. Universidade Estadual Paulista

AVAVAY

unesp - “Jilio de Mesquita Filho”

Campus de Aracatuba

Karina Yuri Kondo

Aracgatuba-SP

2013



. Universidade Estadual Paulista

AVAVAVY

uneSp - “Julio de Mesquita Filho”

Campus de Aracatuba

Karina Yuri Kondo

Efeito do p3H e da concentracdo de fluoreto

presente em dentifricios na incorporacdo
de fluoreto pela saliva, biofilme e fluido do
biofilme

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, como parte dos
requisitos para obtencdo de titulo de
Mestre em Ciéncia Odontoldgica — Area
Saude Bucal da Crianca.

Orientador: Prof. Dr. Juliano Pelim
Pessan

Aracatuba-SP
2013



Catalogacao na Publicacéo (CIP)

Servico Teécnico de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

K82e

Kondo, Karina Yuri.

Efeito do pH e da concentracéo de fluoreto presente
em dentifricios na incorporacéo de fluoreto pela saliva,
biofilme e fluido do biofilme / Karina Yuri Kondo. -
Aracatuba : [s.n.], 2013

81f.:il. ;tab. + 1 CD-ROM

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia de Aracatuba
Orientador: Prof. Dr. Juliano Pelim Pessan

1. Fltor 2. Dentifricios 3. Placa dentaria 4. Salival. T.

Black D27
CDD 617.645




Nascimento

Filiacao

2007/2010

2011/2013

Associacdes

DADOS CURRICULARES

KARINA YURI KONDO

28.10.1986 — Bauru /SP

Sérgio Aquio Kondo

Maria Cristina Miyahara Kondo

Curso de Graduacao em Odontologia na Faculdade de

Odontologia de Aracatuba — UNESP.

Curso de Pés - Graduacado em Ciéncia Odontoldgica - area
Saude Bucal da Crianca, nivel de Mestrado, na Faculdade de

Odontologia de Aracatuba- UNESP.

CROSP- Conselho Regional de Odontologia de Sao Paulo
SBPQqO- Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontoldgica
APCD Aracatuba- Associacdo Paulista de Cirugides-Dentistas

IADR- International Association for Dental Research



Dedicatoria




Dedicatoria

Dedico este trabalho,

Aoy meus pais; Sergio-e Cristina,

Meus mais sinceros agradecimentos por tudo que sao e representam, pelo amor,
sabedoria e compreensao. Por todos os momentos compartilhados de alegrias,
tristezas, ensinamentos e aprendizagens. Pela for¢a, unido, motivacao e confianca

em mim depositados ao longo dos anos.

Meu amor e gratiddo sao eternos!

Ao- mew iwrmao; Vitor,

Por me ajudar, aconselhar e me apoiar com paciéncia e carinho nesses anos em
gue convivemos juntos, dividindo muitos momentos, pois so vocé sabe das alegrias
e dificuldades, por conviver tdo proximo! Vocé é muito importante para mim e, sem
duvida esses 5 anos de convivéncia ficardo guardados e serdo lembrados como o0s

melhores de minha vida, com saudade e gratidao!

Aoy meuws owess; Seigi e Dind,

Pelo esmero em cuidar de nossa familia e cultivar esse bem mais valioso, pelo apoio

e torcida e, pela presenca em nossas vidas!

Amo cada um de vocés!

Karina Yuri Kondo



Agradecimentos Especiais




Agradecimentos Especiais

Ao meu orientador, Prof. Dr. Juliano Pelim Pessan, minha gratiddo
por sua orientacdo nesses anos de Mestrado, transmitindo a mim
sabedoria, compartilhando experiéncias, com muita atencdo e
paciéncia. Exemplo de docente competente, dedicado e humano.
Obrigada pelas oportunidades proporcionadas para meu crescimento

profissionall

"Nosso maior desejo na vida é encontrar alguém que nos faca fazer o

melhor que pudermos."
Ralph 'Waldo Emerson

Karina Yuri Kondo



Agradecimentos Especiais

Aoy voluntirios,

Vitor Kondo, Daniela Oliveira, Jackeline do Amaral, Juliano Pessan,
Ana Carolina, Milene, Renata, Taynara Lima, Thiago Aragaki, Renan
Fernandes, Luiz Miguel Minani, Kevin Hall, Douglas Monteiro,
Marcelle Danelon, Marcelo Moretto , Juliana Kawano, Bruna
Martins, Mirviam Serrano, Matheus Brasilino, Larissa Alamo, Maria
Daniela Basso, Ana Laura dos Santos, Gustavo Siles e André Godas ,
que participaram, colaborvaram e possibilitaram a concretizacdo deste
estudo, meu muito obrigada! Seus esforcos, dedicacdo,
comprometimento e responsabilidade, foram fundamentais. Meu
reconhecimento e agradecimento por tudo e, principalmente pela

amizade!

“Ndo haja medo que a sociedade se desmorone sob um excesso de
altruismo. Ndo hd perigo desse excesso.”

Fernando Pessoa

Karina Yuri Kondo



Agradecimentos




Agradecimentos

A Deus, por minha vida e saude, por prover forcas em dias dificeis, iluminar

Mmeus passos e por estar sempre presente, abencoando a mim e & minha familia.

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP, na pessoa dos

professores Ana Maria Pires Soubhia, Diretora e, Wilson Roberto Poi, Vice-Diretor,
pela oportunidade de realizacdo do curso de Mestrado nesta instituicao.

Aos professores da Disciplina de Odontopediatria, Dv. Robson, Dr. Alberto,

Dr. Juliano, Dra Sandra, Dr. Célio, Dra. Danda, Dra. Cristiane pela

convivéncia, também pelos conhecimentos compartilhados durante o curso de
mestrado, durante as clinicas da Disciplina de “Assisténcia Odontoldogica da Crianga

em Clinica” e Bebé-Clinica.

Ao Professor Dr. Robson Frederico da Cunha, por seus conhecimentos

compartilhados durante as aulas das Disciplinas de Metodologia do Ensino e
Psicologia e pela convivéncia sempre agradavel. Agradeco também pela
oportunidade de participacdo nos trabalhos da Bebé-Clinica. A paixao pelo que faz e

competéncia demonstradas séo inspiradores!

Ao Prof. Dr. Juliano Pelim Pessan e a Profa. Dra. Kikue
Takebayashi pelas aulas de Metodologia Cientifica |, além dos professores Dr.
Heitor Honorio, Dra. Cristina Antonialli, Dra. Rita Meneghetti, Dra

Ana Claudia Okamoto e todos os demais que muito contribuiram para minha

formacédo durante o curso de mestrado.

Aos meus amigos Rosani, Poliana, Luiz, Ricardo e Sérgio, por todo apoio,

compreensao e pela amizade de muitos anos.

Karina Yuri Kondo



Agradecimentos

Ao curso de Pos-Graduacdo em Ciéncia Odontologica da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba — UNESP, na pessoa do seu coordenador Prof. Dr.

Alberto Carlos Botazzo Delbem.

Aos funcionarios da biblioteca, em especial as bibliotecarias Ana Paula, Ana

Claudia e Denise, pela ajuda, paciéncia e amizade.

Aos funciondrios da Secdo de Pois-Graduacdo da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba, pelos servicos prestados.

Aos amigos do mestrado em Saude Bucal da Crianca, Carla Favretto,
Nathdlia Viana, Luciene Castro, Juliana Mendonca, José Antonio,

Ana Laura e Fernanda, pela convivéncia nesses anos de curso.

Aos amigos do Doutorado em Salde Bucal da Crianca, Tatiana Uemura,
Marcelle Danelon, Jackeline do Amaral, Marcelo Moretto, Maria
Daniela Basso, Daniela Oliveira, Danielle Camara, Remberto,

Nathdlia e Michele pela convivéncia boa e agradavel.

A professora Maria Cristina Rosifini Alves Rezende, um exemplo de

profissional, sempre altruista. Obrigada pelas oportunidades que me proporcionou

para meu crescimento profissional e pelo companheirismo em Congressos.

Karina Yuri Kondo



Agradecimentos

A técnica da Disciplina de Odontopediatria, Maria dos Santos Ferreira
Fernandes por sua solicitude e ajuda indispensaveis para realizacio dos trabalhos,

sempre que precisei. Obrigada por tudo!

pY

Ao Departamento de Cirurgia, em especial a professora Alessandra
Aranega, que gentiimente nos concedeu o emprestimo da centrifuga para que

pudéssemos prosseguir com as analises.

Ao Laboratério de Bioguimica da FOB — USP/ Bauru, a Professora Dra.
Marilia Afonso Rabelo Buzalaf e as técnicas Thelma e Larissa, que me

receberam durante minhas analises em Bauru.

Agradeco também d todos que, direta ou indiretamente, contribuiram.

....meus agradecimentos

Karina Yuri Kondo



Epigrafe




Epigrafe

'O grande (ider ¢ aquele que estd disposto a desenvolver as
pessoas até o ponto em que elas eventualmente o

ultrapassem em seu conhecimento e habilidade."

Fred A. Manske

“Quando o caminho a sua frente parvecer longo e dificil,
lembre-se: as mais longas trajetorias comecam com um
primeiro passo, entdo, dé o primeiro passo. Quando chegar (d,
comemore e lembre-se de tracar mais uma meta, continue a
davr sentido d sua vida, use de seu poder de escolha e vontade

e dé novamente o primeiro passo. Isto so depende de vocé."

Flavio Souza

Karina Yuri Kondo


http://www.esoterikha.com/coaching-pnl/frases-de-impacto-de-filmes-famosos-com-conteudo-motivacional.php

Resumo




Resumo

KONDO, K.Y. Efeito do pH e da concentracdo de fluoreto presente em
dentifricios na incorporacdo de fluoreto pela saliva, biofilme e fluido do
biofilme. 2013. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Odontolégica, area Saude
Bucal da Crianga) - Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba 2013.

RESUMO

O uso de fluoretos tem contribuido para o declinio da prevaléncia da céarie observado
nas ultimas décadas, porém um aumento na prevaléncia da fluorose dentaria tem
sido observado concomitantemente. Alternativas como a reducdo do pH e da
concentracdo de fluoreto (F) dos dentifricios tém sido estudadas na tentativa de
melhorar a efetividade clinica dos mesmos, sem afetar sua eficacia anti-carie.
Considerando a escassez de estudos com metodologias in vivo avaliando a retencéo
intrabucal de F apds a utilizacdo de formulacbes aciduladas, o presente estudo
avaliou a influéncia do pH e da concentracdo de fluoreto (F) de dentifricios na
retencdo de F pela saliva, biofilme e fluido do biofilme. Voluntarios (n=22) utilizaram
dentifricios contendo 0 (Placebo), 550 (DCRF - dentifricio com concentracéo
reduzida de F) e 1100 ppm F (DC - dentifricio convencional), em pH 4,5 e 7,0, e
escovaram seus dentes 3 vezes/dia seguindo um protocolo duplo-cego e cruzado.
Amostras de saliva e biofilme dentario foram coletadas apds 7 dias de uso dos
dentifricios, 1 e aproximadamente 12 horas apos a Ultima escovacdo. As analises de
F e calcio (Ca) foram realizadas com o eletrodo invertido apés tamponamento com
TISAB Ill e pelo método Arsenazo lll, respectivamente. Os dados foram analisados
por ANOVA fatorial, teste de Tukey HSD e coeficiente de correlacdo de Pearson
(p<0,05). As concentracdes de F no fluido do biofiime 1h apds a escovacdo com o
DCRF acidulado nao diferiram das observadas para o DC neutro, sendo ambas
significativamente mais altas que as obtidas com o placebo; este padrao, entretanto,
nao foi observado para o biofilme e saliva. Observou-se a auséncia de um padréo
definido para as concentracfes de Ca nestes compartimentos, porém correlacbes
significativas foram observadas entre as concentracdes de F e Ca na saliva e no

biofilme. De acordo com protocolo do estudo, concluiu-se que o pH influenciou na

Karina Yuri Kondo
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retencéo de F no fluido do biofilme, tendo pouca ou nenhuma influéncia na retencéo

no biofilme e na saliva, respectivamente.

Palavras-chave: Fluor. Dentifricios. Placa dentaria. Saliva.

Karina Yuri Kondo
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KONDO, K.Y. Effect of pH and fluoride concentration in dentifrices on fluoride
uptake by saliva, biofilm and biofilm fluid. 2013. 81 f. Disserta¢do (Mestrado em
Ciéncia Odontolégica, area de Saude Bucal da Crianca) - Faculdade de Odontologia
de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2013.

ABSTRACT

The use of fluorides has contributed to the decline in caries prevalence observed in
the last decades, however an increase in the prevalence of dental fluorosis has been
observed concomitantly. Alternatives such as the reduction of the pH and fluoride (F)
concentration of dentifrices have been studied as an attempt to improve their clinical
effectiveness without affecting its anti-caries efficacy. Given the scarcity of in vivo
studies assessing intraoral fluoride retention after using acidic formulations, the
present study evaluated the influence of pH and F concentration of dentifrices on F
uptake by saliva, biofiim and biofilm fluid. Volunteers (n = 22) used dentifrices
containing 0 (Placebo), 550 (LFD — low-fluoride dentifrice) and 1100 ppm F (CD —
conventional dentifrice) at pH 4.5 and 7.0, and brushed their teeth 3 times/day
following a double-blind, crossover protocol. Saliva and dental biofilm samples were
collected after 7 days of using the dentifrices, 1 and approximately 12 hours after last
brushing. F and calcium (Ca) analysis were performed with the inverted electrode
after buffering with TISAB IIl and the Arsenazo Il method, respectively. Data were
analyzed by factorial ANOVA, Tukey’'s HSD test and Pearson’s correlation coefficient
(p <0.05). F concentrations in the biofilm fluid 1h after brushing with acidic LFD were
similar to those observed for neutral CD, both being significantly higher than values
found for the Placebo; this pattern, however, was not observed for the biofilm and
saliva. No defined trend was observed for Ca concentrations in these compartments,
but significant correlations were observed between Ca and F concentrations in saliva
and in the biofilm. According to the study protocol, it was concluded that pH
influenced the uptake of F by the biofilm fluid, having little or no influence on the

uptake by the biofilm and saliva, respectively.

Keywords: Fluorine. Dentifrices. Dental plague. Saliva.
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Resumo

O presente estudo avaliou a influéncia do pH e da concentracao de fluoreto (F) de
dentifricios na retencado de F pela saliva, biofiime e fluido do biofilme. Voluntarios
(n=22) utilizaram dentifricios contendo 0 (Placebo), 550 (DCRF - dentifricio com
concentracdo reduzida de F) e 1100 ppm F (DC - dentifricio convencional), em pH
4,5 e 7,0, e escovaram seus dentes 3 vezes/dia seguindo um protocolo duplo-cego e
cruzado. Amostras de saliva e biofilme dentério foram coletadas apés 7 dias de uso
dos dentifricios, 1 e aproximadamente 12 horas apos a Ultima escovacao. As
analises de F e calcio (Ca) foram realizadas com eletrodo invertido apés
tamponamento com TISAB Il e pelo método Arsenazo lll, respectivamente. Os
dados foram analisados por ANOVA fatorial, teste de Tukey HSD e coeficiente de
correlacdo de Pearson (p<0,05). As concentracdes de F no fluido do biofilme 1h
apos a escovacado com o DCRF acidulado néao diferiram das observadas para o DC
neutro, sendo ambas significativamente mais altas que as obtidas com o placebo;
este padrdo ndo foi observado para o biofilme e saliva. Observou-se a auséncia de
um padrao definido para as concentracdes de Ca nestes compartimentos, porém
correlacdes significativas foram observadas entre as concentracbes de F e Ca na
saliva e no biofilme. De acordo com o presente protocolo, concluiu-se que o pH
influenciou na retencdo de F no fluido do biofilme, tendo pouca ou nenhuma

influéncia no biofilme e na saliva, respectivamente.
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1. Introducgéo

Os dentifricios fluoretados tém sido considerados como fatores de risco para o
desenvolvimento da fluorose dentaria, especialmente quando dentifricios contendo
1000 ppm F ou mais sé&o utilizados por criancas menores de 6 anos de idade [Wong
et al., 2010]. Dessa forma, a reducdo da concentracdo de fluoreto (F) nos mesmos
seria uma alternativa para se minimizar a ingestao de fluoreto por esta fonte, embora
ndo existam evidéncias e nem um consenso na comunidade cientifica quanto a
eficacia dos dentifricios com concentracéo reduzida de fluoreto (DCRF) [Walsh et al.,
2010].

Com o objetivo de se aumentar a reatividade do dentifricio, desenvolveu-se
diferentes formulacbes de DCRF e pH acidulado, cuja efetividade foi atestada em
estudos com diferentes protocolos [Gerdin, 1974; Petersson et al., 1989; Negri e
Cury, 2002; Brighenti et al., 2006; Alves et al., 2007; Nobre-dos-Santos et al., 2007;
Buzalaf et al., 2009]. Mais recentemente, a efetividade de um DCRF (550 ppm F) em
pH acidulado foi avaliada em um estudo clinico randomizado, no qual foi
demonstrado que o incremento de ceo-s em criangas utilizando este dentifricio foi
semelhante ao observado para criangas utilizando formula¢des contendo 1100 ppm
F, independente do pH [Vilhena et al., 2010].

No entanto, a literatura ainda € escassa quanto a estudos avaliando o uso
dessas formulacdes, especialmente relacionado a retencdo intrabucal (saliva,
biofilme e fluido do biofilme) de F. Embora as concentracfes de F na saliva [Olympio
et al.,, 2007] e no biofilme [Buzalaf et al.,, 2009] resultantes do uso destas
formulacdes tenham sido avaliadas, ndo existem informacgdes quanto a concentracéo
de F no fluido do biofilme ap6s o uso de DCRF aciduladas.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do pH e da
concentracdo de F de dentifricios na retencdo de F na saliva, no biofilme total, bem
como no fluido do biofilme. A hipétese do estudo foi a de que o uso de um DCRF
em pH acidulado promoveria aumentos na concentracdo de F no biofilme e fluido do
biofilme semelhantes aos observados apds o uso de um dentifricio convencional (DC,
1100 ppm F) em pH neutro. Também foram avaliadas as concentracdes de calcio
nos 3 compartimentos bucais, uma vez que ndo existem informacdes disponiveis

apos o uso de formulacgfes aciduladas.
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2. Material e Método

Foram recrutados voluntarios na faixa etaria entre 21 a 40 anos, ap0s a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba-UNESP, com numero de processo FOA — 01421/2011(Anexo B). O
tamanho da amostra foi estabelecido em 15 individuos para se obter diferenca
significativa na concentragdo de F no biofilme dentario utilizando-se dentifricios sem
e com F, resultando em uma forga de 80 % (B) e a= 0,05 [Pessan et al., 2008].
Considerando eventuais perdas devido ao delineamento cruzado do estudo, optou-
se por incluir 24 voluntarios.

Apo6s a dosagem dos dentifricios quanto ao fluoreto total [Delbem et al., 2002]
(Anexo E) - e pH [Moretto et al., 2010] (Anexo F), o estudo se iniciou com uma
profilaxia dental (pasta Odahcam Dentsplay, sem F) e raspagem periodontal (quando
necessario), bem como com a entrega do kit de tratamento (Anexo C) e a pasta com
as orientacbes aos voluntarios (Anexo P). Seguiu-se um protocolo de tratamento
duplo-cego e cruzado (Anexo D), no qual os voluntarios foram aleatoriamente
distribuidos para realizar a escovacdo com os dentifricios experimentais: Placebo
(sem F), DCRF (550 ppm F) e DC (1100 ppm F), em pH 4,5 e 7,0, totalizando 6
combinacgdes de tratamento. Todos os dentifricios experimentais possuiam a mesma
consisténcia, continham silica como abrasivo e fluoreto de sédio (NaF) como sal
fluoretado, tendo sido os mesmos envasados em tubos idénticos (Anexo C) e
codificados por um pesquisador ndao envolvido na etapa experimental. Os voluntarios
escovaram seus dentes 3 vezes ao dia (manhd, tarde e noite), utilizando
aproximadamente 0,5 g de dentifricio (técnica transversal — [Villena, 2000]), fazendo
0 enxague da boca com 10 mL de agua. No sexto dia, foram orientados a escovar
somente a superficie oclusal dos dentes por 1 minuto e a ndo fazerem o uso do fio
dental. Além disso, foram orientados a absterem-se de comer e beber, exceto agua
e, ndo mais escovar os dentes depois da Ultima escovacdo neste dia, até que a
primeira amostra de saliva e biofilme fosse coletada na manha do sétimo dia (Anexo
D).

Para a coleta da saliva (Anexo H), o fluxo salivar foi estimulado com a
mastigacéo de uma banda de borracha, coletando-se toda a saliva formada durante
os 3 minutos em um recipiente de plastico previamente pesado (J40), calculando-se

o fluxo salivar (mL/minuto). O biofilme foi coletado (Anexo |) das superficies
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vestibular, lingual e interproximal de todos os dentes do hemiarco direito (superior e
inferior), com o auxilio de uma espétula plastica com ponta em bisel. Os voluntarios
foram entdo instruidos a escovar a superficie oclusal de seus dentes e 1 hora apds
amostras de saliva e biofiime (hemiarco esquerdo) foram coletadas, conforme
descrito anteriormente.

A espatula contendo o biofilme foi imediatamente inserida num tubo para
microcentrifuga preenchido com 6leo mineral (Sigma Aldrich Brasil Ltda, SP). Apés a
pesagem do conjunto, os tubos foram centrifugados (21.023 g/ 4°C/ 5 min), para a
separacdo das fases fluida e solida do biofilme [Tenuta et al., 2006] - (Anexo J). O
fluido foi aspirado com uma micropipeta de vidro e imediatamente transferido para a
membrana do eletrodo invertido. Para analise da fase sélida do biofilme, a ponta da
ponteira anteriormente selada foi cortada com uma lamina de bisturi para que a
massa solida fosse expelida em um tubo para microcentrifuga de 2 mL (Anexo L).
Adicionou-se HCl 1M (0,5 mL/10 mg de biofilme Umido), sendo entdo as amostras
agitadas (30 rpm/ 3h/ 25°C). Na sequéncia, adicionou-se NaOH 1M (0,5 mL/10 mg
de biofilme Uumido), sendo os tubos novamente centrifugados para separacdo das
fases [Nobre dos Santos et al., 2002]. Ao sobrenadante foi adicionado TISAB Ili
(Thermo Orion, Beverly, Massachussetts, United States) (1:10) imediatamente antes
da leitura de F (Anexo N). As amostras de saliva (1 mL da amostra) foram
centrifugadas (12000 rpm; 5 min), sendo o sobrenadante (200 pL) tamponado com
20 pL de TISAB Il [Vogel et al., 2000] — (Anexo M). As analises de F de todas as
amostras foram realizadas sobre a superficie da membrana do eletrodo invertido
(9409, Thermo Orion, Beverly, Massachussetts, United States) com o uso de um
microscopio e microeletrodo de referéncia acoplado a um micromanipulador, para
fechar o circuito (Anexo J) - [Vogel et al., 1997]. As amostras de fluido do biofilme
foram diluidas com TISAB IIl (1:10) - [Vogel et al., 1992a, 1997] na superficie da
membrana do eletrodo invertido, com uma micropipeta de vidro [Vogel et al., 1997].
As amostras de Ca foram analisadas em triplicata, por espectrofotometria (650 nm),
no leitor de microplacas (PowerWave XS2 Microplate Spectrophotometer), pelo
método Arsenazo IIl (Anexo O).

Para a analise estatistica, foi utilizado o programa Statistica, versdo 11.0. Os
dados foram analisados por ANOVA fatorial, seguida do teste de Tukey HSD
(Honestly Significantly Difference) para comparac¢des individuais. Também foi

aplicado o coeficiente de correlagdo de Pearson para verificar a existéncia de
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correlacdo entre as concentracdes de F e Ca nas amostras. O nivel de significAncia
adotado foi de 5%.

3. Resultados

Os valores médios (xDP) de pH para os dentifricios acidulados e neutros,
respectivamente, foram 4,24 (+0,01) e 6,81 (x0,01) (placebo); 4,49 (+0,02) e 6,81 (=
0,01) (DCRF); e 4,87 (+ 0,01) e 6,79 (+ 0,01) (DC). A concentracdo média de F
(xDP) nos dentifricios acidulados e neutros foi 14,7 (+ 5,6) e 14,8 (+ 5,9) (Placebo);
520,2 (= 4,5) e 504,4 (= 19,4) (DCRF); e 1107,2 (+ 8,1) e 1081,6 (= 30,5) (DC) —
(Anexo Q).

Uma relacdo dose-resposta pode ser observada entre a concentracdo de fluoreto
nos dentifricios e as resultantes na saliva, no biofilme total e no fluido do biofilme.
Para o biofilme total, tal relacdo foi verificada para ambos os tempos de coleta e
valores de pH (Tabela 1). Houve influéncia dos fatores dentifricio (F=50,87,
p<0,0001) e tempo de coleta (F=12,08, p=0,001), sem interacao significativa entre os
mesmos. Os valores obtidos 1 h apds a escovacdo foram mais altos que 0s
observados 12 horas apoOs para todos os dentifricios, embora sem diferencas
significativas. Em acréscimo, a concentracdo de F 1 h apds o uso do DCRF neutro e
acido nao diferiram significativamente dos observados para o DC neutro. Em
comparacao aos dados obtidos para o Placebo, entretanto, diferencas significativas
foram encontradas apenas para o DC neutro 1 h apds a escovacao, bem como DC
acido, 1 e 12 h ap0s a escovagéao (p<0,05). (tabela 1).

Para o fluido do biofilme, a relacdo dose-resposta foi mais evidente para o0s
dentifricios acidulados (tabela 2). Houve influéncia dos fatores dentifricio (F=34,83,
p<0,0001), bem como tempo de coleta (F=87,99, p<0,0001) e pH (F=5,76, p=0,02),
com interacao significativa entre os fatores dentifricio e tempo (F=12,09, p<0,0001).
Para todos os tratamentos, valores mais altos foram observados para o tempo de 1
hora em comparacdo ao de 12 horas, sendo estas diferencas significativas somente
para 0 DCRF neutro e DC neutro e &cido. Todos os valores obtidos para os
dentifricios acidulados foram mais altos que os neutros. Em acréscimo, a
concentracdo de flior 1 h ap6s a escovagdo com o DCRF acidulado n&do diferiu
significativamente da obtida para o DC neutro, sendo ambos significativamente mais

altos que o Placebo.
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A concentracdo de F na saliva foi influenciada pelos fatores dentifricio (F=33,8,
p<0,0001) e tempo de coleta (F=38,22, p<0,0001), com interacao significativa entre
estes (F=15,14, p<0,0001). Para todos os dentifricios fluoretados, as concentracdes
de fluoreto na saliva retornaram a niveis basais 12 h ap6s a escovacao. Os valores
obtidos para DCRF neutro, bem como DC neutro e &cido, 1h apds a escovacao foram
significativamente mais altos que os obtidos em todas as demais comparacdes
(tabela 3).

Para as concentracfes de Ca no biofilme total, somente o fator pH apresentou
influéncia sobre os resultados (F=4,44, p=0,04), havendo interacao significativa entre
este e os fatores dentifricio e tempo de coleta (F=3,78, p=0,03). A Unica diferenca
significativa foi observada entre os valores obtidos 1 h apos o uso do DC acidulado e
neutro (Tabela 4). Para o fluido do biofilme, somente o fator dentifricio apresentou
influéncia sobre os resultados (F=4,40, p=0,02), havendo interacao significativa entre
este e os fatores pH e tempo de coleta (F=4,62, p=0,02). Os valores obtidos 12 h
apos o uso do DC neutro foram mais altos em comparacao as demais combinacdes
de tratamentos e tempos, embora sem diferenca significativa em alguns dos casos
(Tabela 5). Aléem disso, a concentracdo de calcio apds o uso do DCRF acidulado foi
significativamente diferente da obtida apdés o uso do Placebo acido 12 h apds a
escovacdo. Com relacdo as concentracbes de Ca na saliva, estas ndo foram
influenciadas pelos fatores do estudo. A concentracdo média de todas as analises foi
25,9 pg/mL, tendo as médias variado de 23,0 (DC neutro 12 horas e DC acidulado 1
hora apés escovacao) a 31,1 (DCRF acidulado 12 horas apds a escovacéao) (Tabela
6).

Uma correlacdo positiva foi observada entre as concentracdes de F na saliva e
fluido do biofilme (r=0,33; p=0,0001), bem como entre as concentracdes de F no
biofiime total e o fluido (r=0,27; p< 0,0001). Menores coeficientes de correlacéo
foram observados entre as concentracfes de F e Ca na saliva e no biofiime dental
(Tabela 7).

4. Discusséo

Formulacdes dentifricias de baixa concentracéo (500-550 ppm F) e pH acidulado
(5,5; 4,5) tém se mostrado uma alternativa efetiva viavel no controle da cérie
dentaria [Negri e Cury, 2002; Brighenti et al., 2006; Alves et al., 2007; Nobre-dos-

Santos et al., 2007, Vilhena et al., 2010], a0 mesmo tempo em que minimiza a
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ingestao de fluoreto durante a escovacao [Buzalaf et al., 2009]. No entanto, ainda
existem poucos estudos na literatura avaliando a eficicia destas formulagdes, ndo
existindo até o momento nenhum estudo in vivo avaliando a concentracdo de F no
fluido do biofilme dental apds o uso de dentifricios acidulados de baixa concentracéo
de F. Considerando que o fluido do biofilme se encontra em contato direto com a
superficie do esmalte, com o biofilme propriamente dito e com a saliva, o estudo da
composicdo inorganica deste se reveste de grande importancia do ponto de vista
clinico, uma vez que a concentracdo idnica no mesmo determina a saturacdo do
mineral dentario na cavidade bucal [Vogel et al., 1990; Margolis e Moreno, 1992].

No presente estudo, observou-se que a concentracdo de F no fluido do biofilme
resultante do uso do DCRF acidulado néo diferiu estatisticamente da obtida apds o
uso do dentifricio com o dobro da concentracédo de flior (DC) em pH neutro. Este
achado parece explicar, ao menos em parte, o motivo pelo qual o incremento de
carie em criancgas utilizando um dentifricio acidulado contendo 550 ppm F néo diferiu
significativamente do grupo de criancas utilizando uma formulacdo convencional
(1100 ppm F) em pH neutro em um estudo clinico randomizado [Vilhena et al., 2010].
Em acréscimo, o uso do DC em pH acidulado promoveu aumentos na concentracéo
de F no fluido do biofilme semelhantes aos observados para o DC em pH neutro.
Estes achados também estdo de acordo com os resultados de Vilhena et al. [2010],
0s quais demonstraram ndo haver diferencas significativas na progressao de ceo-s
em criangcas com alto risco de carie apds o uso de formulacbes de DC neutras e
acidas. Estes dados, em conjunto, indicam que o estudo da composi¢ao inorganica
do fluido do biofilme é um bom indicador do desempenho clinico de formulacbes
fluoretadas de uso topico.

Um padrédo semelhante foi observado no biofilme total, exceto pelo fato de que a
concentracdo de F 1 h apds a escovacao com o DCRF acidulado nao tenha diferido
significativamente da obtida ap6s o uso do Placebo; ressalta-se, entretanto, que o
uso dos DCRFs (neutros e acidos) dobrou a incorporacdo de F quando comparado
ao uso do Placebo. Tal padrdo confirma dados obtidos no Unico estudo disponivel
até o presente momento avaliando a incorporacdo de F no biofiime ap6s o uso de
formulacdes aciduladas [Buzalaf et al., 2009], no qual foi demonstrado que as
concentracbes de F apOs uso de um DCRF acido e DC neutro ndo diferiram
significativamente entre si. A diferenca mais marcante entre o estudo supracitado e o

presente trabalho, entretanto, € que o uso de um DC acidulado praticamente dobrou
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a concentracdo meédia de F no biofilme quando comparado ao DC neutro, enquanto
gue no presente estudo esta diferenca foi de aproximadamente 15%. Entretanto, a
alta variabilidade nos valores obtidos por Buzalaf et al. [2009], somada a escassez
de estudos avaliando a incorporacdo de F pelo biofilme ap6s o uso de dentifricios
acidulados, ndo permite uma analise mais aprofundada sobre as possiveis razdes
para as diferencas encontradas.

As concentracbes de F na saliva retornaram aos niveis basais 12h apos a
escovacao, refletindo o clearance salivar, ndo tendo sido observada a influéncia do
pH. Tal fendbmeno ja era esperado considerando que o F presente na saliva
representa o ion liberado de outros sitios intrabucais (tecidos dentais duros, mucosa
e biofilme dental), ndo existindo nenhum mecanismo de “retencédo” de F que
pudesse ser influenciado pelo pH. Uma vez que o F é liberado lentamente destes
sitios para a saliva, era razoavel se esperar que as pequenas diferencas ocorridas
na concentracdo de F no biofilme e fluido decorrentes do pH no presente estudo
seriam dificilmente observadas na saliva, especialmente em tempos de coleta
relativamente distantes do momento da escovacdo. Entretanto, Olympio e
colaboradores [2007] observaram que um DCRF acidulado levou a concentracbes
de F na saliva semelhantes as obtidas pelo uso de um dentifricio comercial neutro.
Acredita-se que diferencas entre as formulacdes utilizadas no presente estudo e no
de Olympio et al. [2007], bem como no padrdo de escovacdo e enxaglie da boca,
tenham levado a padrdes de retencdo de F na saliva diferentes para os dois
estudos. Assim como para os dados de biofilme total, até 0 momento somente existe
um estudo avaliando a retencdo de F na saliva apds o uso de dentifricios acidos,
reforcando a necessidade de estudos futuros sobre o tema.

Com relacdo aos resultados obtidos para o calcio nos trés compartimentos
bucais, parece nado existir um padrdo definido de aumento e nem de diminuicédo
nestes, de acordo com o pH, as concentracbes de F e tempos de coleta. Esta
auséncia de padrdo era, de certa forma, esperada, visto que o abrasivo dos
dentifricios é livre de calcio (silica). Entretanto, as concentracbes de calcio nas
amostras foram analisadas com o objetivo de se avaliar a existéncia de uma
associacdo entre a concentracdo de F e Ca nos diversos compartimentos de
retencéo de F intrabucais, especialmente para o biofilme total.

Observou-se a existéncia de um equilibrio entre as concentracdes de F no

biofilme total e no fluido do biofilme, bem como entre a saliva e fluido do biofilme. Tal
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equilibrio era esperado com base em estudos prévios [Vogel et al., 1992a, 1992b;
Rolla e Ekstrand, 1996; Vogel et al., 1997] visto que a fase fluida do biofilme estd em
contato com a superficie do esmalte, com a saliva e com o biofilme dental. Verificou-
se também a existéncia de correlacdo entre F e Ca na saliva e no biofilme dental, a
gual apesar de moderada e fraca (respectivamente), foi significativa. Assim, 0s
resultados do presente estudo confirmam achados anteriores de que as
concentracbes de F no biofilme dependem das concentracdes de Ca no mesmo
[Whitford et al., 2002, 2005; Pessan et al., 2006, 2008, 2010]. Para o fluido do
biofilme, entretanto, ndo se verificou a existéncia de uma correlacdo significativa,
sugerindo que 0s aumentos nas concentragcbes de F no mesmo parecem nao
depender das concentracdes de Ca. Esta auséncia de correlacdo parece razoavel
considerando-se que uma das principais formas de incorporacéo do F ao biofilme se
da por meio de ligacbes com ions calcio presentes na membrana de bactérias e
ligados a proteinas do mesmo [Rose et al., 1996], sendo que a liberacdo de F da
fase solida do biofilme para o fluido ndo necessariamente envolve a liberacdo de
ions calcio para 0 mesmo.

Em resumo, os resultados do presente trabalho indicam que o pH do dentifricio
influenciou na incorporacdo de F no fluido do biofilme, exercendo menor ou
nenhuma influéncia na concentracdo de F no biofilme total e na saliva. Embora o
efeito de dentifricios acidulados sobre o esmalte dental ja tenha sido comprovado
anteriormente [Brighenti et al., 2006; Alves et al.,, 2007; 2009], dados acerca da
retencdo intrabucal de F apds o uso destas formulacdes sado importantes para uma

melhor compreensdo do mecanismo de acao destes produtos.
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Legenda de Tabelas

Tabela 1 - Concentracéo de fluoreto (média £ DP, ug/ g) no biofilme dental 1 e 12

horas apds o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F, empH 4,5e 7,0

Tabela 2 - Concentracéo de fluoreto (média £ DP, uM) no fluido do biofilme dental 1 e
12 horas apés o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F, em pH 4,5 e
7,0

Tabela 3 - Concentracao de fluoreto (média £ DP, uM) na saliva 1 e 12 horas ap6s o
uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F,empH 4,5e 7,0

Tabela 4. Concentracao de célcio (média + DP, ug/ g) no biofilme dental 1 e 12 horas

apos o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F, em pH 4,5 e 7,0

Tabela 5. Concentragéo de calcio (média = DP, ug/ mL) no fluido do biofilme dentério
1 e 12 horas apoés o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F, em pH 4,5
e7,0

Tabela 6. Concentracdo de calcio (média £ DP, pg/ mL) na saliva 1 e 12 horas ap0s o

uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F,empH 4,5e 7,0

Tabela 7. Correlacdo entre as concentracdes de fluoreto e calcio nas amostras de
biofilme total, fluido do biofilme e saliva considerando todos os dentifricios do estudo,

pH e tempos de coleta simultaneamente
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Tabela 1 - Concentragéo de fluoreto (média + DP, ug/ g) no biofilme dental 1 e 12

horas apds o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F, em

pH45e7,0
Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F
(pH) (7,00 (45) (7,00 (45 (7,00 (4)5)
Média 10,1* 11,2* 17,3% 215%™ 30,3"9 335"
12 h
Tempo apés DP 3,6 3,7 6,2 10,6 20,4 26,7
escovagao Média 12,00 123% 24.8™9 264%9 427% 501°
1h
DP 53 3,9 16,5 15,3 33,6 42,2

Média + desvio padrdo, n=22. Letras sobrescritas distintas indicam diferencas significativas entre as
médias. ANOVA fatorial e teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2 - Concentracdo de fluoreto (média + DP, uM) no fluido do biofilme dental 1 e

12 horas apds o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F,

empH45e7,0

Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F
(pH) (7,00 (45) (7,00 (45 (7,00  (45)
Média 5,1°  5,7° 52° 64  60* 68"
12 h
Tempo ap6s DP 1,1 1,7 0,9 1,9 1,9 2,2
eSCOVG.inO Méd|a 6 6abc 5 8ab 7 7de 8 20d 9 5de 10 56
1lh
DP 1,7 1,9 2,7 2,3 3,9 4,0

Média + desvio padrdo, n=22. Letras sobrescritas distintas indicam diferencas significativas entre as

médias. ANOVA fatorial e teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 3 - Concentracao de fluoreto (média + DP, uM) na saliva 1 e 12 horas apés o

uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppmF,empH 4,5e 7,0

Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F
(pH) (7,00 (45 (7,00 (4,5 (7,0) (4,5
Média 2,6 2,7 2,7°  3,0® 2,9° 29%®
12 h
Tempo apés DP 0,6 0,5 0,6 0,7 0,6 0,5
escovagao Média 2,6° 2,60  34° 32®  39° 39°
1h
DP 0,6 0,4 1,2 0,6 1,5 1,6

Média + desvio padrdo, n=22. Letras sobrescritas distintas indicam diferencas significativas entre as
médias. ANOVA fatorial e teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 4 - Concentragdo de calcio (média £ DP, pg/ g) no biofiime dental 1 e 12

horas apo6s o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F, em

pH45e7,0
Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F
(pH) (7,00 (45 (7,00 (4,5 (7,00 (45
Média 14,2%® 132® 12,8° 142® 133® 141%®
12 h
Tempo apés DP 2,2 3,5 2,5 3,4 4.4 3,8
escovagao Média 13,6® 142%  13,6® 13,0  12,2° 155°
1h

DP 4,4 1,3 2,4 2,9 3,1 57

Média + desvio padrdo, n=22. Letras sobrescritas distintas indicam diferencas significativas entre as
médias. ANOVA fatorial e teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 5 - Concentracdo de calcio (média £ DP, pg/ mL) no fluido do biofilme
dentério 1 e 12 horas ap6s o uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e
1100 ppm F,empH 4,5e 7,0

Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F
(pH) (7,0) (4,5) (7,0 (4,5) (7,00 (45
Média 146,0° 130,6° 142,1® 196,55 212,0° 131,7®
12 h
Tempo DP 484 46,8 40,4 64,5 1155 515
apos
escovacio . Média 1555%° 150,1% 174,6™° 181,1%° 152,5°° 139,4°

DP 63,3 51,2 92,5 35,6 35,6 50,1

Karina Yuri Kondo



50

Tabela 6 - Concentragéo de célcio (média + DP, pg/ mL) na saliva 1 e 12 horas apés o
uso de dentifricios Placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F,empH 4,5e 7,0

Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F

(pH) (7,00  (45) (7,00  (45) (7,00 (45)

Média 25,9 26,9 26,1 31,1 23,0 27,3
12 h

Tempo ap6s DP 9,3 12,1 10,2 10,3 10,6 11,0

escovagao Média 234 250 264 254 266 230
1h

DP 11,2 12,0 12,2 12,6 11,9 12,0

Média * desvio padrdo, n=22. Nao existem diferencas significativas entre as médias. ANOVA fatorial e

teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 7 - Correlacdo entre as concentragdes de fluoreto e célcio nas amostras de
biofilme total, fluido do biofime e saliva considerando todos os
dentifricios do estudo, pH e tempos de coleta simultaneamente

F F F Ca Ca Ca

fluido biofilme biofilme total saliva  fluido biofilme biofilme total saliva

F fluido biofilme * r=0,27 r=0,33 r=0,10 r=0,07 r=-0,06
p<0,0001  p=0,0001 p=0,12 p=0,28 p=0,36
F biofilme total r=0,27 * r=0,11 r=0,04 r=0,13 r=-0,14
p<0,0001 p=0,07 p=0,53 p=0,03 p=0,03
F saliva r=0,33 r=0,11 * r=-0,06 r=-0,02 r=0,21
p<0,0001 p=0,07 p=0,36 p=0,71 p=0,001
Ca fluido biofilme r=0,10 r=0,04 r=-0,06 * r=0,059 r=0,01
p=0,19 p=0,53 p=0,36 p=0,35 p=0,91
Ca biofilme total r=0,07 r=0,13 r=-0,02 r=,059 * r=-0,17
p=0,28 p=0,03 p=0,71 p=0,35 p=0,01
Ca saliva r=-0,06 r=-0,14 r=0,21 r=,007 r=-0,17 *
p=0,36 p=0,03 p=0,01 p=0,91 p=0,01

Coeficiente de correlacdo de Pearson (n=264, p<0,05).

* Nao calculado
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ANEXO A

INSTRUCOES AOS AUTORES

Aims and Scope

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

Submission

Manuscripts written in English should be submitted at

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

Prof. David Beighton

(Editor-in-Chef, Caries Research)

Department of Microbiology

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

London Bridge SE1 9RT (UK)

Tel. +44 2071887465

Fax +44 2071887466

david.beighton@kcl.ac.uk

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

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

Conditions

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

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

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

Original papers or Short Communications are reports of original work (including systematic reviews and meta-
analyses). Both have the structure outlined below but for Short Communications the abstract should be less than
100 words and the manuscript should not exceed 3 printed pages, equivalent to about 9 manuscript pages
(including tables, illustrations and references).

Reviews can have a freer format but should nevertheless commence with a Title page, an Abstract and an
Introduction defining the scope.

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

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

Preparation of Manuscripts

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

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

the title, which should be informative but concise;

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

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

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

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

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

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

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

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

Manuscripts reporting studies on human subjects should include evidence that the research was ethically
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (World Medical Association). In particular, there must be
a statement in Materials and Methods that the consent of an appropriate ethical committee was obtained prior to
the start of the study, and that subjects were volunteers who had given informed, written consent.

Clinical trials should be reported according to the standardised protocol of the CONSORT Statement. The
CONSORT checklist must be submitted together with papers reporting clinical trials.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

[llustrations:

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

e Black and white half-tone illustrations must have a final resolution of 300 dpi after scaling, line drawings
one of 800-1200 dpi.
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e  Figures with a screen background should not be submitted.
e When possible, group several illustrations in one block for reproduction (max. size 180 x 223 mm).

Color lllustrations

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

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

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

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

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

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

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

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

The reference list should include all the publications cited in the text, and only those publications. References,
formatted as in the examples below, should be arranged in strict alphabetical order. All authors should be listed.
For papers by the same authors, references should be listed according to year. Papers published by the same
authors in the same year should be distinguished by the letters a, b, ¢, immediately following the year, in both the
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ANEXO B

COMITE DE ETICA - CEP

AvAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

w !
unes 4ULIO DE MESQUITA FILHO
Campus de Aragatuba

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Retencado intrabucal de flior, célcio e
fosfato apés uso de dentifricios fluoretados suplementados com Trimetafosfato de
Sédio”, sob a responsabilidade da Pesquisadora KARINA YURI KONDO, esta de acordo
com os Principios Eticos em Pesquisa e foi aprovado em 12/08/2011, de acordo com o
Processo FOA-01421/2011.

Aragatuba, 23 de Zgpsto de 2011,

O DELBEM.. .

ACBD/whm.
Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina Veterindria
Rua José Bonifacio, 1193 CEP-16015-050 Aracatuba — SP
Tel (18) 3636-3234 E-mail; cep@foa.unesp.br
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\/
&3 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Campus de Aragatuba
ATA DA REUNIAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

w i FLS.....: ;j o
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO' PROC l,l ///
RUB...: 47 L,‘/%
4.2 reuniao ordinaria do ano de 2012, de 13/06/2012 t L t

(Destaque individual da Ordem do Dia solicitado pelo Coordenador). MANIFESTAGAO: APROVA
a) o Parecer emitido pela Professora Assistente Doutora Alessandra Marcondes Aranega, favoravel ao
desenvolvimento do projeto de pesquisa em referéncia; b) INFORMA o Pesquisador responsavel que,
conforme dispde a Resolugdo CNS n.° 251, de 07 de agosto de 1997, o mesmo devera apresentar

05. Processo FOA-01988/2011 — CLEA ADAS SALIBA GARBIN. Referéncia: Solicita autorizag&o para
o desenvolvimento do Projeto de Pesquisa "Perfil da farmacoterapia utilizada por idosos
institucionalizados e suas caracteristicas comportamentais em relagio a saide”. (Destaque individual
da Ordem do Dia solicitado pelo Coordenador). MANIFESTAGAO: APROVA a) o Parecer emitido
pelo Professor Assistente Doutor Luiz Eduardo Corréa Fonseca, favoravel ao desenvolvimento do projeto
de pesquisa em referéncia; b) INFORMA a Pesquisadora responsavel que, conforme dispde a
Resolugdo CNS n.° 251, de 07 de agosto de 1997, a mesma devera apresentar relatorio parcial em

06. Processo FOA-01953/2011 — ANA PAULA DOSSI DE GUIMARAES E QUEIROZ. Referéncia:
Solicita autorizag&o para o desenvolvimento do Projeto de Pesquisa “O Cirurgido-Dentista na percepgao
de escolares do Municipio de Aragatuba - SP". (Destaque individual da Ordem do Dia solicitado pelo
Coordenador). MANIFESTAGAO: APROVA a) o Parecer emitido pela Professora Adjunto Sandra Maria
Herondina Coelho Avila de Aguiar, favoravel ao desenvolvimento do projeto de pesquisa em referéncia;
b) INFORMA a Pesquisadora responsavel que, conforme dispée a Resolugéo CNS n.° 251, de 07 de
agosto de 1997, a mesma devera apresentar relatério parcial em 13/12/2012 e, relatério final em
AB/06/2013;. .....eceveoveeiasaessesenassesaes s sas b s ses s a bbb R RS eSS SRR bR

07. Processo FOA-01421/2011 — KARINA YURI KONDO. Referéncia: a) Relatorio Parcial do Projeto
de Pesquisa “Reteng#o intrabucal de fiuor, calcio e fosfato apés uso de dentifricios fluoretados
suplementados com Trimetafosfato de Sédio”; b) Alteragao na metodologia proposta; c) Alteragéo no
titulo do Projeto para “Efeito do pH e da concentrag&o de fluor presente em dentifricios na incorporagao
de flior pela‘saliva, biofime e fluido do biofime”. (Destaque individual da Ordem do Dia solicitado
pelo Coordenador). MANIFESTAGAO: APROVA: a) o parecer emitido pela Professora Adjunto Denise
Pedrini Ostini, favoravel ao Relatério Parcial do Projeto em referéncia, juntado as folhas 64-66; b)
Alteragio na metodologia proposta; c) Alteragdo no titulo do Projeto para “Efeito do pH e da
concentrago de flior presente em dentifricios na incorporagéo de flior pela saliva, biofilme e fluido do|

DIOMIMIE™, .......oovveverrseeeeesssscsessbas s etsses s as oAt a4 bbb AR et ettt ns sttt

08. Processo FOA-01527/2011 — PAULO SEDLACEK. Referéncia: Relatorio Parcial do Projeto de
Pesquisa “Album de figurinhas como ferramenta didatica sobre avulsdo e reimplante dentarios”.
(Destaque individual da Ordem do Dia solicitado pelo Coordenador). MANIFESTAGAO: APROVA a
devolugdo ao pesquisador responsavel para que no item 05 do formulério descreva quais as etapas do
projeto que j& foram realizadas, apresentando resultados obtidos extensivamente detalhado com tabelas
@ OTANICOS; «1onnusnnnsonssossssssnsvessissssssisosissssrnsibiiss YRGS VN SRR SRS R R N .
09. Processo FOA-01335/2011 — LUCIENE PEREIRA DE CASTRO. Referéncia: a) Relatorio Parcial do
Projeto de Pesquisa “Relagao entre o contato precoce com o agucar e a presenca da cérie dentaria”; b)
2

whm/ ... . . - continua
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ANEXO C

1. Dentifricios utilizados no estudo
(placebo, 550 ppm F e 1100 ppm F em
pH=4,5e 7,0).

2. Técnica transversal para dispensar o
dentifricio na escova [Villena et al., 2000]
(cerdas planas para impedir remogdo
indesejada de biofilme das faces livres) -
referéncia: Bitufo Flex 0592).

3. Kit de tratamento contendo escova
dental, dentifricio experimental, copo
medidor de 10 mL e fio dental sem fluor
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ANEXO D
ESQUEMA REPRESENTATIVO DO PROTOCOLO DE TRATAMENTO

/ ESTUDO DUPLO-CEGO E CRUZADO \
[

Profilaxia
Dental

g

' Coleta de salivae
Escovacao 3 biofilme 1h e 12h
vezes/diapor 1 Escovacao aproximadamente

min. e enxagiie somente da Profilaxia

Repeticao do Protocolo

com10 mL de superficie Dental
' agua oclusal
\ Karina Yuri k()mnr/
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ANEXO E

ESQUEMA REPRESENTATIVO DA DOSAGEM DE FLUORETO TOTAL

Pesagemde Adigdo 10 mL Homogeneizagdo Suspensdo Adigdode HCI
aproximadamente 0,1g dgua deionizada 2M (0,25 mL)
dentifricio do estudo l

. Adicdo deNaOH Incubacao
Adl<;<2$ ge :)ISAB I 1M(0,5 mL) (150rpm/ 45°C/ 1h)
Karina Yuri Kondo

Delbem et al., 2002
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ANEXO F

Analise de pH dos dentifricios

1 g dentifricio do 3 mL agua Amostras em
estudo deionizada triplicata

o

Leitura do pH Suspensdo

Homogeneizacdo

Karina Yuri Kondo

Moretto et al., 2010
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ANEXO G

PREPARO DO CONJUNTO ACONDICIONADOR DE BIOFILME POS-COLETA
(EPPENDORF + OLEO + ESPATULA)

4. Confecgdo do orificio na tampa de
um eppendorf com o auxilio de um
soldador

5. Selamento da ponta da ponteira
de 10 L com calor

6. Insercdo do 6leo mineral na
pipeta selada (40 L)
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7. Oleo mineral na ponteira selada

8. Etapas para
finalizagao do
conjunto
acondicionador do
biofilme pds-coleta

9. Espatula plastica para transferéncia do biofilme
coletado

10. Insergdo da espatula plastica no

suporte
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ANEXOH

COLETA DE SALIVA

11. Coleta de saliva estimulada por 3 minutos, com auxilio
de uma banda de borracha presa ao fio dental.

12. Saliva estimulada dispensada em um
tubo J40, previamente pesado

13. Saliva coletada e pesada na balanca

de 4 casas ( Adventurer, Ohaus)
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ANEXO |

COLETA DE BIOFILME

14. Ponteiras 1000 pL cortadas em
bisel para confec¢do das espatulas
modificadas para coleta do biofilme

15. Aspecto final da
espatula modificada

16. Coleta do biofilme das superficies lisas e
proximais de todos os dentes de um hemiarco
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17. Transferéncia do biofilme da
espatula modificada para a
espatula plastica

18. Insergao da espatula com
biofilme em 6leo mineral: apds
coleta do biofilme

19. Pesagem do conjunto apds a coleta do biofilme na balanca de
5 casas (Shimadzu)
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ANEXO J

PROCESSAMENTO E LEITURA DO F DO FLUIDO DO BIOFILME E LEITURA DO
F DO BIOFILME TOTAL

20. Centrifuga Combi 514-R

21. Centrifugacdo para obtengdo do
fluido do biofilme: 21023g/ 4°C/ 5
minutos

22. Aspecto apds centrifugacdo com
separacdo do fluido do biofilme da massa
sélida do biofilme total
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23. Aparato utilizado para leitura
de F + analisador de ions + bomba
a vacuo

24. Cubeta de teflon (seta amarela) + eletrodo de
referéncia (seta verde) + eletrodo invertido e sua
respectiva membrana (seta vermelha) no centro da
cubeta

25. Aspecto geral do aparato para utilizagdo de
micropipeta de vidro
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26. Suporte e micropipeta
de vidro

27. Transferéncia do fluido do biofilme com o auxilio de
uma micropipeta de vidro para a membrana do
eletrodo invertido

28. Proporgdo de TISAB Ill e amostra (1:10) e
eletrodo de referéncia fechando o circuito para
leitura do fluido do biofilme

29. Andlise com eletrodo invertido e o fechamento do circuito com o eletrodo de
referéncia (leitura das amostras de saliva e biofilme total quanto ao F).
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ANEXO L

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE BIOFILME TOTAL

30. Biofilme na ponteira selada

31. Corte na ponta da
ponteira com auxilio do
bisturi

32. Aspecto final 33. Tubo tipo eppendorf
apos o corte para expulsao da massa
solida do biofilme
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ANEXO M

ESQUEMA REPRESENTATIVO DO PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE
SALIVA

[Homogeneizagﬁo (V(’)rtex)]

U

[Centrifugagéo de 1000 pL (5 min./ 12000 rpm)]

4

[ 200 pL do sobrenadante ]

d

{20 ML de TISAB III]

4 3

[ Leiturade F ] [ Leiturade Ca ]

Vogel et al., 2000
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ANEXO N

ESQUEMA REPRESENTATIVO DO PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE
BIOFILME DENTAL

Biofilme + 6leo mineral + HCI 1M
(0,5 mL/ 10 mg biofilme tmido)

4

[Agitagéo (25°C/ 3 horas/ 30 rpm)]

&=

Adicaode NaOH 1M
(0,5 mL/10 mg biofilme imido)

=

[Homogeneizagéo (vértex)]

P

[Centrifugagéo (1 min./ 10000 rpm)]

¢=

[Sobrenadante]

&=

[ Q.S.P. da solugdode interesse ]

4

[ TISAB I

)
\N

Leiturade F [ Leiturade Ca ]

Nobre dos Santos et al.,
2002

..
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ANEXO O

ANALISE DE CA (ESPECTROFOTOMETRIA)

34. Placa de 96 pogos (TPP test plate)

35. Placa de 96 pogos com agua deionizada +
amostra + Arsenazo Il no leitor de microplacas

36. Leitor de microplacas acoplado ao computador
para obtencdo dos valores de calcio
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ANEXO P

ORIENTACOES POR ESCRITO AOS VOLUNTARIOS

Nome do voluntario,

Para que tudo ocorra da melhor forma possivel, leia com atencdo, algumas instrucdes

gue se seguem e, qualguer duvida entrar em contato nos telefones presentes em seu Kit-

estojo ou na pasta preta/azul.

Serdo 6 tratamentos diferentes, com duracdo de uma (1) semana cada. A seqliéncia de

uso dos dentifricios serd aleatdria e os tratamentos serdo:

Dentifricio sem fluoreto (pH 4,5);

Dentifricio sem fluoreto (pH 7,0);

AN N NN

Dentifricio com 550 ppm de fluoreto (pH 4,5);
Dentifricio com 550 ppm de fluoreto (pH 7,0);
Dentifricio com 1100 ppm de fluoreto (pH 4,5);
Dentifricio com 1100 ppm de fluoreto (pH 7,0).

Durante o estudo, vocé devera escovar os dentes 3 vezes ao dia (manh3d, tarde e noite),

ndo mais que isso. Vocé poderd utilizar somente a escova, o fio dental e o dentifricio

fornecidos.

KA cada escovagdo vocé devera colocar a pasta \
no sentido transversal da escova, como mostra
aimagem:

/Para o enxaglie da boca apods a\

escovagao, vocé devera usar o copinho
plastico fornecido (encher somente 1x
até a marcagdo 10 mL - tracejado)

- /

Para um maior controle do estudo, pedimos que vocé anote nas fichas das paginas

seguintes o horario de cada escovacao, no campo correspondente ao dia e ao horario. Caso
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aconteca de vocé esquecer de escovar em algum dos horarios, pedimos que marque com um
“X” no campo correspondente. E fundamental que esta informacdo ndo seja omitida, uma

vez que a freqléncia da escovacdo influenciara nos resultados.

No dia que antecede a coleta (6° DIA), vocé devera escovar apenas a superficie oclusal
dos dentes (por 1 minuto), aplicando pouca for¢a e, ndo fazer uso do fio dental, para que
possa haver a formacdo de placa/biofilme nas faces livres e interproximais dos dentes. Nos

demais dias, vocé pode escovar os dentes e fazer uso do fio conforme seu costume.

SO escovar assim N3o escovar assim no
6° dia!!!

6° Dia: Nao fazer uso do fio
dental!!!

Ap0s a ultima escovacdo neste dia (6° DIA), vocé ndao podera consumir nenhum alimento

ou bebida, exceto agua. No dia seguinte (7° DIA) vocé devera comparecer ao Laboratério de

Odontopediatria FOA-Centro no horario a ser combinado e anotado na ficha.

IMPORTANTE: No dia da coleta, vocé nao podera tomar café da

manha ou escovar os dentes em casa!!!

Karina Yuri Kondo
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Faremos a coleta de saliva e de placa de um lado da boca. Vocé entdo ird escovar
novamente a superficie oclusal dos seus dentes (conforme mostra a figura acima) e
EXATAMENTE 1 HORA APOS vocé deverd retornar ao laboratério, para que amostras de
saliva e placa sejam coletadas (do outro lado da boca) novamente. Ao final desta coleta,

serviremos um pequeno lanche.

Vocé entdo receberd nova profilaxia dentaria e receberd um dentifricio novo, para que
possa ser utilizado na semana seguinte. Assim, o protocolo sera repetido até que todos os

dentifricios tenham sido usados.

IMPORTANTE: Vocé ndo podera utilizar outros produtos fluoretados
(bochechos em casa como Listerine, Plax.... ou outros produtos no
consultorio, como aplicagdo topica de flior ou verniz).

Outros Telefones para Contato:
(18) 3636- 3316 (Laboratodrio Pediatria)

(18) 8106-6087 (Karina TIM)
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12 SEMANA
Data inicio: / /
Voluntario:
Tratamento:
Profilaxia: ( ) Sim ( ) Nao
Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Manha

Tarde

Noite

No 62 dia, escovar somente a OCLUSAL dos dentes (ver fotos no inicio)

Dia 6

Manh3a

Tarde

Noite

Depois da escovagao da noite, so é permitido consumo de agua.
Na manh3 seguinte, NAO ESCOVAR 0S DENTES E NAO TOMAR CAFE-DA-MANHA.

Traga sua pasta de anotacgOes, seu kit-estojo (dentifricio, escova e copo do bochecho), pois vocé

precisara escovar os dentes no laboratdrio!

DIA DA COLETA: / /

HORARIO DA COLETA:
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ANEXO Q

RESULTADOS DA DOSAGEM DE PH E FT DOS DENTIFRICIOS
EXPERIMENTAIS

Tabela 8 - Potencial hidrogeniénico (pH) determinado nas suspensdes de dentifricios

(n=3)
Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F
pH acido  neutro acido neutro acido neutro
Média 4,24 6,81 4,49 6,81 4,87 6,79
DP 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01

Tabela 9 - Concentracéo de fluoreto (n=3) nos dentifricios utilizados no estudo

Dentifricio Placebo 550 ppm F 1100 ppm F
pH acido  neutro acido neutro acido neutro
Média 14,7 14,8 520,2 504,4 1107,2 1081,6
DP 5,6 5,9 4,5 19,4 8,1 30,5
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