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RESUMO

O beneficio no controle da cérie dentaria da aplicacao tdpica profissional
de fluor (ATPF), quer seja na forma de gel ou verniz, € bem estabelecido e resulta da
formacao de uma concentracado elevada de flior (F) nas superficies dentarias.
Embora in vitro a concentracao de F formada no esmalte ap6s o uso de gel ou verniz
fluoretado seja semelhante, desconhece-se a capacidade de retengdo de F no
esmalte, in vivo, e seu efeito enriquecendo o biofilme dental com F. O objetivo deste
estudo foi comparar a capacidade do F gel (F-gel) e do verniz fluoretado (VF) de
formar depoésitos de F no esmalte e avaliar sua liberacao para o biofilme dental em
fungcdo do tempo. Os voluntarios (n=51) foram randomizados em trés grupos
experimentais: 1. Grupo controle negativo: nenhuma intervengéo; 2. Grupo VF:
aplicacao de VF (NaF a 5% - Duraphat®) por 24 h; 3. Grupo gel: aplicacao de F-gel
(flaor fosfato acidulado em gel a 1,23%, DFL®) por 4 min. Amostras de esmalte
dental foram obtidas de incisivos superiores pela técnica de microbidpsia acida e
utilizadas para determinacdo da concentracdo de F no esmalte antes da aplicacao
dos produtos, imediatamente ap6s a remocao do F-gel e VF e apds 7 e 28 dias.
Biofilme dental formado sobre os dentes foi coletado antes da aplicagdo dos
produtos e apds 3, 7, 14 e 28 dias, para determinagdo da concentracao de F na
porcéo fluida e solida do biofilme. A concentragdo do ion F no esmalte dental e nas
amostras de biofilme foram determinadas por eletrodo especifico. As variaveis
resposta foram analisadas estatisticamente considerando um delineamento fatorial,
com tratamento e tempo como fatores, com nivel de significancia de 5%. Na
avaliacdo da concentracdo de F no esmalte, houve interacdo significativa entre os
fatores tratamento e tempos de coleta; no grupo controle, ndo foi encontrada
diferenca entre os tempos de coleta, mas para os grupos F-gel e VF, aumento
significativo da concentragdo de F no esmalte foi observado imediatamente ap6s os
tratamentos. Esse aumento permaneceu significativamente mais alto do que o valor
inicial até 7 dias para o grupo VF. Nao houve diferenca entre os tratamentos nos
diferentes tempos de coleta, exceto imediatamente ap6s as aplicagcdes de F-gel e
VF, quando esses grupos apresentaram concentragdes de F no esmalte
significativamente maiores do que o controle negativo, sem diferenca entre si. Na
avaliagdo da concentracdo de F no biofilme, ndo houve interagdo entre os fatores
tratamento e tempos de coleta. Nao houve diferenca significativa entre os



tratamentos na concentracao de F no fluido do biofilme. Na parte sélida o efeito de
tratamento foi significativo, com o grupo F-gel diferindo significativamente do grupo
controle. Os resultados confirmam que F-gel e VF tem a mesma capacidade de
formar F no esmalte e sugerem que seu efeito de longo prazo seja devido a um

diminuto enriquecimento do biofilme dental com F.

Palavras-chave: Fluor. Fluoreto de Calcio. Fluor Topico.



ABSTRACT

The benefit of the professional topical application of fluoride (ATPF),
either as gel or varnish, for caries control is established and results from the
formation of a high concentration of fluoride (F) on dental surfaces. Although in vitro
the concentration of F formed in the enamel after the use of fluoride gel or varnish is
similar, its retention in vivo, as well as its capacity to enrich dental biofilm with F is
unknown. The objective of this study was to compare the capacity of F gel (F-gel)
and fluoride varnish (VF) to form F deposits in the enamel and to evaluate their
release to the dental biofilm with time. The volunteers (n=51) were randomized into
three experimental groups: 1. Negative control group: no intervention; 2. Group VF:
application of VF (NaF at 5% - Duraphat®) for 24 hours; 3. Group gel: application of
F-gel (acidulated phosphate fluoride at 1.23%, DFL®) for 4 minutes. Samples of
dental enamel were obtained from upper incisors using the acid microbiology
technique and used to determine the concentration of F in the enamel before the
application of the products, immediately after the removal of the F-gel and VF and
after 7 and 28 days. Dental biofilm formed on the teeth was collected before
application of the products and after 3, 7, 14 and 28 days, to determine the
concentration of F in the fluid and solid portion of the biofilm. The concentration of F
ion in the dental enamel and in the biofilm samples was determined by a specific
electrode. Response variables were statistically analyzed considering a factorial
design, with treatment and time as factors, with significance level of 5%. In the
evaluation of the F concentration in the enamel, there was a significant interaction
between the treatment factors and collection times; in the control group, no difference
was found between the collection times, but for the F-gel and VF groups, a significant
increase of F concentration in the enamel was observed immediately after the
treatments. This increase remained significantly higher than the initial value up to 7
days for the VF group. There was no difference between the treatments at the
different collection times, except immediately after the F-gel and VF applications,
when these groups had F concentrations in the enamel significantly higher than the
negative control, with no difference between them. In the evaluation of the
concentration of F in the biofilm, there was no interaction between the treatment

factors and the collection times. There was no significant difference between the



treatments in the concentration of F in the biofilm fluid. In the biofilm solids, the
treatment effect was significant, with the F-gel group differing significantly from the
control group. The results confirm that F-gel and VF have the same ability to form F

in the enamel and suggest that its long-term effect is due to a small enrichment of the
dental biofilm with F.

Key words: Fluoride. Calcium Fluoride. Fluoride, Topical.
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1 INTRODUCAO

Os beneficios da aplicagao tépica profissional de fluor (ATPF) na reducéo
dos indices de carie dentaria estdo estabelecidos com base em evidéncia de
ensaios clinicos (Marinho et al., 2004). Esse efeito anticarie é associado a
reatividade do fluoreto (F) com o esmalte e a dentina, formando produtos tipo
fluoreto de calcio (“CaF2”), que funcionam como reservatorio de liberagao lenta de F
para a cavidade bucal (Tenuta et al., 2008). Os meios profissionais sdo indicados
para individuos com alta/moderada atividade de carie ou risco de desenvolver a
doenca (Ogaard et al., 1994; Vaikuntam, 2000; Seppa, 2004; ten Cate, 2013). Dentre
0s meios profissionais de uso de F, destacam-se o fluor fosfato acidulado em gel (F-
gel) e o verniz fluoretado (VF), que possuem concentragcdo de F soluvel, pH e
veiculo distintos.

No F-gel todo o F (12.300 ppm) esta disponivel para uma reagao imediata
com esmalte e dentina porque o sal fluoreto de sédio (NaF) usado € dissolvido em
agua, permitindo uma aplicacao por curto periodo de tempo, de 1 a 4 min (Calvo,
2012). Além disso, o F-gel tem pH acido, favorecendo uma reacao rapida, pois
ocorre uma dissolugdo do substrato dental com subsequente precipitacdo de
produtos do tipo “CaF,” (Brudevold, 1991). Por outro lado, no VF o pH € neutro e a
concentragcao de F (22.500 ppm) € mais alta do que no F-gel. Entretanto, o NaF do
verniz esta presente como uma suspensao em base alcodlica, na qual somente uma
pequena porcentagem do fluoreto esta solUvel para uma reacdo imediata com
esmalte (Fernandez et al., 2014). Apesar disso, o F insoluvel no verniz total é
dissolvido durante o contato com a saliva, aumentando a reatividade com o esmalte
durante o periodo em que o verniz € mantido sobre a superficie dentaria, de modo
que sua manutencao prolongada em contato com os dentes, por até 24 h, tem se
mostrado mais eficaz na reatividade do F com o esmalte, contrariando a indicagcéo
clinica de manter o VF sobre os dentes por 4-6 h (Ferndndez et al., 2014).

Apesar da diferenca em composigdo, estudos in vitro tém demonstrado
que a concentracdo de F formada no esmalte apés o uso de F-gel e VF é
semelhante (Dijkman et al., 1983; Hayacibara et al., 2004). No entanto, isso nunca
foi testado in vivo.


http://go.galegroup.com/ps/advancedSearch.do?inputFieldName%280%29=AU&prodId=AONE&userGroupName=capes&method=doSearch&inputFieldValue%280%29=%22V.C.C.+Marinho%22&searchType=AdvancedSearchForm
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Além disso, o principal efeito anticarie do F se da quando ele esta
presente no biofilme dental, para interferir com os eventos de desmineralizacao e
remineralizagao (Cury e Tenuta, 2009). Embora tenha sido demonstrado em um
modelo de estudo in situ de curta duracdo que os reservatorios de F formados no
esmalte pela ATPF sao liberados para o fluido do biofilme e interferem com o
processo de desmineralizacdo (Tenuta et al., 2008), ndo ha estudos clinicos que
tenham avaliado a concentracdo de F no biofilme dental formado sobre dentes que
receberam ATPF.

Portanto, o objetivo deste estudo foi comparar a capacidade do F-gel e VF
de formar reservatério de F no esmalte e de manter concentracdo aumentada de F

no biofilme dental em fung¢édo do tempo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mecanismo de acao do F no controle da carie

Atualmente, h4 consenso de que o efeito do F incorporado ao dente é
secundario e que o principal efeito anticarie do F ocorre quando ele estiver presente
localmente (fluido do biofilme e saliva) na sua forma livre e solivel e no momento
adequado (exposicdo a sacarose) para interferir nos eventos de des e
remineralizacdo, sendo eficaz até mesmo em baixas concentragdes (Cury e Tenuta,
2009). Isso pode ser explicado pela menor solubilidade da FA em relacdo a HA
presente na estrutura dental. Sendo um mineral menos soluvel, a FA € que tende a
se precipitar mais facilmente do que a HA em meio contendo calcio e fosfato
inorganico presentes na saliva e biofilme dental. Desta forma, quando o F estiver
presente na cavidade bucal, toda perda mineral que estiver ocorrendo sob o biofilme
dental cariogénico tendera a ser parcialmente revertida pela precipitacdo da FA no
dente, com consequente reposicao de parte dos minerais perdidos. Com isso, 0
mecanismo de acao do F no controle da carie pode ser atribuido a reducao da perda
mineral liquida pela sua capacidade de diminuir a desmineralizagdo e ativar a
remineralizacdo do esmalte e da dentina (Tenuta e Cury, 2010).

Como o principal efeito do F no controle da carie é pos-eruptivo,
qualquer meio de utilizacdo de F, para ser considerado eficaz, deve ser capaz de
fornecer e manter a concentracédo de ions F na cavidade bucal. Disponibilidade de F
no meio bucal durante todo o dia é importante; isto pode ser conseguido quando os
produtos fluoretados sdo utilizados como parte da rotina de higiene diaria (em
veiculos que contenham baixa concentracao (<1.500 ppm F-), como, por exemplo os
dentifricios fluoretados e enxaguatoérios bucais ou mesmo incorporado a agua de
abastecimento); ou alternativamente, quando o F é aplicado profissionalmente por
meio de produtos que contenham alta concentracdo (de 9.000 a 56.000 ppm F),
como 0s géis, mousses e vernizes. Esses Ultimos métodos sao particularmente
eficazes como tratamentos adicionais em individuos com indices elevados de carie,
e 0 paciente ird beneficiar-se sem a necessidade da sua utilizacao diaria (ten Cate,
2004).



16

Produtos com alta concentracéo de F para aplicacao profissional (géis e
vernizes), além de aumentarem a concentracao de F na cavidade bucal no momento
da aplicacdo, formam reservatério de fluoreto de célcio (“CaFy”), que se forma pelo
contato do F com ions calcio disponiveis na cavidade bucal.
Considerando a tematica desse trabalho, as especificidades do mecanismo de acao
dos produtos para aplicagao profissional de F serao descritos no proximo tépico.

2.2 Mecanismo de acao da aplicacao profissional de F (ATPF)

Quando um produto com alta concentracdo de F é colocado em contato
com a superficie dental, ocorre a dissolugdo das camadas mais superficiais do
esmalte, e o calcio dissolvido é precipitado sobre o dente na forma de fluoreto de
célcio (“CaF.”). Este mineral, que ndo é puro mas contaminado por fosfato e
proteinas, estd também recoberto por esses contaminantes, formando uma espécie
de capa protetora que retarda a dissolu¢cao do mineral, fazendo com que ele opere
como um agente de liberacao lenta de F (Saxegaard e Rolla, 1989).

A atuacado dindmica do “CaFy” ocorre durante desafio cariogénico em
funcao do baixo pH no biofilme dental (Rolla et al., 1993). Em pH baixo, a camada
protetora do “CaFy” é dissolvida, levando a sua exposi¢cao e solubilizagdo parcial. O
ion F liberado pode exercer seu efeito ativando a remineralizacdo dental (ten Cate,
1997).

Sendo assim, o “CaF,” age como um reservatério de F disponivel para
atuar na dindmica do processo de des-remineralizagéo, interferindo na progressao

da leséao de carie (Cury, 2001).

2.2.1 Reatividade de produtos com alta concentracao de F com o dente

Ha anos sao realizados estudos sobre a formacao de depdsitos de “CaFy”

apos a aplicacao de produtos fluoretados.
A formacgao de glébulos de “CaF,” e a precipitacdo de FA no esmalte
apds a aplicacao toépica de produtos fluoretados foi demonstrada através de raios-X
e elétron difracdo por Brudevold et al. (1967) em um estudo onde espécimes de



17

esmalte foram imersos em solucao aquosa de fluoreto de sédio (NaF) a 4% durante
um més. Concluiram que os depdésitos de “CaF,” formados apds aplicagao topica de
fluoreto conferiram protecdo 4cida ao esmalte realizado através de ataque acido com
10 N de HCI por 10 segundos. Também que a exposi¢ao prolongada em solugao
neutra de NaF aparentemente causou a dissolucdo da HA e a precipitacao na forma
de FA no esmalte.

Caslavska et al. (1975) determinaram in vitro o “CaF,” formado no
esmalte humano apds exposicao a solugdes fluoretadas. Concluiram que 1 M de
hidréxido de potassio (KOH) pode ser utilizado para a avaliagdo do “CaF,” formado a
partir de tratamentos topicos em sistemas in vitro. Os resultados dessa investigacao
mostraram que, quando misturas de “CaF,” e compostos de apatita sdo expostos a
uma solucdo fortemente alcalina (KOH 1 M), ndo ocorre dissolucdo detectavel da
apatita. “CaF,” e fluorapatita (FA) se formam pela reatividade do F em altas
concentracdes com a superficie dental nas aplicacdes profissionais de F. E provavel,
portanto, que a fragdo de F aplicado topicamente, que é mantido apo6s o tratamento
com KOH tem significancia clinica, e que o método de KOH ¢ util no rastreio de
agentes topicos que interagem com esmalte para produzir “CaF,”, como um dos
seus produtos de reacao.

Dijkman et al. (1983) estudaram a quantidade de F incorporada a blocos
de esmalte dental ap6s aplicacao de F-gel, verniz Duraphat® e Fluor Protector® e
concluiram através de bidpsias de esmalte (1, 4 e 12 semanas) e apds manterem os
blocos dentro da cavidade bucal, que o “CaF,” incorporado foi perdido em todos os
trés tratamentos a uma taxa de cerca de 20 pg/cm? durante a primeira semana,
sendo que as amostras tratadas com F-gel e Duraphat® perderam quase todo o
“CaFy” in situ durante este periodo. O estudo também mostrou que, se “CaF,”
suficiente é depositado sobre o esmalte in situ, durante um tempo suficientemente
longo, a quantidade de F no esmalte pode ser significativamente aumentada.

Saxegaard e Rolla (1989), pesquisaram, em estudo in situ, a aquisicao e
perda do “CaF.” em esmalte higido e desmineralizado e confirmaram a maior
estabilidade do composto no dente do que se pensava. Em ambos os experimentos
os voluntarios utilizaram blocos de esmalte por oito dias. Os resultados foram: 1.
Durante bochechos quantidades moderadas de F foram adquiridas pelo esmalte sem
condicionamento, mais como “CaF,” do que FA, enquanto que no esmalte

condicionado, mais F foi depositado como FA. Em esmalte condicionado houve
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também uma tendéncia para que a deposicdo de “CaF,” estabilizasse enquanto a
incorporagdo de F total continuou. E provavel que o “CaF” tenha se transformado
em FA através de remineralizacdo durante ciclagem de pH na placa que cobre o
esmalte condicionado. 2. Apés aplicagdo topica unica, o esmalte condicionado
inicialmente possuia mais “CaF;” do que o esmalte sem condicionamento, mas
também perdeu mais durante o primeiro dia de exposigao in situ. A perda de “CaFy”
ocorreu depois de 1-2 dias, em esmalte condicionado em 70% e em 40% no esmalte
sem condicionamento. Sugeriu-se que 0 aumento das quantidades de FA é
proveniente do “CaF,” no esmalte, e que este € uma fonte importante e clinicamente
significativa de ions de fluoreto no esmalte. Revelaram ainda que uma camada de
proteinas e fosfato recobre esses depdsitos de “CaFy”, os estabilizando e permitindo
uma lenta liberagcdo de F. Devido a essa velocidade de dissolucdo diminuida, a
capacidade de atuar como um reservatério de F pode ter uma duracao suficiente
para apresentar significancia clinica. Além do que, sendo o F disponivel na fase
liguida do cristal de apatita e no fluido da placa o mais importante durante o
processo de des-remineralizacao, isso enfatiza que uma liberagéo lenta do depdsito
de “CaF,” é muito importante no mecanismo cariostatico de agao do F. Aplicacdes
frequentes de F topico asseguram um depdsito constante de “CaF.” na superficie
dentaria.

Bruun e Givskov (1991) avaliaram in vitro a formagao de “CaF.” no
esmalte com e sem lesbes de carie de esmalte depois do tratamento com 2% de
NaF neutro ou Duraphat®. Lesbes de carie semelhantes foram criadas pela
exposicdo ao FFA gel (pH 4,5) em uma &rea exposta de 0,07 cm?®. A mesma area foi
usada em série (n = 10) na aplicacdo de NaF durante 1 ou 5 min, ou na aplicacdo de
Duraphat® durante 6 ou 18 h. O “CaF,” foi extraido com KOH 1 M durante 24 h, e
fluoreto foi determinado por cromatografia em fase gasosa. As aplicagcées de curto
prazo de NaF produziram apenas quantidades insignificantes de “CaF,”. Concluiram
que o tratamento convencional de 5 min com NaF produziu a mesma quantidade do
“CaF,” como quando houve a exposi¢ao ao Duraphat® por 6 ou 18 h. Uma limitacdo
deste estudo foi que a simulagdo da lavagem pela saliva que ocorre na boca néo foi
realizada.

Rélla et al. (1993) publicaram uma revisao sobre a aplicagdo tdpica de
fluoretos nos dentes, abordando novos conceitos. Nela reforcaram que o “CaFy”

parece ser o unico produto que é formado sobre o esmalte, dentina ou cemento
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durante tratamentos tépicos com flior ou o uso continuo de dentifricio fluoretado.
Relataram também na revisdo que o “CaF.,” é estavel no ambiente bucal, ao
contrario do que se acreditava anteriormente e que a atuagao dinamica desse “CaFy”
formado ocorre durante o desafio cariogénico em fungdo da queda do pH do
biofilme, onde a camada protetora do “CaF,” é dissolvida, levando a sua exposi¢ao e
solubilizagao parcial.

Nao ha consenso sobre a importancia dos procedimentos clinicos pré e
pds-aplicacao que tém sido recomendados quando da aplicagcéo profissional de F-
gel. Um fator ainda em discussdao quanto a utilizacdo do F-gel é o tempo de
aplicacdo. Segundo Cury (2001), o tempo de 4 min foi estabelecido quando das
primeiras ATPFs, por ser o periodo que a solugédo aplicada sobre o dente demorava
a secar, sendo este o tempo de aplicagédo recomendado pela ADA (American Dental
Association).

Alguns estudos ja avaliaram o efeito do tempo de aplicacdo do F-gel,
entre 1 ou 4 min, no efeito anticarie. Delbem e Cury (2002), avaliaram in vitro o efeito
do tempo de aplicagédo de géis fluoretados, neutro e acidulado, na incorporagéo de F
pelo esmalte e na resisténcia do mesmo a desmineralizagdo sob um alto desafio
cariogénico. Apesar de terem observado maior incorporacao de F ao esmalte apés 4
min de aplicacdo do F-gel acidulado, constataram que esse fato nao foi suficiente
para aumentar a resisténcia a desmineralizacdo do esmalte.

Calvo et al (2012) avaliaram o efeito do tempo de aplicacédo (4 x 1 min)
na perda mineral do esmalte de dente deciduo e permanente sob alto desafio
cariogénico in situ. Em um estudo cego, cruzado, de 14 dias, 16 voluntarios adultos
utilizaram dispositivos palatinos contendo esmalte humano permanente e deciduo.
No inicio de cada fase, os espécimes de esmalte foram submetidos a um dos
seguintes tratamentos: sem aplicacdo APF (controle negativo); FFA gel (1,23% F)
aplicacao por 1 ou 4 min. Biofilme foi naturalmente acumulado sobre os espécimes
de esmalte, com exposicéo a solucdo de sacarose a 20%, 8 vezes ao dia, simulando
uma condicdo de alto desafio cariogénico. No 15° dia de cada fase, o fluor retido
como “CaF,” e FA foi determinado sobre no esmalte e a desmineralizagao foi
avaliada por microdureza. FFA gel reduziu a desmineralizacao, em ambos os tipos
de esmalte (p< 0,05), mas a diferenca entre 1 e 4 min nao foi estatisticamente
significativa (p>0,05). “CaF,” e FA formado e retido no esmalte deciduo e
permanente foi significativamente maior nos grupos de APF gel (p<0,05), mas
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nenhuma diferencga significativa foi encontrada entre 1 e 4 min de aplicagéo (p >
0,05). Os resultados sugerem que 1 min de aplicacdo de FFA gel proporciona um
efeito semelhante na inibicdo da desmineralizagdo em relacdo a 4 min, tanto para o
esmalte permanente como para o deciduo.

Hayacibara et al. (2004) realizaram um estudo com o objetivo de
determinar, in vitro, a formagédo de "CaF," na superficie do esmalte bovino apos a
ATPF de F-gel, espuma e VF. Foi verificada a concentragéo de F do F-gel (1,23% F),
ATPF espuma (1,23% F) e VF (2,26% F). "CaF," foi determinado apds a extragao
com 1,0 M KOH e analisado por eletrodo ion-seletivo. Os dados mostraram que
todos os produtos tépicos formaram uma quantidade significativa de "CaF»," sobre a
superficie do esmalte, quando comparados com o grupo controle (p <0,05), mas a
diferenca entre eles nao foi significativa (p> 0,05). No entanto, a formacéao de "CaF,"
nao foi proporcional ao teor total de F nos produtos. Embora o VF tenha a
concentracdao mais elevada de todos os produtos e manteve-se em contato com o
dente durante 24 h, nao foi significativamente diferente do F-gel e da espuma e o
grupo mostrou uma meédia inferior de formagédo de "CaF,". Este resultado esta de
acordo com Dijkman et al. (1982) que também encontraram resultados semelhantes
para o F-gel e tratamentos com VF, relatando que Duraphat® formou menos "CaF,"
do que o esperado. Algumas caracteristicas do verniz poderiam explicar este
resultado. O NaF esta presente no Duraphat® como uma suspensao numa base
alcodlica, e ndo como uma solugcédo. Assim, pode ser esperado que apenas uma
porcentagem desprezivel de F vai estar disponivel no verniz para reagir com o
esmalte. Além disso, o verniz tem pH neutro, e o gel e espuma sao acidos. Concluiu-
se que a eficacia dos produtos para ATPF na formacdo de "CaF," esta mais
relacionada com o pH e com o veiculo utilizado do que com a concentracao de F no
produto.

Fernandez et al. (2014) testaram, in vitro, a reatividade do VF com
esmalte e a formacao de reservatorios de “CaF,” em fungdo do tempo e também
avaliaram a contribuicéo relativa do F soluvel e insoluvel do VF para formar produtos
no esmalte. O verniz com fluoreto solUvel e insolavel (concentracao total de fluoreto
de 23699 * 384 ug de F/g), ou centrifugado, contendo apenas o fluoreto soluvel
(concentragédo de F de 258 = 97 mg F/g), foram aplicados sobre blocos de esmalte,
imersos em saliva artificial. Reservatérios de “CaF,” formados no esmalte por

aplicacdo de VF foram extraidos com 1 M KOH e a concentragdo de F foi medida
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com eletrodo especifico. O verniz total formou significativamente uma maior
concentracdo de F no esmalte do que o verniz centrifugado, com maxima
concentragdo em 24 h (22,0 + 45 g F/cm?). O verniz centrifugado alcancou
concentragdo maxima em 6 h (3,20 + 0,81 mg F/cm?). Os achados desse estudo
mostraram que a reacado do Duraphat® com o esmalte é tempo-dependente e que F
insolavel na féormula desempenha um importante papel no processo. A maior
concentragéo de F formado no esmalte pelo verniz total e entdo pelo centrifugado
podem ser atribuidas a dissolu¢cdo de particulas de NaF insoluvel presentes na
matriz do verniz e no aumento da concentracdo de F livre na superficie verniz-
esmalte, mas nao no F liberado na saliva. A relacao entre a concentragdo de "CaFy”
e o0 tempo que o verniz é retido nas superficies dentais e a cinética da formacao de
“CaF,” em funcao do tempo de retencdo do verniz devem ser testadas, in vivo, em
relacdo aos seus efeitos na desmineralizacdo em esmalte e dentina, dando
condicées a uma remocao posterior. O estudo mostrou que o F insolavel no verniz
total € uma importante fonte de F que sera dissolvida durante a exposi¢ao intraoral,
aumentando a reatividade do F com o esmalte ao passar do tempo. Isso sugere que
a retencdo aumentada do verniz aplicado em superficies dentais pode melhorar o
efeito anticarie do Duraphat®.

Falcao et al. (2016) testaram o efeito de bochechos com NaF 0,05%
duas vezes por dia sobre a retencdo do "CaF," formado no esmalte e dentina apds
ATPF de F-gel. O "CaFy" formado nas superficies dentarias apdés ATPF é instavel no
meio bucal, mas espera-se que ele possa ser retido por mais tempo com o uso diario
de um enxaguatério bucal NaF. Nesse estudo, o "CaF," formado no esmalte/dentina
pela ATPF diminuiu significativamente apds exposicao a saliva artificial e o bochecho
com NaF 0,05% foi ineficaz para evitar esta reducédo. Estas descobertas sugerem
que a combinacao de F-gel e NaF 0,05% nao é clinicamente relevante. Os autores
concluiram que o tratamento com NaF 0,05% duas vezes por dia ndo impede a
dissolucéo oral do "CaF," formado no esmalte ou dentina ap6s ATPF.

Dall Agnol (2016) avaliou clinicamente o efeito do tempo de manutengéo
do VF aplicado na reatividade do fluoreto com o esmalte e sua liberagdo para o
biofilme dental. Cinquenta e um voluntérios foram distribuidos em 3 grupos, grupo I:
controle (sem aplicacédo de VF); grupos Il e lll: aplicacdo de VF e remogao apds 4 e
24 h, respectivamente. Todos os voluntarios dos grupos Il e Il tiveram uma fina
camada de VF (Duraphat®) aplicada sobre os dentes, suspenderam a escovacao
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por 4 h (grupo Il) ou por 24 h (grupo lll) e depois de decorridos os respectivos
tempos retornaram para remocao do verniz. Amostras de esmalte para analise do F
foram obtidas por meio de bidpsia acida (antes, imediatamente apos 4 ou 24 h da
aplicagéo do VF e apoés 7 e 28 dias). O biofilme foi coletado (antes e apés 3, 7 e 28
dias a aplicagdo de VF) para analise do F nos sélidos e no fluido. A concentragéo de
F no esmalte e no biofilme foi determinada por meio de eletrodo ion-especifico para
F. Foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa para a concentragéao
de F no esmalte entre os grupos controle e VF 4 e 24 h apds a aplicagdo do VF e o
maior valor foi encontrado quando o VF foi mantido por 24 h (p <0,05). Os resultados
confirmaram in vivo que a retencao prolongada de verniz sobre superficies dentarias

aumenta a reatividade do F com o esmalte.

2.2.2 Efeito anticarie da ATPF

Marinho et al. (2002) fizeram uma revisao sistematica da literatura, com
meta-analise, para avaliar o efeito do F-gel na prevencao de carie em criancas e
adolescentes. Foram incluidos 25 estudos envolvendo 7.747 criangas, sendo que 23
contribuiram com os dados para as andlises feitas na revisdo. Esses estudos
mostraram aproximadamente 28% de reducdo na incidéncia de lesdes cariosas,
concluindo que a aplicacdo de F-gel foi eficaz na reducdo de carie dentéria na
denticdo permanente. Para os 23 estudos que contribuiram com dados de meta-
analise, houve heterogeneidade, confirmada estatisticamente (p < 0,0001). Ha
evidéncia do efeito do F-gel na inibicdo da carie. Nao ha muita informacéo sobre
efeitos adversos ou a aceitabilidade do tratamento na denticdo decidua.

Marinho et al. (2004) realizaram nova revisdo de literatura comparando a
efetividade das formas de aplicagao tépica de fluoretos usadas para prevencao de
carie dentaria em criangas. Foram selecionados ensaios clinicos aleatorizados e
cegos em criancas até 16 anos, com duracao de pelo menos um ano, que
compararam vernizes, géis, enxaguatorios e dentifricios fluoretados. Quinze estudos
contribuiram para as avaliagbes. A eficacia dos dentifricios fluoretados nao foi
estatisticamente diferente da dos géis e enxaguatérios, e em um Unico estudo, onde
foi comparado dentifricio com verniz, verniz com gel e gel com enxaguatério, os

resultados foram inconclusivos. Em relacdo a prevencao da carie dentaria, os
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dentifricios fluoretados e enxaguatorios parecem ter efeitos similares. Nao ficou claro
se os vernizes fluoretados sdo mais efetivos que os enxaguatérios. Além disso, as
evidéncias em relacdo a diferenca de efetividade entre vernizes e géis, e entre
enxaguatorios e geéis, quando comparados entre si, foram inconclusivas.

Em relagcédo ao efeito anticarie do VF, Marinho et al. (2013) atualizaram a
primeira revisdo Cochrane sobre vernizes fluoretados usados na prevencao da carie
dentaria em criancas e adolescentes, publicada pela primeira vez em 2002.
Selecionaram e analisaram ensaios clinicos aleatorizados, cegos, que compararam
VF ao verniz placebo, ou controle, em criancas até 16 anos, com acompanhamento
de pelo menos um ano. Foram incluidos 22 estudos envolvendo 12.455 criancas
(9.595 utilizadas nas analises). Sendo que 13 estudos contribuiram com os dados
para as analises realizadas na revisdo, mostrando aproximadamente 43% de
reducdo na incidéncia de lesbGes cariosas na denticido permanente, através da
avaliacao do indice CPOS (superficies cariadas, perdidas e obturadas). Dez estudos
contribuiram com os dados para as andlises realizadas na denticdo decidua, sendo
que esta teve uma média de redugdo de 37%. As conclusbes desta reviséo
atualizada permanecem as mesmas que aquelas que foram publicadas pela primeira
vez. A aplicacdo de VF duas vezes por ano foi eficaz na reducao de carie dentaria
na denticado permanente e decidua.

A eficacia das aplicagdes dos produtos usados para ATPF foram
estabelecidas em estudos clinicos, incluindo o estudo de Ogaard et al. (1984), os
quais investigaram o mecanismo do efeito anticarie, avaliando a retengéo do “CaFy”
e FA no esmalte higido e desmineralizado in vivo ap6s duas semanas da aplicacao
de um verniz contendo 5% de NaF (Duraphat®). A desmineralizagdo do esmalte foi
realizada por quatro semanas antes da aplicagdo F em pré-molares que seriam
extraidos. Um dente de cada par foi extraido como controle. O verniz foi aplicado na
superficie vestibular do dente remanescente. No controle, apés as quatro semanas,
um dente de cada par foi removido como controle. Os outros foram extraidos duas
semanas apods, depois de um tratamento com Duraphat®. A avaliacdo pelo MEV
mostrou que trés camadas consecutivas de esmalte sofreram desmineralizagao.
Uma significante adsor¢do de F foi encontrada na primeira e segunda camada de
esmalte sadio e nas trés camadas do esmalte desmineralizado. Uma maior
quantidade de F foi encontrada no esmalte desmineralizado e uma alta propor¢ao

desse F foi encontrada na forma insoluvel alcalina, comparada com o F do esmalte
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sadio. O padrdo de desmineralizacao diferiu dentro da &rea atacada. Os autores
sugeriram que a variagcdo no padrdo de desmineralizagcdo pode ser devido as
diferengas na orientagéo dos cristais e a morfologia superficial original.

Holmen et al. (1986) também avaliaram, in vivo, o efeito da aplicacao de
VF (Duraphat®) sob carie produzida experimentalmente. Apds quatro semanas de
desafio cariogénico, um dente de cada par foi extraido para controle e o homélogo
recebeu uma aplicagdo do VF e permaneceram com o desafio cariogénico por mais
duas semanas, antes de serem extraidos. Os dentes controle mostraram
caracteristicas classicas de lesdes incipientes sub-superficiais ativas. As lesdes
tratadas com Duraphat® mostraram um aumento na porosidade da superficie em
relacdo ao controle, enquanto a porosidade sub-superficial foi acentuadamente
reduzida. Quando examinadas no MEV, a superficie correspondente apareceu lisa
com um nivelamento das irregularidades superficiais originais. A aplicacdo de
Duraphat® antes do reestabelecimento do desafio cariogénico aparentemente
aumentou a redistribuicdo dos minerais nas lesdes ativas de céries iniciais.

Estudos clinicos comparando o F-gel e o VF quanto a eficacia das
aplicacoes foram realizados. No estudo de Shobba et al. (1987) feito com criancas
em Manipal, na india, ambos procedimentos (VF e F-gel) reduziram caries
significativamente (30 - 50%), sendo que o Duraphat® foi mais efetivo quando
mensurado a nivel superficial, e ndo a nivel dental. Compararam os dois métodos
com um grupo controle recebendo aplicagdes de produtos nao fluoretados, houve
uma tendéncia para maiores reducdes cariosas frente ao uso de Duraphat®, mas a
diferenca foi estatisticamente significante somente quando mensurada na superficie
dental.

Seppa, Lanpsen e Housen (1995) também compararam o efeito anticarie
do VF e F-gel em um experimento clinico. Um total de 254 criangcas com idades
entre 12-13 anos com significantes experiéncias anteriores de carie foram divididas
aleatoriamente em dois grupos. Os participantes receberam aplicacbes semestrais
tanto de VF como de F-gel por trés anos. Durante o estudo, a média ( £ SD) total de
incrementos DMFS do grupo que recebeu VF e do grupo que recebeu F-gel foram
de 6,8 £ 5,6 e 7,7 £ 6,4, respectivamente, quando as caries iniciais foram incluidas,
e 3,1+ 3,7 e 3,6 £ 4,6, quando as caries iniciais foram excluidas. A diferenga foi mais
evidente nas superficies proximais (verniz: 1,4 £ 2,4; gel: 1,9 = 3,1). No entanto,
essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. Embora estudos maiores sejam
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necessarios para conclusdes definitivas sobre o efeito comparativo dos dois métodos
de aplicacao de F, os resultados sugerem que o VF é tao eficaz quanto o F-gel, pelo
menos no que diz respeito a prevengéo de caries proximais. Por razdes éticas, nao
foi possivel incluir um grupo controle neste estudo, e assim, este estudo nao fornece
informacdes sobre o real efeito preventivo contra carie dos métodos.

Ogaard et al. (1996) avaliaram o desenvolvimento e a progressdo de
lesbes de carie induzidas, in vivo, com ou sem aplicacdo de VF (Duraphat®), em
esmalte higido e cariado. A parte do estudo relativa ao desenvolvimento de carie foi
composta por seis pares de pré-molares, sendo que um dente de cada par recebeu,
no inicio, uma aplicagdo de Duraphat®. O contralateral serviu como controle e os
dentes foram extraidos apds quatro semanas. A parte do estudo relativa a
progressao da lesdo de carie foi composta por quatro pares de pré-molares, que
também foram bandados. Apds quatro semanas sem tratamento, um pré-molar de
cada par foi extraido (controle). Os contralaterais receberam uma aplicacdo de
Duraphat® e foram extraidos ap6s duas semanas. A perda mineral e as mudancgas
estruturais foram avaliadas através de microrradiografia quantitativa e microscopio
de varredura a laser, as imagens ao microscépio estavam de acordo com as
mensurag¢des em microrradiografia. O tratamento com Duraphat® em esmalte higido
reduziu a profundidade de lesdo perto de 48% quando comparado com O Qgrupo
controle. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo tratado e
controle quanto aos valores de perda mineral. Com relacdo a progresséao da lesao,
nao houve diferenca significativa quanto a profundidade das lesées ou perda mineral
entre os dentes nao tratados e extraidos apdés quatro semanas e 0s dentes com
lesbes tratados com F e extraidos apds duas semanas adicionais.

Alguns estudos in situ também avaliaram o efeito anticarie da ATPF,
buscando elucidar seus mecanismos. O estudo de Calvo et al., 2012, citado acima,
indicou que a aplicacao de F-gel por 1 ou 4 min resulta no mesmo efeito anticarie.
Em outro estudo in situ (Tenuta et al., 2008), utilizando um modelo de estudo de
curta duracdo, com uma placa teste produzida artificialmente, a relagdo entre a
concentracdo de “CaF.”, sua dissolugao liberando F para o fluido do biofilme dental e
a reducao da desmineralizacdo do esmalte foi estudada. Blocos de esmalte bovino
foram previamente tratados com uma solugcdo nado fluoretada (grupo controle
negativo) ou uma solucdo de NaF 0,5 M (pH 3,5). Voluntarios utilizaram um

dispositivo palatino com oito blocos de esmalte, cobertos por uma placa teste de S.
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mutans. A liberagédo de F para o fluido da placa teste a partir da dissolugéo do “CaF”
foi determinada apds 30 min de uso do dispositivo, quando a placa teste em contato
com dois blocos de cada tratamento foi coletada. Os blocos restantes foram
submetidos a um desafio cariogénico, e apds 45 min a placa teste e os blocos foram
coletados para analises. Os autores concluiram que o efeito anticarie da ATPF deve
ser atribuido a liberacdo de F dos reservatorios de “CaF,” do esmalte para o fluido
do biofilme, pois foi encontrada uma alta correlagéo entre a concentragao de “CaFy”
no esmalte e a concentracdo de F no fluido da placa teste antes do desafio
cariogénico. A perda mineral apresentou uma correlagdo negativa com a

concentracéo de “CaF,” no esmalte e a concentracao de F no fluido da placa teste.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi comparar a capacidade do F-gel e VF de
formar reservatorio de F no esmalte e de manter concentracdo aumentada de F no

biofilme dental em fun¢ao do tempo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Delineamento Experimental

Este estudo é parte de um ensaio clinico randomizado (Clinical Trials #
NCT02486458) sobre o efeito da ATPF na concentragdo de F no biofilme dental, e
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (UNICAMP), protocolo 031/2014 (anexo 1). No presente estudo, o
potencial anticarie do F-gel e VF foi estudado. Foi realizado um estudo in vivo,
aleatorizado, controlado e cego (andlises laboratoriais). Voluntarios considerados
formadores rapidos de placa (n = 51), ou seja, aqueles que, apds 24 h sem
escovagao dentaria, apresentaram moderado e/ou abundante acumulo de depdsitos
moles visualizado a olho nu, foram randomizados e aleatoriamente distribuidos a
cada um dos trés grupos experimentais: (GC) grupo controle negativo, que nao
recebeu nenhum tratamento; (F-gel) grupo fluor gel, que recebeu uma aplicacao de
flaor fosfato acidulado gel por 4 min; (VF) grupo verniz fluoretado, que recebeu uma
aplicagdo de verniz fluoretado 5% mantido na superficie dental por 24 h. A
concentracdo de F no esmalte foi determinada por microbiépsia antes,
imediatamente apds a remocao dos tratamentos, e apos 7 e 28 dias. O biofilme
dental acumulado durante 24 h foi coletado antes, 3, 7, 14 e 28 dias apds a
aplicacdo dos tratamentos. A concentracdo de F no fluido e sélido do biofilme foi
determinada. A concentracdo de F no esmalte e biofilme foram comparados por
Anadlise de Variancia a dois critérios, considerando os fatores tratamento e tempo,

com nivel de significancia de 5%.

4.2 Recrutamento, selecao dos voluntarios e distribuicao nos grupos

experimentais

Cento e cinquenta voluntarios jovens, entre estudantes de Odontologia e
Medicina da Unochapecd, Brasil, foram convidados a participar do estudo. Desses,
foram recrutados 132 voluntarios, os quais preencheram os critérios de inclusao e
exclusao e assinaram termo de consentimento. Foram excluidos gestantes, usuarios

de medicamentos com potencial de interacdo com o estudo (causadores de
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xerostomia), portadores doencas crbnicas, fumantes e usuarios de aparelhos
ortodénticos ou proéteses dentarias. Foram selecionados aqueles sem evidéncias de
carie ativa ou doencga periodontal, com pelo menos cinco dentes presentes em cada
hemi-arco; e quatro incisivos superiores higidos. Entre estes voluntarios, foram
selecionados apenas os formadores rapidos de placa, ou seja, 0s que apresentaram
moderado e/ou abundante acumulo de depdsitos moles visualizado a olho nu, de
acordo com o indice (plaque index system) proposto por Silness e Loe (1964) (figura
1). Apbés a selegdo, 51 voluntarios foram divididos aleatoriamente e

proporcionalmente em trés grupos experimentais (n=17).

Figura 1 - Determinagao da velocidade de formagao de placa no

grupo pré - amostral (indice proposto por Silness e Loe (1964))
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*Voluntarios com IPB 3 ou 4 foram classificados com formadores rapidos de placa

Para determinacdo do IPB (indice de placa bacteriana), foi utilizado o
indice proposto por Silness e Loe (1964), como segue:
Grau 1: Nao ha placa na area gengival da superficie dental quando se passa uma
sonda exploradora;
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Grau 2: Ha um filme de placa aderido a margem gengival livre. A placa somente
pode ser reconhecida passando-se uma sonda exploradora sobre a superficie do
dente (n&o é visivel a olho nu);

Grau 3: Ha um moderado acumulo de depdsitos moles dentro do sulco gengival e/ou
superficie dental adjacente (que pode ser visualizado a olho nu);

Grau 4: Ha abundante acumulo de depésitos moles dentro do sulco gengival, na

margem gengival e/ou na superficie dental adjacente.

A distribuicdo dos voluntarios nos grupos experimentais ocorreu de
maneira aleatorizada porém estratificada, levando em consideracao a concentracao
de F no fluido do biofilme. Para isso, foi efetuada uma coleta do biofilme dos
voluntarios apos utilizarem exclusivamente dentifricio sem F durante trés dias. A
coleta foi efetuada no inicio da manha, em jejum. A escovacao foi suspensa um dia
antes da coleta e nessas 24 h os voluntarios utilizaram goma de mascar agucarada
(3 x/ 24 h) para equalizar os niveis de sacarose.

A concentragdo de F no fluido do biofilme foi determinada e utilizada
para ordenar os individuos de acordo com a concentracdo de F (do menor para o
maior). Entdo, em ordem, um sorteio foi feito para distribuir os voluntarios nos trés
grupos experimentais, totalizando um tamanho amostral de 51 voluntarios.

Individuos que se retiraram do estudo pos-randomizagéao néo foram substituidos.

4.3. Etapa Clinica

A fase clinica teve 31 dias de duragéo (figura 2). Durante o experimento
os voluntarios utilizaram dentifricio sem F e foram instruidos a nao usar
enxaguatorios ou outros produtos de higiene bucal com F. Apds 72 h de utilizagao
do dentifricio ndo fluoretado, os dentes de todos os voluntarios foram
profissionalmente limpos e secos. Entdo, nos grupos F-gel e VF, os tratamentos
foram aplicados. Os voluntarios do grupo VF foram instruidos a evitar mastigar
alimentos duros e ndo escovar os dentes por 24 h, quando retornaram para remocao
do VF.

Foram obtidas amostras de esmalte dos dentes por meio de bidpsia acida

(antes, imediatamente apds os 4 min da aplicacdo do F-gel, imediatamente apds as
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24 h da aplicagéo do VF e apds 7 e 28 dias). Além disso, biofilme acumulado sobre
todos os dentes, exceto dos incisivos inferiores, foi coletado (antes e ap6s 3, 7,14 e
28 dias da aplicagdo dos tratamentos). Previamente a cada coleta de biofilme, os
voluntarios suspenderam a escovag¢do com 24 h de antecedéncia e utilizaram goma
de mascar agucarada (3 x / 24 h) para padronizar a exposi¢cao a sacarose durante a
formacao do biofilme dental, ja que este é um fator que interfere na concentracéao de
F no biofilme dental (Cury et al., 1997; 2000). As coletas foram efetuadas no inicio
da manha, em jejum. As amostras de esmalte e biofilme foram analisadas para
investigar as varidveis de resposta, que foram: concentracdo de F no biofilme

(umol/g proteina (sélidos) e uM (fluido)) e concentracdo de F no esmalte (ug/cm?).

Figura 2 - Fluxograma da sumarizagao dos procedimentos metodolégicos
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4.3.1 Aplicacéao do F-gel e do VF

Previamente a aplicacdo do F-gel e VF, foi efetuada profilaxia dental em
todas as superficies dentarias dos voluntarios. Os dentes foram lavados com jatos
de agua e posteriormente secos com jatos de ar. Uma amostra de esmalte foi obtida
a partir de um dos incisivos centrais superiores utilizando a técnica de microbiopsia
(ver abaixo).

Fldor gel (fluor fosfato acidulado, 1,23% de flior, DFL® - Lote N°
14091446) foi aplicado sob isolamento relativo com rolos de algodao em ambas as
arcadas dentarias, com a utilizacdo de hastes flexiveis com pontas de algodao
(Cotonetes®, Johnson & Johnson). Ap6s 4 min, o excesso de F-gel foi removido com
gaze e solicitado aos voluntarios que eliminassem o restante na cuspideira.

O verniz fluoretado (verniz de NaF a 5% (Duraphat®, Colgate-Palmolive
Co., New York - Lote N °. 051302)) foi aplicado sob isolamento relativo com rolos de
algodao em ambas as arcadas dentarias com a utilizacdo de hastes flexiveis com
pontas de algodao (Cotonetes®, Johnson & Johnson). Os voluntarios desse grupo
foram instruidos a evitar mastigar alimentos duros ou abrasivos e suspender a
escovacao dos dentes até o seu retorno, 24 h para a remocao completa do verniz.
Ao retorno, o verniz foi totalmente removido por meio de escovacao supervisionada,
complementada por raspagem cuidadosa com curetas de pontas plasticas
(IMPLACARE®, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA), quando necessario.

4.4 Microbdpsia do esmalte para determinacao de fluor

4.4.1 Coletas de esmalte

As amostras de esmalte para determinacédo de F foram feitas usando a
técnica de microbiopsia &cida (Brudevold et al., 1975, modificada por Rosalen, 1991)
adaptada para o presente estudo. A bidpsia realizada antes da aplicagdo do verniz
ocorreu na distal do dente 11 e imediatamente ap6s a remocao do verniz na mesial
desse mesmo dente. As bidpsias realizadas apo6s 7 e 28 dias da aplica¢do do verniz
foram feitas na mesial e distal do dente 21, respectivamente (figura 3).

Resumidamente, foi efetuado isolamento relativo com rolos de algodao e os incisivos
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superiores foram cuidadosamente limpos com jatos de agua e um disco de algodao
embebido em acetona. Os dentes foram secos e uma fita adesiva (Scotch Magic
Tape, 3M, Minnesota, EUA) com uma perfuracao de 2 mm de diametro foi fixada, de
modo a deixar exposta apenas uma regido de formato circular regular com area de
3,14 mmZ. Cinco microlitros de uma solugdo de HCI 1,6 M preparada em 70% (v / V)
de glicerol foi aplicada a area delimitada com uma pipeta e agitada (por movimentos
de pipeta) durante 30 segundos. Depois disso, a solucéo foi coletada com a pipeta e
transferida para um tubo de microcentrifuga contendo 100 pL de agua purificada e
100 pL de TISAB Il (figura 4 A, B, C e D). Cinco microlitros de TISAB Il foram
aplicados em seguida sob a area da biépsia e agitado durante 15 segundos, para a
neutralizagdo da area. O volume foi coletado com a pipeta e também transferido
para o tubo de microcentrifuga. Este ultimo procedimento foi repetido mais uma vez.

Foram efetuadas quatro coletas em cada voluntario.

Figura 3 — sequéncia das regides onde as coletas foram realizadas nos incisivos centrais

superiores
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Figura 4 - Técnica da microbiépsia 4cida para determinacéo de F; A - Secagem
dos dentes com jatos de ar; B - Fita adesiva fixada expondo a &rea onde seria
realizada a microbidpsia; C - Aplicagao da solugéo; D -Transferéncia do volume
coletado para um tubo de microcentrifuga

4.4.2 Determinacado da concentragao de F

A concentracao de F das amostras foi determinada em duplicata por um
eletrodo combinado especifico para F (Orion 96-06; Thermo Scientific, EUA),
associado a um potencidmetro (Orion EA-940; Thermo Scientific, EUA). O eletrodo
foi previamente calibrado (R= 0,99988) com seis solugbes padrao de F, em
concentragdes de 0,05, 0,10, 0,20, 0,40, 0,80, 1,00 e 2,00 ppm. As andlises foram
efetuadas de maneira cega em cada amostra de bidpsia &acida.

Foi realizada a dosagem de fosforo inorganico (Pi) para verificar a
espessura da camada de esmalte removida durante a bidpsia, calculada com base
na concentracdo de Pi nas amostras de esmalte (estimada em 17,4% para o
esmalte) (Lazzari, 1976), foi utilizado o método colorimétrico. Para isso, usou-se o
reagente verde de malaquita (Hess e Derr, 1975, Vogel et al., 1983) em microplacas
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de 96 pocos e a absorbéancia foi lida a 650 nm em espectrofotémetro (Multiskan
Spectrum, Thermo Scientific, EUA) previamente calibrado com blanks e padrbes
contendo 0,032, 0,08, 0,16, 0,24 e 0,32 mM de fésforo.

4.5 Coleta do biofilme para determinacao de fluor

4 5.1 Coleta do biofilme

Para a coleta, foram preparados conjuntos (kits) compostos por um tubo
para microcentrifuga com orificio central, uma ponteira de pipeta de 10 pl modificada
contendo 6leo mineral e uma espétula de plastico para coleta de biofilme, adaptada
a partir de ponteiras de 200 pL (figura 5).

A ponteira de pipeta de 10 pul foi modificada através da obstrucao da sua
extremidade pela fusdo do material submetido ao calor e nela foi adicionado cerca
de 8 pul de 6leo mineral. A ponteira de pipeta modificada com o 6leo mineral foi
acondicionada em um tubo de centrifuga de 1,5 ml adaptado. A adaptacao consistiu
na elaboracao de um orificio na tampa de maneira que a ponteira de pipeta pudesse
ser encaixada perfeitamente no seu interior.

O biofilme dental foi coletado utilizando as espéatulas adaptadas para
permitir uma raspagem completa das superficies vestibulares dos dentes bem como
das areas interproximais (figura 6), exceto incisivos inferiores. Os biofilmes coletados
com tais espatulas foram entdo imediatamente transferidos para o éleo mineral
(figura 7A e B), para evitar a evaporacgao do liquido (Vogel et al., 1997; Tenuta et al.,
2006). A transferéncia para o 6leo foi realizada logo que uma quantidade razoavel
de biofilme foi coletado na espatula (isto é, o biofiime coletado de um ou dois
dentes), para reduzir a possibilidade de secagem de biofilme. O biofilme foi entéo
centrifugado durante 5 min, a 21000 x g, 4°C (Tenuta et al., 2006) para separar 0
fluido do estroma (figura 8). O fluido do biofilme foi coletado com uma micropipeta de
vidro, sob microscopio, e transferido para novo tubo preenchido com 6leo mineral
(figura 9). Neste tubo, o liquido foi transportado para a Faculdade de Odontologia de
Piracicaba para a determinacao da concentracao de F (figura 10A, B e C)

Ap6s a remocdo do fluido, o remanescente sélido do biofilme foi
congelado (-20 ° C).



Figura 5 - Kits utilizados para a coleta do biofilme

Figura 6 - Coleta do biofilme dental
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Figura 7 - Transferéncia do biofilme coletado; A - Transferéncia com a espatula 3 s
para o tubo de microcentrifuga com éleo mineral; B - Biofilme imerso no 6leo mineral

Figura 8 - Fluido e estroma Figura 9 - Fluido do biofilme
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Figura 10A, B e C - ldentificacdo e armazenamento das amostras
de fluido e estroma do biofilme coletado para serem transportadas
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4.5.2 Determinacao da concentracao de F no fluido do biofilme

A concentracao de F foi determinada em triplicata usando um eletrodo
invertido seletivo para o ion F (Orion 94-09, Thermo Scientific, EUA), adaptado para
microanalise (Vogel et al., 1997) (figura 11). Resumidamente, utilizando um
microscopio, as amostras de fluido do biofilme foram tamponadas com TISAB Il
(Orion) sobre a superficie do eletrodo, em 6leo mineral, para evitar a evaporagédo do
liquido. Cada gota de amostra foi tocada com um eletrodo de microreferéncia,
montado em um micromanipulador, e os resultados registados em mV num
programa de computador (Plot1, Paffenbarger Research Center), a partir de um
eletrometro de alta impedancia (FD223, WPI Instruments, EUA). A concentracdo de

flior nas amostras foi determinada em relacdo a padrdes de F com concentracao
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conhecida, pré-diluidos com TISAB Ill. Tenuta et al., 2006). A concentracao de F no

fluido foi expressa em pmol/l.

Figura 11 - Determinacao da concentracao de F

4.5.3. Determinacao da concentracao de F na porcao sélida do biofilme

4.5.3.1. Extracao acida dos reservatérios de F na porcao sélida do biofilme

As amostras foram descongeladas e a porcao solida do biofilme
transferida para tubos de microcentrifuga contendo 150 pl de HCI 0,5 M. A extracao
do F do sélido do biofilme foi realizada durante 3 h, sob agitacdo, a temperatura
ambiente (Cury et al., 1997). O extrato &cido foi recolhido para determinagdo da
concentracao de F.

A concentracdo de F nas amostras de extrato acido foi determinada da
mesma forma que descrito para o fluido do biofilme, porém as amostras foram
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previamente neutralizadas com NaOH a 2,5 M e TISAB Ill. Os padrées de F para
esta andlise também foram preparados contendo HCI, NaOH e TISAB lll, nas
mesmas propor¢des das amostras.

Para determinacdo da biomassa do biofilme, para expressar
concentracdo de F em funcdo da quantidade de porcdo sélida de biofilme, a
determinacao da concentracao de proteinas totais foi realizada. Para isso, o biofilme
remanescente apds a extracado acida do F foi tratado com 200 pl de NaOH 1 M e
vortexado até a mistura tornar-se homogénea. Em seguida, a amostra foi incubada
por 15 min sob agitacdo (100 °C/ 750 rpm) em um termoreator programavel/ dry
block (ThermoStat plus 5352; Eppendorf, Hamburg, Germany). Posteriormente a
suspensao foi centrifugada durante 3 min (10.000 x g, a 4°C) e o sobrenadante foi
coletado e congelado para posterior analise das proteinas totais.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de
Lowry (Lowry et al., 1951). O teor proteico do extrato alcalino foi determinado
utilizando um kit de analise de proteinas (Total protein kit-TPO3001KT, Sigma
Aldrich, MO, USA). A analise foi realizada em microplacas de 96 pocos e a
absorbancia foi lida a 750 nm em espectrofotémetro (Multiskan Spectrum, Thermo
Scientific, EUA) previamente calibrado com blanks e padrdes contendo 150, 200,
250 e 300 pg de proteina. Ao final, a concentracao de F na porcao sélida do biofilme

foi expressa em pmol/g proteinas.

Analise estatistica

Dados da concentracdo de F no esmalte, no fluido e sélido do biofilme
foram analisados utilizando Analise de Variancia a 2 critérios, considerando
tratamento e tempo como fatores. As pressuposicoes de equidade de variancias e
distribuicdo normal dos erros foram testadas considerando-se as varidveis de
resposta e os dados que nao satisfizeram estes pressupostos foram transformados.
As transformagbes sao descritas nas tabelas de resultados. SAS versao 9.4 foi
utilizado para a andlise final, com o nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Completaram o estudo 45 dos 51 voluntarios randomizados. Um
individuo iniciou o tratamento ortodéntico apds a triagem e, portanto foi excluido do
estudo e 5 individuos desistiram do estudo (retiraram o consentimento). Os seis
voluntarios que nao concluiram o estudo foram excluidos das analises. No entanto,
como o abandono ocorreu antes do inicio dos tratamentos, isto ndo afetou os
resultados. As analises foram realizadas utilizando um tamanho amostral de 45.

A Tabela 1 apresenta os resultados da concentracédo de F no esmalte. A
camada de esmalte removida pelo procedimento de bidpsia foi de cerca de
0,63+0,12 um, sem diferenga entre tempos ou tratamentos. Foi encontrada uma
interacdo significativa entre os fatores tratamento e tempo (p<0,05). Nao foi
observada diferenca significativa entre os 3 grupos de tratamento no inicio do
estudo, aos 7 e 28 dias (p>0,05). No entanto, imediatamente apo6s a aplicagdo de
verniz ou de gel, concentragdo de F significativamente mais elevada foi encontrada
nestes grupos, quando comparado com o grupo controle (p<0,05). Além disso,
nesse momento, os grupos F-gel e VF nao diferiram entre si (p>0,05).

Considerando-se o efeito do tempo na concentragéo de F no esmalte, ndo
foi observada nenhuma diferenca significativa no grupo controle, entre os diferentes
tempos de coleta (p>0,05). No grupo F-gel, concentragcdo de F significativamente
mais elevada foi encontrada no esmalte imediatamente apés a aplicacao (p <0,05),
mas apés 7 e 28 dias, nao foi encontrada diferenca no que diz respeito aos valores
do baseline (p>0,05). No grupo VF, a mais elevada concentracdo de F em esmalte
foi encontrada imediatamente apdés a aplicacdo (p<0,05), e apds 7 dias, a
concentracao foi ainda mais elevada do que o baseline (p<0,05).

A concentragédo de F no biofilme é apresentada nas tabelas 2 e 3. Nao
foi encontrada interacdo entre os fatores tempo e tratamento nas concentracées de
F no fluido ou sélidos (p>0,05). No fluido, a Unica significAncia encontrada foi um
aumento na concentracdo de F aos 14 e 28 dias, quando comparados ao baseline,
mas nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos. Na porcao
sélida, foi encontrado um efeito significativo de tratamento, com o grupo F-gel
apresentando uma concentracdo de F mais elevada do que o grupo controle
(p<0,05), mas nenhum efeito significativo de tempo foi encontrado (p>0,05).
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Tabela 1. Concentragédo de F no esmalte (ug F/cm?2), de acordo com os tratamentos e
tempos de coleta (media = DP, n*)

Tratamento Tempo de coleta

Baseline tratamento 7 dias 28 dias
Controle 0,59 £0,26 (16) aA 0,59 + 0,26 (16) aA 0,61 £ 0,26 (16) aA 0,53 £ 0,17 (16) aA
F- gel 0,71 +£0,24 (14)aA 2,27 +0,49(14)bB 0,70 £0,29 (14) aA 0,64 +0,25 (14) aA

Verniz 0,38 +0,13 (15)aA 1,83+0,46 (15bB 0,77 £0,19 (15)cA 0,54 £ 0,11 (15) acA

n* Valores diferentes de n representam amostras perdidas ou com volume insuficiente para
andlise. Letras minusculas distintas representam diferengas entre os tempos de coleta;
letras mailsculas distintas representam diferencas entre os tratamentos (p<0,05). Para
andlise estatistica, os dados foram transformados a raiz quadrada. * Andlise feita uma Unica
vez (baseline = pds-tratamento)

Tabela 2. Concentracao de F no fluido do biofilme (uM), de acordo com os tratamentos e
tempos de coleta (media £ DP, n*)

Tempo de coleta

Tratamento

Baseline a 3 dias ab 7 dias ab 14 dias b 28 dias b
Controle  6,1+47(16) 64+25(15 6,9+3,2(14) 7,2+3,6(16) 7,7 £3,5 (15)
F- gel 54+15(14) 7,3+3,1(14) 7,6 3,9 (10) 7,3+£2,9 (13) 8,9+3,6 (14)
Verniz 6,5+4,4 (15) 6,9 +1,8 (15 6,6 +2,1 (8) 7,0+1,2(15) 7,8+3,9 (14)

n* Valores diferentes de n representam amostras perdidas ou com volume insuficiente para
andlise. Nao houve diferencga significativa entre os tratamentos (p>0,05). Letras minusculas
distintas ao lado dos tempos de coleta representam diferencas significativas entre esses
tempos (p<0,05). Para analise estatistica, os dados foram transformados ao logaritmo base
10.

Tabela 3. Concentracdo de F no estroma do biofilme (umol/g proteinas), de acordo com os
tratamentos e tempos de coleta (media £ DP, n*)

Tempo de coleta

Tratamento

Baseline 3 dias 7 dias 14 dias 28 dias
Controle
A 3,9+45(16) 5,7%6,1(16) 4,0 +6,6 (16) 6,5+16,3 (16) 5,2+ 12,0 (16)
F- gel
5 7,1+98(12) 15,2+37,9 (14) 4,4 +4.2(14) 3,2+25(14) 11,0+20,1 (14)
Verniz
AB 3,3+44(15 11,5+19,2 (15) 3,7 £2,8 (14) 3,2+4,3 (14) 3,4+ 21 (15)

* Valores diferentes de n representam amostras perdidas ou com quantidade insuficiente
para analise. N&o houve diferenca significativa entre os tempos de coleta (p>0,05). As
diferencas entre os tratamentos estéo indicadas por letras maiusculas distintas. Para analise
estatistica, os dados foram transformados ao logaritmo base 10.
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6 DISCUSSAO

O beneficio no controle da carie dentaria dos tratamentos com ATPF é
bem estabelecido (Marinho et al., 2004) e resulta da formacao de uma concentracao
elevada de "CaF," nas superficies dentarias. Este € o responsavel pelo efeito
anticarie desses meios de uso de F, ou seja, quanto mais "CaF," formado no
esmalte, mais F é liberado para o fluido do biofilme e menor € a desmineralizagéo
(Tenuta et al., 2008). Estudos in vitro tém demonstrado que a concentracao de F
formada no esmalte apds o uso de F-gel e VF é semelhante (Dijkman et al., 1983;
Hayacibara et al., 2004) e que um maior tempo de retencao do VF sobre os dentes
(por até 24 h) aumenta a reatividade do F com o esmalte (Fernandez et al., 2016).
No entanto, essa reatividade de F-gel e VF com o esmalte nunca foi avaliada em
estudos clinicos, bem como a capacidade de retencdo desses reservatdrios no
esmalte e seu efeito enriquecendo o biofilme dental com F.

Os resultados do presente estudo mostram que os tratamentos com F-
gel e VF sao capazes de aumentar significativamente a concentragdo de F no
esmalte. Além disso, F-gel e VF formaram F no esmalte em concentragdes
semelhantes (tabela 1). Embora ndo tenham sido encontrados estudos in vivo
comparando a reatividade de ambos os produtos com o esmalte, em estudos in vitro,
o0 mesmo ja foi observado (Dijkman et al., 1983; Hayacibara et al., 2004). Embora no
F-gel a reatividade seja rapida, a reatividade do VF com o esmalte ao longo das 24
h, possivelmente devido a dissolugdo do fluoreto de sddio insoluvel no produto
quando em contato com a saliva (Fernandez et al., 2014), parece ser suficiente para
que ambos formem, ao final dos respectivos tempos de aplicagao, concentracao de
F no esmalte semelhante.

Os resultados de reatividade obtidos no grupo VF ndo devem ser fruto de
contaminacao com residuos de verniz das aplicacdes tdpicas realizadas. Quando o
VF ¢é aplicado apenas por 4 h, concentragao de F significativamente menor do que a
aplicacao por 24 h foi observada, sugerindo que ndao ha contaminagdo da amostra
de F obtida do esmalte com resquicios do verniz aplicado (Dall Agnol, 2016).

Os resultados de reatividade semelhante para F-gel e VF parecem indicar
que ambos tenham o mesmo efeito anticarie. A literatura traz indicios de que o
verniz seja mais efetivo do que o gel, porém os estudos clinicos existentes sao
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poucos e avaliam a atividade de carie e nao reatividade para afirmar
categoricamente isso (Shobba et al., 1987; Seppa, Leppanen e Hausen, 1995).

Com relacdo a manutengdo desses reservatérios de F no esmalte, a
aplicacéo de VF parece ter um efeito mais duradouro do que o F-gel, uma vez que
mesmo apos 7 dias, a concentracao de F no esmalte foi significativamente maior do
que antes da aplicacao do VF, o que nao foi observado para o F-gel (tabela 1). No
entanto, em ambos os grupos (F-gel e VF) parece haver redugao significativa com o
passar dos dias. Essa perda precoce pode ser justificada pelo fato de que a saliva é
subsaturada em relacdo ao "CaF," (Saxegaard et al., 1988), e ja foi observada em
estudos in vitro avaliando a capacidade de retengéo dos reservatérios de F formados
no esmalte (Dijkman et al., 1983; Falcéo et al., 2016).

A répida perda da maior parte dos reservatorios de F formados no
esmalte pode explicar a dificuldade de encontrar concentragcdes elevadas de F no
biofilme formado sobre o esmalte tratado com os diferentes grupos. Embora tenha
sido observada diferenga significativa na concentracdo de F no estroma entre os
grupos controle e F-gel, e um aumento da concentracdo de F no fluido do biofilme
duas semanas apos a aplicacao, nenhuma diferenca entre os grupos experimentais
pode ser observada. Assim, embora as diferencas estatisticas encontradas nao
suportem uma relacéo direta entre a aplicacao de F feita a partir de gel e verniz e o
enriquecimento do biofilme com fluoreto, houve uma tendéncia de aumento da
concentragcao de F no fluido com o passar do tempo (tabela 2), bem como uma maior
concentragao de F no estroma do biofilme formado sobre os dentes tratados com F
gel (tabela 3). Assim, os produtos fluoretados parecem ser capazes de enriquecer 0
bioflme com F, porém em concentragdes baixas e nao facilmente mensuraveis.
Essa concentracdo baixa de F (ndo mensuravel) justifica o efeito anticarie das
ATPFs, realizadas de 6 em 6 meses (nos trabalhos existentes na literatura).

O modelo do presente estudo apresenta limitagdes, como por exemplo a
determinacao da concentracdo de F formado no esmalte em dentes anteriores, que
sdo mais facilmente limpos, potencialmente promovendo a liberacdo mais rapida
desses reservatérios para a saliva. Além disso, o biofilme foi coletado de toda a
denticdo, € ndo apenas dos dentes anteriores, devido a necessidade de uma
quantidade suficiente de biofilme para as analises. Em acréscimo, incorporagédo de
F é maior no esmalte desmineralizado (Ogaard et al., 1984), o que nao foi avaliado

nesse estudo. Assim, estudos adicionais devem ser realizados para dar suporte a
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utilizacao clinica dos produtos para aplicacao profissional de F, visando maximizar
seus beneficios.

Com base nos resultados obtidos, ndo houve diferenca na capacidade de
formar reservatério de F no esmalte entre F-gel e VF, sugerindo que provavelmente

os dois produtos tém acao preventiva e devem funcionar igualmente.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram in vivo que F-gel e VF,
aplicados por 4 min e 24 h, respectivamente, tem capacidade semelhante de
aumentar a concentracao de F no esmalte, dando suporte ao seu efeito anticarie

observado clinicamente.
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aplicacédo de VF (NaF a 5% - Duraphat — Colgate) mantido por 24 horas sobre os dentes GFFA — grupo FFA
(F-gel a 1,23%). Amostras de esmalte dental obtidas por técnica de micro bidpsia acida serdo utilizadas para
determinacdo da concentragdo de F no inicio do tratamento, 7° e 28° dia em todos os grupos e
imediatamente apos a remocéo do F-gel e VF para os grupos tratados. O biofilme sera coletado no inicio do
tratamento e no 3°, 7°, 14° e 28° dias em todos os grupos. A concentracao do ion F no esmalte dental e no
fluido do biofilme sera determinada por um eletrodo especifico. Os resultados serdo analisados comparando
os grupos e os tempos experimentais, utilizando testes estatisticos apropriados. O estudo tera a duracéo de
quatro meses.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo sera comparar a capacidade do F-gel e VF de formar reservatério de F no esmalte e
de manter concentragdo aumentada de F no fluido do biofilme dental em fungdo do tempo e a importancia
do tempo de manutengéo do VF aplicado sobre os dentes neste processo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

No presente projeto de pesquisa os possiveis desconfortos e riscos a serem discutidos sdo: a manutencao
do verniz fluoretado sobre os dentes em dois dos grupos experimentais, a suspensdo da escovagéo dentaria
pelo periodo de 24 horas e a utilizagdo de goma de mascar agucarada, o uso de dentifricio sem fltor
durante todo o periodo do experimento e a realizacdo da biopsia acida no esmalte dentario. Todos os
voluntarios estardo cientes dos desconfortos e riscos durante a realizagédo do estudo e terdo a liberdade de
nao aderirem ao mesmo.

Os beneficios esperados com o estudo estardo relacionados a populagdo em geral e estardo centrados na
determinagao da melhor conduta e indicagdo desses importantes meios de utilizagéo de fluoretos na
Odontologia (gel de fluor fosfato acidulado e verniz fluoretado) e obtengdo dos melhores beneficios
preventivos e/ou terapéuticos. Aos voluntarios que participarem dos grupos experimentais onde sera
aplicado verniz fluoretado ou gel de fluor fosfato acidulado podera ser caracterizada uma protegéo adicional
a carie dentaria, beneficio este ja conhecido destas intervencdes. Por outro lado, todos os participantes, por
serem estudantes universitarios, poderdo se beneficiar pelo conhecimento adquirido nos temas estudados
nesta pesquisa, além de receberem um exame intraoral que avaliara sua condi¢do de salde bucal e indicara
as condigdes inadequadas, se existirem, com possivel encaminhamento para tratamento odontolégico.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores apresentaram todas as informagdes necessarias e descreveram detalhadamente as
etapas de realizagéo, os critérios de inclusdo e excluséo, a fonte para obtencdo do material de analise, a
metodologia que sera adotada para a execucgéo do protocolo de pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Os pesquisadores apresentaram as declaragdes obrigatorias, o TCLE, bem como o link para o CV Lattes.

Recomendagoes:
N&o ha recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
N&o ha pendéncias

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Protocolo 031/2014 votado e aprovado em reunigo do CEP-FOP/UNICAMP 11/06/2014.
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ANEXO 2 - Comprovante de registro do estudo no ClinicalTrials.gov

ClinicalTrials.gov

A service of the LS. Mational Institutes of Heatth
Now Availablbe: Final Rule for FDAAA 801 and N1H Policy on Clinical Trial Reporting

Trinl record 1 of 1 for. Long-term Retaasa of Flende Formed on Enamsl by Fluoride Gal or Varmesh bo Baofilm Fluid
Previpes Shady Refurmto List | Meod Shady

Long-term Release of Fluoride Formed on Enamel by Fluoride Gel or Varnish to Biofilm Fluid

This study is engeing, but net recruiting participants, ClinkealTriategov Identifier:
NCTO2488458

Sponsor:

University of Campinas, Brazil First racaived: May 26, 2015
Last updated: May 10, 2016

Ifarensticn provided by (Responaible Party) Lesst verified: May 2015

Livia Maria Andakh Tanuta, University of Camgpinas, Brazil Hisiony of Changes

Full Text View Tabular View Mo Study Results Posted Chsclaimer How to Read 8 Study Reowd
¥ Purposs

Ther anticaries eMect of professonal fuaride applcation Mas Desn associated with te foometicon of calcivm Nuoride-ie products ("CaFe™h on
dental surfaca, which may fundlion as o slow release flusride resenccir. Among professionsl flucride products, flueride gel and varnish ara the
sl Ingortant, and have diferent soluble fluoride condenirations, pHS and vahiclas . ARhowgh e conceniration of flugride formed an enamel
after the use of both is simélar, the retention of thesea reaction products s vnknown. Also, | is unknown the capacity of thesa rasarairs o anhance
dental iofilm Auid with Ruoride. Morsovar, e afect of the varnish opplication time on Mese paramaizrs i5 unknown Therefora, thaaim of This
study is to compare the capacity of fluoride gel and varnish 1o form fluoride reservors on enamel and increase dental biefiim fiuid fuoride
concentrabon with time. Rapid biefilm-ferming indriduala will be selected 1o participate and divded into 4 expenmantal grougs: 1. Nagative
control: no treatmant. 2. Varnish 4 howrs: flueride vamish will be apphed and kept on teeth for 4 hours; 3. Vamish 24 b flueride varnish will be
appled on testh and kept for 24 h; and 4. Gel: Fiuoride gel will b= applisd ontesth. Microbiopsies of ensmel will be oblained by a microbiosgy
technique to assess fluorkde concentration befiore, 7 and 28 days after the weatments. Dental biofilm will be collaciad before and 3, 7, 14 and 28
days after restments. Fluaride concentration on enamel and in the biofilm fuid will be detemined by an ion-specific acirode. Cata will be
anatyzed stafistically comparing the groups and collection times

Interventian Fhase

Diental Caries Cinug - 5% sodwm fluoride varnish Phase 0
D~ 1.23%: sodium fleoride acidic gel

Study Type: Inenentional

Study Design:  Allocation: Randomized
Endpoint Clrassilicaton: EMcacy Study
Imanvantion Model: Farallsl Assignment
Masking: Doakle Blind (Subjact, Investigator)
Primary Purposa: Prevenbon

Official Titk Retention of Fluoride Fermed on Enamel by Fluoride Gel or Varnish Application and Its Release 1o Dantal Biofilm Fluid - in
Wivo Study

Renoures links pravided by NLM:

[eug Information aveilable for:  Sodium fucnde Fluonne Fluoride  Listerne
1.5, FIW Resources

Further study details as provided by University of Campinas. Brazil:

Primary Cutoome Messuras:

+ Changs m flueride concentration in enamel days after flueride applicabon [ Time Frame: Up to 28 days | [ Designated as salety ssue: No |

+ Changs n flueride concentration in dental befilm fluid days after flueride applicaton | Time Frame: Up to 28 days |
[ Designated as safety 1ssue: Mo |

Secondary Cuscome Measures

+ Change m flucride concentration in whale befilm days sfter fluoride application | Time Frame: Up to 28 days |
[ Desigriated as salaly Ssue Mo ]



Enrofiment fi2

Shusdy Start Date: April 2015

Esfimatiad Study Completion Date.  December 2016

Prirmary Completion Crats Descembeer 2015 (Final datd collecton date 108 prmany ouULsoms messire)
Arms Assigned Interventions

Mo Intervention. Magative control
No raatment will be applied

Experimental Varnish 4 b

Fluoride vamish will b= applied on testh and removed
aflar 4 haurs

Expsrimantal Varnish 24 h

Fluoride varnish wil b applied on testh and remiyed
afler 24 hours

Experimanta Fluarice Gel

Fluoride gell will ba appiiad on seeth and removed after 4
mires

B Eligibility

Ages Eligable for Study: 14 Years to 30 Years  (Adult)
Genders Engible for Siudy Buoth

Accepts Healthy Volunteers:  Yes
Criteria
Inchesion Criteria:
* Good general health
= ood oral health
= Alleast 5 jeeth in each hemiarch
= ANl supericn incisors i e mouth
= Rapid bigfilm fonming
Exchusion Criteria:
= Pregnancy
* Infake of medication that rsduces salivany Tow
= Chromk: diseases
= Smokers
* Orthodontc applances
= Dental prosthests
= Allergy o Tuodide samish componsnts

B contacts and Locations

Chdaang o participate v a shedy 5 animponant parsonal dacesion. Tak with your doctor and Tamily rmemnbars of fmands about dacding i join &

Dirug 5% sodivm Mueride varnish
Flugride varmish condmming 22,600 ppm F, as NaF | in a nautral base

Drug: 5% sodium fluoride varniah
Fluoride varnish containing 22,600 ppm F, as NaF | in o nedtral base

Cireg: 1.23% sadium fluoride acidic gel

Fluaride gel cantaining 12,300 ppm F (25 MaF |} in an acidic pH (by addition of
pasphonc acd}

study. To learn mare abowt this stedy, you or wour docior may comact the study research staff using the Contacis provided below. For genaral

infoemiakion, sea Laam About Clinical Shadias

Fleasa rafar fo this study by its ClinicalTriats gov identfier: NCTO244854 58

Lecations

Brazil

Unochapeco
Chapecd, Santa Catarina, Brazil

Sponsors and Cellaboraters
University of Campinas, Brazil

B More Information

Responsibla Party Livia Marea Andakh Tenits, DS, MSc, PhD, University of Campinas, Brazil
ChnicalTrials.gov Idantifier:  NCTOZ436458  History of Changas

Cither Study ID Numbers:  FOPBqI05
Study First Recaivad: My 26, 215
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Last Updated: May 10, 2018

Heakh Authanty Brozil: Mabonal Committas of Ethics m Resaarch

Feywiords prosidad by University of Campinas, Braal
Fluoride

Biofilm fluid

Cakcium flueride

Topical

Additional relevant MeSH terms:
Fluorides

Sodium Fluaride

Fluorides_ Topical

Dental Canes

Towsth Diamireer gl ation

Tooth Disaasas
Stomatognathic Diseases

ClinicalTrinls. pov processed this record on Seplember 27, 2016

Listering

Cangstatc Agents

Profadtive Agents
Physiclogical Effects of Drugs
Ani-trfaciive Agants, Local
ant-infaciive Agants
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ANEXO 3
RELATORIO ESTATISTICO

Data: 17/05/2016

Estudo: Carla .

Analise realizada g§>or: Livia Tenuta
Programa: SAS v9.0

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Fatores em estudo

- Método de aplicacéo tépica de F (TRAT), em 3 niveis

. Controle

. F gel

. Verniz 24 h

- Tempo (TEMPO), em 4 ou 5 niveis dependendo da variavel resposta:
. Baseline

. Pés-tratamento (PT) (presente em F no dente e camada removida)
. 3 dias (presente nas variaveis de biofilme)

. 7 dias

. 14 dias (presente nas variaveis de biofilme)

. 28 dias

Variaveis resposta:

- Concentragao de F no dente

- Camada de esmalte removida

- Concentragao de F no fluido do biofilme

- Concentracao de F nos sélidos do biofilme

Delineamento experimental:

Um delineamento fatorial 3 x 4 (ou 5) foi considerando na analise estatistica, embora o efeito
de TEMPO devesse ser estimado por uma analise de "medidas repetidas". O n experimental varia
entre os diferentes grupos de TRAT, sendo préximo de 15 por grupo (de 14 a 17).

Modelo Matematico:

Yii = p + TRAT: + TEMPO; + TRAT*TEMPO; + eii

Yi: média geral da variavel resposta submetida ao i-ésimo nivel de TRAT, no j-ésimo TEMPO
u: média geral do experimentl

TRATi: efeito do i-ésimo nivel de TRAT

TEMPQ;: efeito do j-ésimo nivel de TEMPO

TRAT*TEMPO;: efeito da interagdo entre TRAT e TEMPO

eiik: erro aleatorio ou residuo

5. Concentracdo de F no esmalte

Pressuposicées do modelo: As pressuposi¢coes de homocedasticidade e normalidade dos residuos
foram checadas e atendidas apés a transformagéo dos dados a raiz quadrada
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Fdente = dados transformados a RAIZ QUADRADA

Andlise da Variancia:
The GWM Procedure

Class Level Information
Class
TRAT

TEMPO

Number of observations

Dependent Variable: RAIZFDENTE

Sum of
Source

TRAT

TEMPO
TRAT*TEMPO
Error

Corrected Total

R-Square
0.756429

Levels

Values

3 Controle Fgel V24h

4 1-Baseli 2-PT 3-7d 4-28d

180

DF Squares Mean Square
2 1.73512553 0.86756277
3 6.47724171 2.15908057
6 3.54357140 0.59059523

168 3.65324470 0.02174550

179 14.99870399

Coeff Var Root MSE

17.00096 0.147464

Value

39.90
99.29
27.16

RAIZFDENTE Mean
0.867384

Pr > F

<.0001
<.0001
<.0001

Portanto, houve efeito significativo de TRAT, TEMPO e da INTERACAO TRAT*TEMPO nos
resultados de F no esmalte. Neste caso, prevalece o estudo da interacao, cujo desdobramento

esta apresentado abaixo.

The GIM Procedure
Least Squares Means

TRAT*TEMPO Effect Sliced by TRAT for RAIZFDENTE

Sum of
TRAT

Controle
Fgel
V24h

Squares Mean Square F Value
0.017416 0.005805 0.27
4.927495 1.642498 75.53
4.665423 1.555141 71.52

Pr > F

0.8491
<.0001
<.0001

Dentro do grupo controle, ndo ha efeito de tempo, porém dentro dos grupos Fgel e V24h ha.

The GIM Procedure
Least Squares Means

TRAT*TEMPO Effect Sliced by TEMPO for RAIZFDENTE

Sum of
TEMPO

Squares

Mean Square F

Value

Pr > F
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1-Baseli 2 0.368994
2-PT 2 4.778666
3-7d 2 0.090534
4-28d 2 0.040503

0.184497
2.389333
0.045267
0.020252

8.48 0.0003
109.88 <.0001
2.08 0.1279
0.93 0.3961

64

Dentro do tempo baseline e PT, ha diferencas entre os grupos de TRAT; ja dentro dos tempos

7 dias e 28 dias, nao ha diferencas entre os grupos de TRAT.

Para determinar quais grupos diferem de quais dentro de cada nivel de TRAT ou TEMPO, usa-

se as tabelas abaixo. Para comparar os tempos dentro de F gel ou verniz 24 h, observar as

comparagoes entre os nimeros 5 e 8, ou 9 e 12; para comparar os tratamentos dentro dos

tempos baseline ou PT, observar as comparagées entre 1, 5e 9, ou 2, 6 e 10.

The GIM Procedure

Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

RAIZFDENTE

TRAT TEMPO
Controle 1-Baseli
Controle 2-PT
Controle 3-7d
Controle 4-28d
Fgel 1-Baseli
Fgel 2-PT
Fgel 3-7d
Fgel 4-28d
V24h 1-Baseli
V24h 2-PT
V24h 3-7d
V24h 4-28d

Least Squares Means for effect TRAT*TEMPO
Pr > |t] for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: RAIZFDENTE

i/j 1 2 3
1 1.0000 1.0000
2 1.0000 1.0000
3 1.0000 1.0000
4 1.0000 1.0000 0.9993
5 0.9262 0.9262 0.9840
6 <.0001 <.0001 <.0001
7 0.9803 0.9803 0.9978
8 0.9999 0.9999 1.0000
9 0.2731 0.2731 0.1412
10 <.0001 <.0001 <.0001
11 0.4533 0.4533 0.6653
12 1.0000 1.0000 0.9999
i/j 7 8 9

1 0.9803 0.9999 0.2731

LSMEAN

0.74909451
0.74909451
0.76494131
0.71933244
0.83235268
1.49683902
0.81831760
0.78775372
0.60983731
1.34378368
0.87307335
0.72770770

1.0000
1.0000
0.9993

0.6275
<.0001
0.7968
0.9820
0.6474
<.0001
0.1502
1.0000

10

<.0001

LSMEAN
Number

0o ~No U h W =

_ a
N = O

0.9262
0.9262
0.9840
0.6275

<.0001

1.0000

0.9997
0.0042
<.0001
0.9998
0.7516

0.4533

<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001

<.0001

<.0001
<.0001
0.1927
<.0001
<.0001

12

1.0000



2 0.9803 0.9999
3 0.9978 1.0000
4 0.7968 0.9820
5 1.0000 0.9997
6 <.0001 <.0001
7 1.0000
8 1.0000

9 0.0105 0.0608
10 <.0001 <.0001
11 0.9975 0.9217
12 0.8861 0.9945

6. Camada removida

0.2731 <.0001 0.4533
0.1412 <.0001 0.6653
0.6474 <.0001 0.1502
0.0042 <.0001 0.9998
<.0001 0.1927 <.0001
0.0105 <.0001 0.9975
0.0608 <.0001 0.9217
<.0001 0.0001
<.0001 <.0001
0.0001 <.0001
0.5599 <.0001 0.2358

1.0000
0.9999
1.0000
0.7516
<.0001
0.8861
0.9945
0.5599
<.0001
0.2358

Pressuposicoes do modelo: As pressuposicoes de homocedasticidade e normalidade dos residuos
foram checadas e atendidas sem a necessidade de transformacao dos dados

Camada = dados originais

Andlise da Variancia:
The GIM Procedure

Class Level Information
Class
TRAT

TEMPO

Number of observations

Dependent Variable: CAMADA

Levels

Values
3 Controle Fgel V24h

4 1-Baseli 2-PT 3-7d 4-28d

180

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
TRAT 2 0.00628142 0.00314071 0.19
TEMPO 3 0.12979168 0.04326389 2.60
TRAT*TEMPO 6 0.13768859 0.02294810 1.38
Error 168 2.79955525 0.01666402

Corrected Total 179 3.06970320

R-Square Coeff Var Root MSE CAMADA Mean
0.088005 20.42673 0.129089 0.631962

Pr > F

0.8284
0.0542
0.2265

Portanto, nao houve efeito significativo de TRAT, TEMPO ou da interacdo entre eles nos

resultados de camada.
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7. F no fluido do biofilme

Pressuposicoes do modelo: As pressuposi¢cdes de homocedasticidade e normalidade dos residuos
foram checadas e atendidas apés a transformacéao logaritmica dos dados.
Ffluido = log1o(Ffluido)

Analise da Variancia:
The GM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

TRAT 3 Controle Fgel V24h

TEMPO 5 O-Baseli 1-3d 2-7d 3-14d 4-28d
Number of observations 223

NOTE: Due to missing values, only 208 observations can be used in this analysis.

(Os missing values referem-se a dados nao coletados ou perdidos, e dados deliberadamente
retirados por apresentarem erros identificados durante a dosagem).

Dependent Variable: LOGFFLUIDO

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
TRAT 2 0.02042413 0.01021207 0.30 0.7447
TEMPO 4 0.49145860 0.12286465 3.55 0.0080
TRAT*TEMPO 8 0.12784152 0.01598019 0.46 0.8817
Error 193 6.67610705 0.03459123

Corrected Total 207 7.31382231

R-Square Coeff Var Root MSE LOGFFLUIDO Mean

0.087193 23.14167 0.185987 0.803690

Portanto, houve efeito significativo de TEMPO nos resultados de F no fluido do biofilme. O
teste de Tukey de comparacoes entre tempos esta apresentado abaixo.

The GIM Procedure

Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

LOGFFLUIDO LSMEAN
TEMPO LSMEAN Number
O-Baseli 0.71814178 1
1-3d 0.80570192 2
2-7d 0.80451769 3
3-14d 0.83198289 4
4-28d 0.85944119 5



Least Squares Means for effect TEMPO
Pr > |t] for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: LOGFFLUIDO

i/j 1 2 3 4 5
1 0.1821 0.2773 0.0395 0.0042
2 0.1821 1.0000 0.9653 0.6574
3 0.2773 1.0000 0.9706 0.7142
4 0.0395 0.9653 0.9706 0.9594
5 0.0042 0.6574 0.7142 0.9594

Pela anadlise de Tukey, houve diferenca significativa entre baseline e os tempos 14 dias e 28
dias. Atencao: esses resultados referem-se aos dados globais dos tempos baseline, 14 e 28
dias, independentemente do grupo, ja que nao houve interacao TRAT*TEMPO.

8. F na porcéo sélida do biofilme

Pressuposicoes do modelo: As pressuposicoes de homocedasticidade e normalidade dos residuos
foram checadas e atendidas apés a transformagéo logaritmica dos dados.
Fsolido = log1o(Fsolido)

Analise da Variancia:
The GIM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

TRAT 3 Controle Fgel V24h

TEMPO 5 O-Baseli 1-3d 2-7d 3-14d 4-28d
Number of observations 223

NOTE: Due to missing values, only 219 observations can be used in this analysis.

(Os missing values referem-se a dados ndo coletados ou perdidos, e dados deliberadamente
retirados por apresentarem erros identificados durante a dosagem).

Dependent Variable: LOGFSOLIDO

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
TRAT 2 2.39397987 1.19698993 3.54 0.0310
TEMPO 4 1.60296341 0.40074085 1.18 0.3192
TRAT*TEMPO 8 0.67148343 0.08393543 0.25 0.9809
Error 204 69.07421465 0.33859909

Corrected Total 218 73.77102306

R-Square Coeff Var Root MSE LOGFSOLIDO Mean

0.063667 143.8391 0.581893 0.404544

Portanto, houve efeito significativo de TRAT nos resultados de F no solido do biofilme. O teste

de Tukey de comparacOes entre tratamentos esta apresentado abaixo.
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The GWM Procedure

Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

LOGFSOLIDO LSMEAN
TRAT LSMEAN Number
Controle 0.29765187 1
Fgel 0.55129144 2
V24h 0.37986978 3

Least Squares Means for effect TRAT
Pr > |t] for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: LOGFSOLIDO

i/j 1 2 3
1 0.0249 0.6601
2 0.0249 0.1953
3 0.6601 0.1953

Pela analise de Tukey, houve diferenga significativa entre o grupo controle e o F gel. Atencao:
esses resultados referem-se aos dados globais do grupo controle x F gel, ja que nao houve
interacdo TRAT*TEMPO (ou seja, esse resultado independe do tempo analisado).

BIOPSIA

Obs VOL TRAT TEMPO FDENTE CAMADA RAIZFDENTE
1 3 Controle 4-28d 0.5251 0.8035 0.72464
2 3 Controle 3-7d 0.5016 0.4359 0.70824
3 3 Controle 1-Baseli 0.5074 0.6426 0.71232
4 3 Controle 2-PT 0.5074 0.6426 0.71232
5 11 Controle 4-28d 0.6710 0.7766 0.81915
6 11 Controle 3-7d 0.7904 0.8457 0.88904
7 11 Controle 1-Baseli 1.1846 0.6011 1.08839
8 11 Controle 2-PT 1.1846 0.6011 1.08839
9 13 Controle 4-28d 0.5676 0.6409 0.75339
10 13 Controle 3-7d 0.6419 0.7811 0.80119
11 13 Controle 1-Baseli 0.8246 0.7536 0.90807
12 13 Controle 2-PT 0.8246 0.7536 0.90807
13 14 Controle 4-28d 0.6379 0.5226 0.79869
14 14 Controle 3-7d 1.1398 0.8116 1.06761
15 14 Controle 1-Baseli 0.8771 0.7855 0.93654
16 14 Controle 2-PT 0.8771 0.7855 0.93654
17 15 Controle 4-28d 0.8216 0.5222 0.90642
18 15 Controle 3-7d 0.3587 0.4936 0.59892
19 15 Controle 1-Baseli 0.3830 0.7689 0.61887
20 15 Controle 2-PT 0.3830 0.7689 0.61887
21 17 Controle 4-28d 0.6504 0.6811 0.80647
22 17 Controle 3-7d 0.6544 0.5386 0.80895
23 17 Controle 1-Baseli 0.3245 0.6836 0.56965
24 17 Controle 2-PT 0.3245 0.6836 0.56965
25 18 Controle 4-28d 0.1969 0.4783 0.44373
26 18 Controle 3-7d 0.2083 0.6782 0.45640
27 18 Controle 1-Baseli 0.6345 0.6838 0.79656
28 18 Controle 2-PT 0.6345 0.6838 0.79656
29 23 Controle 4-28d 0.4857 0.5140 0.69692
30 23 Controle 3-7d 0.5544 0.6548 0.74458



31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
81

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

101
101
101
101

10
10
10
10
12
12
12
12
24
24
24
24
27
27
27
27
33
33
33
33
51
51
51
51
52
52
52
52

23 Controle 1-Baseli 0.3098 0.6586
23 Controle 2-PT 0.3098 0.6586
25 Controle 4-28d 0.4288 0.4504
25 Controle 3-7d 0.4434 0.5127
25 Controle 1-Baseli 0.2656 0.5711
25 Controle 2-PT 0.2656 0.5711
26 Controle 4-28d 0.6429 0.6861
26 Controle 3-7d 0.6880 0.6726
26 Controle 1-Baseli 0.7205 0.8324
26 Controle 2-PT 0.7205 0.8324
53 Controle 4-28d 0.4206 0.5116
53 Controle 3-7d 0.5874 0.4517
53 Controle 1-Baseli 0.4250 0.5489
53 Controle 2-PT 0.4250 0.5489
57 Controle 4-28d 0.3628 0.6293
57 Controle 3-7d 0.2506 0.5762
57 Controle 1-Baseli 0.3122 0.5092
57 Controle 2-PT 0.3122 0.5092
70 Controle 4-28d 0.2265 0.5776
70 Controle 3-7d 0.4383 0.5188
70 Controle 1-Baseli 0.6012 0.5837
70 Controle 2-PT 0.6012 0.5837
76 Controle 4-28d 0.5588 0.6049
76 Controle 3-7d 0.7289 0.6703
76 Controle 1-Baseli 0.5397 0.6671
76 Controle 2-PT 0.5397 0.6671
81 Controle 4-28d 0.7512 0.7372
81 Controle 3-7d 0.6933 0.6294
81 Controle 1-Baseli 0.6152 0.5364
Controle 2-PT 0.6152 0.5364

Controle 4-28d 0.5810 0.5037

Controle 3-7d 1.1095 0.5995

Controle 1-Baseli 0.8636 0.7247

Controle 2-PT 0.8636 0.7247

Fgel 4-28d 0.7396 0.6675

Fgel 3-7d 0.4042 0.6084

Fgel 1-Baseli 0.4537 0.6836

Fgel 2-PT 2.7893 0.6034

Fgel 4-28d 0.7339 0.7442

Fgel 3-7d 0.9998 0.7363

Fgel 1-Baseli 0.9010 0.7284

Fgel 2-PT 2.3229 0.7087

Fgel 4-28d 0.7367 0.5109

Fgel 3-7d 0.8873 0.6484

Fgel 1-Baseli 0.6960 0.6271

Fgel 2-PT 2.3686 0.5441

Fgel 4-28d 0.8915 0.5684

Fgel 3-7d 1.3821 0.7303

Fgel 1-Baseli 1.3350 0.7835

Fgel 2-PT 3.0387 0.6082

Fgel 4-28d 0.4764 0.7906

Fgel 3-7d 0.4011 0.7021

Fgel 1-Baseli 0.5094 0.6838

Fgel 2-PT 1.4335 0.5286

Fgel 4-28d 0.2784 0.5673

Fgel 3-7d 0.7150 0.5570

Fgel 1-Baseli 0.5397 0.5602

Fgel 2-PT 1.7146 0.5658

Fgel 4-28d 0.5970 0.7338

Fgel 3-7d 0.6105 0.9988

Fgel 1-Baseli 0.5016 0.9822

Fgel 2-PT 2.4626 0.9381

0.55660
0.55660
0.65483
0.66588
0.51536
0.51536
0.80181
0.82946
0.84882
0.84882
0.64854
0.76642
0.65192
0.65192
0.60233
0.50060
0.55875
0.55875
0.47592
0.66204
0.77537
0.77537
0.74753
0.85376
0.73464
0.73464
0.86672
0.83265
0.7843560
0.78435
0.76223
1.05333
0.92930
0.92930
0.86000
0.63577
0.67357
1.67012
0.85668
0.99990
0.94921
1.52411
0.85831
0.94197
0.83427
1.53903
0.94419
1.17563
1.15542
1.74319
0.69022
0.63332
0.71372
1.19729
0.52764
0.84558
0.73464
1.30943
0.77266
0.78134
0.70824
1.56927
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93
94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

54
54
54
54
69
69
69
69

71

Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h

4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d

0.5170
0.7095
0.9045
1.8752
0.4953
0.7664
0.8342
3.0744

.1985

0.6801
0.7317
2.1075
0.6815
0.6775
0.4662
2.1075
0.8184
0.7014
0.7605
2.4626
0.2291
0.1698
0.5335
1.7013
0.6280
0.6853
0.7723
2.2605
0.4476
0.7431
0.2338
1.0747
0.5878
0.6960
0.2233
2.3139
0.5878
0.7843
0.3859
2.4435
0.4857
0.5523
0.2970
1.3522
0.7600
0.9328
0.7693
1.7347
0.6256
0.9186
0.2868
1.8462
0.5230
0.8246
0.4752
2.0429
0.3771
0.9186
0.2981
1.1527
0.4494
0.6394

0.4699
0.5120
0.5628
0.6337
0.3646
0.6764
0.6343
0.7167
0.7238
0.5244
0.8084
0.4675
0.5272
0.6009
0.5556
0.4989
0.6509
0.6575
0.8083
1.0306
0.3697
0.4126
0.5378
0.6051
0.4869
0.4862
0.6733
0.6061
0.6723
0.5759
0.6185
0.6921
0.6360
0.5665
0.6195
0.4507
0.7168
0.8871
0.7362
0.7497
0.5405
0.4953
0.6508
0.2977
0.6227
0.8936
0.7011
0.4119
0.4577
0.6714
0.7756
0.7808
0.4705
0.7690
0.6326
0.7129
0.4990
0.5525
0.5189
0.5291
0.6203
0.8386

0.71903
0.84232
0.95105
1.36938
0.70378
0.87544
0.91335
1.75340

1.09476

0.82468
0.85539
1.45172
0.82553
0.82310
0.68279
1.45172
0.90465
0.83750
0.87207
1.56927
0.47864
0.41207
0.73041
1.30434
0.79246
0.82783
0.87881
1.50350
0.66903
0.86203
0.48353
1.03668
0.76668
0.83427
0.47255
1.52115
0.76668
0.88561
0.62121
1.56317
0.69692
0.74317
0.54498
1.16284
0.87178
0.96582
0.87710
1.31708
0.79095
0.95844
0.53554
1.35875
0.72319
0.90807
0.68935
1.42930
0.61408
0.95844
0.54599
1.07364
0.67037
0.79962
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155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

BIOFILME

Obs VOL
1 3
2 3
3 3
4 3
5 3
6 11
7 11
8 11
9 11
10 11
11 13
12 13
13 13
14 13
15 13
16 14
17 14
18 14
19 14
20 14
21 15
22 15
23 15
24 15
25 15
26 17
27 17
28 17
29 17
30 17

55
55
73
73
73
73
74
74
74
74
77
77
77
77
104
104
104
104
113
113
113
113
114
114
114
114

V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h

TRAT

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle

Controle

Controle
Controle

Controle

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle

Controle
Controle

Controle

Controle
Controle

Controle

1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT
4-28d
3-7d
1-Baseli
2-PT

TEMPO

O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d

0.3771
1.5079
0.3489
0.6620
0.4698
1.6750
0.4511
1.1224
0.3615
1.7347
0.6135
0.6827
0.4417
1.9046
0.6159
0.9960
0.3771
2.6932
0.6479
0.3491
0.3491
1.8319
0.5050
0.7965
0.3685
2.1911

FFLUIDO

5.1620
6.0046
4.9874
5.8359
8.4710
4.0098
1.0643
5.6973
5.8336
8.8431
7.4156
6.0823
12.2378
4.1024
7.0921
5.8898
5.6848
6.2495
6.3743
7.4939
4.6622
8.8887
3.0631
5.6492
11.0346
4.1342
8.4970
6.6967
6.2819
7.2836

0.6126
0.5034
0.6072
0.5581
0.6273
0.6584
0.9427
0.8493
0.9298
0.4001
0.6672
0.6452
0.6561
0.5447
0.4665
0.5618
0.7944
0.4729
0.8024
0.7122
0.6674
0.6126
0.4288
0.4603
0.4644
0.4187

FSOLIDO

0.6234
0.3129
0.6092
0.3655
0.5618
1.9101
1.0607
1.9839
1.6693
1.5450
0.2820
4.6075
0.5964
2.7338
0.2690
15.7478
17.9573
25.9727
11.5511
49.2599
0.6431
19.0031
1.3491
5.8218
8.7951
1.3416
7.4026
0.7764
0.9123
2.1532

0.61408
1.22797
0.59068
0.81363
0.68542
1.29422
0.67164
1.05943
0.60125
1.31708
0.78326
0.82626
0.66461
1.38007
0.78479
0.99800
0.61408
1.64110
0.80492
0.59085
0.59085
1.35348
0.71063
0.89247
0.60704
1.48024

LOGFFLUIDO

0.71282
0.77848
0.69787
0.76611
0.92793
0.60312
0.02706
0.75567
0.76594
0.94660
0.87015
0.78407
1.08770
0.61304
0.85077
0.77010
0.75472
0.79585
0.80443
0.87471
0.66859
0.94884
0.48616
0.75199
1.04276
0.61639
0.92927
0.82586
0.79809
0.86235

LOGFSOLIDO

-0.20523
-0.50459
-0.21524
-0.43711
-0.25042
0.28106
0.02559
0.29752
0.22253
0.18893
-0.54975
0.66347
-0.22446
0.43677
-0.57025
1.19722
1.25424
1.41452
1.06262
1.69249
-0.19172
1.27882
0.13004
0.76506
0.94424
0.12762
0.86938
-0.10991
-0.03986
0.33308
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

70
70
70
70
70
76
76
76
76
76
81
81
81
81
81
101
101
101
101
101
10
10
10
10
10
12
12
12
12
12
24
24

18
18
18
18
18
23
23
23
23
23
25
25
25
25
25
26
26
26
26
26
53
53
53
53
53
57
57
57
57
57

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle

Controle

Controle

Controle
Controle

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle

Controle

Controle
Controle

Controle

Controle
Controle

Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel

O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
0O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
0O-Baseli
1-3d

5.8147
13.1188
5.8041
6.1705
6.3711
3.2629
6.0359
7.0072
5.5262
5.9894
6.6529
7.0235
6.6327
5.4394
6.0345
22.9464
6.4862
6.1941
5.7327
15.5421
3.9157
5.7202
4.9787
7.0072
7.3487
2.5578

8.3269

6.3142

7.4059
7.1596
6.2013

7.0904
2.0480
3.7908
5.3215
10.4717
14.4385
4.9969
5.1345
5.3619
8.6943
17.6887

4.8496
4.9575

6.0263
10.1244
4.6233
6.1628
6.2640
10.9893
8.7827
3.7106
6.3300
6.8437
6.6622
6.4309
4.6200
6.5285

1.6059
7.3708
0.5480
1.0232
2.0987
8.0180
0.2039
0.6665
0.4816
5.7943
0.5457
1.1484
0.7316
0.6066
0.6708
7.2585
7.9132
6.3828
66.6417
0.9055
8.1759
1.2651
0.9740
1.1539
1.9394
8.9740
10.8258
12.2890
6.0447
6.0446
0.2445
1.0525
0.6839
2.2629
0.7090
0.2964
8.9381
2.6604
0.6344
1.3828
3.5460
1.6066
5.1327
1.9332
0.8869
2.9447
1.1630
2.1622
0.8894
0.8500
1.2474
4.5133
0.7825
0.5553
0.3354
4.8298
14.4425
12.6532
8.0676
12.7893
7.9331
2.7238

0.76453
1.11789
0.76373
0.79032
0.80421
0.51360
0.78074
0.84554
0.74243
0.77738
0.82301
0.84655
0.82169
0.73555
0.78064
1.36071
0.81199
0.79198
0.75836
1.19151
0.59281
0.75741
0.69712
0.84554
0.86621
0.40787

0.92048

0.80032

0.86958
0.85489
0.79248

0.85067
0.31133
0.57873
0.72603
1.02002
1.15952
0.69870
0.71050
0.72932
0.93923
1.24770

0.68571
0.69526

0.78005
1.00537
0.66495
0.78978
0.79685
1.04097
0.94363
0.56944
0.80140
0.83529
0.82362
0.80827
0.66464
0.81481

0.20572
0.86751
-0.26122
0.00996
0.32195
0.90407
-0.69058
-0.17620
-0.31731
0.76300
-0.26305
0.06009
-0.13573
-0.21710
-0.17341
0.86085
0.89835
0.80501
1.82375
-0.04311
0.91254
0.10212
-0.01144
0.06217
0.28767
0.95299
1.03446
1.08952
0.78137
0.78137
-0.61172
0.02222
-0.16501
0.35467
-0.14935
-0.52812
0.95125
0.42495
-0.19764
0.14076
0.54974
0.20591
0.71035
0.28628
-0.05213
0.46904
0.06558
0.33490
-0.05090
-0.07058
0.09601
0.65449
-0.10652
-0.25547
-0.47444
0.68393
1.15964
1.10220
0.90674
1.10685
0.89944
0.43518
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93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

24
24
24
27
27
27
27
27
33
33
33
33
33
51
51
51
51
51
52
52
52
52
52
54
54
54
54
54
69
69
69
69
69
71
71
71
71
71
72
72
72
72
72
102
102
102
102
102
103
103
103
103
110
110
110
110
110

(G2 O, BV, I, ]

Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
Fgel
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h

2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
0O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
0O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d

6.4791
5.6672
7.3179
8.0431
6.9517
6.1663
5.1437
7.9730
5.9132
6.9465
5.4833
6.0705
8.3354
6.6748
14.9111
12.1226
7.6555
6.0633
3.3773
4.0809

3.0569
10.3476
5.8471
10.8265
7.1544
9.3123
6.9328
8.1663
10.3836

9.2416
18.7662
4.4758
3.8075
7.6549
7.5072
5.9223
5.0878
3.2922

7.3982
3.8693
6.6398
9.4425
8.8239
8.5256
6.5295
8.5983
1.1854
14.3143
4.4687
6.1377
8.3190
5.1661
7.1521
8.9444
5.8043
4.6707
5.0212
8.9421

3.1762
5.4161
5.7197
10.6981
4.5823
5.0937
4.5085
71.9629
3.426
7.250
2.651
1.301
2.218
7.560
2.798
4.124
2.780
1.966

3.861
12.710
2.471
2.781
2.046
3.903
2.794
1.896
38.117
1.676
1.604
0.560
1.401
2.425

0.956
0.853
1.263
0.190
37.877
8.510
9.884
7.225
4.241
1.020
146.225
3.107
5.213
1.071
0.210
0.372
103.000
5.651
6.473
10.388
2.016
2.790
4.590
6.580
4.3356
8.1775
2.6409
7.3094

0.81151
0.75337
0.86439
0.90542
0.84209
0.79002
0.71128
0.90162
0.77182
0.84177
0.73904
0.78322
0.92093
0.82444
1.17351
1.08360
0.88397
0.78271
0.52857
0.61076

0.48528
1.01484
0.76694
1.03449
0.85457
0.96906
0.84091
0.91203
1.01635

0.96575
1.27338
0.65087
0.58064
0.88394
0.87548
0.77249
0.70653
0.51749

0.86913
0.58763
0.82215
0.97509
0.94566
0.93072
0.81488
0.93441
0.07386
1.15577
0.65018
0.78801
0.92007
0.71316
0.85443
0.95155
0.76375
0.66938
0.70081
0.95144

0.50191
0.73369
0.75737
1.02931
0.66108
0.70703
0.65403
1.85711
0.53483
0.86031
0.42341
0.11424
0.34602
0.87850
0.44688
0.61528
0.44398
0.29365

0.58672
1.10413
0.39293
0.44414
0.31084
0.59143
0.44621
0.27777
1.58112
0.22414
0.20526
-0.25204
0.14635
0.38477

-0.01963
-0.06900
0.10154
-0.72079
1.57837
0.92993
0.99493
0.85886
0.62750
0.00877
2.16502
0.49238
0.71705
0.02975
-0.67861
-0.42934
2.01284
0.75211
0.81112
1.01655
0.30451
0.44554
0.66184
0.81821
0.63705
0.91262
0.42175
0.86388
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155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

N NN~

16
16
16
16
43
43
43
43
43
44
44
44
44
45
45
45
45
45
46
46
46
46
46
49
49
49
49
49
55
55
55
55
55
73
73
73
73
73
74
74
74
74
74
77
77
77
77
77

104

104

104

104

104

113

113

113

V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h

O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
0O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d
0O-Baseli
1-3d
2-7d

6.5028
10.1152
6.0053
7.4646
17.1162
6.9351
6.8265

7.6057
4.1317
19.5335
6.6981
7.3386
5.7468
0.8808
7.0869
3.5802
5.1310
4.0357
4.9202
10.1238
7.1638
6.9716
8.2100
6.2538
6.9974
6.0946
8.9141
6.9448
4.0859
3.6063

8.0240
5.9825
2.8176
8.7246

6.8192
7.4564
2.7186
6.4785

8.8535
8.0433
3.6164
6.5911
7.2770
6.7247
6.6397
2.5376
4.0329
10.5438
6.9061
5.8760
5.7395
7.4318

6.7948
6.6255
6.4149
6.3654

0.3878
0.2652
0.3102
0.1938
5.7130
0.4232
0.7395
0.1231
0.1800
6.1842
3.0817
1.6696
2.6915
2.2679
44.0000
0.7186
5.3154
2.3568
4.1228
0.8008
26.7570
7.0724
3.0380
2.2536
17.1176
8.5413
7.7727
4.6708
5.8828
5.0840
13.9377
4.0775
17.5662
2.8095
2.4458
4.8313
2.3600
2.1593
2.5625
0.8759
73.5196
2.4571
0.5422
0.5200
2.3349
25.4598
4.4924
0.5994
4.5611
0.1852
0.2060
0.1568
2.6779
0.4280
6.7625
3.9550
3.9079
3.5268
2.7965
2.3756
4.3181
2.6071

0.81310
1.00497
0.77853
0.87301
1.23341
0.84105
0.83420

0.88114
0.61613
1.29078
0.82595
0.86561
0.75943
-0.05512
0.85046
0.55391
0.71020
0.60592
0.69198
1.00534
0.85514
0.84333
0.91434
0.79614
0.84494
0.78495
0.95008
0.84166
0.61129
0.55706

0.90439
0.77688
0.44988
0.94075

0.83373
0.87253
0.43435
0.81147

0.94711
0.90543
0.55828
0.81896
0.86195
0.82767
0.82215
0.40442
0.60562
1.02300
0.83923
0.76908
0.75887
0.87109

0.83218
0.82122
0.80719
0.80383

-0.41139
-0.57643
-0.50836
-0.71265
0.75686
-0.37345
-0.13106
-0.90974
-0.74473
0.79128
0.48879
0.22261
0.42999
0.35562
1.64345
-0.14351
0.72554
0.37232
0.61519
-0.09648
1.42744
0.84957
0.48259
0.35288
1.23344
0.93152
0.89057
0.66939
0.76958
0.70621
1.14419
0.61039
1.24468
0.44863
0.38842
0.68406
0.37291
0.33431
0.40866
-0.05755
1.86640
0.39042
-0.26584
-0.28400
0.36827
1.40585
0.65248
-0.22228
0.65907
-0.73236
-0.68613
-0.80465
0.42779
-0.36856
0.83011
0.59715
0.59194
0.54738
0.44661
0.37577
0.63529
0.41616
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217
218
219
220
221
222
223

113
113
114
114
114
114
114

V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h
V24h

3-14d
4-28d
O-Baseli
1-3d
2-7d
3-14d
4-28d

6.5211
13.1345
4.3942
6.9849

7.9369
6.5207

2.0158
2.2458
0.8944
2.7277

2.8316

0.81432
1.11841
0.64288
0.84416

0.89965
0.81429

0.30445
0.35137
-0.04847
0.43580

0.45203
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