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RESUMO

Depdsitos minerais do tipo fluoreto de célcio (“CaF,”) sdo formados no esmalte
apds aplicacao topica profissional de fluor (ATPF). Esses depédsitos atuam como
um reservatorio de ions flior para o fluido do biofilme, os quais reduzem a
desmineralizacdo no esmalte. Neste trabalho, a hip6tese de que o “CaF,” seja
dissolvido mais rapidamente mediante desafios cariogénicos foi testada, assim
como a influéncia do uso de dentifricio fluoretado nessa dissolugcado. Para isso, foi
conduzido um estudo in situ, cruzado e duplo-cego com duas fases de 14 dias
cada, nas quais 12 voluntérios utilizaram um dispositivo intrabucal palatino
contendo 12 blocos de esmalte tratados com fltor fosfato gel acidulado (12.300
ppm F, pH 3,6-3,9) no primeiro dia de cada fase experimental. Adicionalmente,
dois blocos foram fixados com cera na porgao anterior do dispositivo e 30 minutos
apds a ATPF foram retirados para a determinacao do “CaF,” formado logo apés o
tratamento com fluoreto. Durante o periodo experimental, foi gotejada solucdo de
sacarose a 20% sobre os blocos de esmalte nas freqiiéncias de 2 ou 8X ao dia.
Trés vezes ao dia, os voluntarios utilizaram dentifricio fluoretado (1100 ug F/g,
NaF) ou nao fluoretado. Apds 2, 7 e 14 dias de uso do dispositivo, os blocos de
esmalte foram coletados para a determinacdo do “CaF,” remanescente. A
extracdo do “CaF,” foi feita com solucdo de KOH M, em duas extragdes
seqlienciais por 24 e 6 horas. Para analise estatistica, os voluntarios foram
considerados blocos estatisticos (n=12) e o nivel de significancia adotado foi de
5%. A concentragcédo do “CaF,” formado sobre os blocos de esmalte apds a ATPF
diminuiu em funcdo do tempo (p<0,0001), embora 2 semanas apdés a ATPF
continuasse mais alta do que blocos de esmalte ndo tratados com ATPF. Sob uso
de dentifricio fluoretado, a dissolugdo do “CaF,” foi reduzida (p=0,0115), porém a
freqiéncia de consumo de sacarose ndo parece ter interferido nessa dissolugéo
(p=0,226). Os resultados sugerem que a dissolucao do “CaF,” parece néo ter sido
influenciada pela freqiiéncia de consumo de sacarose e que sua manutengao é

favorecida pelo uso concomitante de dentifricio fluoretado.
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ABSTRACT

Calcium fluoride-like (“CaF.”) deposits are formed on enamel after professional
topical fluoride application, and they can serve as a reservoir of fluoride ions to the
biofilm fluid, to reduce enamel demineralization. In the present study, the
hypothesis that “CaF,” is more readily dissolved during a higher cariogenic
challenge was tested. Also, the effect of exposure to fluoride dentifrices on “CaFy”
dissolution was evaluated. Thus, a crossover, double-blind and in situ study was
conducted in 2 phases of 14 days each. In each phase, 12 volunteers used intra-
oral palatal appliances containing 12 enamel blocks treated with acidulated
phosphate fluoride, APF (12,300 ppm F, pH 3,6-3,9) on the first day of each phase.
Additionally, two blocks were fixed with wax on the palatal appliance and removed
30 minutes after treatment with APF to determine the concentration of “CaFy”
formed. During the experimental period, the enamel blocks were exposed to 20%
sucrose solution 2X or 8X/day. Three times a day, the volunteers used fluoride
dentifrice (1100 ug F/g, NaF) or non-fluoride dentifrice. On the 2™, 7" e 14" day of
each phase, enamel blocks were collected and the remaining “CaFz” concentration
was determined. For “CaF,” determination, blocks were immersed in 1.0 M KOH,
for 24 and 6 h. Data was statistically analyzed considering the volunteers as
statistical blocks (n=12) and the significance limit was set at 5%. “CaFy’
concentration decrease with time (p<0.0001), but was still higher than enamel
blocks not treated with APF 2 weeks after APF application. Under fluoride
dentifrice use, “CaFy” dissolution was reduced (p=0.0115), but the frequency of
sucrose exposure did not seem to have affected it (p=0.226). The findings suggest
that the frequencies of sucrose exposure did not influence the “CaF,” dissolution;
and that its maintenance is facilitated by the concurrent use of fluoride dentifrice.

Key Words: Professional topical fluoride, Calcium fluoride, Sucrose, Fluoride
dentifrice
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1 INTRODUGCAO

A carie é uma doenca biofilme-agucar dependente (Paes Leme et al.,
2006). Quando carboidratos fermentaveis, como a sacarose, sdo consumidos,
estes difundem-se pelo biofilme e sdo fermentados pelo metabolismo bacteriano
em acidos, provocando queda de pH no fluido do biofiime. A cada evento de
queda de pH, o meio se torna subsaturado em relacdo aos minerais do dente, que
tende a perder mineral (desmineralizagdo). Apoés certo tempo de exposicao a
sacarose, o pH no fluido do biofilme retorna a neutralidade e a condigdo de
supersaturacao € restabelecida, favorecendo a reposicdo de parte do mineral
perdido pelo dente (remineralizagdo) (Pearce, 1998). A carie poderia, entdo, ser
controlada desorganizando o biofilme pela escovac¢ao e reduzindo o consumo de
sacarose da dieta. No entanto, ha evidéncias de que o sucesso dessas estratégias
mostra-se limitado (Duggal & van Loveren, 2001).

Nesse contexto, reforca-se a importancia do fluoreto (F), ion capaz de
interferir nos fendmenos de des-remineralizacdo, minimizando a perda mineral
associada a carie (Cury & Tenuta, 2008). A disponibilidade deste ion no meio
bucal favorece a formacao da fluorapatita (FA), mineral com menor solubilidade
em relacdo a hidroxiapatita (HA). Assim, a medida que a HA é dissolvida durante a
queda de pH no biofilme dental, a FA, menos soluvel, tende a se precipitar,
reduzindo a perda mineral. Quando o pH retorna a neutralidade na presenca de F,
além da HA, a FA também é depositada, ativando a remineralizagcdo. Dessa forma,
considera-se que o efeito do F seja essencialmente tépico, ou seja, disponivel no
meio bucal para interferir na dindmica da cérie (ten Cate, 1997).

O meio mais racional de utilizacdo do fluoreto sao os dentifricios
fluoretados, pois a medida que o biofilme dental é desorganizado pela escovacao,
o fluoreto é disponibilizado para saliva e fluido do biofilme remanescente atuando
no processo de des-remineralizacao (Zero et al., 1988; Tenuta et al., 2009). Em
grupos populacionais isolados, no entanto, com alto indice de carie, ou mesmo em
individuos com alta atividade da doenca, esta indicado, em associacdo aos
dentifricios fluoretados, o uso tépico profissional de F (Ogaard et al., 1994), sendo



este um método com eficacia comprovada por estudos clinicos controlados
(Marinho et al., 2003).

O mecanismo de acao da aplicagado tépica profissional de fluoreto esta
relacionado com: (1) o aumento de F nos fluidos orais, saliva e fluido do biofilme e
(2) a formagdo de dois produtos, a fluorapatita, incorporada a estrutura do
esmalte, e um mineral tipo fluoreto de célcio (“CaF.”), adsorvido ao esmalte,
formados a partir da reacdo da estrutura mineralizada do dente com o F (Ogaard
etal., 1994).

Por muito tempo, a FA foi supervalorizada em detrimento do “CaFy”,
isso porque como a FA é incorporada ao dente, acreditava-se que com isso 0
dente passaria a ser mais acido resistente. Dessa forma, a FA seria mais
desejavel ao “CaF.”, que se perderia em 24 horas ap0s a aplicacao tépica por ser
mais soluvel do que a FA no ambiente bucal (McCann, 1968; Brudevold et al.,
1967).

No entanto, hoje se aceita que o fluoreto de calcio formado apds
aplicacao topica possui estabilidade relativa em funcdo do pH do meio, podendo
permanecer por diversos dias na superficie de dentes higidos ou cariados, agindo
como reservatorio de fluoreto, liberando-o durante desafios cariogénicos (Rélla et
al., 1993; Ogaard, 2001). Nesse sentido, a relevancia do “CaF,” corresponde aos
conceitos atuais de controle da carie, em que o F importante € o F disponivel para
interferir nos processos de des-remineralizacdo. De fato, Ogaard et al. (1990),
demonstraram que o “CaF,;” € o principal responsavel pelo efeito anticarie da
aplicacao tépica de F.

A razao para a permanéncia dos depoésitos de fluoreto de célcio por
mais tempo do que antes se pensava esta associada a adsorcdo de moléculas de
fosfato e proteinas sobre esses glébulos em pH neutro. No entanto, quando o pH
se torna acido, essas moléculas sao protonadas, expondo os globulos de “CaF,”,
que se dissolvem e liberam fluoreto para o meio para interferir na dindmica da
cérie (Rélla & Ogaard, 1986).



Assim, em situagdes onde ha a formacao de biofilme dental cariogénico,
com exposicao constante a carboidratos fermentaveis, como a sacarose, as
sucessivas quedas de pH no fluido do biofilme dental levariam a um esgotamento
mais rapido dos reservatérios de fluoreto de célcio ao longo do tempo. No entanto,
essa hipdtese ndo foi testada experimentalmente, e ela teria implicagdes na
indicacdo da freqiéncia de reaplicagdo profissional de fluoreto com base na
atividade de cérie do paciente.

Adicionalmente, o uso de dentifricio fluoretado contribui para a
disponibilidade de fluoreto na saliva e fluido do biofilme (Zero et al., 1988; Tenuta
et al., 2009) o que poderia compensar 0 esgotamento dos reservatdrios formados
pela aplicacao profissional de F mediante as quedas de pH do meio. Dessa forma,
justifica-se a avaliacdo da estabilidade dos reservatérios de fluoreto de calcio
formados ap6s ATPF mediante situacdes de alta ou baixa freqiiéncia de exposicao
a sacarose e o papel associado do uso de dentifricio fluoretado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fluoreto de célcio

Em 1945, Gerould demonstrou através de raios-X e elétron difracao a
formagcéo do fluoreto de célcio apds a imersdo de espécimes de esmalte em
solugdo aquosa de NaF a 4% durante um més. O estudo também demonstrou que
0s espécimes tratados previamente com solucdo de NaF a 4% apresentaram
resisténcia ao ataque acido feito com 10 N de HCI por 10 segundos, indicando que
os depoésitos de fluoreto de célcio formados apds aplicacdo tépica de fluoreto
conferem protecao acida ao esmalte.

Em outro estudo utilizando-se de microscopia eletrdnica e elétron
difracdo, Gray et al (1958) confirmaram a formacédo do fluoreto de célcio no
esmalte apds aplicacao tépica de solucéo a 0,2% de fluoreto de sédio, variando o
pH em uma escala de 3 a 7. Os autores observaram a formagao de cristais de
fluoreto de calcio sob a superficie do esmalte apdés o tratamento, sendo que
quanto menor foi o pH da solucao maior foi a formacao de fluoreto de calcio,
porém os autores nao consideram relevante a protecdo acida conferida pelo
fluoreto de célcio ao esmalte.

Brudevold et al (1967) apontaram que o fluoreto de calcio formado
apds aplicacao tépica de fluoreto € perdido em poucas horas e, portanto, teria
pouca relevancia no controle da carie dental. Nesse estudo foi realizado um
experimento in vivo seguido de um in vitro. No primeiro, foram utilizados quatro
pré-molares com extracao indicada de dois pacientes. Um dos dentes foi separado
para controle e outros passaram por diferentes tratamentos, os quais variavam na
concentracao de fluoreto e no pH. As extracdes dos dentes foram feitas 5 minutos
a 14 dias apd6s os tratamentos. Blocos de esmalte foram preparados a partir
destes dentes e a concentracao de fluoreto foi determinada apds extracao acida
do fluoreto nos blocos. No segundo estudo, blocos de esmalte humanos foram
tratados in vitro com solugcbes de fluoreto em diferentes concentracbes e pH,

alguns blocos receberam ataque acido previamente ao tratamento. Logo apés,



foram deixados em agua por 8 dias e a solucao foi analisada quanto ao F, Ca e P.
Os resultados destes estudos mostraram que a maior parte do fluoreto que reagia
com o esmalte era perdida em poucas horas e que apenas uma concentragao
pequena permanecia retida no esmalte na forma de fluorapatita. A deducgéo de
que a porc¢ao perdida de fluoreto estava na forma de fluoreto de calcio foi baseada
nas analises dos ions célcio e fluor feitas da agua onde os blocos permaneciam
por cerca de uma semana e nos produtos de solubilidade (pKs) da hidroxiapatita,
fluorapatita e fluoreto de calcio.

McCann (1968) ressaltou a solubilidade do fluoreto de calcio, afirmando
que este seria soluvel em saliva na mesma extensao que na agua. Segundo o
autor, o fluoreto de calcio é rapidamente perdido da superficie do esmalte e
somente a fluorapatita possui alguma relevancia clinica, ja que o0 mecanismo de
acao do ion fluor na inibicdo da carie estaria muito mais relacionado com a
estabilidade da fluorapatita em contato com os fluidos bucais do que com o papel
do fluoreto de calcio, que seria apenas disponibilizar fluoreto no meio pela sua
dissolucao para que este possa ser convertido em fluorapatita.

Por outro lado, Myers (1977), considerou prematuro afirmar que o
fluoreto de calcio formado apds aplicacao tdpica de fluoreto tenha um papel
irrelevante no controle da cérie baseando-se apenas na sua solubilidade. O autor
argumentou que a dissolugcdo do fluoreto de calcio pode resultar em outros
produtos que tenham papel anticarie, dessa forma o fluoreto de calcio seria
importante no mecanismo de ac¢ao da aplicagao topica de fluoreto.

A partir de estudo in vivo realizados por Ogaard et al (1983) foi
demonstrado que apds aplicagao tépica de fluor, o fluoreto de calcio formado
permanece na superficie do esmalte por pelo menos duas semanas apds o
tratamento. Nesse trabalho, foi criado um espaco para o acumulo de biofilme entre
as bandas ortodbnticas e o esmalte de dois pré-molares de pacientes em
tratamento. Esta condicdo foi mantida por 4 semanas, apés as quais um dos
dentes foi extraido como controle e 0 no outro foi feita aplicacdo tépica com
fluoreto e mantido por mais duas semanas. Apdés esse periodo, o dente foi



extraido e a incorporacao do fluor na forma de fluoreto de calcio e fluorapatita no
esmalte foi avaliada. A presenca do fluoreto de calcio mesmo apds duas semanas
de tratamento foi considerada expressiva, embora a relevancia anticarie do
método tenha sido atribuida a fluorapatita.

Rélla & Ogaard (1986) realizaram um experimento in vitro, onde a
dissolugdo do fluoreto de calcio foi avaliada em diferentes condi¢cdes: agua
(controle), saliva, solugdo saturada com hidroxiapatita, solugdo tampéao de fosfato
com pH 7 e solugdo de albumina. A dissolugdo do fluoreto de célcio foi
significativamente maior na agua do que na saliva. Tal fato péde ser explicado,
segundo os autores, pelo efeito do ion comum calcio e pela formacao de uma
camada protetora a base de fosfato e proteinas, presentes na saliva, sobre os
glébulos de fluoreto de célcio diminuindo sua dissolugdo. Nesse estudo a
influéncia do pH também foi avaliada, para isso o fluoreto de calcio foi pré-tratado
com saliva e o pH foi manipulado. Em pH 7, o fluoreto de calcio permaneceu
estavel, porém quando o pH caiu em torno de 5, a dissolucao do fluoreto de calcio
foi favorecida. Dessa forma, os autores formularam a hipétese de que os
depositos de fluoreto de célcio formados sobre o dente constituem um sistema
lento de liberacdo do fluoreto dependente do pH, que poderia exercer um
importante papel no controle da carie, pois disponibilizaria ions fluor justamente
durante as quedas de pH pela fermentagédo do agucar por bactérias.

Lagerlof et al (1988) avaliaram o papel do ortofosfato inorganico e do
pirofosfato na dissolugéo do fluoreto de célcio na 4gua. Os ions célcio e fluor,
provenientes do sélido de fluoreto de calcio, foram monitorados de 15 a 30
minutos em solucdo aquosa contendo diferentes concentragées ortofosfato
inorganico e pirofosfato. Baixas concentracdes (1-10 umol/l) desses ions foram
capazes de inibir significativamente a dissolugdo do fluoreto de célcio. Essa
inibicdo foi pH dependente, sendo que quanto menor foi o pH maior foi a
dissolugcao. Os autores concluiram que sobre o fluoreto de calcio é adsorvida uma

camada de fosfato que Ihe confere uma estabilidade dependente do pH, liberando



fluoreto gradativamente para o meio, podendo ser este o principal mecanismo da
aplicacao tépica de fluoreto.

Em um estudo paralelo aos estudos voltados para a avaliacdo do
fluoreto de célcio, Ogaard et al (1988) demonstraram através de modelo de cérie
em humanos que mesmo o esmalte de tubardo com cerca de 30.000 ppm F
firmemente ligado ao esmalte nao foi suficiente para evitar a perda mineral apés o
acumulo de biofilme por 4 semanas e, ainda, que dentes tratados com solugéao
diaria de 0,2% de NaF tiveram menor perda mineral do que os dentes de tubarao
e profundidade de lesao equiparada. Dessa forma, os autores geraram a evidéncia
de que o fluor soluvel disponivel no ambiente bucal € mais importante do que o
fldor incorporado ao dente na forma de fluorapatita.

Roélla (1988), em uma revisdo de literatura, valoriza o papel do fluoreto
de célcio no controle da carie segundo os novos conceitos de mecanismo de acao
do ion fluor. O autor argumenta que o fluoreto de célcio ao se solubilizar em pH
acido libera fluor ibnico para o meio, que reage com outros ions ali presentes
devolvendo parte do mineral perdido na forma de fluorapatita, sendo a fluorapatita
consequéncia do processo e nao causa. Dentro dessa perspectiva, o fluoreto de
célcio € apontado como o principal responsavel pelo efeito anticarie da aplicagao
topica de fluoreto.

Christoffersen et al (1988) avaliaram a cinética de formacdo e
dissolugdo dos cristais de fluoreto de célcio bem como a influéncia do fosfato
nesses processos. A presenca de fosfato na solugcdo viabiliza a formagédo de
cristais de fluoreto calcio contaminados internamente por fosfatos, sendo que o
grau de contaminacao depende das condi¢gdes do meio em que foi formado, como
por exemplo o pH da solugdo. Dessa forma, foi sugerido que o fluoreto de calcio
formado no esmalte apds a aplicagao tdpica de solugdes aciduladas de fluoreto
em alta concentragdo € na verdade um mineral contaminado por fosfato.
Adicionalmente, este mineral mostrou-se mais soluvel em comparacao ao fluoreto

de calcio puro, o que possibilita uma maior liberagao de fluoreto para o meio.



Saxegaard & Rolla (1988) avaliaram in vitro a aquisicdo de fluor em
blocos de esmalte apds a aplicacao tépica de solucdo de fluoreto de sddio em
diferentes tempos de aplicacado, concentragcdes e pH. O efeito do pré-tratamento
do esmalte com 200 mmol/l de cloreto de calcio por 5 minutos e 37% de &cido
fosférico por 1 minuto também foi avaliado. O principal produto da reacdo do
esmalte com o meio topico de aplicagao do fluor foi o fluoreto de calcio (> 70%). A
concentragcao desse sal aumentou com o tempo, com a concentragdao e com o pH
do meio utilizado. A disponibilidade de ions célcio no meio pelo pré-tratamento
também resultaram em maior formacdo de fluoreto de célcio, embora o ataque
acido anterior a aplicacao topica de fluoreto tenha tido um papel preponderante.
No entanto, o maior fator de impacto na formacdo do fluoreto de célcio nesse
estudo foi o tempo. Com isso, os autores reafirmaram o efeito cariostatico do uso
dos vernizes, por permanecerem por mais tempo em contato com a superficie
dental e, com isso, formarem mais fluoreto de calcio, e aconselharam o uso de
formulagbes aciduladas de fluoreto ao invés de solugbes neutras por permitirem
maior formagéo do fluoreto de calcio.

2.2 Aplicacao tépica profissional de fluoreto (ATPF)

Dijkman & Arends (1988) realizaram estudo in situ para avaliagdo dos
depositos de fluoreto de calcio formados apds a aplicagao tépica de fluor fosfato
acidulado (APF) em gel, Duraphat e Fluor Protector. Vinte voluntarios adultos
utilizaram por uma semana uma prétese removivel de acrilico contento blocos de
esmalte humanos tratados previamente com um dos métodos. Para a
determinagdo da concentracdo de fluoreto de calcio no esmalte foi utilizada
solugdo de KOH. Em todos os tratamentos, o fluoreto de calcio pode ser
mensurado dos blocos de esmalte apdés uma semana de estudo in situ. Os
resultados demonstraram que o Fluor Protector mesmo apdés uma semana
manteve 40% dos valores iniciais de fluoreto de calcio e que o APF gel apresentou
eficacia similar ao Duraphat na formacao dos depdsitos de fluoreto de calcio.



Hayacibara et al (2004) através de um estudo in vitro avaliaram a
performance de diferentes métodos de aplicagédo tdpica de fluor na formacédo do
fluoreto de calcio. Quarenta blocos de esmalte bovino foram montados em cera e
divididos de forma randomizada em quatro grupos: APF gel, APF espuma, verniz e
controle. O fluoreto de calcio foi determinado por extragao alcali com KOH por 24
horas em temperatura ambiente. O experimento demonstrou que os métodos
utilizados de aplicagao tépica de fluoreto formaram uma expressiva quantidade de
fluoreto de célcio sobre o esmalte quando comparado com o controle, e que o pH
foi mais importante do que a concentracdo do método empregado na formagao
desse sal.

Em 2008, Tenuta et al realizaram um experimento in situ de curta-
duracao onde blocos de esmalte bovino foram previamente tratados com solucéo
ndo fluoretada ou solucédo acidulada de NaF 0,5 M. Diferentes concentracdes de
fluoreto de calcio foram produzidas pelo envelhecimento dos blocos tratados, os
quais foram montados em dispositivo em contato com placa teste de S. mutans
IB1600. Dez voluntarios utilizaram o dispositivo por cerca de uma hora, periodo no
qual os blocos de esmalte foram submetidos a um desafio cariogénico com
solucdo de sacarose a 20%. Os resultados desse estudo demonstraram haver
relacdo de dose resposta entre as diferentes concentragcbes de fluoreto de calcio
no esmalte, a liberacao de fluoreto para o fluido do biofilme e o efeito da inibigao
da desmineralizagao, dessa forma quanto maior foi a concentragdo do fluoreto de

célcio, maior foi a liberacao de fluoreto para o fluido e menor foi a perda mineral.

2.3 Associacao da ATPF com o uso de dentifricios fluoretados

Paes Leme et al (2004) avaliaram a associagao entre a aplicagdo do
fldor fosfato acidulado em gel a 1,23% de fluoreto e o uso de dentifricio fluoretado
na desmineralizacao do esmalte pelo acumulo de biofilme e exposicao a solucao
de sacarose 20% em diferentes freqiéncias. Foi realizado um experimento in situ
com quatro fases de 14 dias cada, no qual 16 voluntarios adultos usaram um
dispositivo intrabucal palatino contendo blocos de esmalte bovinos. Os voluntarios



foram randomizados nos seguintes grupos de tratamento: dentifricio fluoretado
(1100 ppm F a base de silica), dentifricio ndo fluoretado, aplicagdo tépica
profissional de fluor (ATPF) mais dentifricio fluoretado e ATPF mais dentifricio ndo
fluoretado. Durante o periodo experimental, solucdo de sacarose foi gotejada
sobre os blocos nas freqiéncias de 4 ou 8 vezes ao dia. Os resultados desse
trabalho demonstraram que a associagdo dos métodos nao representou
diminuicdo da perda mineral sofrida pelo esmalte comparada com o uso da ATPF
ou do dentifricio fluoretado isoladamente. Por outro lado, foi observada, ap6s 10
horas da escovagdao com dentifricio fluoretado, uma concentracéo de fluoreto no
biofilme 30 vezes maior do que o grupo controle. Da mesma forma, ATPF foi
responsavel pela alta concentracao de fluoreto no biofilme mesmo apés 14 dias de
estudo in situ.

Em um estudo mais recente, Paes Leme et al (2007) confirmaram que
a associacao da ATPF ao uso de dentifricio fluoretado ndo representou efeito
adicional no controle da carie. Nesse estudo, 16 adultos utilizaram um dispositivo
intrabucal palatino contendo blocos de esmalte por quatro fases de 14 dias cada.
Os voluntarios foram distribuidos nos seguintes grupos de estudo: controle, ATPF,
dentifricio fluoretado (DF), dentifricio placebo com relagao ao fluor (DP), ATPF +
DP e ATPF + DF. Durante o periodo experimental, os voluntarios gotejaram
solugdo de sacarose 20% 8X ao dia e realizaram escovacdao com um dos
dentifricios recomendados 3X ao dia. Ao final de cada fase, os blocos foram
coletados para andlise do fluoreto incorporado ao esmalte. Os autores concluiram
que apesar da ATPF ser capaz de promover a incorporagao de F no esmalte, ndo
houve efeito aditivo de retencao de fluoreto na associacdo da ATPF e o uso de
dentifricio fluoretado. No entanto, nesse trabalho os autores chamam a atencao
para o fato de que a utilizacao do dentifricio fluoretado foi padronizada em 3X ao
dia e que essa freqiiéncia pode estar sendo negligenciada em pacientes de alto
risco de carie, para os quais a ATPF vem sendo recomendada.

Em outro estudo de associacdo de métodos, Jardim et al (2008)

realizaram um experimento in situ no qual cinco adultos utilizaram por 35 dias uma
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protese removivel contendo blocos de esmalte desmineralizados previamente in
vitro. Cada prétese continha cinco blocos, os quais foram escovados com
dentifricio fluoretado 3X ao dia por 1 minuto. Os blocos foram distribuidos entre os
seguintes tratamentos durante o periodo experimental: dentifricio fluoretado (DF),
DF + uma aplicagao tépica profissional de fluoreto (ATPF), DF + 2 ATPF, DF + 3
ATPF, DF + 4 ATPF, sendo que as aplicacdes profissionais foram feitas com
intervalo de uma semana uma da outra. O trabalho demonstrou que os grupos DF
+ 3 ATPF e DF + 4 ATPF foram os Unicos capazes de aumentar a quantidade de
fluoreto de calcio formado no esmalte, bem como a microdureza de superficie, em
comparagdo aos blocos de esmalte desmineralizados, embora nao tenha sido

observada diferenca dentro dos grupos de tratamento.
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3 PROPOSICAO

Considerando a importancia dos reservatérios de fluoreto de célcio
como fonte de fluoreto para o fluido do biofilme de modo a interferir na dindmica
da carie em individuos com alta atividade da doenga, o presente trabalho teve por
objetivo estudar a estabilidade desses reservatérios formados apés ATPF em
condicbes de baixa e alta frequéncia de desafios cariogénicos. O papel do

dentifricio fluoretado na manutencao desses depdsitos também foi avaliado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos e selegéo de voluntarios

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da UNICAMP (Protocolo n® 103/2007). Dessa maneira,
12 voluntarios adultos, com idades entre 20 e 32 anos e dentro dos critérios de
inclusédo da pesquisa (adultos saudaveis, com fluxo salivar normal e nao utilizando
antibidticos ou aparelho intrabucal fixo ou removivel, e com habilidade de
compreender o protocolo experimental) foram selecionados a participar do
experimento apos terem assinado o termo de consentimento livre e esclarecido,
de acordo com a resolucao N° 196 de 10/03/1996, do Ministério da Saude.

4.2 Delineamento Experimental

Em um estudo in situ, cruzado e duplo-cego, 12 voluntarios adultos
utilizaram, durante 2 fases de 14 dias cada, um dispositivo intrabucal palatino
contendo 12 blocos de esmalte humano, 6 de cada lado do dispositivo, cobertos
por uma tela plastica para promover o acumulo de biofilme. Previamente a
colocagao da tela plastica sobre os blocos de esmalte, estes foram tratados in situ
com flaor fosfato acidulado em gel (1,23% de fluoreto, pH = 3,6-3,9, Dentsply,
Petropolis, RJ, Brasil) por 4 minutos no primeiro dia de cada fase. Ao longo de
cada fase experimental, foi gotejada sacarose a 20%, extra-oralmente, sobre os
blocos em diferentes freqiéncias de aplicacdo: em um lado do dispositivo 0s
blocos foram tratados com solucao de sacarose 2 vezes ao dia, e no outro lado, 8
vezes ao dia. Em estudos prévios (Ccahuana-Vasquez et al., 2007, entre outros),
0 uso de dois tratamentos no mesmo dispositivo (estudo tipo “boca-dividida”)
demonstrou ndo resultar em efeito cruzado. Os voluntarios foram aleatorizados em
dois grupos, um grupo iniciou o experimento utilizando dentifricio nao fluoretado e,
no outro, dentifricio fluoretado (1100 ug F/g, NaF), sendo o dentifricio substituido
para a fase seguinte ap6s um periodo de 7 dias de washout, caracterizando o

delineamento cruzado. Apds 2, 7 e 14 dias de uso do dispositivo, os blocos de
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esmalte foram coletados, pelo menos 10 horas apods a ultima exposicao a
sacarose, para a determinacdo da concentracdo de fluoreto de calcio
remanescente no esmalte. Blocos de esmalte foram fixados na porgéao anterior do
dispositivo e tratados com o gel fluoretado da mesma forma que os demais blocos;
apdés 30 minutos de uso do dispositivo, foram coletados para a determinacéo da
concentracado de fluoreto de calcio formado logo apds a aplicagdo tdpica de
fluoreto. Blocos de esmalte adicionais foram utilizados para a avaliagdo da
concentragcao de fluoreto de calcio no esmalte sem tratamento. Para a andlise

estatistica, os voluntarios foram considerados blocos estatisticos (n=12) (Figura 1).

Fase | Fase ll
DN
Lead-in 0 A 0 A ) -\ v 0 A 0 A o Ai
Voluntarios 22dia 7°dia 142 dla/ > . 22 dia 7° dia 142 dia
N
Lead-in DF Wash out
L d Periodos de coletas
egenda: e s
9 Uso do dentifricio nao fluoretado
=== Uso do dentifricio fluoretado

Figura 1 — Esquema do delineamento experimental da pesquisa

4.3 Obtencao dos blocos de esmalte e preparo do dispositivo intrabucal palatino
Os blocos de esmalte foram confeccionados a partir de terceiros
molares inclusos, 0s quais foram armazenados em solucao de formol a 2%, pH 7,0
por pelo menos 30 dias antes do inicio do preparo dos blocos (Cury et al., 1997).
Os blocos de esmalte foram confeccionados nas dimensées 4 x 4 x 2 mm. Com
intuito de selecionar blocos dentais com valores de microdureza Knoop de

superficie padronizados, 3 endentacdes, distantes 100 um uma das outras, foram
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realizadas préximas a regido central de cada bloco, utilizando o microdurémetro
com penetrador tipo Knoop, com carga de 50 g por 5 segundos. Dessa forma, no
experimento foram utilizados blocos de esmalte com média de dureza Knoop de
368, 8 (£ 11,2), os quais foram randomizados e distribuidos entre os grupos de
tratamento.

Para cada voluntario foi confeccionado em resina acrilica um dispositivo
intrabucal palatino, contendo 6 cavidades medindo 9 x 5 x 3 mm. As cavidades
foram dispostas 3 de cada lado do dispositivo e cada uma continha 2 blocos de
esmalte, os quais foram repostos para fase experimental seguinte. Telas plasticas
foram fixadas sobre as cavidades do dispositivo, deixando um espa¢o de 1 mm
sobre os blocos de esmalte para que o biofilme fosse acumulado. Resina acrilica
incolor e vermelha foi utilizada pra a fixacao das telas plasticas no dispositivo €, ao
mesmo tempo, serviam para identificar as diferentes freqiiéncias de exposicao a
sacarose (Hara et al., 2003 para mais detalhes sobre o preparo do dispositivo).

4.4 Tratamentos

Na semana que antecedeu o inicio do experimento e ao longo deste, os
voluntarios escovaram seus dentes com dentifricio a base de silica e sem
substancia anti-placa (formulagdo gentilmente cedida pela Colgate em tubos
codificados), sendo os dentifricios ndo fluoretado ou fluoretado (1100 ug F/g, NaF)
de acordo com a fase experimental do estudo. A escovacao foi padronizada em 3
vezes ao dia, apds as principais refeicdes (Cury et al., 2010), sendo que a ultima
escovacao deveria ocorrer impreterivelmente entre as 20:00 e 21:00 horas.

No 1° dia de cada fase do experimento foi feita aplicacdo tdpica
profissional de fluoreto por 4 minutos com fluor fosfato acidulado em gel (1,23% de
fluoreto, pH = 3,6-3,9, Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil) nos dentes dos voluntarios,
nos blocos de esmalte do dispositivo, ainda descobertos da tela plastica, e em
dois blocos de esmalte fixados ao dispositivo com auxilio de cera pegajosa na
porcao anterior do dispositivo. Apdés 4 minutos, 0 excesso de gel foi retirado dos
dentes dos voluntarios e dos blocos de esmalte com auxilio de gaze. Apés 30
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minutos de uso do dispositivo, os blocos fixados na porcao anterior do dispositivo
foram retirados para analise imediata do fluoreto de calcio formado e a tela
plastica foi fixada sobre os blocos de esmalte restantes do aparelho. A fixagéo das
telas foi feita de um lado do dispositivo com resina acrilica incolor e do outro lado,
resina acrilica vermelha, identificando os lados de menor e maior freqiéncia de

exposicao a sacarose, respectivamente (Figura 2).

Figura 2 — A esquerda, dispositivo intrabucal palatino preparado para receber a
ATPF in situ; a direita, o dispositivo apds a colocacdo das telas
plasticas fixadas com resina acrilica incolor e vermelha, indicando as

diferentes freqliéncias de exposicao a sacarose

Durante o periodo experimental, os voluntarios foram instruidos a
remover o dispositivo intrabucal e gotejar uma gota de sacarose 20% sobre cada
bloco de esmalte, conforme a freqiiéncia de tratamento designada para cada lado
do dispositivo. No caso de 8 exposi¢oes ao dia, foi gotejada sacarose nos seguinte
horarios: 8:00, 9:30, 11:00, 13:30, 15:00, 16:30, 18:00 e 19:30 horas. No outro
lado do dispositivo, com apenas 2 exposi¢des diarias a sacarose, 0 gotejamento
foi feito as 11:00 e 19:30 horas. Apés o tratamento, os dispositivos foram deixados
por 5 minutos em repouso antes de retornarem a cavidade bucal, a fim de que a
solugao se difundisse pelo biofilme (Ccahuana-Vasquez et al., 2007).
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Os voluntarios também foram instruidos com relacdo ao uso do
dispositivo, o qual deveria ser em tempo integral, sendo retirado apenas durante
as refeicoes, a higienizacao e durante o periodo de washout estabelecido entre as
fases experimentais. A higiene do dispositivo foi orientada de modo a evitar a &rea
dos blocos de esmalte para que o biofilme que vinha sendo formado nao fosse
perturbado, e favorecendo o contato da espuma do dentifricio com essa area.
Nenhuma restricdo com relacéo a dieta do individuo foi feita, exceto a orientagao
de evitar o0 consumo de chas ricos em fluor. Os voluntarios viviam em regiao de

agua de abastecimento fluoretada (0,6 a 0,8 mg F/L).

4.5 Determinacao da concentracao de fluoreto de calcio no esmalte

Ap6s 30 minutos (blocos de coleta imediata) e 2, 7 e 14 dias de estudo
in situ, os blocos de esmalte foram coletados do dispositivo e isolados com cera n®
7, deixando exposta apenas a area em esmalte; em seguida, foram lavados com
agua destilada e deionizada por 30 segundos, secos com papel absorvente
(Figura 3) e imersos em 0,6 ml de solugcado de KOH M, sendo mantidos sob
agitacao e em temperatura ambiente por 24 horas (Caslavska et al., 1975). Apos
neutralizacdo com TISAB Il contendo HCI M, o bloco foi retirado e uma segunda
extracdo com 0,3 ml de KOH M foi realizada por 6 horas. O fluoreto presente nas
duas solugdes de extracdo foi mensurado através de um eletrodo especifico para
fluoreto (Orion 96-09) e um analisador de ion (Orion EA-940). A concentracao de

fluoreto foi somada e expressa em ug F/cm?.
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Figura 3 — Preparo dos blocos de esmalte para a extragéao do CaF,

4.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados considerando um delineamento fatorial
2x2x3, tendo como fatores tempo (em 3 niveis, 2, 7 e 14 dias), dentifricio (em 2
niveis, nao fluoretado e fluoretado) e exposicdo a sacarose (em 2 niveis, 2 e 8
vezes ao dia). Os voluntarios foram utilizados como blocos estatisticos, para
eliminar variagdo causada por eles do erro experimental. Para a analise, os dados
de fluoreto de célcio foram transformados ao logaritmo base 10, para atender as
pressuposicbes da andlise de varidncia de normalidade dos residuos e
homocedasticidade. A analise foi realizada no pacote estatistico SAS for Windows,
versao 8.02, com nivel de significancia pré-definido em 5%.
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5 RESULTADOS

A ATPF, na forma flaor fosfato acidulado em gel a 1,23% de fluoreto, foi
capaz de aumentar significativamente a concentracao de fluoreto de calcio sobre
os blocos de esmalte tratados (21,78 + 6,74 ug F/cm?) em relagdo a blocos nao
tratados (0,24 + 0,05 ug F/cm?).

A concentracdo do fluoreto de célcio formado ap6s ATPF diminuiu em
funcdo do tempo na cavidade bucal (p<0,0001), com diferencas estatisticamente
significantes entre os tempos de 2, 7 e 14 dias. Ainda foi possivel observar que
apods a coleta de 14 dias a concentracao de fluoreto de calcio foi significativamente
maior (4,10 + 1,34 ug F/cm?) a determinada nos blocos de esmalte néo tratados.

Com relacéo a freqléncia de exposicao a sacarose, esta nao interferiu
na dissolucao do fluoreto de calcio com o passar do tempo (p=0,226). Por outro
lado, a associagcao da ATPF com o uso de dentifricio fluoretado influenciou na
dissolugcao dos reservatérios de fluoreto de calcio, na medida em que foi capaz de
reduzir a queda na concentracdo do fluoreto de célcio retido em funcédo do tempo
(p=0,0115) (Tabela 1 e Figura 4).
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Tabela 1 - Concentragéo do fluoreto de célcio (ug F/ cm?) em associagdo ou néo

ao uso de dentifricio fluoretado em fungéo do tempo e da freqiéncia de

consumo de sacarose (meédia + desvio padréo; n=12)

apos 2 dias de estudo in

apos 7 dias de estudo in

apos 14 dias de estudo in

Frequéncia de exposigao situ situ situ
a sacarose — — —
Dentlfr|0|o Dentifricio Dentlfrlmo Dentifricio Dent|~fr|C|o Dentifricio
nao fluoretado nao fluoretado nao fluoretado
fluoretado fluoretado fluoretado
2X 16,88 +9,85 1964 +1235 4,70+3,32 9.15+7.72 4,28+580 5,76+5,23
8X 13,86 +7,14 13,32+7,98 6,99+6,73 7,80+6.62 2,51 +1,46 3,86*2,61

* todos os tempos diferem entre si (p<0.0001), assim como os dentifricios (p=0,0115), mas o efeito do consumo
de sacarose nao foi significativo (p=0,226). Comparagao entre os tempos realizada por teste de Tukey.
Concentragdo de CaF> nos blocos néo tratados com fltior: 0,24 + 0,05 pg F/cm? ; blocos tratados com flior
fosfato gel acidulado e coletados ap6s 30 minutos: CaF.=21,78 + 6,74 ug Flem?

Os valores foram transformados em log de 10 para analise estatistica

35.00

30.00 -

25.00

20.00

15.00

10.00
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0.00

m2d
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14d

Figura 4 — Média da concentracdo de fluoreto de calcio (ug F/ cm? em

associacao ou nao ao uso de dentifricio fluoretado em funcédo do

tempo e da freqiiéncia de consumo de sacarose (n=12)
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6 DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho ndo comprovaram a relagao da freqiéncia
de consumo de sacarose, com consequente quedas de pH, com a dissolu¢ao dos
depdsitos de fluoreto de calcio formados sobre a superficie do esmalte tratado
com ATPF e, com isso, ndo foi capaz de suportar a hipotese levantada por Rélla
& Ogaard (1986). Segundo os autores, sucessivas quedas de pH no biofilme, pelo
consumo de carboidratos fermentaveis, como a sacarose, levariam a um
esgotamento mais rapido dos reservatérios de fluoreto de célcio. Essa hipbtese foi
baseada em experimentacao in vitro, com todas as condigdes controladas em
laboratério. No presente estudo, entretanto, o fluoreto de calcio foi formado apés
ATPF em blocos de esmalte tratados in situ e as quedas de pH foram decorrentes
da fermentacao da sacarose por bactérias presentes no biofilme formado sobre os
blocos de esmalte durante o periodo experimental; dessa forma os resultados
gerados puderam simular mais fielmente o que acontece in vivo.

Por outro lado, glébulos de fluoreto de calcio formados em condi¢des de
baixo pH e alta concentragdo de fluoreto sdo menos soluveis (Christoffersen et
al., 1988) e menos pH dependentes do que até mesmo a fluorapatita (Ogaard,
2001). Tais evidéncias poderiam justificar o fato de que no presente trabalho a
dissolugao do fluoreto de célcio néo ter sofrido influéncia das sucessivas quedas
de pH imposta pelo alto consumo de sacarose.

A alta concentragdo de fluoreto de calcio no esmalte formado apds
ATPF esta de acordo com estudos relatados na literatura (Dijkman & Arends,
1988; Hayacibara et al., 2004). A concentracao de fluoreto (12.300 ppm F) e o
baixo pH (3,6 — 3,9) do método utilizado parece terem sido os responsaveis pela
alta concentracao de fluoreto de calcio no esmalte apés 30 minutos da ATPF
(Saxegaard & Rélla, 1988). Com o passar do tempo, a concentragdo desse sal
sobre os blocos de esmalte diminuiu significativamente (p<0,0001). Essa
dissolugdo pode ser atribuida a subsaturagdo do meio bucal em relacdo ao
fluoreto de calcio (McCann, 1968). No passado, se aceitava que o fluoreto de
célcio se dissolvia em contato com a saliva dentro de 24 horas apds sua formacgao;
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hoje, no entanto, é admitido que o fluoreto de célcio pode permanecer na
superficie do esmalte por semanas apds a aplicagao tépica de fluoreto (Ogaard et
al., 1983; Rdlla, 1988; Rélla & Saxegaard, 1990). A manutencao dos depodsitos de
fluoreto de calcio por mais tempo do que antes se acreditava é atribuida a
adsorcdo de moléculas de fosfato e proteinas sobre os glébulos de fluoreto de
célcio, a qual reduz sua dissolucdo (Rélla & Ogaard, 1986; Lagerldf et al., 1988).
De fato, no presente estudo, mesmo apdés 14 dias de estudo in situ, a
concentracao do fluoreto de célcio no esmalte se manteve maior do que a
determinada em blocos de esmalte ndo tratados com ATPF. Esse resultado foi
encontrado sobre biofilme dental, o que pode ter aumentado a retencao do fluoreto
de calcio pela limitacao de sua dissolucao para a cavidade bucal.

Em um estudo recente realizado por Tenuta et al. (2008) foi
demonstrado que essa dissolugao do fluoreto de calcio disponibiliza ions fluor para
o fluido do biofilme, o que possibilita a reducao da perda mineral, j& que parte do
mineral perdido durante um desafio acido é reposto na forma de fluorapatita.
Como atualmente se reconhece que sao necessarias baixas concentracdes de
fluoreto no meio para que este possa atuar na reducao da perda mineral (ten Cate,
1999), a permanéncia dos depdsitos de fluoreto de célcio por um periodo de
tempo prolongado, mesmo em baixa concentragdo, se constitui um importante
fator de controle de carie, especialmente para paciente com alta atividade de
carie, para os quais a ATPF é indicada (Ogaard et al, 1994), ja4 que
constantemente o fluoreto seria liberado para o fluido do biofilme para interferir na
dindmica da carie. Estudos clinicos controlados confirmam a reducdo da carie
dental pela ATPF (Marinho, 2008).

A associacao do uso do dentifricio fluoretado a ATPF foi capaz de
reduzir a dissolugéo dos depdsitos de fluoreto de calcio em fungao do tempo. Esse
resultado pode ser atribuido a disponibilidade de fluoreto para o fluido do biofilme
apds o uso do dentifricio fluoretado (Tenuta et al., 2009; Cury et al., 2010), e a
manutencao do F residual no biofilme mesmo apd6s 10 horas apds escovagdao com
dentifricio fluoretado (Paes leme et al., 2004). Isto pode ser explicado pelo efeito
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do ion comum, ou seja, a adicao do fluoreto no meio no qual o fluoreto de calcio
esta se dissolvendo, reduz a quantidade desse sal que ird se dissolver. Dessa
forma, a presenca de fluoreto no fluido do biofilme dental, oriundo do uso do
dentifricio fluoretado 3 vezes ao dia, foi capaz de reduzir a dissolugdo do fluoreto
de calcio presente na superficie do esmalte, sob o biofilme.

Para pacientes com alta atividade de carie, para os quais a ATPF é
recomendada, a manutencao dos depdsitos de fluoreto de calcio por mais de duas
semanas pode representar um importante papel no controle da carie, ja que o
fluoreto estaria sendo continuamente disponibilizado para o fluido do biofilme,
reduzindo a perda mineral. Adicionalmente, essa manutencao pode ser favorecida

pela associacdo com o uso do dentifricio fluoretado.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram uma reducgéo
significativa na concentracdo de fluoreto de célcio formado no esmalte ap6s ATPF
em fung¢ado do tempo, embora apds 14 dias da ATPF a concentragéo de fluoreto de
célcio ainda permanegca superior a do esmalte ndo tratado com fldor. A associagao
com o uso de dentifricio fluoretado resultou em maior retencdo do fluoreto de
célcio, mas a frequiiéncia do consumo de sacarose parece nao ter influenciado na

sua dissolucéo.
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