54,20 74,40 88,40 89,40
7 89,00 82,40 62,45 91,85
8 73,25 75,15 82,05 57,15
9 64,60 60,40 79,05 56,15
10 61,05 93,85 80,60 104,60
mean= 66,0 70,0 82,5 75,9
sd= 12,5 13,7 9,0 15,4
n= 10 10 10 10
se= 4,0 4,3 2,9 4,9
b c c,d d

55



VALORES - DUREZA DE SUPERFICIE FINAL (SH>)

ANEXO M

3 dias
0 275 550 1100
Placebo 275 550 1100
Voluntario
1 111,35 118,95 153,85 209,90
2 115,30 124,87 190,00 194,95
3 131,40 153,15 192,75 212,85
4 117,25 153,25 184,95 184,13
5 128,85 150,20 198,85 198,95
6 114,15 166,55 175,40 229,80
7 134,00 173,30 150,85 197,45
8 116,90 146,10 146,90 181,35
9 120,50 156,45 175,50 188,20
10 114,40 163,80 173,20 186,55
mean= 120,4 150,7 174,2 198,4
sd= 8,0 17,2 18,3 15,2
n= 10 10 10 10
se= 2,5 55 58 4.8
a b c d
7 dias
Placebo 275 550 1100
Voluntério
1 112,90 149,93 175,40 177,33
2 139,05 146,60 175,47 194,55
3 155,50 163,55 199,35 207,85
4 128,85 170,20 171,35 193,70
5 166,45 172,60 205,80 213,75
6 131,85 195,50 204,50 195,50
7 169,67 150,85 169,35 204,45
8 152,00 164,60 174,80 193,50
9 170,40 174,20 203,90 195,60
10 140,20 187,30 208,05 210,00
mean= 146,7 167,5 188,8 198,6
sd= 19,3 16,0 16,6 10,6
n= 10 10 10 10
se= 6,1 51 53 34
b b,c d,c d
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ANEXO N

VALORES - DUREZA EM SECCAO LONGITUDINAL

vol.

© 0o ~NOU A~ WNPE

=
o

média=

vol.

© oOoO~NOO O WNPR

=
o

média=

vol.

© 00 ~NO O WN -

=
o

média=

vol.

© 0O ~NOOh~WNPRE

=
o

média=

Placebo 3 dias

10 30 50 70 90 110 220 330
69,4 118,4 218,3 308,4 315,0 339,4 343,8 336,6
48,9 116,9 219,4 299,3 318,8 332,4 3379 338,6
65,3 1448 218,0 289,9 306,5 322,1 3299 321,1
77,0 103,8 197,8 275,8 287,4 305,5 316,9 326,0
61,5 119,0 181,0 271,3 304,5 343,5 335,0 339,0
51,0 105,0 168,0 238,0 287,0 339,0 331,0 323,0
38,0 87,0 162,0 2725 315,0 331,0 323,0 327,0
55,0 1135 186,0 289,0 301,0 335,0 325,0 327,5
65,0 124,0 198,0 266,0 280,0 331,0 323,0 327,0
45,5 1105 2125 302,5 308,0 345,0 352,0 341,0
57,7 1143 196,1 281,3 302,3 332,4 3317 330,7

275 - 3 dias

10 30 50 70 90 110 220 330
105,6 1438 241,4 298,8 301,4 323,6 3225 325,9
115,0 158,8 260,0 314,3 306,9 332,0 328,0 327,6
121,0 174,0 247,8 302,7 298,5 331,3 335,0 331,7
111,0 152,0 252,0 304,0 304,0 335,0 315,0 315,0
1295 150,5 257,0 327,0 311,0 323,0 331,0 335,0
109,0 139,0 241,0 297,0 310,0 335,0 331,0 339,0
119,0 161,0 244.,0 319,0 284,0 343,0 339,0 335,0
113,0 169,0 301,0 315,0 319,0 339,0 347,0 335,0
128,0 159,0 249,0 315,0 304,0 331,0 331,0 347,0
1185 1470 257,5 329,0 325,0 335,0 325,0 331,0
117,0 1554 255,1 312,2 306,4 332,8 3305 332,2

550 - 3 dias

10 30 50 70 90 110 220 330
169,7 206,0 299,8 323,2 299,3 333,0 330,3 333,0
158,5 2223 310,8 319,3 320,3 340,0 331,3 3315
176,0 236,5 319,0 334,0 309,5 332,5 335,0 343,0
1715 246,0 281,0 331,0 304,0 323,0 323,0 323,0
187,0 261,3 305,0 337,0 313,5 335,0 335,0 333,0
1775 2415 304,5 341,0 329,0 346,0 327,0 329,0
1875 212,0 335,0 346,0 335,5 360,5 3395 337,5
176,0 240,0 300,5 333,0 292,5 332,5 323,0 337,0
164,3 236,3 291,5 331,0 307,5 343,0 3315 333,0
177,0 248,0 3115 335,0 324,0 341,5 329,0 335,0
1745 235,0 305,9 333,0 313,5 338,7 3305 333,5

1100 - 3 dias

10 30 50 70 90 110 220 330
261,0 274,0 323,0 347,0 328,0 340,5 335,0 327,0
287,8 298,0 336,8 340,0 320,5 342,5 327,0 325,0
270,0 2825 333,3 331,3 321,8 345,0 331,0 335,0
2915 2918 339,3 349,5 351,5 337,0 3455 339,0
297,0 301,0 365,0 380,0 356,0 352,0 339,0 331,0
2875 295,0 333,0 339,0 290,0 370,0 335,0 331,0
283,3 300,3 351,5 331,0 321,5 335,0 331,0 339,0
284,0 343,0 352,0 343,0 339,0 347,0 339,0 323,0
281,0 343,0 323,0 352,0 327,0 347,0 339,0 339,0
279,0 299,0 330,0 339,0 304,0 343,0 331,0 331,0
282,2 302,8 338,7 345,2 325,9 345,9 335,3 332,0

S7



ANEXO O

VALORES - DUREZA EM SECCAO LONGITUDINAL

vol.

© oOoO~NOO O~ WNPR

=
o

média=

vol.

©oOoO~NOO O WNPR

=
o

média=

vol.

© oOoO~NOO O~ WNPE

=
o

média=

vol.

© o0O~NOO O WNPRE

=
o

média=

Placebo 7 dias

10 30 50 70 90 110 220 330
107,0 166,5 243,8 288,8 314,7 333,7 329,7 331,0
106,2 173,0 267,7 331,8 306.,5 329,7 332,3 337,7
112,8 191,0 2925 304,5 321,3 334,5 335,0 327,0
103,0 172,5 256,0 301,0 301,0 335,0 327,0 323,0
136,5 201,0 246,0 311,0 304,0 327,0 323,0 339,0
113,0 160,0 2740 310,0 308,0 339,0 335,0 331,0
123,0 208,0 290,0 323,0 308,0 335,0 335,0 335,0
111,0 156,0 2740 304,0 304,0 331,0 323,0 327,0
111,0 168,0 257,0 315,0 311,0 331,0 319,0 315,0
111,0 143,0 2710 319,0 323,0 335,0 343,0 327,0
1134 173,9 267,2 310,8 310,1 333,1 330,2 329,3

275 - 7 dias

10 30 50 70 920 110 220 330
150,7 198,2 286,7 313,3 3158 334,3 337,0 337,0
164,3 224,8 3230 327,7 302,2 342,0 330,0 329,7
177,0 211,3 3223 328,3 336,3 337,7 339,7 333,3
179,3 244.,0 291,0 313,5 327,0 327,0 352,0 327,0
167,0 225,0 289,0 319,0 323,0 335,0 347,0 335,0
166,8 220,0 297,0 324,0 3145 335,0 329,0 325,0
185,0 187,0 266,0 331,0 268,5 323,0 327,0 327,0
164,0 202,0 278,0 327,0 331,0 343,0 331,0 335,0
170,0 2245 3190 343,0 304,0 347,0 339,0 335,0
171,0 200,0 2895 331,0 308,0 327,0 343,0 323,0
169,5 213,7 296,2 325,8 313,0 335,1 337,5 330,7

550 - 7 dias

10 30 50 70 90 110 220 330
196,5 233,0 3442 333,3 326,2 337,5 331,0 332,3
2152 284,0 336,3 341,8 325,7 337,7 329,7 332,3
198,0 290,0 339,0 339,0 327,0 331,0 335,0 335,0
208,0 319,0 335,0 335,0 315,0 343,0 339,0 327,0
2073 296,0 3170 341,5 319,0 346,0 333,0 333,0
205,0 256,0 3235 331,0 331,0 331,0 323,0 335,0
220,0 263,0 3230 327,0 311,0 343,0 347,0 331,0
2140 267,5 3243 332,3 3135 343,0 329,0 335,0
208,0 271,0 2940 327,0 301,0 331,0 327,0 327,0
2120 275,5 318,5 329,0 319,0 343,0 339,0 335,0
208,4 275,5 3255 333,7 318,8 338,6 333,3 332,3

1100 - 7 dias

10 30 50 70 90 110 220 330
297,0 290,0 3430 330,0 317,0 323,0 331,0 323,0
272,0 311,0 340,3 348,0 325,0 347,5 337,0 339,0
2875 309,5 339,0 337,5 318,0 349,5 337,0 335,0
2625 289,5 3410 339,0 315,0 345,0 337,0 337,0
289,0 295,5 3410 365,5 3235 366,0 329,0 341,0
2955 315,0 3430 343,0 335,0 352,0 335,0 330,0
297,0 300,0 337,0 343,0 301,0 3415 327,0 320,0
281,0 311,0 3470 365,0 335,0 365,0 331,0 339,0
2785 297,0 339,0 343,0 347,0 352,0 331,0 327,0
297,0 269,0 329,0 329,0 298,5 331,0 331,0 339,0
2857 298,8 339,9 344,3 3215 347,3 332,6 333,0

58



ANEXO P

VALORES - FLUORETO (pg F/mm?®) PRESENTE NO ESMALTE

| 3dias |
0 275 550 1100
| Voluntario Placebo 275 550 1100
1 0,673 0,722 0,939 1,461
2 0,601 0,691 1,184 1,108
3 0,492 0,686 1,245 1,377
4 0,736 1,037 1,035 1,415
5 0,451 0,955 0,845 0,989
6 0,594 0,978 0,992 1,460
7 0,656 0,737 0,986 1,250
8 0,527 0,755 0,885 1,219
9 0,582 0,615 1,072 1,161
10 0,567 1,009 1,063 1,018
média= 0,588 0,819 1,025 1,246
dp: 0,086 0,157 0,124 0,177
ep= 0,027 0,050 0,039 0,056
a b,c d,e f
| 7 dias |
0 275 550 1100
| Voluntario Placebo 275 550 1100
1 0,979 0,906 1,250 1,78
2 0,669 0,788 1,274 1,64
3 0,731 1,167 1,250 1,64
4 0,718 0,838 0,986 0,85
5 0,761 0,794 1,247 1,52
6 0,741 0,891 0,994 1,23
7 0,684 1,036 1,045 1,14
8 0,671 0,947 0,858 0,92
9 0,766 1,010 0,744 0,97
10 0,723 0,852 1,212 1,02
média= 0,744 0,923 1,086 1,271
dp: 0,089 0,120 0,188 0,346
ep= 0,028 0,038 0,060 0,109

b c,d ef e, f
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