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RESUMO

Proposicdo: Avaliar in vitro a capacidade de um gel tépico de pH
neutro com reduzida concentracdo de fluoreto e suplementado
ou ndo com hexametafosfato de sédio (HMP) na remineralizacdo
do esmalte dental, usando um modelo de ciclagem de pH.
Materiais e Métodos: Blocos de esmalte bovino (n = 120) foram
selecionados através da dureza da superficie (SH) e submetidos a
desmineralizacdo durante 16 horas. A seguir, SH pos-
desmineralizacdo (SH;) foi determinada e dividido em cinco
grupos de tratamento (n = 24): 1) Gel sem F/HMP (Placebo); 2) Gel
4,500 ug F/g (4500), 3) Gel 4,500 ug F/g associado a 9% HMP (4500
9%HMP); 4) Gel 9,000 ug F/g (?000) e 5) Gel 12,300 pg F/g (Gel
dacido). Os blocos foram submetidos a seis ciclagens de pH
(solucbes de desmineralizacdo/remineralizacdo) a 37 °C.
Posteriormente, foi avaliada a SH pds-remineralizacdo (SH2),
porcentagem de recuperacdo de SH (%SHR), perda integrada de
dureza de subsuperficie (AKHN), e as concentracdes de fluoreto
de cdlcio (CaF;) e fluoreto (FA) formado e retido no esmalte foram
determinadas. Os resultados foram submetidos a ANOVA seguido
pelo teste Student-Newman-Keuls (p < 0,001). Resultados: O grupo

4500 9%HMP apresentou os maiores valores de SH2 e %SHr quando



comparado aos demais grupos (p < 0,001). Os grupos 4500 9%HMP
e Gel acido apresentaram resultados similares e a menor perda
mineral (AKHN) (p > 0,001). O grupo Gel dacido apresentou alta
concentracdo de CaF; e FA formado e retido no esmalte (p <
0.007). Conclusdo: A adicdo de 9%HMP a um gel de baixa
concentracdo de fluoreto foli capoaz de promover a

remineralizacdo de lesdes artificiais de cdrie neste estudo in vitro.

Palavras-chave: Esmalte dentdrio, Fluoreto, Fosfato,

Remineralizacdo, Gel.
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Gongalves, F.M.C. Effect of addition of sodium
hexametaphosphate on a gel with reduced fluoride concentration
in the remineralization of dental enamel: in vitro study. 2017. 50f.
Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de Odontologia,
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Proposition: To evaluate in vitro, the ability of a neutral pH topical
gel with reduced fluoride concentration and supplemented or not
with sodium hexametaphosphate (HMP) on the remineralization of
dental enamel, using a pH-cycling model. Materials and methods:
Bovine enamel blocks (n = 120) were selected through surface
hardness (SH) and subjected to demineralization for 16 hours. Thus,
SH after demineralization (SHi) was determined, and divided into
five treatment groups (n = 24): 1) Gel without F/HMP (Placebo); 2)
Gel 4.500 ug F/g (4500), 3) Gel 4.500 ug F/g associated 9% HMP
(4500, 9%HMP); 4) Gel 9.000 pg F/g (9000); and 5) Gel 12.300 ug F/g
(Acid gel). The blocks were subjected to six pH cycles
(demineralizing/remineralizing solutions) at 37°C. Subsequently,
after remineralization SH (SH2), percentage of SH recovery (%SHR),
and integrated loss of subsurface hardness (AKHN) were assessed,
and the concentrations of calcium fluoride (CaF2) and fluoride (FA)
formed and retained were determined. The results were subjected
to ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test (p < 0.001).
Results: The 4500 9%HMP group showed higher SH2 and %SHr values
when compared to the other groups (p < 0.001). The 4500 9%HMP
and Acid gel groups showed similar results and the lowest mineral
loss (AKHN) (p > 0.001). The Acid gel group presented the highest

CaF; and FA formed and retained concentration in enamel (p <



0.001). Conclusion: The 9% HMP addition to a low-fluoride gel
concentration was able to promote the remineralization of artificial

caries lesions in this in vifro study.

Keywords: Dental enamel; Fluoride; Phosphates; Remineralization;
Gel.
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1. Infroducgao

Ao longo do século XX, o fluoreto (F) foi o principal agente
utilizado na prevencdo da cdrie dentdria em todo o mundo, sendo
oferecido & populacdo de maneiras diversas, como na dgua de
abastecimento publico, prescricdo de suplementos, aplicacdo
topica de géis, solucdes, vernizes e dentifricios fluoretados [van
Rijkom et al., 1998; Marinho et al., 2003a; Marinho et al., 2003b;
Marinho et al., 2004]. Devido & infroducdo no mercado de vdarios
métodos alternativos, o F alcancou comunidades onde ndo havia
dgua de abastecimento fluoretada, o que é conhecido como
“efeito halo” [Lima e Cury, 2001].

Vdarios produtos fluoretados que visam a prevencdo da cdrie
dentdria e a sua remineralizacdo tém sido utilizados com o intuito de
manter o F topico na cavidade bucal, colaborando para uma maior
formacdo de fluoreto de cdlcio (CaF;) [Moreno, 1993; Hicks et al.,
2004] favorecendo a manutencdo de F constante no meio bucal.
Quando o produto com alta concentracdo de F e, por exemplo,
baixo pH é colocado em contato com a superficie dental, ocorre a
dissolucdo das camadas mais superficiais do esmalte, e o cdicio
dissolvido & precipitado sobre o dente na forma de CaF2, que é
recoberto por cdilcio, fosfato e proteinas salivares, formando uma
espécie de capa protetora que retarda a solubilidade do composto,
fazendo com que o mesmo opere como um agente de liberacdo
de F [Moreno, 1993]. Consequentemente acaba intervindo na
dindmica do processo des-remineralizacdo, e desta forma
interferindo com a progressdo da lesdo de cdrie [Ten Cate, 1990;
Cury, 2001].
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Entretanto os produtos fluoretados de utilizacdo profissional, por
exemplo, apresentam alta concentracdo de F, o que leva a uma
preocupacdo quanto ao risco de intoxicacdo aguda em virtude da
elevada concentracdo de F na cavidade bucal apds a sua
utilizacdo e possibilidade de ingestdo durante a aplicacdo pela
crianca. Por esta razdo houve uma preocupacdo na busca de
meios mais seguros na utilizacdo do F, principalmente em criancas.
Um dos produtos utilizados para minimizar a ingestdo de F sGo as
espumas que possuem a mesma concentracdo de F e o modo de
aplicacdo dos géis. O risco de ingestdo das espumas € menor
devido & sua consisténcia e a menor quantidade necessdria para a
aplicacdo do produto. Entretanto tem como desvantagem o alto
custo quando comparados aos géis.

Algumas alteracdes nos procedimentos da técnica da ATF
também podem minimizar o risco de ingestdo reduzindo o tempo de
aplicacdo. Delbem e Cury [2002] demonstraram em um trabalho in
vitro que ndo houve diferenca na aplicacdo do gel no tempo de 1
ou 4 minutos. A indicacdo de “ndo bochechar, beber ou comer por
30 minutos apds ATF” € uma recomendacdo que também poderia
ser modificada sem alterar os beneficios promovidos pela técnica
empregada. Delbem et al. [2010] mostraram que o enxdgue bucal
apds a ATF ndo interferiu na acdo anticdrie (remineralizacdo in sifu
de lesdes artificiais de cdrie) de géis e espumas fluoretadas.

Nos Ultimos anos os produtos que apresentam maior alteracdo
em sua composicdo para o aumento da sua efetividade sGo o0s
dentifricios fluoretados. A adicdo de F ao dentifricio teve inicio na
década de 60 e, embora seu amplo uso, tenha sido responsavel
pelo declinio na prevaléncia da cdrie [Stookey et al., 2004], foi

acompanhado por um aumento da incidéncia de fluorose dentdria.
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O aumento da eficdcia do dentifricio pode ser obtido pala
reducdo de seu pH e consequente aumento na formacdo de
fluoreto de cdlcio (CaFz) [Negri e Cury, 2002; Brighenti et al., 2006].
Ainda, alguns estudos demonstraram a acdo anficdrie dos sais de
fosfato [Harris et al., 1967; Gonzalez et al, 1973; Stadtler et al., 1996],
sendo sua efefividade inicialmente estudada adicionando-o a
alimentos. Estes fosfatos apresentam afinidade pelo esmalte
reduzindo a perda mineral [Takeshita et al., 2009; Moretto et al., 2010;
do Amaral et al., 2013; Zaze et al.,, 2013; da Camara et al., 2014].
Destes, o trimetafosfato de soédio (TMP) tem sido festado em
diferentes concentracoes de F e produtos mostrando reduzir a perda
mineral e aumentar o processo de remineralizacdo, pois apresentam
capacidade de modificar a superficie da hidroxiapatita, através de
sua adsorcdo [Manarelli et al., 2011; Danelon et al., 2013; Danelon et
al., 2014; Favretto et al., 2013; Moretto et al., 2013]. Em estudos in vifro
e Iin situ, Danelon et al. [2013; 2014], demonstraram que a
suplementacdo de um gel com 4500 ug F/g a 5%TMP, promoveu
semelhante efeito em reduzir a desmineralizacdo e promover a
remineralizacdo do esmalte quando comparado ao gel com 12.300
ug F/g. Gel acido.

Um fosfato inorgdnico com propriedades similares ao
trimetafosfato de soédio, o hexamatafosfato de sdédio (HMP), é
utiizado extensivamente na industria de cer@mica como
defloculante por apresentar capacidade de formar complexos com
cdtions e se ligar a compostos quimicos com sitios catidnicos
[Andreola et al., 2004; Castellini et al, 2005]. O nome
“"Hexametafosfato de sédio” é aplicado normalmente para
polifosfatos comerciais e comumente utilizado na literatura [White et
al., 2000; Wefel et al.,, 2002]. O HMP que se discute na presente
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proposta (o fosfato ciclico) é também utilizado na indUstria
alimenticia como agente antimicrobiano devido sua capacidade
de aumentar a permeabilidade da membrana externa bacteriana
[Vaara, 1992].

Devido ao HMP apresentar habiidode em reduzir a
solubilidade do esmalte [van Dijk et al., 1980] e a associacdo TMP/F
mostrar um grande potencial como tratamento anticdrie, estudos in
vitro e in situ avaliaram se haveria um sinergismo entre HMP/F em
formulacdes dentifricias com baixa (250 ug F/g) e concentracdo
convencional (1100 ug F/g) de F [da Camara et al., 2014; 2015; 2016],
mostrando resultados superiores em reduzir a desmineralizacdo, bem
como biofiime, quando comparados ao dentifricio de 1100 ug F/g.
Os estudos mais recentes mostraram que uma proporcAo
fosfato/fluoreto adequada deve ser objetivada para obter um maior
efeito anticdrie [Takeshita et al., 2009; Moretto et al., 2010; do Amaral
et al., 2013; Zaze et al., 2013; Danelon et al., 2013; Favretto et al.,
2013; Moretto et al., 2013; Danelon et al., 2014]. Danelon et al. [2012]
em um estudo in vifro comprovaram que a suplementacdo de um
gel com 4500 ug F/g a 9%HMP promoveu semelhante efeito em inibir
a desmineralizacdo do esmalte quando comparado com os géis de
9000 ug F/g de 12300 ug F/g (Gel acido). Até o momento, nenhum
estudo avaliou a eficdcia do HMP ciclico a géis de baixa
concentracdo de F sobre remineralizacdo de lesdes em esmalte.
Estudos de novos géis com estas caracteristicas seriam importantes
para avaliar a eficdcia em remineralizar lesdes de cdrie pré-

existentes bem como reduzir o risco de intoxicacdo.
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2. Proposicao

Avaliar in vitro a capacidade de um gel de pH neutro com
reduzida concentracdo de fluoreto e suplementado ou ndo com
hexametafosfato de soédio (HMP) sobre a remineralizacdo do
esmalte dentdrio, usando um modelo de ciclagem de pH.

A hipdtese nula foi a de que o gel com baixa concentracdo
de F associado ao HMP apresentaria a mesma capacidade em
promover a remineralizacdo do esmalte, quando comparado ao gel

de baixa concentracdo de F sem HMP.

3. Metodologia

3.1 Delineamento Experimental

Para a realizacdo do estudo, blocos de esmalte (4 mm x 4 mm, n =
120) foram obtidos de dentes incisivos bovinos mantidos em solucdo
de formol 2% pH 7,0 durante 30 dias previamente a qualquer
procedimento experimental [Delbem e Cury, 2002]. Esses blocos
tiveram sua superficie de esmalte polida sequencialmente, o que
permitiu a selecdo por meio da determinacdo da dureza de
superficie (SH) (baseline entre 320-380 KHN). Em seguida, os blocos
foram submetidos d inducdo de lesdes de cdarie artificial por 16 horas
e a seguir realizou-se a andlise de dureza pos-desmineralizacdo (SHi).

O delineamento experimental foi casualizado e os blocos foram
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submetidos a 5 diferentes fratamentos com os seguintes géis, por 1
minuto (n=24): 1) Gel sem F/HMP (Placebo); 2) Gel 4,500 ug F/g
(4500), 3) Gel 4,500 ug F/g associado a 9% HMP (4500 9%HMP); 4) Gel
9,000 pg F/g (?000) e 5) Gel 12,300 ug F/g (Gel acido). Os géis foram
aplicados uma uUnica vez, por um periodo de 1 minuto. A seguir
foram removidos com dagua deionizada, e metade dos blocos (n=60)
foi destinada para a determinacdo de fluoreto de cdicio (CaFy) e
fluoreto (FA) formado no esmalte. A outra metade dos blocos (n=60)
foi submetida a 6 ciclagens de pH, a temperatura de 37°C, por 6 dias
[Vieira et al., 2005]. Em seguida, determinou-se a dureza de superficie
pos-remineralizacdo (SH2), porcentagem de recuperacdo de dureza
de superficie (%SHr), perda infegrada de dureza de subsuperficie
(AKHN), concentracdo CaF; e FA retido no esmalte. Para andlise
estatistica, foram considerados como varidveis os valores de SHo,
%SHr, AKHN, CaF2, FA formado e refido no esmalte e como fator de

variacdo o tipo de gel.

3.2 Preparagado dos Blocos de Esmalte (ANEXO B)

Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes
obtidos de bovinos com idade entre 2 e 3 anos e mantidos em
recipientes plasticos com solucdo de formol a 2% pH 7,0 durante 1
més. Blocos de esmalte bovino (4 mm x 4 mm, n=120) foram obtidos
a partir da porcdo mais plana da vestibular das coroas. Apds a
obtencdo dos blocos de esmalte, a dentina foi ajustada para
obtencdo de superficies paralelas entre esmalte e dentina
(espessura + 2 mm). Os blocos foram fixados em discos de resina
acrilica pré-fabricada (x 3 cm de di@mefro por £ 8 mm de
espessura), com auxilio de cera pegajosa (Cera Bastdo Kerr ou Cera

em Bastdes Horus), com a superficie dentindria voltada para cima,
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sendo este conjunto levado & politriz BETA — grinder polisher (Buehler,
Lake BIuff, lllinois, USA). Para o desgaste foram utilizadas lixas de
granulacdo 320 (CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, BUEHLER), peso
de 2 Ibs, durante 30 segundos sob baixa rotacdo e refrigeracdo. Em
seguida, os blocos foram removidos e fixados novamente com a
superficie do esmalte voltada para cima sendo polidos de acordo
com a seguinte sequéncia: lixa de granulacdo 600, 4 Ibs, tempo de
30 segundos, refrigeracdo a dgua; lixa de granulacdo 1200, 4 Ibs, 30
segundos, refrigeracdo a adgua. Entre cada polimento, os corpos de
provas foram submetidos ao ultra-som (BRANSON 2210), em dagua
deionizada durante 2 minutos. Na sequéncia o esmalte foi polido
com papel feltro para polimento (Polishing Cloth BUEHLER 40-7618) e
suspensdo de diamante (METADI Diamond Suspension T micron Blue
Color Polish Spray, Water Base 40-6530), 4 Ibs, T minuto. A seguir, 0s
corpos de provas foram lavados com jato de dgua deionizada
durante 30 segundos e submetidos ao ultra-som (BRANSON 2210),
durante 2 minutos, imersos em solucdo de limpeza (ULTRAMET Sonic
Cleaning Solution, BUEHLER) diluida na proporcdo 20:1 em dgua
destilada. Durante todos os procedimentos e entre um passo e outro,
os blocos foram mantidos em ambiente umedecido com formol 2%
pH 7,0 [Vieira et al., 2005].

3.3 Formulagdo, Dosagem de F e pH nos Géis Experimentais (ANEXO
<)

Os géis experimentais foram manipulados no laboratério de
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Aracatuba-
UNESP com os seguintes componentes: carboximetilcelulose,
sacarina, glicerina, o6leo de menta, dgua deionizada. As

concentracoes de F foram de 4,500 ug F/g e 2,000 ug F/g (na forma
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de NaF, Merck, Darmstadt, Germany) [Danelon et al., 2012; Danelon
et al., 2013; Danelon et al., 2014]. Foi adicionado ao gel de 4,500 ug
F/g um sal de fosfato (Hexametafosfato de sédio — HMP, Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) na concentracdo de 9% [Danelon et
al., 2012]. Foi preparado também um gel sem F e HMP (Placebo) e
utilizado um gel de pH dacido contendo 12,300 ug F/g na forma de
NaF (DFL IndUstria e Comércio S.A, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para a
dosagem de F nos géis utilizou-se um eletrodo especifico combinado
para ion F (9609 BN - Orion) e analisador de ions (720A — Orion
Research,USA), previaomente calibrado com cinco padrdes: 2, 4, 8,
16 e 32 ug F/mL. Os dados obtfidos em mV foram convertidos em ug
F/mL.

Em um recipiente pldstico foi colocado 100-110 mg dos
produtos e apds dissolucdo em agua deionizada, o conteudo dos
recipientes foi tfransferido para baldes volumétricos completando-se
o volume para 100 mL. Foram realizadas triplicatas de cada produto.
Posteriormente, amostras de 1 mL em duplicata foram retiradas de
cada amostra e tamponadas com TISAB Il (Tampdo ajustador de
forca idbnica total) [Delbem et al., 2010]. O pH dos géis [Moretto et al.,

2010] foi verificado previamente ao inicio do experimento.

3.4 Inducdo das lesoes de cdrie artificial nos blocos de esmalte
(ANEXO D)

Os blocos de esmalte bovino foram isolados completamente
com uma fina camada de esmalte de unha com excecdo da
superficie externa de esmalte, para a inducdo das lesdes de cdrie
artificial [Queiroz et al., 2008] e colocados individualmente em
solucdo desmineralizadora (1,3 mmol/L Ca, 0,78 mmol/L P em

tampdo acetato 0,05 mol/L, em pH 5,0; 0,03 ppm F; 32 mL/bloco)
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por um periodo de 16 h, a 37 °C. Apds, determinou-se a dureza de

superficie pds-desmineralizacdo (SHi).

3.5 Ciclagem de pH (RE>DES) (Anexo E)

Os blocos foram submetidos em frascos individuais, a 6
ciclagens de pH, a temperatura de 37°C, durante 6 dias [Vieira et al.,
2005]. Inicialmente os blocos foram imersos em 3 g do respectivo gel
por 1 minuto [Danelon et al., 2012; Danelon et al., 2014] e a seguir
lavados com dgua deionizada. Imediatamente, os blocos (n=60)
foram imersos na solu¢cdo remineralizadora (RE - Ca 1,5 mmol/L, P 0,9
mmol/L, KCI 0,15 mol/L, em tampdo cacodilato 0,02 mol/L, 0,05 ug
F/mLem pH 7,0 - 1,1 mL/mm?2) a qual foi frocada 2 vezes ao dia (8 e
16 h). Os desafios cariogénicos foram realizados com a solu¢cdo DES
(Ca e P 2,0 mmol/L em tampdo acetato 0,075 mol/L, 0,04 ug F/mL
em pH 4,7 - 2,2 mL/mm?2) durante 2 horas (das 12 as 14 h). Os blocos
foram lavados com jatos de dgua deionizada por 30 segundos, apos
serem removidos das solucoes DES-RE, sendo secos em seguida com
papel absorvente [Vieira et al., 2005]. Apds 6 dias de ciclagem de
pH, foi determinada a dureza de superficie pos-remineralizacdo (SHo)
para o cdlculo da porcentagem de recuperacdo de dureza de
superficie (%SHRr) de acordo com a seguinte formula: [%SHr = ((SH2 -
SH1)/(SH - SH1)) x 100)].

3.6 Determina¢do da dureza do esmalte (ANEXO F)
A dureza de superficie (SH) foi determinada ufilizando-se o

microdurdmetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake BIUff,
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USA) e o software Buehler Omni Met (Buehler, Lake Bluff, USA), com
penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 g e tempo de 10
segundos. Cinco impressdes, separadas entre si por uma disténcia de
100 um, foram realizadas na regido central de cada bloco, para a
andlise da dureza de superficie (SH). Apds a inducdo de lesdo de
cdrie outras cinco impressdoes foram realizadas (SHi). Apds as
ciclagens de pH foram realizadas outras cinco impressdes para a
andlise da dureza pods-remineralizacdo (SH2) distantes a 100 um das
impressdes de SH; e cdlculo da porcentagem de recuperacdo de
dureza de superficie (%SHr). Para a andlise da dureza em seccdo
transversal, foi realizada uma seccdo no cenfro de cada bloco e
uma das metades incluida em resina acrilica e polida. Foi utilizado
microdurébmetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake BIuff,
USA) e o software Buehler Omni Met (Buehler, Lake Bluff, USA), carga
de 5 g por 10 s. Uma sequéncia de 14 impressdes nas distGncias de 5,
10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 e 330 um da superficie
externa do esmalte foi realizada na darea central dos blocos [Spiguel
et al., 2009]. A drea integrada da dureza (KHN x um) da lesdo até o
esmalte higido foi calculada utilizando a regra trapezoidal (Graph
Pad Prism, versdo 3.02) e subfraida da drea infegrada da dureza do
esmalte higido obfendo a perda integrada de dureza de

subsuperficie (AKHN).

3.7 Andlise da concentragdo de fluoreto de cdlcio (CaFz) no esmailte
(ANEXO G)

O CaF; foi mensurado imediatamente apds a aplicacdo tdpica
dos géis experimentais (CaF. formado, n=60) e apds a ciclagem de
pH (CaF; retido, n=60). Os blocos foram medidos com paguimetro

digital Mitutoyo CD - 15B (Mitutoyo Corp., Japdo), obtendo-se a
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drea superficial do esmalte. A concentracdo CaF, foi mensurada
seguindo a metodologia proposta por Caslavska et al. [1975]: todas
as faces dos blocos foram isoladas com cera rosa, exceto a
superficie de esmalte. Em seguida, eles foram imersos em 0,5 mL de
solucdo KOH 0,5 M por 24 h, com agitacdo constante. Apds, a
solucdo foi neutralizada e tamponada com 0,5 mL de TISAB Il pH 5,0
acrescido de HCI. A leitura das dosagens foi realizada utilizando o
analisador de ions (720A - Orion Research,USA) e o eletrodo
combinado ion-selefivo (9609 BN - Orion Research, USA),
previamente calibrados com 05 padrdes: 4; 8; 16; 32 € 64 ug F/mL. Os

dados obtidos em mV foram convertidos em ug F/cm?2,

3.8 Andlise da concentragdo de fluoreto (FA) no esmalte (ANEXO H)
Blocos (2 mm x 2 mm) foram obtidos a partir de uma das
metades dos blocos (4 mm x 4 mm) seccionados no sentido
longitudinal e fixados com cola adesiva em mandril para peca reta
e uma camada de esmalte de aproximadamente 50 um foi
removida [Weatherell et al., 1985; Takeshita et al., 2009]. Foi utilizado
um micrémetro eletrénico digital com saida (Starrett, SGo Paulo — SP)
acoplado a uma base de microscopio. O desgaste foi realizado com
um disco de lixa autoadesiva (13 mm de diGmetro) de carbureto de
siica de granulacdo 400 (Buelher), fixado em frascos de poliestireno
cristal (J-10, Injeplast, Brasil). Os frascos, apods a adicdo de 0,5 mL de
HCI 1,0 mol/L', foram mantidos sob agitacdo constante durante 1 h
[Alves et al., 2007; Takeshita et al., 2009]. Para andlise de FA formado
(imediatamente apds a aplicacdo tépica dos géis experimentais) e
FA retido (apds a ciclagem de pH) no esmalte foi utilizado eletrodo
especifico  9409BN  (ThermoScientific, Beverly, MA, EUA) e

microeletrodo de referéncia (Analyser, SGo Paulo, Brasil) acoplados a
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um analisador de ions (Orion 720A+, ThermoScientific, Beverly, MA,
EUA). Os eletrodos foram previomente calibrados com padroes
contendo 0,125 a 2,00 pug F/mL, nas mesmas condicoes das
amostras. As leituras foram realizadas com aliquotas de 0,3 mL da
solucdo da bidpsia acrescidas com o mesmo volume de TISAB I

modificado com NaOH. Os resultados foram expressos em ug/mms.

3.9 Andlise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico Sigmaplot® para Windows
versdo 12.0, com significncia ao nivel de 5%. Os valores da SHo,
%SHr, AKHN, CaF; e FA formado e refido no esmalte mostraram
distribuicdo normal (Shapiro-Wilk test) e homogénea (Cochran test).
Os dados de SH2, %SHr € AKHN foram submetidos a Anova-Icritério,
j& os dados de CaF, e FA formado e refido no esmalte foram
submetidos a Anova-2 critérios (transformacdo logaritimica) seguido

pelo teste Student-Newman-Keuls, para fins comparativos.

4. Resultados

A tabela 1T mostra as concentracdes de Fl e pH (média (dp)
Mg/g; n = 2) de acordo com os grupos de tratamentos: Placebo: 23,7
[4,1]; 4500: 4519,2 [41,0]; 4500 9%HMP: 4514,6 [22,7]; 9000: 9487.,5 [18,2]
e Gel dcido: 12889,0 [15,4]. As concentracdoes de Fl apresentaram-se
dentro da faixa de variacdo de 10% do valor aceitdvel. A média de
pH dos géis foi de 6,01 [0,3], variando 6,0-6,7. Para o Gel dcido a
média de pH foi de 4,7 (0,3).
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Tabela 1. Valores de fluoreto ionico (FI) e pH (média * dp, n= 2) de

acordo com os grupos de tratamentos

Placebo 23,7 (4,1) 6,7 (0,1)
4500 4519.2 (41,0) 6,4 (0,1)
4500 9%HMP 4514,6 (22,7) 6,0 (0,2)
9000 9487.,5 (18,2) 6.5 (0,1)
Gel acido 12889.,0 (15,4) 4,7 (0,3)

A Tabela 2 correlaciona os valores dureza de superficie pos-
remineralizacdo (SHz), porcentagem de recuperacdo de dureza de
superficie (%SHr) e perda integrada de dureza de subsuperficie
(AKHN) de acordo com grupos de tratamentos. O grupo 4500
9%HMP apresentou a maior dureza final (SHz) sendo superior em
aproximadamente 32%, 10% e 12% em relacdo aos grupos 4500, 000
e Gel dcido respectivamente (p < 0,001). JG os grupos 9000 e Gel
dacido ndo diferiram entre si (p = 0,976), apresentando menor SH2 em
relacdo ao grupo 4500 9%HMP, mas superior ao 4500 (p < 0,001)
(Tabela 2). A %SHr para o grupo 4500 9%HMP foi superior em

aproximadamente 18% e 22% quando comparado aos grupos 2000
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e Gel dacido. Valores similares de %SHgr foram observados para os
grupos 92000 e Gel acido (p = 0,966), sendo superiores aos grupos
Placebo e 4500 (p <0,001). Os resultados de AKHN mostram reducdo
da lesdo em aproximadamente 21% e 45%, para os grupos 4500 e
4500 9%HMP em relacdo ao grupo Placebo (p < 0,001) e 16%
quando comparado 4500 9%HMP com 9000 (p < 0,001). Os grupos
4500 9%HMP e Gel dcido apresentaram a maior e similar

concentracdo mineral no corpo da lesdo (p =0,739).

Tabela 2: Valores de dureza de superficie poés-remineralizagcao
(SH2), porcentagem de recuperacgao de dureza de superficie (%SHg)

e perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN) (média * dp,

n=12) de acordo com os grupos de fratamentos

Placebo 122.4 (3,2)¢ 18,5 (2,3)¢ 83050 (902,5)°
4500 142,2 (2,2)° 26,8 (3,1)°  6559,2 (466,8)°
4500 9%HMP 1881 (1,2)° 41,0 (1,8)°  4578,3 (354,2)°
9000 170,7 (2,3)¢ 34,7 (3,2)¢ 5487,3 (354,2)¢
Gel 4cido 168,4 (1,1)9 33,4 (3,7)9 46843 (686,1)°

Letras distintas sobrescritas minUsculas indicam diferenca estatistica entre
0s grupos de tratamentos em cada variavel (Anova-1 critério, Student

Newman-Keuls test, p <0,001).

A tabela 3 correlaciona os valores de fluoreto de cdlcio (CaF)

formado e retido no esmalte de acordo com o0s grupos de
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tratamentos. O grupo Gel dcido apresentou as maiores
concentracdes de CaF; formado em relacdo aos demais grupos (p
< 0,001), sendo aproximadamente 7 vezes superior em relacdo ao
9000. Para os demais grupos a concentracdo de CaF; formado foi
9000>4500>4500 9%HMP>Placebo (p < 0,001). Apds a ciclagem de
pH, a concentracdo de CaF. retido foi menor do que o CaF;
formado para todos os grupos (p < 0,001). O Gel dcido apresentou
valores mais elevados de CaF retido, sendo 2 e 3 vezes superior em
relacdo ao 9000 e 4500 ?%HMP (p < 0,001). J& os grupos 4500 e 4500

9%HMP apresentaram valores similares (p = 0,298).

Tabela 3: Valores de fluoreto de cdlcio (CaF.) formado e retido no

esmalte (média * dp, n=12) de acordo com os grupos de tratamentos

CaF, Formado CaF,Retido
Grupos (ug F/cm?) (Mg F/cm?)
Placebo 0,6 (0,2)aA 0,5 (0,1)e8
4500 19,0 (2,2)bA 0,7 (0,2)eEB
4500 9%HMP 13,5 (2,5)c4 0,7 (0,3)bB
2000 24,0 (2,4)9A 1,2 (0,4)cB
Gel dcido 173.,2 (9.5)A 2.1 (0,5)48

Letras distintas sobrescritas minUsculas indicam diferenca estatistica entre
0s grupos de tfratamentos em cada coluna. Letras maildsculas sobrescritas
indicam diferenca estatistica entre o CaF; formado e CaF; retido (Anova-2

critérios, Student-Newman-Keuls test, p < 0,001).

A tabela 4 correlaciona os valores de fluoreto (FA) formado e

retido no esmalte de acordo com os grupos de tratamentos. O
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grupo Gel dcido apresentou as maiores concentracdes de FA
formado em relacdo aos demais grupos (p < 0,001), que foi de
aproximadamente 1,3 e 2 vezes superiror em relacdo ao 9000 e 4500
9%HMP (p < 0,001). Os grupos 4500 e 4500 9%HMP foram semelhantes
entre si (p = 0,684). Apos as ciclagens de pH, o Gel dcido apresentou
0s maiores valores de FA retido, sendo superiror a 2,4 e 4,8 vezes em
relacdo aos grupos 2000 e 4500 9%HMP (p < 0,001). Valores similares
de FA refido foram observados para os grupos 4500 e 92000 (p =
0,489). Apenas para o grupo Placebo as concentracdes de FA

formado e retido foram similares (p = 0,180).

Tabela 4: Valores de fluoreto (FA) formado e retido no esmalie

(média * dp, n=12) de acordo com os grupos de tratamentos

Placebo 0,3 (0,1)aA 0,3 (0,1)eA
4500 0,5 (0,3)6A 1,1 (0,3)b®
4500 9%HMP 0,4 (0,1)b-A 0,5 (0,1)c®
9000 0,6 (0,2)cA 1,0 (0,6)b®
Gel 4cido 0,8 (0,3)¢A 2,4 (0,9)28

Letras distintas sobrescritas minUsculas indicam diferenca estatistica entre os
grupos de tratamentos em cada coluna. Letras maiusculas sobrescritas indicam
diferenca estafistica entre o FA formado e FA retido (Anova-2 critérios, Student-

Newman-Keuls test, p < 0,001).
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5. Discussdo

A aplicacdo dos produtos fluoretados de alta concentracdo é
recomendada 4 pacientes que possuem alto risco de
desenvolvimento de cdrie dentdria. O uso desses produtos em
criancas onde o complexo de expectoracdo, ainda ndo se
encontfra completamente desenvolvido, deve ser cuidadosamente
monitorado, devido ao risco de intoxicacdo aguda [Ripa, 1990;
Fomon et al., 2000]. Dessa forma, € importante que estudos
laboratoriais sob condicdes confroladas e padronizadas sejam
realizados para avaliar o potencial anticariogénico de novas
formulacdes de géis antes da realizacdo um estudo in situ ou clinico.
Os resultados deste estudo indicam que o HMP associado ao F
aumentou significativamente a remineralizacdo de lesdes artificiais
de cdrie, assim a hipdtese nula é rejeitada.

A adicdo de qualguer composto d um produto fluoretado ndo
deve interferir na biodisponibilidade do F. Ainda, verificar a relacdo
dose-resposta € um passo importante na avaliacdo da eficdcia de
qualqguer suplemento adicionado ao gel, como também validar o
protocolo experimental utilizado. Os resultados obtidos para os
grupos Placebo, 4500, 9000 e Gel dcido mostram uma relacdo dose-
reposta semelhante aos estudos de Danelon et al. [2012], validando
o modelo de ciclagem de pH (Tabela 1 e 2).

A escolha da concentracdo de 9% de HMP foi baseada no
estudo de Danelon et al. [2012], onde comprovaram em estudo in
vitro que a suplementacdo de um gel com 4500 ug F/g a 9%HMP
promoveu semelhante efeito em inibir a desmineralizacdo do
esmalte quando comparado aos géis de 9000 ug F/g de 12300 ug

F/g, Gel dacido. No presente estudo, a andlise da dureza pos-
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remineralizacdo (SH2) e porcentagem de recupercdo de dureza de
superficie (%SHg) foi superior para o grupo 4500 9%HMP em relacdo
aos géis padrdoes (9000 e Gel dacido). O HMP pode alterar a
permeabilidade selefiva do esmalte interferindo em dois processos
qgue determinam a progressdo da cdrie: difusdo longitudinal através
dos poros do esmalte devido a sua influéncia na seletividade ibnica
e de alguma forma, na dissolucdo dos cristais de apatita. Apds sua
ligacdo ao esmalte ocorre a formacdo de um camada de fosfatos
condensados alterando a permeabilidade seletiva do esmalte [van
Dijk et al., 1980], e nesse caso um aumento na seletividade a cdations,
favorecendo o processo de remineralizacdo dessas lesdes de
subsuperficie. Ainda, na andlise da perda integrada de dureza de
subsuperficie (AKHN), os géis 4500 9%HMP e Gel acido apresentaram-
se semelhantes entre si (p=0,729). O efeito mais pronunciado do 4500
9%HMP em AKHN sugere que sob condicdes clinicas, uma lesdo de
subsuperficie levaria mais tempo para se desenvolver quando
comparada a um gel convencional (?000). Isto € extremamente
desejavel em uma perspectiva clinica, considerando que uma
cavidade poderia demorar mais tempo para ocorrer, ou até mesmo,
ndo ocorrer quando se usa a formulacdo testada no presente
estudo. Os bons resultados, também estdo de acordo com os
achados de Danelon et al. [2012], demonstrando que o gel
suplementado com HMP apresenta melhores resultados em relacdo
aos géis convencionais.

Por outro lado, o efeito anticdrie dos produtos topicos de alta
concentracdo de F estd relacionado 4 deposicdo de CaF ao
esmalte [Moreno, 1993; Hicks et al., 2004] que é concentracdo e pH
dependente [Moreno,1993]. A concentracdo do CaFz, mensurada

logo apds a aplicacdo dos géis (CaF, formado) aumenta com a
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concentracdo de F presente no gel, sendo o maior valor observado
no grupo Gel acido (Tabela 3), seguido pelo grupo 9000. O pH acido
também pode ter contribuido para a maior formacdo de CaFz no
grupo Gel dcido (Tabela 3). O efeito de remineralizacdo do Gel
dcido (Tabela 2) foi relacionado com a alta deposicdo do CaF;
(Tabela 3), cerca de 86% maior em relacdo ao grupo 9000. Embora o
grupo 4500 9%HMP tenha apresentado a menor concentracdo de
CaF, e FA formado (quando comparado aos geéis fluoretados
convencionais), ele resultou huma maior SH2, e %SHr, bem como
menor lesdo de subsuperficie (AKHN) quando comparado ao grupo
9000, mostrando que esse efeito se deva a algum processo que ndo
estd associado a deposicdo de CaF, ou FA, uma vez que esses
valores foram menores em relacdo ao Gel dacido e 9000, o que
possivelmente leva-se a acreditar que o HMP colabore com a
formacdo de uma camada protetora de fosfatos condensados
sobre a superficie do esmalte, o que estd de acordo com o0s
achados de da Camara et al. [2014, 2015 e 2016]. Um semelhante
estudo realizado por Danelon et al. [2013, 2014], avaliaram a acdo
de um fosfato ciclico com propriedades similares ao HMP,
denominado de ftrimetafosfato de soédio  (TMP) sobre a
desmineralizacdo e remineralizacdo de lesdes no esmalte,
confimando os achados de nosso estudo, mostrando que a
associacdo do fosfato ao F em adequada produz um efeito
significativo na reducdo da desmineralizacdo do esmalte e
remineralizacdoe de lesdes iniciais de cdrie.

Ainda os resultados obfidos em nosso estudo podem ser
explicados pelas particularidades do sal estudado. O HMP ciclico
ndo pode ser considerado como uma fonte de fosfato que reage

espontaneadmente com o esmalte dentdrio, uma vez que ndo € um
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composto hidrolisavel [Choi et al., 1993; Castellini et al., 2005]. Esta
forma de fosfato ciclico forma fortes complexos com ions metdlicos
[Andreola et al., 2004; Cochrane et al., 2008] no ambiente oral, que
adsorve- se d superficie do esmalte e retém os ions carregados CaF*
e Ca?* através da substituicdo de Na* na estrutura ciclica, levando a
uma formacgdo [van Wazer et al., 1950] reticular através da ligacdo
de Ca?* a uma ou mais moléculas de HMP. Essa retencdo torna-se
ainda maior, quando o fosfato se encontra em uma proporcdo
molar adequando em relacdo ao F (F/HMP), aumentando assim o
efeito na remineralizacdo, pois ambos irdo agir de forma sinérgica.
Embora esta hipdtese ndo possa ser comprovada com base no
protocolo de estudo utilizado, o efeito acima mencionado pode
estar relacionado com o aumento na formacdo de espécies neutras
(CaHPO4L e HF9) durante os ciclos de desmineralizacdo e
remineralizacdo, os quais apresentam um coeficiente maior de
difusdo para o esmalte em comparacdo com espécies carregadas
[Cochrane et al., 2008]. Esses achados também foram encontrados
no estudo de da Camara et al. [2015], os quais observaram em um
estudo in situ com alto desafio cariogénico que a associacdo de
1%HMP & um dentifricio convencional (1100 yg F/g), levou a um
aumento das espécies neutras (CaHPO4L e HF°) no biofilme,
produzindo um efeito superior em reduzir a desmineralizacdo do
esmalte quando comparado ao dentifricio convencional. E também
possivel que HMP retenha H* em sua estrutura com maior eficdcia, o
gue também reduz a difusdo de dcido no esmalte, aumentando a
remineralizacdo das lesdes de cdrie. Segundo van Dijk et al. [1980],
0s compostos que alteram a permeabilidade seletiva do esmalte
podem interferir em dois processos que determinam a progressdo da

cdrie: na difusdo longitudinal através dos poros do esmalte devido G
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sua influéncia na seletividade iénica e de alguma forma, na
dissolucdo dos cristais de apatita.

Embora saiba-se que os modelos de ciclagem de pH sdo
adequados para a avaliacdo do impacto de novos ingredientes
afivos em produtos fluoretados, bem como sua associacdo com
outros tratamentos anficdrie, os protocolos in vitro apresentam
limitacoes, pois ndo abordam o impacto da saliva/biofilme sobre a
interacdo do HMP com o esmalte, ndo reproduzindo assim as
condicoes infra-orais. Assim os resultados devem ser avaliados com
cautela, preconizando modelos de estudo in situ de cdrie e estudos
clinicos para elucidar seu efeito no processo de remineralizacdo de

lesdes de cdarie.

6. Conclusdo

Diante resultados obtidos, conclui-se que a adicdo de 9%HMP
a um gel de baixa concentracdo de fluoreto foi capaz de promover

a remineralizacdo de lesdes artificiais de cdrie neste estudo in vitro.
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ANEXO B

PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE

| L i
B <mp

. i
Separagdo da
superficie
vestibular/lingual

Superficie
vestibular

Colagem em

- Blocos 4 mm x 4 mm
placas de acrilico

Politriz APL-4 Polimento do
AROTEC esmalte

Planificacdo
dentinaria



ANEXO C

DOSAGEM DE F NOS GEIS E DETERMINAGCAO DO pH

%+ Eletrodo especifico para pH
<+ Analisador de ions

<+ Eletrodo especifico para F; Orion 9409-BN
% Microeletrodo de referéncia
<+ Analisador de ions
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ANEXO D

INDUCAO DAS LESOES DE CARIE ARTIFICIAL

Solucao para inducgdo de carie
artificial por 16 horas
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ANEXO E
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CICLAGEM DE pH (RE>DES)

Solugdo Remineralizadora DIA (4 horas)
8:00-12:00 hs l

I 6 DIAS

Solugdo Remineralizadora NOTURNA

(16 horas) =
16:00 as 8:00 hs

Solugdo Desmineralizadora DIA (2 horas)

12:00 as 14:00 hs

Solugdo Remineralizadora DIA
(2 horas)
14:00 as 16:00 hs
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ANEXO F

DETERMINACAO DA DUREZA DO ESMALTE

Microdurémetro Buehler
Carga 25 gramas, Tempo 10segundos

o i Aspecto final dos blocos
Secg3o dos blocos de Embutimento dos blt?cos pect
; de esmalte com resina de esmalte
esmalte no sentido §
acrilica

longitudinal

Microdurométro Buehler

Carga 5g; Tempo 10 segundos Anélise da Lesdo em Profundidade



ANEXO G

ANALISE DA CONCENTRACAO DE CAF, FORMADO E RETIDO NO
ESMALTE

* [ CSRAEE 520 % Eletrodo especificopara F; Orion 9409-BN

<+ Microeletrodo de referéncia

<+ Analisador de fons

ANEXO H

ANALISE DA CONCENTRACAO DE F FORMADO E RETIDO NO ESMALTE

Micrometro eletronico digital com saida acoplado a uma Desgaste 50 um Lixa 400
base de microscopio e blocos fixados (CARBIMET - BUEHLER)
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