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OLIVEIRA, R.A.D.� Modelo in situ de remineralização para determinar dose-
resposta com dentifrícios de baixa concentração de fluoreto utilizando esmalte 
bovino. Araçatuba, 2009. 60 f. Tese (Doutorado)– Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2009. 

Estudos realizados em diferentes países apontam o uso de dentifrícios fluoretados 

como o principal responsável pelo declínio na prevalência da cárie bem como pelo 

aumento na incidência da fluorose dentária. Um dos recursos para a promoção da 

saúde bucal e reparo das lesões cariosas, sem causar danos aos indivíduos, seria a 

diminuição da concentração de fluoreto no dentifrício mantendo a efetividade 

anticariogênica comparável a de um dentifrício padrão de mercado (1100 μg F/g) em 

situações de baixa ou alta atividade de cárie. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar um modelo in situ de remineralização para determinar dose-resposta com 

dentifrícios de baixa concentração de fluoreto. O estudo foi duplo-cego linear, divido 

em 8 oito períodos experimentais com intervalos de 7 dias. Participaram da pesquisa 

10 voluntários que utilizaram dispositivos palatinos contendo blocos de esmalte 

bovino desmineralizados. Foram estabelecidos dois regimes experimentais de 3 e 7 

dias e 4 tratamentos com dentifrícios: placebo, 275, 550 e 1100 µg F/g. Foi realizada 

a análise da profundidade da desmineralização e decorridos os tempos 

experimentais realizaram-se as análises: de dureza (Knoop) de superfície e em 

secção longitudinal e da concentração de fluoreto presente no esmalte (µg F/mm3). 

Os dados apresentaram-se homogêneos e foram submetidos à análise de variância 

(p<0,05). A desmineralização apresentou uma profundidade média de 47,7 µm com 

característica de lesão de subsuperfície. As análises de dureza mostraram aumento 

na remineralização com o aumento da concentração de fluoreto nos dentifrícios com 

o regime experimental de 3 dias (p<0,05). O aumento no tempo de permanência na 

cavidade bucal e exposição aos dentifrícios fluoretados não aumentaram a 

concentração de fluoreto presente no esmalte para um mesmo dentifrício fluoretado 

(p>0,05). Somando-se a isto, o dentifrício 550 µg F/g (7 dias) apresentou resultados 

de remineralização semelhante (p>0,05) aos dentifrícios 1100 µg F/g (3 e 7 dias). 

Concluiu-se que o modelo de remineralização 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 dentifrícios de baixa concentração de fluoreto. 
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OLIVEIRA, R.A.D.� In situ remineralization model for dose-response 
establishment using low fluoride concentration dentifrices and bovine enamel. 
Araçatuba, 2009. 60 f. Tese (Doutorado)– Faculdade de Odontologia, Universidade 

Estadual Paulista, Araçatuba, 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 μg 

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 µg F/g) were set. 

Demineralization depth using polarized light microscopy, surface and cross-sectioned 

hardness (Knoop) and F concentration in enamel (µg F/mm3) were determined. Data 

were homogeneous and submitted to analysis of variance (p<0.05). Demineralization 

areas presented a mean depth of 47.7 µm 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 

µg F/g (7 days) showed similar results of remineralization (p>0.05) when compared 

to dentifrices with 1100 µg 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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RESPOSTA COM DENTIFRÍCIOS DE BAIXA CONCENTRAÇÃO DE 

FLUORETO UTILIZANDO ESMALTE BOVINO. 
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Título curto: Modelo in situ de remineralização para dentifrícios de baixa 

concentração de fluoreto.  
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Resumo 
O objetivo do presente estudo foi avaliar um modelo in situ de remineralização para 

determinar dose-resposta com dentifrícios de baixa concentração de fluoreto. O 

delineamento foi duplo cego linear, onde 10 voluntários utilizaram dispositivos 

palatinos contendo blocos de esmalte bovino desmineralizados artificialmente. 

Foram estabelecidos dois regimes experimentais de 3 e 7 dias e 4 tratamentos com 

dentifrícios: placebo, 275, 550 e 1100 µg F/g. . Foi realizada a análise da 

profundidade da desmineralização e decorridos os tempos experimentais realizaram-

se as análises: de dureza (Knoop) de superfície e em secção longitudinal e da 

concentração de fluoreto presente no esmalte (µg F/mm3). A desmineralização 

apresentou uma profundidade média de 47,7 µm com características de lesão de 

subsuperfície. As análises de dureza mostraram aumento na remineralização com o 

aumento da concentração de fluoreto nos dentifrícios com o regime experimental de 

3 dias (ANOVA, p<0,05). O aumento no tempo de permanência na cavidade bucal e 

exposição aos dentifrícios fluoretados não aumentaram a concentração de fluoreto 

presente no esmalte para um mesmo dentifrício fluoretado (ANOVA, p>0,05). 

Somando-se a isto, o dentifrício 550 µg F/g (7 dias) apresentou resultados de 

remineralização semelhante (ANOVA, p>0,05) aos dentifrícios 1100 µg F/g (3 e 7 

dias). Concluiu-se que o modelo de remineralização 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 dentifrícios de baixa concentração de fluoreto. 
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Introdução 
Ao longo do século XX, o fluoreto foi o principal agente utilizado na prevenção 

da cárie dentária em todo o mundo, sendo oferecido à população de maneiras 

diversas. Em estudos realizados em diferentes países, o uso de dentifrícios 

fluoretados tem sido apontado como o principal responsável pelo declínio na 

prevalência da cárie (Narvai, 2000; Cury et al., 2004; Stookey et al., 2004) bem 

como pelo aumento na incidência da fluorose dentária (Mascarenhas, 2000; Cochran 

et al., 2004). Portanto, torna-se necessário o desenvolvimento de novas diretrizes 

para a promoção da saúde bucal e o reparo das lesões cariosas, sem causar danos 

aos indivíduos. Um dos recursos seria a diminuição da concentração de fluoreto no 

dentifrício (Horowitz, 1992) contanto que mantenha efetividade anticariogênica 

comparável a de um dentifrício padrão de mercado (1100 μg F/g) em situações de 

baixa ou alta atividade de cárie (Lima et al., 2008). Estudos in vitro mostram que é 

possível aumentar a eficácia de dentifrícios com baixa concentração de fluoreto 

(500-400 µg/g) acidulando-os (pH 5,5 ou 4,5) (Brighenti et al., 2006; Alves et al., 

2007) ou suplementando-os com trimetafosfato de sódio (Takeshita et al., 2009). 

Para validar o uso clínico, testes in situ verificando a capacidade dos dentifrícios 

reduzirem a perda mineral ou ativarem a remineralização devem ser realizados para 

confirmação dos achados. 

A literatura apresenta alguns modelos de protocolos in situ que avaliam a 

capacidade remineralizadora do fluoreto veiculado através de dentifrícios, soluções 

ou géis. A maioria avalia produtos com alta concentração de fluoreto (Lagerweij and 

ten Cate, 2002; Reynolds et al., 2008; Altenburger et al., 2008; Jardim et al., 2008),  

outros avaliam produtos com baixa concentração (Chow et al., 2000; Nobre-Dos-

Santos et al., 2007), comparando-o com agentes remineralizantes (de Freitas et al., 

2001; Magalhães 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 recomendações mais recentes, os delineamentos dos protocolos 

in situ devem determinar dose-resposta para atestar a eficácia de dentifrícios já 

existentes, como também, validar novas formulações (Ammari et al., 2003; Nobre-

Dos-Santos et al., 2007; Jardim et al., 2008). Para o desenvolvimento e a avaliação 

de dentifrícios com baixa concentração de fluoreto torna-se difícil a eleição de um 

protocolo que atenda as recomendações acima. Os protocolos mostram variações 

nos períodos dos experimentos (7 a 60 dias), substrato (esmalte humano ou bovino), 
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freqüência de tratamento (2 a 4 vezes ao dia), se a aplicação é in vivo ou ex vivo, 

além de não verificarem diferenças entre os grupos com a variação na concentração 

de fluoreto. 

Não há relatos na literatura de que estes protocolos tenham sido testados e 

tenham capacidade de verificar dose-resposta, principalmente em dentifrícios com 

baixa concentração de fluoreto. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar um modelo in 

situ de remineralização para determinar dose-resposta com dentifrícios de baixa 

concentração de fluoreto (placebo, 275, 550 e 1100 µg/g) utilizando esmalte bovino 

desmineralizado artificialmente. 

Material e Método
Delineamento Experimental 

O estudo foi duplo-cego e cruzado aleatório, dividido em 8 oito períodos 

experimentais com intervalos de 7 dias. O projeto foi submetido ao Comitê de Ética 

de Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia – campus de Araçatuba 

previamente ao início do estudo (Processo: FOA 2007/02270 – Anexo A). 

Participaram desse projeto 10 voluntários com idade entre 20 e 30 anos, com boa 

saúde geral e bucal e com fluxo salivar normal. Blocos de esmalte (3x3 mm) foram 

obtidos de dentes incisivos bovinos estocados em solução de formol a 2% neutra em 

temperatura ambiente (Anexo B). As superfícies de esmalte dos blocos foram 

seqüencialmente polidas (Anexo C), permitindo sua seleção através da 

determinação da dureza de superfície (SH). Após a desmineralização artificial, os 

blocos de esmalte foram submetidos ao teste de dureza de superfície pós-

desmineralização (SH1) e análise 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 dentifrícios: placebo, 275, 550 e 1100 µg F/g. 

Decorridos os tempos experimentais realizaram-se as análises de dureza de 

superfície (SH2), para o cálculo da porcentagem de recuperação de dureza de 

superfície (%SHR), de dureza em secção longitudinal, para o cálculo da perda 

integrada da dureza de subsuperfície (ΔKHN) e da concentração de fluoreto 

presente no esmalte (µg F/mm3). Foram considerados como fatores de variação os 

dentifrícios e os tempos dos regimes experimentais e, como variáveis, a dureza de 
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superfície (SH, SH1 e SH2), perda integrada da dureza de subsuperfície (ΔKHN) e a 

concentração de fluoreto presente no esmalte (µg F/mm3). 

Formulação e Dosagem de Fluoreto dos Dentifrícios Experimentais 

Os dentifrícios foram manipulados no laboratório da Faculdade de Odontologia 

de Araçatuba – UNESP, com os seguintes componentes: dióxido de titânio, 

carboximetilcelulose, metil-p-hidroxibenzoato de sódio, sacarina, óleo de menta, 

glicerina, sílica abrasiva, laurilsulfato de sódio e água. O fluoreto (F) foi acrescido às 

formulações para obter as seguintes concentrações finais: 275, 550 e 1100 μg F/g 

(na forma de NaF- Merck®). Foi preparado também um dentifrício sem fluoreto 

(placebo).  A determinação do flúor total (FT) e do flúor iônico (FI) foi realizada 

através do método descrito por Delbem et al. (2002) (Anexo D) utilizando eletrodo 

específico combinado para íon F (9609 BN – Orion) acoplado ao analisador de íons 

(Orion 720 A+), previamente calibrado com cinco padrões (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 

µg F/mL). 

Seleção dos voluntários 

Foram selecionados 10 adultos jovens, sem distinção ao gênero, residentes em 

área com água de abastecimento fluoretada, que apresentaram bom estado de 

saúde geral e bucal (Delbem et al. 2005; Kielbassa et al. 2003; Tenuta et al. 2005). 

Foram excluídos da amostra, os fumantes, portadores de lesões de cárie ativa, 

aqueles que receberam aplicações de fluoreto pelo menos até 2 semanas antes do 

experimento, os que utilizaram nos últimos 2 meses ou ainda utilizam 

medicamentos, tais como: antidepressivos, narcóticos, diuréticos e anti-histamínicos, 

os que sofreram irradiação, aqueles que tinham atividades aquáticas (o cloro 

presente nas piscinas leva o indivíduo em contato com ambientes de baixo pH), os 

que trabalham em ambientes poluídos por compostos de baixo pH (indústrias) e os 

que possuem doenças sistêmicas (xerostomia, diabetes tipo 1, doenças auto-

imunes, má nutrição, problemas gastresofágicos e distúrbios de regurgitação e 

vômito). Os critérios de exclusão durante o experimento foram: desistência 

voluntária, alteração do quadro de saúde com conseqüente alteração do fluxo salivar 

ou necessidade de uso de antibióticos, uso de bochechos orais ou dentifrícios 

fluoretados e o não cumprimento do desenho experimental. 
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Desmineralização da superfície de esmalte 

Após determinação da dureza de superfície inicial (SH) utilizando um modelo 

modificado a partir de Queiroz et al. (2008), foi realizada a desmineralização das 

superfícies de esmalte. Os blocos de esmalte bovino foram isolados completamente 

com uma fina camada de esmalte de unha com exceção da superfície externa de 

esmalte (área = 9 mm2) e colocados individualmente em solução desmineralizante 

(1,3 mmol/L Ca, 0,78 mmol/L P em tampão acetato 0,05 mol/L, em pH 5,0; 0,03 ppm 

F; - 18 mL/bloco) por um período de 16 horas, a 37oC. A seguir os blocos foram 

submetidos à determinação de dureza de superfície pós-desmineralização (SH1). 

Análise da profundidade da lesão – Microscopia de Luz Polarizada 

Secções de 600 µm de espessura foram removidas de blocos (n=10) 

submetidos à indução de lesão de cárie, utilizando disco de corte diamantado (11-

4243 série 15 HC, Diamond Buehler). As secções dos blocos foram desgastadas e 

polidas até uma espessura de 100 µm utilizando a politriz Phoenix Beta-Vector 

(Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA). As secções de esmalte foram montadas em 

lâminas de vidro em filme de água destilada/deionizada, cobertos por uma lamínula 

de vidro e selados com resina ethelan. As secções foram examinadas através de 

microscópio de Luz Polarizada (AXIOPHOT - ZEISS DSM-940 A, Oberkochen, 

Germany)� sob aumento de 400X (Anexo E). Com o emprego de uma máquina 

fotográfica digital (Canon, modelo Powershot A620), devidamente acoplada ao 

microscópio óptico e a um computador, foi possível o armazenamento e a 

observação detalhada das estruturas de interesse. Três áreas na região central das 

secções foram analisadas verificando a presença e a espessura da camada de 

superfície de esmalte e a profundidade da desmineralização (µm), usando o 

Software (Axiovision Software Rel. 4.3).�

Protocolo do estudo in situ e instrução aos voluntários 

Antes de iniciar a fase experimental, os voluntários receberam e, nos casos de 

aceitação, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com 

o Código de Ética Profissional e Orientações contidas na Resolução 196 de 10 de 

outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saúde para experimentos envolvendo 

humanos. Orientações por escrito foram fornecidas aos voluntários antes de iniciar a 
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pesquisa, instruindo-os a utilizar os dispositivos diariamente, inclusive para dormir, 

removendo-os unicamente durante as refeições principais. Indicações a respeito da 

não utilização de produtos contendo flúor, com exceção da água fluoretada, assim 

como de medicamentos e/ou enxagüatórios antibacterianos, também foram 

fornecidas. 

Cada voluntário selecionado foi submetido a uma moldagem do arco superior 

com alginato para confecção do modelo de gesso pedra e do dispositivo palatino em 

resina acrílica (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 dentifrícios: placebo, 275, 550, 1100 µg F/g. Uma 

semana antes do início do experimento e entre as etapas, os voluntários utilizaram 

dentifrício sem fluoreto. Os voluntários foram orientados a realizar 3 escovações 

diárias com o dispositivo em posição e somente removê-lo durante as principais 

refeições. Após o término de cada período experimental o voluntário fez uso de 

dentifrício placebo durante 7 dias (wash-out) para, a seguir, iniciar uma nova fase. 

Análise da dureza do esmalte 

Para os testes de dureza (SH) nos blocos de esmalte foi utilizado o 

microdurômetro Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2000 (Shimadzu Corporation 

- Kyoto - Japan), com penetrador tipo Knoop, carga estática de 25 gramas e tempo 

de 10 segundos, acoplado ao Software para análise de imagem CAMS-WIN 

(NewAge Industries, USA). Após preparo e polimento dos blocos de esmalte, foram 

realizadas 5 impressões na região central do bloco de esmalte, separadas entre si 

por uma distância de 100 �m (Anexo G). Seguido a produção da desmineralização 

do esmalte, os blocos foram novamente submetidos ao teste de dureza de superfície 

(SH1), com impressões 100 μm distantes das iniciais. Decorridos os regimes 

experimentais, determinou-se dureza de superfície pós-regime experimental (SH2), 

realizaram-se 5 impressões eqüidistantes entre si e a 100 �m das impressões 

iniciais (SH) e calculou-se a porcentagem de recuperação de dureza de superfície 

(%SHR) de acordo com a seguinte fórmula: %SHR = ((SH2 – SH1)/(SH – SH1))x100. 

Na seqüência, os blocos de esmalte foram seccionados longitudinalmente na 

região central do bloco e uma das metades de cada bloco foi incluída em resina 

acrílica e seqüencialmente polida. Para análise da dureza em secção longitudinal 
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foram realizadas três seqüências de oito impressões distantes 10, 30, 50, 70, 90, 

110, 220 e 330 �m da superfície externa do esmalte, sendo uma na região central do 

bloco e, outras duas, 100 �m umas das outras, com carga de 25 g durante 10s 

(Anexo H). Os valores médios dos três pontos medidos foram calculados em cada 

distância. A área integrada da microdureza (KHN x µm) da lesão até o esmalte 

hígido foi calculada utilizando a regra trapezoidal (GraphPad Prism, versão 3.02) e 

subtraída da área integrada da dureza do esmalte hígido obtendo a perda integrada 

da dureza de subsuperfície (ΔKHN) (Takeshita et al., 2009). 

�

Determinação de flúor presente no esmalte dentário 

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 

secções longitudinais, fixados em mandril para peça reta e montados em um 

microscópio modificado com um micrometro (Pantec, São Paulo, Brasil) para medir a 

profundidade (Anexo I). Removeu-se uma camada de (50 µm) utilizando disco de 

lixa auto-adesiva (13 mm de diâmetro) de granulação 400 (silicon-carbide, Buelher) 

fixada em frascos de poliestireno cristal (J-7, Injeplast, Brasil). Em cada frasco 

acrescentou-se 0,5 mL de HCl 0,5 mol L-1. Eles foram mantidos sob agitação 

constante por 15 minutos e em seguida foi adicionado 0,5 mL de NaOH 0,5 mol L-1

(Alves et al., 2007). Para análise de F utilizou-se o eletrodo Orion 9409 e 

microeletrodo de referência (Analyser, São Paulo, Brasil) acoplados a um analisador 

de íons (Orion 720A+) e TISAB III (“tampão ajustador de força iônica total”, Orion 

Research Inc, Beverly, MA, USA), previamente calibrado com 5 padrões (0,045 a 

0,720 µg F/mL), nas mesmas condições das amostras. Os resultados foram 

expressos em µg/mm3. 

Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa GMC versão 2002 

(Campos, 2003) com limite de significância de 5%. Foram considerados como 

fatores de variação os regimes de tratamento (3 e 7 dias) e os dentifrícios 

experimentais e, como variáveis, os valores de SH, SH1, SH2 e %SHR, ΔKHN e µg 

F/mm3 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, SH2, ΔKHN e µg F/mm3 apresentaram distribuição normal e homogênea e 

foram submetidos à análise de variância (two-way) seguida pelo teste de Tukey. 

Resultado 
Os valores (media ±dp, n=3) da concentração de fluoreto total e iônico nos 

dentifrícios experimentais (placebo, 275, 550 and 1100 µgF/g) foram, 

respectivamente: 8,2 ±0,7 e 5,5 ±0,2; 263,9 ±3,6 e 280,1 ±3,6; 544,3 ±8,2 e 567,2 

±7,6; 1129,6 ±15,4 e 1150,4 ±6,9 µgF/g (Anexo J). O valor médio ±dp da dureza de 

superfície (SH) de todos os blocos dos voluntários foi 362,5 ±4,2 KHN.  As médias 

±dp dos valores de dureza de superfície de acordo com os tratamentos com 

dentifrícios variou entre 359,7 ±3,2 e 366,2 ±4,2 KHN (Anexo K). Não houve 

diferença estatística entre os diferentes grupos do experimento (p=0,492). O valor 

médio ±dp da dureza de superfície pós-desmineralização (SH1) foi 74,8 ±13,4 KHN e 

as medias ±dp dos regimes experimentais (tempo e dentifrícios) 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 após 

indução de desmineralização in vitro. Observa-se uma camada superficial de 

esmalte seguida de uma área de extrema desmineralização. A profundidade da 

desmineralização (média ±dp, n=10) foi 47,7 ±12,6 µm e variou entre 36,5 e 66,5 

µm. A espessura (média ±dp, n=10) da camada de esmalte superficial foi 9,8 ±0,9 

µm (8,3-10,8). 

<Figura 1> 
A figura 2 mostra a dureza de superfície (SH2) e os valores da porcentagem 

de dureza de superfície (%SHR) pós-regime in situ acordo com a concentração de 

flúor nos dentifrícios e tempo de tratamento (Anexo M). Em relação ao período de 

tratamento de 3 dias, todos os grupos experimentais apresentaram diferenças 

estatisticamente significante entre si. Quanto maior a quantidade de fluoreto, maior 

foi à de dureza de superfície. Já os grupos experimentais tratados por 7 dias, 

apresentaram valores estatisticamente semelhantes entre os grupos (p>0,05): 

placebo=275 µg F/g; 275 µg F/g=550 µg F/g e 550 µg F/g=1100 µg F/g (figura 2). 

Quanto comparados os dois períodos de tempo de tratamento (3 e 7 dias) foi 

observado que somente o grupo placebo 3 dias foi estatisticamente diferente de 
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todos os outros grupos.  O valor obtido para o grupo placebo 7 dias foi semelhante 

ao valor apresentado pelo grupo 275 µg F/g – 3 dias e 7 dias (p>0,05). Os grupos: 

275 µg F/g – 7 dias, 550 µg F/g – 3 dias, 550 µg F/g – 7 dias não apresentaram 

diferenças significativas entre si. Os grupos com 1100 µg F/g apresentaram 

resultados semelhantes, para os dois períodos de tempo estudados (p>0,05) e foram 

similares ao 550 µg F/g – 7 dias (p>0,05). 

<Figura 2> 
A Figura 3 mostra os valores da recuperação integrada da dureza de 

subsuperfície (ΔKHN) de acordo com a concentração de flúor nos dentifrícios e 

tempo de tratamento. O grupo placebo 3 dias apresentou maior valor de ΔKHN 

(p<0,05) quando comparado aos demais grupos. Em relação ao período de 

tratamento de 3 dias, todos os grupos experimentais apresentaram diferenças entre 

si (p<0,05). Quanto maior a quantidade de flúor, menor os valores de ΔKHN e maior 

o grau de remineralização. O tratamento por 7 dias com os dentifrícios, apresentou 

valores semelhantes (p>0,05) entre os grupos 550 µg F/g e 1100 µg F/g (figura 3). 

Comparando os dois períodos de tempo de tratamento (3 e 7 dias) observou-se que 

o grupo placebo 7 dias foi semelhante ao valor apresentado pelo grupo 275 µg F/g – 

7 dias (p>0,05). Os grupos 275 µg F/g – 7 dias e 550 µg F/g – 3 dias não 

apresentaram diferenças significativas entre si. Os grupos com 1100 µg F/g 

apresentaram resultados semelhantes, para os dois períodos de tempo estudados 

(p>0,05) e foram similares ao 550 µg F/g – 7 dias (p>0,05). 

<Figura 3> 
A Figura 4 apresenta os valores (média ±ep, n=10) de dureza de em secção 

longitudinal em função da distância (µm) da superfície do esmalte de acordo com os 

dentifrícios e regime de tratamento (Anexos N e O). O aumento na concentração de 

fluoreto nos dentifrícios produziu um maior aumento da dureza nas distâncias de 10, 

30 e 50 µm. Na distância de 90 µm observaram-se menores valores de recuperação 

de dureza no esmalte, independente da concentração de fluoreto nos dentifrícios e 

regime de tratamento (3 e 7 dias). 

<Figura 4> 
A figura 5 mostra os valores de fluoreto (µg F/mm3) presente no esmalte após 

remineralização da lesão de cárie artificial de acordo com a concentração de flúor 

nos dentifrícios e tempo de tratamento (Anexo P). Nos grupos tratados por 3 dias, 
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obteve-se valores estatisticamente distintos para os dentifrícios placebo e 275 µg 

F/g, porém grupos 550 e 1.100 µg 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 µg F/g, que por sua vez não apresentou diferenças estatísticas 

em relação ao grupo 1.100 µg F/g. (figura 5) 

Houve maior semelhança entre os resultados quando foram confrontados 

os dois períodos de tempos (3 e 7 dias). Os grupos placebo 7 dias e 275 µg F/g – 3 

dias, foram estatisticamente semelhantes, sendo este último também semelhante ao 

grupo 275 µg F/g – 7 dias. Já os grupos 550 – 3 e 7 dias e os grupos 1.100 – 3 e 7 

dias não apresentaram diferenças. (figura 5) 

<Figura 5> 

Discussão 

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; Magalhães 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 desmineralização produzida 

artificialmente, se há remineralização sem tratamento (ação da saliva in vivo) e qual 

tempo necessário para que ocorra a máxima remineralização do esmalte. 

O protocolo in situ deve permitir que ocorra remineralização pela ação da 

saliva mostrando que o modelo permite que esta ocorra pela ação dos íons cálcio 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 

quando o tempo de permanência na cavidade bucal foi de 7 dias (28,2%). Alguns 

modelos utilizados mostram perda mineral com o grupo placebo não permitindo 

observar a ação da saliva no processo (de Freitas et al., 2001) ou não apresentam 

grupo placebo dificultando verificar se a ação do produto testado foi resultado do 

tratamento ou da ação da saliva (Lagerweij and ten Cate, 2002; Jardim et al., 2008) 

devido ao longo tempo que os blocos de esmalte permaneceram na cavidade bucal.  

É importante relatar que o processo de desmineralização e remineralização in 

vivo ocorre na dependência dos fatores que envolvem a doença cárie dentária 
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(Thylstrup and Fejerskov, 1995). Isto implica uma variação temporal difícil de 

precisar. Desta forma, o produto fluoretado ou agente remineralizador deve 

apresentar capacidade de remineralizar uma lesão de cárie em um tempo mais 

breve possível. 

O tempo de permanência na cavidade bucal (tempo do regime experimental) 

é importante no delineamento do protocolo e pode estar relacionado com a 

profundidade da desmineralização artificial induzida no esmalte e com o tipo de 

substrato utilizado. Comparando os resultados do dentifrício com concentração de 

1100 µg F/g nos regimes experimentais de 3 e 7 dias, verifica-se uma ação máxima 

do fluoreto em 3 dias. A concentração de 1100 µg F/g produziu uma remineralização 

2,3x maior quando comparado ao grupo placebo no período de 3 dias, mas quando 

comparado ao placebo 7 dias foi 1,5x maior, para os dados de dureza de superfície 

(Figura 2). O período de tempo de 7 dias permitiu um tempo necessário para o 

aumento da remineralização pelo grupo placebo. O regime de 7 dias propiciou que 

os grupos com menor concentração de fluoreto aumentassem a remineralização 

podendo observar resultados semelhantes entre os grupos 550 µg F/g – 7 dias e os 

grupos 1100 µg F/g – 3 e 7 dias. Isto é crítico quando se observa protocolos com 

períodos 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; Magalhães 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 

remineralização in situ no esmalte humano ocorreu rapidamente nos primeiros 9 dias 

de experimento, mostrando que o padrão 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 difusão de íons para o 

interior da área desmineralizada (Edmunds et al.,1988; Arends and Jongebloed, 

1978; Featherstone and Mellberg 1981, Lynch and ten Cate, 2006). Devido a isso, 

períodos experimentais longos podem comprometer a capacidade do modelo em 

determinar dose-resposta com o uso do fluoreto. Analisando os resultados de ΔKHN, 

com regime experimental de 3 dias, observou-se que o dentifrício com 1100 µg F/g 

apresentou uma redução da área de desmineralização 9,4 e 3,5 vezes maior em 

relação ao grupo placebo e 550 µg F/g, respectivamente (Figura 3). Esta diferença 
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reduziu com o regime experimental de 7 dias ocorrendo um aumento (± 33,0%) na 

deposição mineral na área desmineralizada do grupo placebo enquanto que o grupo 

1100 µg F/g não apresentou alteração no ganho mineral. 

Além do substrato, a profundidade das áreas desmineralizadas no esmalte 

pode influenciar o tempo necessário para que ocorra uma ampla remineralização. 

Poucos trabalhos definem a profundidade da área 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 µm. No presente estudo a 

profundidade da desmineralização artificial foi ao redor de 47,7 µm, com 

característica de uma “lesão de cárie” de subsuperfície (Figura 1). A remineralização 

é mais lenta em lesões mais profundas (±100 µm) que a observada em nossos 

resultados, pois a distância de difusão dos íons é maior para que ocorram os 

depósitos minerais (Mellberg, 1991). Observou-se que 3 dias foram suficientes para 

que o tratamento com dentifrício com 1100 µg F/g atingisse o máximo de sua 

capacidade remineralizadora (Figura 2 e 3). Os demais grupos demandarão um 

tempo maior, mas atingirão o nível do grupo 1100 µg F/g, como é possível observar 

com o grupo 550 µg F/g – 7 dias que apresentou resultados semelhantes aos grupos 

1100 µg F/g – 3 e 7 dias (Figura 2 e 3). Outro fator que permitiu uma rápida 

mineralização em 3 dias com o dentifrício 1100 µg F/g foi o tipo de lesão formada. A 

área de desmineralização apresenta uma zona superficial mais mineralizada 

(avermelhada) do que a zona subseqüente escura (corpo da lesão), entretanto a 

zona superficial é extremamente menos mineralizada que a área de esmalte hígido 

(amarelo). A Figura 4 mostra valor de dureza de 57,7 ±12,0 Knoop a uma 

profundidade no esmalte de 10 µm no grupo placebo – 3 dias após remineralização. 

Os valores após a desmineralização do esmalte não foram mensuradas em secção 

longitudinal, mas é possível inferir que foram menores, já que houve 18% de 

aumento da dureza de superfície em relação aos valores pós-desmineralização 

(Figura 2). Este tipo de “lesão artificial de cárie” apresenta uma rápida 

remineralização, pois apresenta poros com diâmetro maiores e próximos, e propicia 

melhor discriminação e diferenciação entre os tratamentos, sendo mais indicada 

quando se deseja estudar eficiência entre regimes de remineralização (Lynch et al., 

2007). 

Foi observado que os resultados de remineralização estiveram relacionados 

com o aumento da concentração de fluoreto presente no esmalte, havendo uma 
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relação dose-resposta. Entretanto, o aumento no tempo de permanência na 

cavidade bucal e exposição aos dentifrícios fluoretados não aumentou a 

concentração de fluoreto presente no esmalte para um mesmo dentifrício, exceto 

para o grupo placebo (Figura 5). Considerando os resultados do grupo placebo – 7 

dias, o aumento na remineralização observado nos grupos 275 e 550 µg F/g – 7 dias 

(Figuras 2 e 3) ocorreu provavelmente devido à influência da ação salivar. Apesar de 

o fluoreto ter ação comprovada no processo de remineralização, existe um limite na 

reatividade deste com o esmalte, reatividade esta que decresce à medida que se 

aumenta o tempo.   

Além de apresentar capacidade dose-resposta, o modelo in situ deve 

considerar as questões éticas, principalmente em relação ao desconforto dos 

voluntários. Assim, períodos experimentais curtos apresentam vantagens como 

melhor adesão ao protocolo e facilidade em realizá-lo, possibilitando a obtenção de 

resultados mais padronizados. 

Baseado nos resultados e discussão, concluiu-se que o modelo de 

remineralização 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 dentifrícios de baixa concentração de fluoreto. 
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Legendas de figuras 

Figura 1 - Fotomicrografia de Luz Polarizada do esmalte bovino após indução de 
desmineralização artificial do esmalte (Aumento de 400 X). 

Figura 2 - Valores médios (n=10) de dureza (Knoop) de superfície pós-regimes 
experimentais (SH2) de acordo com a concentração de flúor nos dentifrícios e tempo 
de tratamento. Letras distintas indicam diferenças estatisticamente significante 
(ANOVA, p=0,031). As barras verticais indicam o erro-padrão da média e os valores 
entre parêntesis referem-se à porcentagem de recuperação da dureza de superfície 
(%SHR).   
�
�
Figura 3 - Valores (média ±ep, n=10) da recuperação integrada da dureza de 
subsuperfície (ΔKHN) de acordo com a concentração de flúor nos dentifrícios e 
tempo de tratamento. Letras distintas indicam diferenças estatisticamente 
significante (ANOVA, p<0,001). 

Figura 4 - Valores (média, n=10) de dureza (Knoop) em secção longitudinal em 
função da distância (µm) da superfície do esmalte de acordo com as concentrações 
de fluoreto nos dentifrícios e regime de tratamento (3 e 7 dias).  

Figura 5 - Valores (média ±ep, n=10) de fluoreto (µg F/mm3) presente no esmalte de 
acordo com a concentração de flúor nos dentifrícios e tempo de tratamento. Letras 
distintas indicam diferenças estatisticamente significante (ANOVA, p=0,032). 
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Figura 1 - Fotomicrografia de Luz Polarizada do esmalte bovino após indução de 
desmineralização artificial do esmalte (Aumento de 400 X). 
�

  

Figura 2 - Valores médios (n=10) de dureza (Knoop) de superfície pós-regimes 
experimentais (SH2) de acordo com a concentração de flúor nos dentifrícios e tempo 
de tratamento. Letras distintas indicam diferenças estatisticamente significante 
(ANOVA, p=0,031). As barras verticais indicam o erro-padrão da média e os valores 
entre parêntesis refere-se à porcentagem de recuperação da dureza de superfície 
(%SHR).   
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Figura 3 - Valores (média ±ep, n=10) da recuperação integrada da dureza de 
subsuperfície (ΔKHN) de acordo com a concentração de flúor nos dentifrícios e 
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tempo de tratamento. Letras distintas indicam diferenças estatisticamente 
significante (ANOVA, p<0,001). 
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Figura 4 - Valores (média, n=10) de dureza (Knoop) em secção longitudinal em 
função da distância (µm) da superfície do esmalte de acordo com as concentrações 
de fluoreto nos dentifrícios e regime de tratamento (3 e 7 dias).  

Figura 5 - Valores (média ±ep, n=10) de fluoreto (µg F/mm3) presente no esmalte de 
acordo com a concentração de flúor nos dentifrícios e tempo de tratamento. Letras 
distintas indicam diferenças estatisticamente significante (ANOVA, p=0,032). 
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Data Primeira Segunda Terceira Média
Blanck 178,0 178,00
0,1250 118,4 120,2 119,2 119,27
0,2500 101,7 103,4 103,1 102,73
0,5000 85,8 86,1 86,0 85,97
1,0000 68,5 69,4 69,1 69,00
2,0000 50,3 51,5 50,6 50,80

     
Teste 1 86,1 86,2 86,2 86,17
Teste 2 87,1 87,0 86,9 87,00

Curva de calibração p/ Analise de Flúor dos Dentifrícios
TISAB II pH 5,2

1,00 0,125 0,125 0,250 0,5 0,1250 -0,903089987 119,27 -0,895476107 0,1272 1,74
2,00 0,125 0,125 0,250 0,5 0,2500 -0,602059991 102,73 -0,603954186 0,2489 -0,44
4,00 0,125 0,125 0,250 0,5 0,5000 -0,301029996 85,97 -0,308318044 0,4917 -1,69
8,00 0,125 0,125 0,250 0,5 1,0000 0,000000000 69,00 -0,009155427 0,9791 -2,13
16,00 0,125 0,125 0,250 0,5 2,0000 0,301029996 50,80 0,311753785 2,0500 2,44

média -0,02
Curva Total

intercepção 1,207478399 inclinação -0,017632374 Rquad 0,99965

Slope -56,7 Temp.: 25oC

Blanck 0,000 0,125 0,125 0,250 0,500 0,00 178,00 -1,93108422 0,012
Teste 1 4,000 0,125 0,125 0,250 0,500 0,50 86,17 -0,31184452 0,4877 -2,52
Teste 2 4,000 0,125 0,125 0,250 0,500 0,50 87,00 -0,32653816 0,47 -6,05

mV[padrão] ug/mL mL do padrão mL HCl 2N

[padrão] µg/mL mL do padrão mL HCl 2N

µg F/mL calc. C.V.%

µg F/mL calc.

log F calc.

C.V. %mV log F calc.

Curva de calibração

mL de TISAB II [Mistura] ug/mL log FmL NaOH N

mL de TISAB II [Mistura]  µg/mLmL NaOH N

�
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FLÚOR TOTAL

Placebo
Dentifrício 2 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)

A 176,5 -1,9046 0,012 2,0 0,025 10,0 0,25 0,996 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 2,0 0,019 10,0 0,25 0,747 7,4 7,6
C 177,8 -1,9276 0,012 2,0 0,024 10,0 0,25 0,945 8,8
C' 182,7 -2,0140 0,010 2,0 0,019 10,0 0,25 0,775 7,2 8,0

8,2
0,7

Dent. 275 ppm 
Dentifrício 3 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)

A 96,2 -0,4888 0,325 2,0 0,649 10,0 0,25 25,962 257,8
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 27,258 264,4
B' 95,3 -0,4729 0,337 2,0 0,673 10,0 0,25 26,928 261,2 262,8
C 95,5 -0,4764 0,334 2,0 0,668 10,0 0,25 26,710 265,2
C' 95,0 -0,4676 0,341 2,0 0,681 10,0 0,25 27,258 270,7 268,0

263,9
3,6

Dent. 550 ppm F
Dentifrício 4 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)

A 76,6 -0,1432 0,719 2,0 1,438 10,0 0,25 57,535 537,2
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 54,135 538,7
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 58,240 551,5
C' 76,1 -0,1343 0,734 2,0 1,468 10,0 0,25 58,714 556,0 553,8

544,3
8,2

Dent. 1100 ppm F 
Dentifrício 5 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)

A 59,6 0,1566 1,434 2,0 2,868 10,0 0,25 114,730 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 1153,3
B' 58,9 0,1689 1,475 2,0 2,951 10,0 0,25 118,038 1139,4 1146,3
C 58,4 0,1777 1,506 2,0 3,011 10,0 0,25 120,459 1133,2
C' 58,7 0,1725 1,488 2,0 2,975 10,0 0,25 119,000 1119,5 1126,3

1129,6
15,4

0,1007

0,1031

0,1007

0,1071

0,1064

0,1006

0,1070

0,1005

0,1056

0,1030

0,1036

0,1063

�

�

FLÚOR IÔNICO
Placebo

Dentifrício 2 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)
A 188,8 -2,1215 0,008 2,0 0,015 10,0 0,25 0,605 5,7
A' 189,5 -2,1339 0,007 2,0 0,015 10,0 0,25 0,588 5,5 5,6
B 189,9 -2,1409 0,007 2,0 0,014 10,0 0,25 0,578 5,7
B' 190,7 -2,1550 0,007 2,0 0,014 10,0 0,25 0,560 5,6 5,7
C 190,1 -2,1444 0,007 2,0 0,014 10,0 0,25 0,574 5,4
C' 190,6 -2,1533 0,007 2,0 0,014 10,0 0,25 0,562 5,3 5,3

5,5
0,2

Dent. 275 ppm 
Dentifrício 3 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)

A 94,4 -0,4570 0,349 2,0 0,698 10,0 0,25 27,930 277,4
A' 94,6 -0,4605 0,346 2,0 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 29,325 284,4
B' 93,4 -0,4394 0,364 2,0 0,727 10,0 0,25 29,087 282,1 283,3
C 94,2 -0,4535 0,352 2,0 0,704 10,0 0,25 28,158 279,6
C' 94,0 -0,4500 0,355 2,0 0,710 10,0 0,25 28,387 281,9 280,8

280,1
3,6

Dent. 550 ppm F
Dentifrício 4 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)

A 75,8 -0,1291 0,743 2,0 1,486 10,0 0,25 59,434 554,9
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 2,0 1,421 10,0 0,25 56,838 565,6
B' 76,9 -0,1485 0,710 2,0 1,421 10,0 0,25 56,838 565,6 565,6
C 75,5 -0,1238 0,752 2,0 1,504 10,0 0,25 60,162 569,7
C' 75,0 -0,1149 0,767 2,0 1,535 10,0 0,25 61,396 581,4 575,6

567,2
7,6

Dent. 1100 ppm F 
Dentifrício 5 mV log F calc. µg F/mL calc. mL solução técnica µg F na solução vol. Total amostra (mL) t.e. amostra µg F na amostra Peso (g) ppm F média (ppmF)

A 59,1 0,1654 1,464 2,0 2,927 10,0 0,25 117,083 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 1139,4
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 2,0 3,024 10,0 0,25 120,949 1137,8
C' 58,0 0,1848 1,530 2,0 3,061 10,0 0,25 122,431 1151,7 1144,8

1150,4
6,9

0,1064

0,1006

0,1070

0,1007

0,1031

0,1007

0,1071

0,1063

0,1005

0,1056

0,1030

0,1036

�

�

�
�
�
�
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0 275 550 1100
Placebo 275 550 1100

Voluntário
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

3 dias

�
�
�
�
�

Placebo 275 550 1100
Voluntário

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 4,2 4,3 3,8
n= 10 10 10 10

se= 1,9 1,3 1,4 1,2
a a a a

7 dias

�
�
�
�
�
�
�
�

�
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0 275 550 1100
Placebo 275 550 1100

Voluntário
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

3 dias

�

Placebo 275 550 1100
Voluntário

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

7 dias

�

�
�
�
�
�
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0 275 550 1100
Placebo 275 550 1100

Voluntário
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 5,5 5,8 4,8
a b c d

3 dias

Placebo 275 550 1100
Voluntário

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 5,1 5,3 3,4
b b,c d,c d

7 dias

�
�

�

�

�
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Placebo 3 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 69,4 118,4 218,3 308,4 315,0 339,4 343,8 336,6
2 48,9 116,9 219,4 299,3 318,8 332,4 337,9 338,6
3 65,3 144,8 218,0 289,9 306,5 322,1 329,9 321,1
4 77,0 103,8 197,8 275,8 287,4 305,5 316,9 326,0
5 61,5 119,0 181,0 271,3 304,5 343,5 335,0 339,0
6 51,0 105,0 168,0 238,0 287,0 339,0 331,0 323,0
7 38,0 87,0 162,0 272,5 315,0 331,0 323,0 327,0
8 55,0 113,5 186,0 289,0 301,0 335,0 325,0 327,5
9 65,0 124,0 198,0 266,0 280,0 331,0 323,0 327,0

10 45,5 110,5 212,5 302,5 308,0 345,0 352,0 341,0
média= 57,7 114,3 196,1 281,3 302,3 332,4 331,7 330,7

275 - 3 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 105,6 143,8 241,4 298,8 301,4 323,6 322,5 325,9
2 115,0 158,8 260,0 314,3 306,9 332,0 328,0 327,6
3 121,0 174,0 247,8 302,7 298,5 331,3 335,0 331,7
4 111,0 152,0 252,0 304,0 304,0 335,0 315,0 315,0
5 129,5 150,5 257,0 327,0 311,0 323,0 331,0 335,0
6 109,0 139,0 241,0 297,0 310,0 335,0 331,0 339,0
7 119,0 161,0 244,0 319,0 284,0 343,0 339,0 335,0
8 113,0 169,0 301,0 315,0 319,0 339,0 347,0 335,0
9 128,0 159,0 249,0 315,0 304,0 331,0 331,0 347,0

10 118,5 147,0 257,5 329,0 325,0 335,0 325,0 331,0
média= 117,0 155,4 255,1 312,2 306,4 332,8 330,5 332,2

550 - 3 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 169,7 206,0 299,8 323,2 299,3 333,0 330,3 333,0
2 158,5 222,3 310,8 319,3 320,3 340,0 331,3 331,5
3 176,0 236,5 319,0 334,0 309,5 332,5 335,0 343,0
4 171,5 246,0 281,0 331,0 304,0 323,0 323,0 323,0
5 187,0 261,3 305,0 337,0 313,5 335,0 335,0 333,0
6 177,5 241,5 304,5 341,0 329,0 346,0 327,0 329,0
7 187,5 212,0 335,0 346,0 335,5 360,5 339,5 337,5
8 176,0 240,0 300,5 333,0 292,5 332,5 323,0 337,0
9 164,3 236,3 291,5 331,0 307,5 343,0 331,5 333,0

10 177,0 248,0 311,5 335,0 324,0 341,5 329,0 335,0
média= 174,5 235,0 305,9 333,0 313,5 338,7 330,5 333,5

1100 - 3 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 261,0 274,0 323,0 347,0 328,0 340,5 335,0 327,0
2 287,8 298,0 336,8 340,0 320,5 342,5 327,0 325,0
3 270,0 282,5 333,3 331,3 321,8 345,0 331,0 335,0
4 291,5 291,8 339,3 349,5 351,5 337,0 345,5 339,0
5 297,0 301,0 365,0 380,0 356,0 352,0 339,0 331,0
6 287,5 295,0 333,0 339,0 290,0 370,0 335,0 331,0
7 283,3 300,3 351,5 331,0 321,5 335,0 331,0 339,0
8 284,0 343,0 352,0 343,0 339,0 347,0 339,0 323,0
9 281,0 343,0 323,0 352,0 327,0 347,0 339,0 339,0

10 279,0 299,0 330,0 339,0 304,0 343,0 331,0 331,0
média= 282,2 302,8 338,7 345,2 325,9 345,9 335,3 332,0

�
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Placebo 7 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 107,0 166,5 243,8 288,8 314,7 333,7 329,7 331,0
2 106,2 173,0 267,7 331,8 306,5 329,7 332,3 337,7
3 112,8 191,0 292,5 304,5 321,3 334,5 335,0 327,0
4 103,0 172,5 256,0 301,0 301,0 335,0 327,0 323,0
5 136,5 201,0 246,0 311,0 304,0 327,0 323,0 339,0
6 113,0 160,0 274,0 310,0 308,0 339,0 335,0 331,0
7 123,0 208,0 290,0 323,0 308,0 335,0 335,0 335,0
8 111,0 156,0 274,0 304,0 304,0 331,0 323,0 327,0
9 111,0 168,0 257,0 315,0 311,0 331,0 319,0 315,0

10 111,0 143,0 271,0 319,0 323,0 335,0 343,0 327,0
média= 113,4 173,9 267,2 310,8 310,1 333,1 330,2 329,3

275 - 7 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 150,7 198,2 286,7 313,3 315,8 334,3 337,0 337,0
2 164,3 224,8 323,0 327,7 302,2 342,0 330,0 329,7
3 177,0 211,3 322,3 328,3 336,3 337,7 339,7 333,3
4 179,3 244,0 291,0 313,5 327,0 327,0 352,0 327,0
5 167,0 225,0 289,0 319,0 323,0 335,0 347,0 335,0
6 166,8 220,0 297,0 324,0 314,5 335,0 329,0 325,0
7 185,0 187,0 266,0 331,0 268,5 323,0 327,0 327,0
8 164,0 202,0 278,0 327,0 331,0 343,0 331,0 335,0
9 170,0 224,5 319,0 343,0 304,0 347,0 339,0 335,0

10 171,0 200,0 289,5 331,0 308,0 327,0 343,0 323,0
média= 169,5 213,7 296,2 325,8 313,0 335,1 337,5 330,7

550 - 7 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 196,5 233,0 344,2 333,3 326,2 337,5 331,0 332,3
2 215,2 284,0 336,3 341,8 325,7 337,7 329,7 332,3
3 198,0 290,0 339,0 339,0 327,0 331,0 335,0 335,0
4 208,0 319,0 335,0 335,0 315,0 343,0 339,0 327,0
5 207,3 296,0 317,0 341,5 319,0 346,0 333,0 333,0
6 205,0 256,0 323,5 331,0 331,0 331,0 323,0 335,0
7 220,0 263,0 323,0 327,0 311,0 343,0 347,0 331,0
8 214,0 267,5 324,3 332,3 313,5 343,0 329,0 335,0
9 208,0 271,0 294,0 327,0 301,0 331,0 327,0 327,0

10 212,0 275,5 318,5 329,0 319,0 343,0 339,0 335,0
média= 208,4 275,5 325,5 333,7 318,8 338,6 333,3 332,3

1100 - 7 dias
vol. 10 30 50 70 90 110 220 330

1 297,0 290,0 343,0 330,0 317,0 323,0 331,0 323,0
2 272,0 311,0 340,3 348,0 325,0 347,5 337,0 339,0
3 287,5 309,5 339,0 337,5 318,0 349,5 337,0 335,0
4 262,5 289,5 341,0 339,0 315,0 345,0 337,0 337,0
5 289,0 295,5 341,0 365,5 323,5 366,0 329,0 341,0
6 295,5 315,0 343,0 343,0 335,0 352,0 335,0 330,0
7 297,0 300,0 337,0 343,0 301,0 341,5 327,0 320,0
8 281,0 311,0 347,0 365,0 335,0 365,0 331,0 339,0
9 278,5 297,0 339,0 343,0 347,0 352,0 331,0 327,0

10 297,0 269,0 329,0 329,0 298,5 331,0 331,0 339,0
média= 285,7 298,8 339,9 344,3 321,5 347,3 332,6 333,0

�



59

��������
�

!�������* ��#������+01��2

3, ��������������������
�

0 275 550 1100
Voluntário 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

3 dias

0 275 550 1100
Voluntário 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 e,f e,f

7 dias
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