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RESUMO

Carvalho TS. Avaliacdo do efeito preventivo do verniz contendo glicerofosfato de
calcio frente a desafios cariogénicos e erosivos [tese]. Sdo Paulo: Universidade de
Séo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2011.

Este estudo foi realizado utilizando quatro experimentos que objetivaram: (1) Avaliar
a quantidade de fluor (F-) liberada por vernizes; (2) Avaliar a quantidade de F- fraca
e fortemente aderido ao esmalte dentario apés uso dos vernizes; avaliar a
capacidade do verniz de prevenir a (3) desmineralizacdo do esmalte por cérie e (4) a
progressdo da desmineralizagcéo por eroséo. Vernizes fluoretados (5,63%), contendo
ou nao glicerofosfato de calcio (CaGP) a 1%, 5% e 10% foram elaborados e
comparados a vernizes controle sem F-, e outros contendo apenas F- (a [2,26%] ou
a [5,63%]). Placas de acrilico foram utilizadas para a avaliagdo da quantidade de F-
liberada pelos vernizes. Um total de 72 dentes humanos foram utilizados para obter
2 amostras (a e b) de cada dente e verificar a quantidade de F- fraca e fortemente
aderida ao esmalte (a) apos receber o verniz fluoretado e (b) sem receber verniz.
Ainda, 60 dentes bovinos foram aplanados e alisados para verificar o efeito
preventivo dos vernizes em desafio cariogénico in vitro. E 108 dentes humanos
foram aplanados e alisados para verificar o efeito dos vernizes na progressao da
erosao in vitro. O verniz contendo F- (5,63%) e 1% CaGP foi o que liberou mais fltor
ao meio (p<0,05), e esse mesmo verniz e o0 verniz contendo F- 5,63% promoveram
uma maior quantidade de fluor fraca e fortemente aderida ao esmalte dentéario
(p<0,01). Entretanto esses aspectos nao foram determinantes quando se verificou 0
efeito preventivo, pois o verniz contendo F- (2,26%) foi o que apresentou melhor
efeito preventivo ao diminuir significantemente a desmineralizagdo por cérie (p<0,05)
e eroséo (p<0,01) in vitro, sendo que os vernizes contendo CaGP nao apresentaram
esse mesmo efeito. O uso dos vernizes ndo foi capaz de remineralizar o esmalte que
sofreu amolecimento (softening) apés um desafio erosivo. Frente ao exposto, pode-
se concluir que apesar do verniz de glicerofosfato de calcio associado ao fluor
promover maior liberacdo de flior ao meio e maior quantidade de fluor fraca e
fortemente aderida ao esmalte dentario, 0 mesmo nao apresentou efeito preventivo

favoravel frente aos desafios acidos. Portanto, o uso do glicerofosfato de célcio de



maneira combinada ao fldor na forma de verniz ndo apresentou efeito preventivo

significativo em esmalte submetido a desafios cariogénicos e erosivos in Vvitro.

Palavras-chave: Carie dentaria, Erosdo dentaria, Fluoretos, Vernizes de fluoretos.



ABSTRACT

Carvalho TS. Preventive effect of a varnish containing calcium glycerophosphate
after cariogenic and erosive challenges [thesis]. S&o Paulo: Universidade de S&o
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2011.

This study was carried out in four experiments, which aimed at: (1) assess the
amount of fluoride (F-) released by the varnishes; (2) assess the amount of loosely
and firmly bound F- to dental enamel after the use of varnishes; assess the ability of
the varnishes to prevent (3) enamel demineralization from caries and (4) the
progression of demineralization from erosion. Fluoride (5,63%) varnishes containing
or not calcium glycerophosphate (CaGP) (1%, 5% or 10%) were made and
compared to control varnish with no F-, and varnishes containing only F- (either
2.26% or 5.63%). Acrylic plates were used to assess the amount of F- released from
the varnishes. A total of 72 human teeth were used to obtain 2 enamel samples per
tooth (a and b) to assess the amount of loosely and firmly bound F- to enamel, before
(b) and after (a) varnish application. Still, 60 bovine teeth were flattened and treated
to assess the preventive effect of the varnishes after in vitro cariogenic challenge.
Also, 108 human teeth were treated to assess the effect of the varnishes on the
progression of dental erosion in vitro. The varnish containing F (5.63%) and 1%
CaGP released more fluoride to the medium (p<0.05), and this same varnish
together with the varnish containing F-5.63% promoted a greater quantity of loosely
and firmly bound fluoride to dental enamel (p<0.01). However, these aspects were
not determinants in the prevention, due to the fact that the varnish containing F
(2.26%) showed better preventive effect when it decreased in vitro enamel
demineralization from caries (p<0.05) and erosion (p<0.01), but the varnishes
containing CaGP did not show the same effect. The use of the varnishes was not
able to remineralize enamel which had already suffered softening from an erosive
challenge. In view of these results, it may be concluded that, although the varnish
containing CaGP with fluoride promoted greater amounts of fluoride released to the
medium and greater amounts of loosely and firmly bound fluoride to dental enamel,

the CaGP-F varnish did not show a preventive effect after acidic challenges.
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Therefore, the use of calcium glycerophosphate together with fluoride in varnishes
did not show a significant preventive effect for enamel submitted to cariogenic and

erosive challenges in vitro.

Keywords: Dental caries, Tooth erosion, Fluorides, Fluoride varnishes.
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1 INTRODUCAO

Os principais problemas de saude bucal que acometem a cavidade bucal de
criangas e adolescentes e que estdo associados a desmineralizacdo dentaria sdo a
carie e a erosdo. Enquanto dados epidemiologicos nacionais e internacionais
indicam que a prevaléncia de carie dentaria vem diminuindo nesses grupos
populacionais (1, 2), observa-se o aumento da prevaléncia da erosao dentaria (3).

A desmineralizacdo dentéria pode ocorrer devido a céarie ou a eroséo. A carie
dentaria € uma doenca que resulta de uma perda localizada de minerais, cuja causa
se deve aos acidos presentes nos depositos microbianos aderidos aos dentes (4).

A erosao dentaria é definida como perda de estrutura da superficie do dente
causada por um processo quimico proveniente de agentes acidos. A lesdo de
erosdo € a consequéncia do processo de desmineralizacdo por camadas da
superficie do esmalte dentario, podendo ocorrer uma perda de estrutura e detalhes
anatémicos, até haver exposicdo da dentina e a proximidade pulpar (5).

A prevencdo da carie ocorre com a remogdo mecéanica do biofiime e a
presenca de flior na interface biofilme/dente. A presenca do flior promove a
remineralizacdo da leséo, portanto diversos materiais contendo flior sédo utilizados
na odontologia, dentre estes dentifricios, géis e vernizes (6-8).

O principal fator na prevencéo da erosado dentéaria é a reducao da frequéncia
do contato do elemento dentario com os agentes erosivos, porém ha a dificuldade do
paciente comprometer-se a um novo regime de controle de ingestdo de substancias
erosivas (9).

A utilizacdo de vernizes fluoretados também foi proposta como medida
preventiva para a erosdo dentaria (10-12), uma vez que eles tém a vantagem de
promover um contato prolongado com o elemento dentario e, assim, criar uma
protecdo mecanica ao dente. A aplicacdo desses materiais ja tem um efeito
comprovado na prevencao da carie dentaria, mas mais estudos ainda estdo sendo
realizados para testar sua capacidade de prevencao da eroséo (13, 14).

Agentes contendo calcio, como o glicerofosfato de calcio (CaGP) tém sido
estudados e também podem reduzir a dissolucdo acida do elemento dentario. O

CaGP tem comprovada capacidade tampédo e pode reduzir a dissolu¢do acida do
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elemento dentario (15-17). A literatura ndo relata a acdo do CAGP na forma de
verniz associado ou nédo ao flaor

Uma das formas mais atuais de verificar a acdo do flior na desmineralizacao
€.a técnica da abrasdo da superficie do esmalte e, entdo, analisar o fluor fraca e
fortemente aderido ao esmalte dentario. Este é analisado dissolvendo o p6é do
esmalte abrasonado, e o fluor fracamente aderido é considerado aquele soltvel em
hidroxido de potassio (KOH) (18-20). Pode ser que a presenca glicerofosfato de
calcio potencialize a acado do flaor, e juntos sejam um composto efetivo frente a
desafios 4cidos.

Desta forma, torna-se importante estudar o efeito de vernizes com diferentes
concentraces de CaGP, associado ou ndo ao fluor, frente a desafios cariogénicos e

erosivos para prevenir a desmineralizacdo dentaria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARIE DENTARIA

A doenca carie ja foi descrita na literatura como uma doenca infecciosa e
transmissivel. Atualmente, considera-se que a doenca céarie dentéria resulta de uma
mudanca ecoldgica no biofilme dental, levando a um desequilibrio mineral entre o
fluido da placa e o dente, causando a perda mineral (21).

Esta enfermidade tem como etiologia diversas causas. No ambiente oral,
microorganismos podem aderir-se aos tecidos duros formando um biofilme dental.
Este biofilme, a priori, € ndo cariogénico e é formado pela flora residente. Caso o
biofilme ndo seja removido, ou desorganizado, ocorre uma mudanca no tipo de
microorganismos que colonizam este biofilme, tornando-o um biofilme maduro e
cariogénico (22).

Em um biofilme ndo cariogénico e com a presenca de flior na interface
dente/biofilme, ha um equilibrio entre as concentracbes dos ions minerais que se
difundem para fora do elemento dentério assim como o0s ions depositados. Deve-se
buscar esse equilibrio na desmineralizacdo (DES) e remineralizacdo (RE) na
interface dente/biofilme, mantendo, assim, um ambiente saudavel (8).

A ingestdo de alimentos cariogénicos em um ambiente intra-oral onde ha um
biofilme maduro leva os microorganismos a fermentarem os acglcares presentes no
alimento e a liberarem &cido ao meio. Isso causa uma queda no pH do filme e uma
alteracdo no equilibrio DES-RE na interface dente/biofilme. Nesse caso, uma maior
guantidade de ions minerais difunde do dente para o meio. Essa maior quantidade
de desmineralizacdo em relacdo a remineralizacdo causa a leséo de carie(22).

A lesdo de céarie ocorre nos tecidos duros orais, no esmalte, dentina e
cemento. No esmalte, as lesdes iniciam-se na subsuperficie, tendo uma aparéncia
de mancha branca. As lesdes de mancha branca ativas podem ser controladas com
um habito de higiene oral saudavel e a aplicagao de fluor (23).

A presenca do flior (F) no meio oral pode remineralizar lesbes de carie,

assim como prevenir a formacdo de novas lesBes (23). A prevaléncia da carie
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diminuiu no Brasil e no mundo (1, 2) e isso se deve ao aumento no uso de materiais

odontoldgicos fluoretados (6, 24, 25), dentre esses os dentifricios, géis e vernizes.

2.2 EROSAO DENTARIA

A erosdo dentaria ocorre quando um agente acido banha as superficies
dentérias livres da protecdo do sistema tampdo da placa e do fluido da placa.
Ocorre, entdo, uma perda mineral crbnica, localizada, e sem dor para o individuo.
Esses agentes acidos podem ser extrinsecos ou intrinsecos (10, 11, 26-28).

Dentre os agentes extrinsecos, podem-se citar medicamentos com baixo pH
ou &cidos presentes na dieta e bebidas, principalmente refrigerantes e sucos
industrializados(5, 29-31).

O principal agente intrinseco é o acido gastrico, presente na cavidade oral
devido ao vomito recorrente, que esta associado a desordens psicolégicas, ou ao
refluxo gastrico (32, 33).

Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil encontraram prevaléncia de
erosdo em 10 a 45% em adolescentes entre 12 a 14 anos (34, 35). Ainda, a
prevaléncia em criancas mais novas, entre 3 e 5 anos, foi de 51,6% (14) e em
criancas entre 6 e 12 anos foi de 19,9% (36). Deve-se ressaltar a importancia da
prevencdo dessa lesdo nessa faixa etaria, uma vez que o desenvolvimento dessas
lesbes pode progredir (3). Contudo, um estudo recente mostrou que a erosao
dentaria em baixa severidade em adolescentes entre 11 e 14 anos de idade néo
causou um impacto negativo significante na qualidade de vida relacionada a saude
oral (37).

Estudos in vitro e in situ indicam que fluoretos podem reduzir a perda mineral
erosiva do esmalte e da dentina. Assim, géis (38), colutérios (39), dentifricios (40) e
vernizes fluoretados (41) podem ser utilizados no controle da erosao dentaria.

Ha na literatura um estudo relatando que um composto organico contendo
calcio, o lactato de calcio, quando adicionado a um alimento cariogénico e erosivo,
como, por exemplo, o bombom, pode reduzir o potencial erosivo do alimento (42).
Outro composto orgéanico, a fosfopeptideo de caseina que estabiliza o fosfato de

calcio amorfo (CPP-ACP), também tem a capacidade de prevencdo da erosao
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dentéria, uma vez que o mesmo age como uma reserva de fosfato de calcio e auxilia
na remineralizacdo do tecido dentario (17, 43). Parece que compostos organicos

contendo calcio podem auxiliar na prevencao da eroséo dentaria.

2.3 GLICEROFOSFATO DE CALCIO

Desde a década de 1930, estudos demonstram o efeito do fosfato de célcio
[Ca3(PO4),] na desmineralizacdo do esmalte dentario (44, 45). Assim, foi sugerido
gue agentes protetores naturais, principalmente com base em fosfato de calcio
presentes em alimentos, pudessem reduzir a descalcificacdo dos dentes e, assim,
atuar sobre a carie dentaria.

O Glicerofosfato de Céalcio (CaGP) é uma molécula organica com parte de
fosfato e de calcio, tendo a formula CH,OH-CHOH-CH,0-PO3Ca, 2H,0. O composto
€ encontrado em forma de p6 branco de granulacéo fina.

O efeito anti-carie do glicerofosfato de calcio foi demonstrado em roedores,
adicionando o fosfato organico na agua de consumo ou na dieta dos animais. Em
um primeiro experimento em ratos, o CaGP adicionado a dieta (em concentragéo de
2% a 4%) teve um efeito protetor (46). Em outro estudo com hamsters, o CaGP foi
também adicionado a dieta (2% e 5%) ou a solucdo (2% ou 5%) utilizada para
escovar os dentes dos animais. Os dados demonstraram que o efeito protetor do
CaGP seguiu uma relacédo dose-resposta, tanto pela escovacdo quanto pela dieta
(47), sendo que uma concentracdo de 2% ou maior na agua apresentou reducao
significante da cérie. Porém, acredita-se que a acdo do CaGP é mais local que
sistémica.

Com base nesses achados, dois estudos clinicos foram realizados utilizando
dentifricios com CaGP e Monofluorofosfato de Sédio (SMFP). Em um primeiro
estudo, criangcas que utilizavam dentifricios com CaGP (0,13%) e Fldor, por um
periodo de 3 anos, tiveram menores indices de carie, poréem nao houve diferenca
significante (48). Em um estudo longitudinal subsequente, que envolveu 923
criangas, dentifricios contendo flior e/ou CaGP foram comparados. O dentifricio com
CaGP e F reduziu significantemente o indice de carie (16), porém existe

controvérsias em relacéo a concentracdo do CaGP para haver este efeito (49).
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Lynch (2004) (50) descreve que o efeito anti-cariogénico do CaGP pode ser
diretamente no esmalte ou no pH do biofilme. O CaGP pode reduzir a dissolu¢cao
acida do esmalte dentario, agindo independentemente do fldor, interagindo
diretamente com as camadas mais externas de hidroxiapatita. Em um estudo de
modelo in vitro, 0 CaGP em solucdo demonstrou uma reducéo na desmineralizacao
do esmalte (51).

No mesmo estudo (51), em que os pesquisadores desenvolveram ciclagem
de pH utilizando um modelo de biofilme em célula de fluxo, foi observado que o
namero de Streptococcus mutans cresceu no biofilme, independente da presenca de
solugdes contendo CaGP em concentragdes minimas (0,1%, 0,25% e 0,5%).

Alguns estudos sugerem que o CaGP tem um efeito tampé&o no biofilme, pois
guando adicionados a solucdes de sacarose (10%) em concentracfes de 0,25% a
1,0%, o CaGP foi capaz de reduzir a queda do pH do biofilme em macacos (15).
Esse efeito tampdo pode, ainda, ser devido a um aumento no conteudo de fésforo
na placa dentaria, pois 0 uso de dentifricios com CaGP aumentou as concentracdes
de ions de Ca e P no biofilme (52, 53).

Como visto, o CaGP foi incorporado a dentifricios para a prevencgéo da cérie
dentaria. Devido as propriedades do CaGP de reduzir a dissolucdo acida do
elemento dentério, reduzindo a queda do pH no biofilme e aumentando o contetdo
de fosfato proximo a superficie do dente, parece que este composto pode auxiliar na

prevencao da erosao dentéria.

2.4 VERNIZES FLUORETADOS

Os vernizes fluoretados surgiram no final da década de 1960, inicio da
década de 1970, e durante os anos 1980 ja estavam sendo frequentemente
utilizados em paises europeus. Desde entdo, existem diversas publicagbes do uso
de vernizes utilizados no controle de lesbes cariosas em criancas (54-58).

O amplo uso de vernizes fluoretados na Odontologia se deve principalmente a
boa aceitacdo pelos pacientes, uma vez que o procedimento de aplicacdo € seguro,

conveniente e indolor (55).
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O mecanismo de agdo dos vernizes fluoretados pode estar relacionado ao
metabolismo dos microorganismos presentes no biofiime (59), onde alguns
ingredientes do verniz poderiam afetar o metabolismo microbiano limitando o
crescimento celular, ou pode atuar diminuindo significantemente o nuamero de
microorganismos Streptococcus mutans no biofilme (60). Outro provavel mecanismo
de acdo é a criacdo de uma reserva de fluoretos na superficie do esmalte dentario,
pelo depdsito de fluoreto de célcio (CaF,), e a liberacédo lenta dos ions durante um
desafio cariogénico. Esta camada de CaF, é estavel quando o pH € neutro, mas é
dissolvida durante desafios cariogénicos e erosivos (61, 62).

Seria ideal um verniz que, além de ions de flior, também pudesse fornecer ao
meio oral ions de célcio e fosfato. O aumento na concentracdo desses ions no meio
oral, ocorre uma diminuicdo na desmineraliza¢do, causada por desafios cariogénicos
e erosivos, e pode promover a remineralizacao da subsuperficie do esmalte dentario
(8).

Uma vez que vernizes fluoretados permanecem em contato com a superficie
dentaria por um periodo mais prolongado, ocorre uma maior formacéao de fluoreto de
calcio nestas superficies (58), estes agentes também foram testados em desafios
erosivos.

Estudos in vitro indicam que o verniz fluoretado pode promover uma protecao
mecanica da superficie contra erosdo, isso se deve ao contato prolongado.
Adicionalmente, ainda ha a protecédo que advém do proéprio flior (63, 64).

Um verniz contendo TiF, foi, entdo, testado in vitro e demonstrou a
capacidade de diminuir a desmineralizacdo e aumentar a remineralizacdo de
esmalte bovino em ciclagem de pH para lesé@o de carie (65).

Vieira e colaboradores (2007) (12) demonstraram que os vernizes fluoretados
Fluor Protector® e outro a base de difluorosilano a 1% foram capazes de reduzir
efetivamente a progressao do desgaste sobre a superficie dentaria promovido por
erosdo/abrasao in situ, poréem ainda ndo ha registro na literatura de experimentos

utilizando um verniz fluoretado, ou nao, contendo glicerofosfato de célcio.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito preventivo do verniz de glicerofosfato de calcio utilizado

associado ao fluor frente a desafios cariogénicos e erosivos em esmalte dentario.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a quantidade de fluor liberada pelos vernizes de glicerofosfato de
calcio associado ao flaor;

2. Avaliar a quantidade de fluor fraca e fortemente aderida ao esmalte dentario
apos aplicacdo dos vernizes de glicerofosfato de célcio associado ao fluor;

3. Avaliar a capacidade do verniz contendo CaGP associado ao F em prevenir
desmineralizacdo do esmalte dentéario por carie in vitro;

4. Avaliar o potencial do verniz contendo CaGP associado ao F em prevenir a

progressao das lesdes erosivas iniciais in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacéo do presente estudo, foram elaborados oito vernizes:

A)
B)

C)
D)
E)
F)
G)
H)

Base de verniz — sem flior e sem CaGP (placebo);

Base de verniz contendo fltor (5,63% flior: 2.71% F como NaF e 2.92%
como CaF,]; pH=8.0) sem CaGP — semelhante ao Duofluorid XI1®;

Base de verniz contendo CaGP (1%) sem F;

Base de verniz contendo CaGP (5%) sem F;

Base de verniz contendo CaGP (10%) sem F;

Base de verniz contendo CaGP (1%) e F (NaF/CaF, 5,63%; pH=8.0);
Base de verniz contendo CaGP (5%) e F (NaF/CaF, 5,63%; pH=8.0);
Base de verniz contendo CaGP (10%) e F (NaF/CaF, 5,63%; pH=8.0).

Como controle positivo, utilizou-se o verniz (I) Duraphat® (2,26% NaF;

pH=4,5) e, como controle negativo, utilizou-se um grupo sem verniz, totalizando 10

grupos inicialmente.

Este capitulo, assim como o0s seguintes, esta dividido em duas partes.

Primeiramente serdo dadas informacdes sobre a concentracdo de fllor relacionada

ao uso dos vernizes (item 4.1), que esta subdividida em dois itens.

Posteriormente seréo fornecidas,informacdes sobre o efeito dos vernizes na

desmineralizacao in vitro (item 4.2) que também esté subdividida em dois itens.

Quatro estudos foram realizados com o objetivo de:

4.1.1 Conhecer a quantidade de flior que é liberada pelos vernizes ao
meio;

4.1.2 Pesquisar a quantidade de fldor que se adere ao esmalte dentario,
o qual pode estar fraca ou fortemente aderido;

4.2.1 Avaliar o potencial do verniz contendo CaGP associado ao F em
prevenir a desmineralizacao de carie in vitro;

4.2.2 Analisar o potencial do verniz contendo CaGP associado ao F em

prevenir a progressao das lesdes erosivas iniciais in vitro..
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4.1 ESTUDO DA CONCENTRACAO DE FLUOR RELACIONADA AO USO DOS
VERNIZES FLUORETADOS CONTENDO, OU NAO, CaGP.

4.1.1 Analise da liberacéo de fldor dos vernizes

Placas de acrilico (n=100) de tamanhos padronizados de 10mmx10mmX1lmm

foram obtidas e distribuidas em dez grupos (n=10):

()

(ii)
(iif)
(iv)

(v)
(vi)
(vii)
(viii)
(ix)
)

Grupo controle negativo — blocos sem verniz;
Verniz A, sem flior e sem CaGP (placebo);
Grupo controle positivo —Verniz I, Duraphat®;
Verniz B, contendo apenas flior sem CaGP — semelhante ao Duoflorid
X1,

Verniz C, contendo CaGP (1%) sem F;
Verniz D, contendo CaGP (5%) sem F;
Verniz E, contendo CaGP (10%) sem F;
Verniz F, contendo CaGP (1%) e F;

Verniz G, contendo CaGP (5%) e F;

Verniz H, contendo CaGP (10%) e F.

4.1.1.1 Preparacao das amostras

Para esta etapa, foram utilizados 600 frascos de poliestireno com tampas

flexiveis, de volume de 15mL (66). Utilizando uma pipeta, 10mL de agua deionizada

foram transferidos para cada frasco.

Antes do inicio do experimento, os blocos de acrilico foram fixados as tampas

de 100 frascos. Um pedaco de fio de nylon foi fixado a face inferior dos blocos com

cera utilidade, e, por sua vez, este pedaco de fio de nylon foi fixado a tampa do

frasco também com cera utilidade. Dessa forma os blocos permaneceram

suspensos, sem tocar nas bordas dos frascos, durante todo o experimento.
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Com o auxilio de microbrush e uma balanca analitica, 300ug de cada verniz
foi pincelado sobre uma das faces dos 10 blocos de acrilico de seu respectivo grupo
[(i) — (X)]. Os blocos de acrilico do grupo controle negativo (i) ndo receberam
nenhum tratamento. Apds aplicacao do verniz, cada bloco foi individualmente imerso
em um frasco contendo 10mL de &4gua deionizada.

Durante o decorrer do experimento, as tampas dos frascos com os blocos de
acrilico foram transferidas para um novo frasco com igual quantidade de agua
deionizada. Essa troca foi realizada apds 1h, 8h, 12h, 24h, 48h e 72h do inicio do
experimento (66). Um total de 100 blocos foram mantidos em &gua durante 6
intervalos de tempo, variando de 1h a 72 horas, totalizando em 600 amostras de
adgua para analise. Apdés o experimento, esses frascos foram mantidos a 5°C para

futura analise do contetido de fltior.

4.1.1.2 Analise da concentracéo de fluor liberada pelos vernizes

A liberacdo de fluor foi avaliada por meio de eletrodo sensivel aos ions F". O
eletrodo foi lavado com agua deionizada corrente e calibrado utilizando até 6
padrées de flior de concentracbes sequentes. Os padrdes foram preparados com
diluicdo seriada a partir de um padrdo de 100ppmF. Os padrdes utilizados neste
estudo variaram entre 0,02 e e 51,2 ppmF. Todos os padrbes e as amostras foram
tamponados com tampéo de ajuste de forca ibnica total (TISAB III).

Apbs calibracdo do eletrodo e verificacdo de slope igual ou superior a 0,99,
deu-se inicio as analises do estudo. Uma nova calibracdo foi realizada antes de
iniciar as leituras de cada grupo. As leituras de flior foram feitas em por¢cdes de 1mL
de cada amostra de agua. Entéo, aliquotas de 1mL de cada amostra de agua foram
tamponados com solucdo de TISAB Il e levados ao eletrodo para a medida de fltor.
O eletrodo de fluor determina a concentracdo de flior dando uma leitura em
milivoltagem. A partir deste valor em milivoltz, a concentragéo de fluor é calculada
para microgramas por litro (ug/L).

Cada uma das 600 amostras de agua foi avaliada em duplicata e a
concentragdo de fluor para cada amostra foi determinada através da média entre as

duas leituras. Posteriormente, a média entre as dez amostras foi calculada para
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obter a concentracao de fluoreto liberado pelo verniz de um determinado grupo, para

um determinado intervalo de tempo.

4.1.1.3 Analise Estatistica

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados de cada grupo
tinham distribuicdo normal. A média de cada grupo foi plotada em um grafico, porém,
devido a condicdo de intervalos de tempo diferentes entre cada troca de agua, foi
necessario calcular a area sob a curva, entre cada intervalo de tempo, para analises
entre os diferentes tempos do experimento.

A area sob a curva foi calculada da seguinte forma:

e Os tempos (t,) foram contados em numero de horas, sendo que os valores de 1,
8, 12, 24, 48 e 72 (horas) foram considerados como: t;, tp, t3, t4, t5 € tg,
respectivamente;

e A concentracdo de fluor (em ppm) medida em cada um desses tempos (F,) foi
considerada como: F1, F,, F3, F4, F5 € Fg, respectivamente.

Dessa forma, o célculo para a area sob a curva (AUC) para o intervalo de
tempo t, a tn+1 foi realizado utilizando a formula:

AUC (to-tor1) = [(Fns1+Fn) / 2]X(tae — tn)

Assim, foram obtidos 5 valores de AUC para cada amostra de verniz, para 0s
intervalos 1h-8h (t;-t), 8h-12h (to-t3), 12h-24h (t3-t4), 24h-48h (t4-ts) € 48h-72h (ts-tg).
Também, para verificacdo de possiveis diferencas na quantidade de fltor liberada
pelos vernizes durante todo o experimento, foi calculada a AUC total (AUCotal),
somando-se os cinco intervalos obtidos de cada amostra. A média de cada intervalo
de AUC e AUC, de cada grupo foi tabulada e, posteriormente, as medidas foram
analisadas para comparacdes entre 0s grupos e intervalos de tempo.

Para as comparagfes entre 0s grupos e intervalos de tempo, foi realizado o
teste de modelo linear geral para medidas repetidas utilizando os cinco valores de
AUC calculados. Dessa forma, pode-se comparar a liberacdo de fluor entre os

grupos, levando em consideracéao o efeito do tempo como co-variavel.
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4.1.2 Andlise da quantidade de fluor fraca e fortemente aderida ao esmalte dentério

apos o uso dos vernizes de CaGP associado ao fluor

Este estudo foi realizado como parte do programa Doutorado Sanduiche na
Universidade de Berna, na Suica, sob co-orientacédo do professor Adrian Lussi.

Para este estudo, foram utilizados apenas os vernizes:

0] Grupo controle positivo — Verniz |, Duraphat®;

(i)  Verniz B, contendo apenas fluor (NaF 6%) sem CaGP — semelhante ao

Duoflorid X1I®:
(i) Verniz F, contendo CaGP (1%) com F;
(iv)  Verniz G, contendo CaGP (5%) com F;

Os vernizes dos grupo (iii) e (iv) foram escolhidos para compor esses estudos
pois apresentaram melhor liberacdo de flior que o verniz contendo 10% CaGP,
portanto, estes poderiam apresentar um melhor potencial para remineralizar o
esmalte dentério. Esses vernizes serdo comparados aos demais grupos. Os demais
grupos contém apenas fldor e servirdo como controle positivo para comparar o efeito

do CaGP presente nos vernizes-teste.

4.1.2.1 Preparacao das amostras

Foram selecionados 108 molares permanentes para este estudo. Os dentes
foram avaliados para a auséncia de trincas e defeitos e para a auséncia de
desmineralizacdo. Os dentes foram seccionados na cervical para a remoc¢ao de suas
raizes e, posteriormente, tiveram suas coroas cortadas ao meio no sentido mesio-
distal para a obtencdo de uma hemi-coroa contendo a superficie vestibular integral.
As superficies vestibulares dos dentes foram lixadas em lixas de granulacao 500
para a planificacdo da superficie. Posteriormente, as hemi-coroas foram
seccionadas ao meio, numa linha imaginaria que cortava a superficie recentemente
planificada na metade. Cada dente foi numerado em sequéncia, de 1 a 108, e cada
uma das duas partes de cada dente foram aleatoriamente marcadas como a e b. As
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amostras a tiveram o tratamento com o verniz fluoretado e as amostras b passaram
pelo mesmo procedimento que as anteriores, mas néo tiveram o tratamento com
flaor. Dessa forma, as amostras b sdo consideradas como controle do proprio dente.

As amostras de esmalte foram embutidas em resina acrilica autopolimerizavel
e depois tiveram 100um da superficie vestibular desgastadas em lixa de granulacao
1000 (granulacdo de 18um) durante 30 segundos. Apos esse procedimento, um total
de 500um havia sido removido da superficie vestibular dos dentes. Entdo, as
superficies de esmalte foram polidas utilizando lixas de granulacdo 2400 e 4000
(granulacdo de 8um e 5um, respectivamente), e, depois, utilizando feltro e pasta de
diamante de granulacdo 3um, com duracao de 1 minuto para cada etapa. Entre cada
etapa de alisamento e polimento, os blocos foram submetidos a 3 minutos de
sonificacao.

As amostras foram entdo fotografadas em microscopio Leica acoplado com
uma camera digital e lentes Leica 1:6. As fotografias foram realizadas em um
aumento de 16X. Utilizando um programa de computador IM500, a area das
superficies de esmalte de cada amostra foram medidas em um? e posteriormente
calculadas para cm?. Durante essa etapa, os dentes também foram analisados para
verificar se havia area de esmalte suficiente para a realizagdo do experimento ou se
havia dentina exposta nessa superficie. Um terco das amostras (33,3%) foram
excluidas, restando, assim 72 pares de amostras (a e b).

As amostras foram aleatoriamente distribuidas nos 4 grupos (n=18), de

acordo com os vernizes utilizados.

4.1.2.2 Tratamento das amostras com o verniz de CaGP associado ao flGor

As amostras denominadas a receberam uma camada de 0,025g do respectivo
verniz fluoretado e foram mantidas em 100% de umidade a 30°C durante 4horas. As
amostras b também foram mantidas nas mesmas condi¢des, porém nao receberam
tratamento com vernizes fluoretados.

Apos as 4 horas, a camada de verniz fluoretado foi removida dos blocos

utilizado uma lamina de bisturi, depois, utilizou-se uma bolinha de algodéo
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umedecida com acetona sobre a superficie do esmalte durante 10 segundos para a
remocao de restos do verniz (Apéndice A [A.1.2]).

Posteriormente, foi utilizada a técnica de Caslavska et al. (1975) (19) para
medir a concentracdo de fluor fracamente aderida ao esmalte dentario. Depois
desse procedimento, analisou-se também a concentracdo de fluor fortemente

aderida ao esmalte.

4.1.2.3 Analise da concentracao de fluor fracamente aderida ao esmalte dentario

Antes dessa etapa, as amostras foram avaliadas para verificar se havia
alguma outra area de esmalte ou dentina exposta, além da superficie vestibular
previamente polida e medida. Areas do dente, senfo as areas do experimento, que
estavam expostas foram revestidas com uma camada de resina Technovit
(Technovit®, Germany). As amostras de esmalte, tanto as amostras a como as
amostras b, foram, entdo, imersas individualmente em 10mL de hidroxido de
potassio (KOH) a uma concentracao de 1M, a 25°C durante 24h em agito constante
(19). Os frascos foram mantidos em uma camara hermeticamente fechada e a vacuo
para impedir a interferéncia da presenca de CO;, na solucdo de KOH (Apéndice A
[A.1.3.1]).

ApOs 24 horas, as amostras foram removidas da solu¢do de KOH. Os frascos
contendo esta solucdo foram mantidos fechados a 5°C até a hora da analise para a
concentracdo de flaor utilizando um eletrodo especifico. Ja as amostras de esmalte
foram utilizadas para avaliar a concentracdo de fltor fortemente aderida ao esmalte

dentario.

4.1.2.4 Analise da concentracao de flaor fortemente aderida ao esmalte dentario

Utilizando um adesivo dentario, as amostras de esmalte foram fixadas em
suportes metalicos de forma que a superficie de esmalte ficasse paralela a

superficie da lixa. Um aparelho (Technischer Betrieb, Universitatsklinikum Freiburg,
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Freiburg, Germany) foi especialmente construido para medir e lixar o esmalte
dentario das amostras.

As amostras do esmalte foram lixadas utilizando lixa de granulacdo 1000.
Antes de iniciar a remocéo das camadas do esmalte, a lixa foi pré-tratada com acido
perclérico (HCIO,) (0,72mL/cm?) a uma concentracdo de 3% durante 8 horas a 25°C.
A lixa foi, entdo, seca e cortada em tiras de 9,0 X 1,0 cm que foram, por sua vez,
utilizadas para lixar as camadas de esmalte.

Cada tira de lixa foi designada a um frasco de acrilico. O conjunto de lixa mais
frasco foi pesado em balanca de precisdo antes de iniciar o experimento. Depois,
uma tira de lixa e uma amostra de esmalte foram fixadas ao aparato. O aparato
contém um medidor micrométrico que mede a quantidade de esmalte que esta
sendo lixada. Dessa forma, foi possivel lixar 50um da camada mais superficial do
esmalte. Apos lixar o esmalte, a lixa foi retirada do aparato e recolocada em seu
respectivo frasco acrilico, juntamente com o pé do esmalte que foi lixado. Essa lixa
foi cortada em pequenos pedacos para posterior dissolu¢do do esmalte. Os frascos
contendo a mesma lixa e, agora, com o pé do esmalte foram pesados mais uma vez,
e dessa forma, pbde-se calcular o peso da quantidade de esmalte removida da
amostra.

O mesmo procedimento foi repetido nas amostras. Assim, duas camadas de
esmalte foram lixadas, uma camada mais superficial de 50um, e outra mais profunda
de mesma espessura. Apenas uma tira de lixa foi utilizada para a remoc¢ao de uma
camada de 50um de esmalte. Todas as amostras de esmalte em pé foram pesadas
para poder obter a concentracdo de flior em g de flior por kg de esmalte (g F/kg
esmalte).

Adicionou-se 1mL de &cido cloridrico (HCL) a 0,5M a cada frasco contendo a
lixa e o esmalte em po (Apéndice A [A.1.3.2]). Os frascos foram mantidos a 25°C
durante 24 horas sob agito constante para dissolucdo do esmalte. Esse acido foi,
posteriormente, neutralizado e analisado para a quantidade de flior na camada do

esmalte que foi lixada.

4.1.2.5 Analise da concentracao de flior nas solucbes
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Os dois passos anteriores desse experimento explicaram como foram obtidas
solugbes para a andlise da concentracdo de fluor fraca e fortemente aderida ao
esmalte. Essas duas etapas produziram solu¢des alcalina (de KOH) e acida (HCL),
respectivamente.

Para as andlises das solu¢des contendo KOH, utilizou-se o protocolo de
andlise de concentracdo de flior em solugdes alcalinas/basicas, conforme
estabelecido pelo fabricante do eletrodo (PerfecttON™, Mettler Toledo, Switzerland)
(Apéndice A [A.1.3].).

De cada amostra de KOH, foram pipetadas duas aliquotas de 100uL cada. A
esta aliquota, adicionou-se 900uL de acetato de potassio para tamponar a solucao.
Padrbes de flior de concentracdo de 0,2 a 5,0 ppm foram preparados respeitando
as solucdes utilizadas nas amostras. O eletrodo foi previamente calibrado e as
amostras foram lidas em duplicata. A cada nova série, uma nova calibracdo foi
realizada.

Para as analises das amostras de acido, as analises foram feitas utilizando
todo o volume de acido em cada amostra (1 mL). Para tanto, adicionou-se 1mL de
solucdo TISAB Il contendo 20g de NaOH por litro (67). O eletrodo especifico para
flaor foi previamente calibrado com padrbes de flior de concentracfes (0,04 a 1,25
ppmF) preparadas de acordo com 0s reagentes utilizados no experimento. Depois a

concentracdo de fluor foi calculada para grama de flior por kilo de esmalte.

4.1.2.6 Anélise estatistica

Para verificar a diferenca entre o grupo teste e o grupo controle, para cada
verniz utilizado, foi realizado o teste de Wilcoxon Signed Ranks. Posteriormente, o
teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar as diferengas entre os grupos,
tanto no grupo teste, como no grupo controle; e o teste post-hoc de Wilcoxon Rank
Sum foi aplicado para verificar entre quais grupos ocorria a diferenca. O nivel de
significancia utilizado foi de 0.05 com ajuste de Bonferroni-Holm para multiplas
comparacoes.

Analises de correlacéo foram realizadas entre os resultados da quantidade de

flor fracamente aderida ao esmalte e a quantidade de fluor fortemente aderida a
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camada mais externa de esmalte, assim como entre a quantidade de fldor presente

nesta camada e na camada mais interna de esmalte.

4.2 ESTUDO DO EFEITO DOS VERNIZES NA DESMINERALIZACAO - IN VITRO

Para verificar o efeito do verniz na desmineralizacdo do esmalte, foram
realizados dois estudos in vitro, utilizando esmalte de dente bovino ou humano. Para
estes estudos, foram escolhidos 5 vernizes, os quais compuseram 5 dos 6 grupos de
estudo, pois um grupo foi denominado grupo controle, onde as amostras nao
receberam o verniz:

(1) Grupo controle negativo, sem verniz;

(i)  Verniz A, base de verniz sem fluoreto e sem CaGP;

(i)  Verniz I, fluoretado sem CaGP— Duraphat®;

(iv)  Verniz B, fluoretado sem CaGP — semelhante ao Duofluorid XII®;

(v)  Verniz F, contendo CaGP (1%) e F;

(vi)  Verniz G, contendo CaGP (5%) e F;

Assim como explicado anteriormente, os vernizes dos grupos (v) e (vi) foram
escolhidos porque apresentaram melhor liberacdo de flior que o verniz contendo
10% CaGP. Também, o primeiro grupo (i), sem verniz, serve como controle negativo,
para verificar o comportamento das amostras quando ndo recebem nenhum tipo de
tratamento. E o verniz do grupo (ii) ndo contém nem fldor, nem CaGP, é apenas a
base do verniz. Alguns estudos sugerem gue um possivel efeito dos vernizes em
testes in vitro € mecanico, por apresentar remanescentes sobre o elemento dentario
(64, 68). Para verificar se existe este efeito nos estudos deste trabalho, os

pesquisadores envolvidos optaram por inserir o grupo (ii).

4.2.1 O efeito dos vernizes na desmineraliza¢do por cérie in vitro
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4.2.1.1 Obtencdo dos blocos de esmalte e avaliacdo da microdureza superficial
inicial (SMH,).

Foram utilizados 60 dentes bovinos higidos. Os dentes foram cortados, sob
refrigeracdo, em uma cortadeira ISOMET Low Speed Saw utilizando disco
diamantado, para a obtencdo de blocos de esmalte, em formato quadrado, no
tamanho 4mm x 4mm. Posteriormente os blocos foram montados e fixados sobre
discos de resina acrilica autopolimerizavel. Os discos de resina contendo os blocos
de esmalte foram levados a politriz para aplanar e polir o esmalte. Esse
procedimento foi realizado utilizando sequencialmente lixas de granula¢des 320, 600
e 1200, e, posteriormente, foi utilizado disco de feltro Umido com solucdo de
diamante (1um) (39). Dessa forma, foram obtidos 60 blocos de esmalte, polidos e
planos.

Os 60 blocos de esmalte foram submetidos ao teste de microdureza
superficial inicial (SMH;) do tipo Knoop. Os blocos foram montados no aparelho de
microdureza superficial (SHIMATZU), e 5 endentacBes foram realizadas em série,
lado a lado, com o longo eixo em linha reta. As endentagdes foram realizadas com
uma carga de 50g durante 5 segundos, cada endentacdo a uma distancia de 100um
da anterior. A microdureza superficial inicial de cada bloco foi obtida calculando-se a
média dos cinco valores mensurados no bloco.

Os blocos de esmalte foram individualmente numerados para futuras
comparacdes. Posteriormente, os blocos foram aleatoriamente distribuidos em 6
grupos, conforme descrito acima. Antes de iniciar o estudo, uma andlise de variancia
foi realizada com os valores de Microdureza Superficial Inicial de cada grupo, a fim
de verificar se os 6 grupos tinham médias de dureza superficial iguais no inicio do
experimento (p>0,05). Dessa forma, observando-se que 0S grupos estavam iguais
no inicio do experimento, possiveis diferencas encontradas no final do experimento

podem ser atribuidas aos diferentes tratamentos realizados.

4.2.1.2 Ciclagem de cérie in vitro
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Inicialmente, os blocos de esmalte receberam duas camadas de esmalte de

unha incolor que cobria metade do bloco. Posteriormente, os blocos receberam uma
camada do verniz teste, de acordo com o grupo (ii a vi). Os blocos do grupo (i) nao
receberam nenhum verniz, e a superficie do esmalte dentario permaneceu exposta
as solucdes experimentais durante todo o procedimento.
Assim que o0s blocos receberam a camada de verniz, eles foram imersos
individualmente em solucdo desmineralizante (30mL de solucdo por bloco) e
mantidos a 37°C durante 6 horas . Esta solucdo era composta por: 2.0mM CacCl2,
2,0mM NaH;PO,; 0,075mM tampao de acetato, 0,02ppm fltor, pH=4,6 (69).

Apés as 6h de exposicdo na solucdo desmineralizante, os blocos foram
lavados em agua deionizada corrente durante 20 segundos. Posteriormente, o verniz
teste foi cuidadosamente removido dos blocos, utilizando uma |amina de bisturi e
bolinha de algodéao imersa em acetona. Tomou-se muito cuidado para que a lamina
de bisturi ndo tocasse na superficie do esmalte. Como a acetona também removeu a
camada de esmalte de unha, essa camada foi novamente aplicada sobre os blocos
de esmalte no mesmo local onde se encontravam anteriormente. Os blocos de
esmalte foram, entdo, individualmente imersos em solugao remineralizante (15mL de
solugdo por bloco) e mantidos a 37°C durante 18 horas. A solucdo remineralizante
era composta por: [1.5 mmol L™ CaCl,, 0.9 mmol L™ NaH,PO,4, 150 mmol L™ KClI,
0.1 mol L™ tamp&o Tris, 0.03 ppm F, pH 7.0, 37 °C] (69).

A cada troca de solucdo, os blocos de esmalte eram lavados em agua
deionizada corrente durante 20 segundos. A camada de verniz fluoretado foi
aplicada apenas no primeiro dia do ciclo. O ciclo foi repetido durante 8 dias, sendo
que apods o 5° dia, os blocos de esmalte foram imersos em solucéo remineralizante
onde permaneceram durante 66 horas (equivalendo ao periodo do final de semana).
No 8° dia (ap6s as 66 horas em solucéo remineralizante) as amostras foram lavadas
e mantidas em camara Umida, a 4°C (geladeira) até o momento de medicdo da

microdureza superficial final (SMH,) (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma da ciclagem de cérie indicando os tempos e momentos de desmineralizacéo e
remineralizacdo aos quais as amostras foram submetidas

4.2.1.3 Medicao da microdureza final (SMH,)

Para a medicdo da microdureza superficial final, os blocos foram limpos
utilizando uma bolinha de algoddo umedecida em acetona. As medicdes finais foram
realizadas da mesma forma para a medi¢cado da microdureza superficial inicial, sendo
que foram realizadas em série, lado a lado, com o longo eixo em linha reta,
utilizando uma carga de 50g durante 5 segundos e uma distancia de 100um entre
cada endentagdo. Porém, todas as 5 endentacdes utilizadas para calcular o valor da
microdureza superficial final foram realizadas na metade do bloco anteriormente
expostas as solucdes (na metade do bloco onde néo foi aplicado o esmalte de

unha).
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4.2.1.4 Analise Estatistica

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados de cada
grupo, iniciais e finais, tinham distribuicdo normal. Conforme explicado acima, foi
realizado o teste One-way ANOVA nos valores iniciais a fim de verificar se 0s grupos
eram considerados iguais no inicio do experimento. Posteriormente, calculou-se a
mudanga percentual da microdureza superficial de cada bloco (A%SMH). Esse
calculo foi realizado com a féormula: A%SMH = 100x[(SMH;—SMH,)/SMH;]. No final
do experimento, foi realizado o teste One-way ANOVA para verificar diferencas nas

mudancas percentuais dos valores de microdureza superficial.

4.2.2 O efeito dos vernizes de CaGP associado ao fluor, na progressdo da

desmineralizagdo por erosao — in vitro

Este estudo foi realizado como parte do programa Doutorado Sanduiche na
Universidade de Berna, na Suica, sob co-orientacéo do professor Adrian Lussi.

Para este estudo, foram utilizados os mesmos 6 grupos do estudo 4.2.1:

(1) Grupo controle negativo, sem verniz;

(i)  Verniz A, base de verniz sem fluoreto e sem CaGP;

(i)  Verniz I, fluoretado e sem CaGP- Duraphat®;

(iv)  Verniz B, fluoretado sem CaGP — semelhante ao Duofluorid XII®;

(V) Verniz F, contendo CaGP (1%) e F;

(vi)  Verniz G, contendo CaGP (5%) e F;

4.2.2.1 Obtencdo dos blocos de esmalte e avaliagcdo da microdureza superficial

inicial.

Foram selecionados 108 molares humanos higidos para este estudo. Os

dentes tiveram suas raizes seccionadas paralelamente ao plano oclusal, utilizando
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uma cortadeira de preciséo (Isomet, Low Speed Saw, Buehler Itd, Evanston, lllinois,
USA). Posteriormente, as coroas foram seccionadas ao meio, no sentido mesio-
distal e, dessa forma, obtiveram-se 108 “metades” de coroas com a superficie
vestibular livre e higida para o experimento.

Os dentes foram, depois, embutidos em resina acrilica autopolimerizavel e
tiveram 200um da superficie vestibular desgastadas em lixa de granulacdo 1000
(granulacdo de 18um) durante 30 segundos. Apds obter superficies paralelas, as
superficies de esmalte foram polidas utilizando lixas de granulacdo 2400 e 4000
(granulacdo de 8um e 5um, respectivamente), e, depois, utilizando feltro e pasta de
diamante de granulacdo 3um, com duracao de 1 minuto para cada etapa. Entre cada
etapa de alisamento e polimento, os blocos foram submetidos a 3 minutos de
sonificacao.

Ap0s obter superficies planas e lisas, os blocos de esmalte foram levados ao
microdurémetro (MHT-10 Microhardness Tester, Anton Paar Physica, Graz, Austria;
acoplado a um Microscépio Leica, Germany) para avaliacdo da microdureza
superficial antes de distribuicdo nos grupos. Foram realizadas trés endentacfes
superpostas, a uma distancia de 25um entre si, utilizando uma carga de 50g durante
15s. A microdureza superficial de cada bloco foi calculada obtendo-se a média entre
as trés endentacOes. Esse valor inicial de microdureza foi utilizado apenas para
dividir os blocos aleatoriamente nos respectivos grupos. Os valores de microdureza
dos blocos de esmalte variaram entre 318 e 394. A partir desse resultado, foram
gerados numeros aleatérios entre 1 e 6, em programa Excel, e blocos foram

aleatoriamente direcionados a 6 grupos, de acordo com o tratamento a ser utilizado.

4.2.2.2 Avaliacdo da microdureza superficial inicial e desmineralizac&o inicial por

erosao.

Até o momento do inicio do experimento, os blocos foram mantidos em
solugdo de armazenamento, contendo: 1,5mmol/L Célcio (CaCl,.2H,0); 1,0mmol/L
fosfato (KH2PO,); 50mmol/L NaCl, ajustado com KOH para pH=7,0 (70).

Como os blocos foram armazenados em solugéo de armazenamento, havia a

possibilidade de alteracdo da microdureza inicial. Portanto, inicialmente, os blocos
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foram alisados em feltro e pasta de diamante de granulagdo de 1pum durante 1
minuto.

A microdureza inicial (SMH;) foi avaliada a partir de 6 endentacfes de carga
de 50g aplicada durante 15 segundos. Essas endentacdes foram realizadas
paralelamente entre si com uma distancia de 25um. O valor da microdureza para o
bloco de esmalte foi calculado obtendo-se a média entre esses valores.

Apoés a avaliacdo da SMH;, os blocos foram imediatamente submetidos a
erosdo. Para tanto, os blocos foram imersos em 50mL de acido citrico (0,03M;
0,065%; tamponado com KOH a pH=3,6; a temperatura ambiente) durante 90
segundos em movimento constante. Ap6s a desmineralizacdo inicial, os blocos
foram reavaliados para microdureza superficial (SMH;), da mesma forma como para
a microdureza inicial. As novas endentacbes foram realizadas adjacentes as

endentacdes inicias, a uma distancia de 50um.

4.2.2.3 Aplicagéo dos vernizes e armazenamento em solugéo remineralizante.

Apbs medicdo da SMH;, os blocos receberam uma camada do verniz teste.
Apenas os blocos do grupo (i) ndo receberam essa camada de verniz. Sobre a
superficie de esmalte foi colocado um pedaco de lcmxlcm de plastico poliacrilico
com uma janela circular de 2,5mm de didmetro. Esse plastico foi fixado sobre o
bloco de esmalte e resina acrilica com cera utilidade. Utilizando um microbrush, o
verniz (0,025q) foi colocado na janela circular sobre a superficie do esmalte.

As amostras foram, entdo, imersas em uma solugdo remineralizante
(2,2mL/bloco), e mantidas sob movimento constante, a 30°C, durante 4 horas
(Apéndice A[A.2.2.2, A.2.2.3)).

A solucdo remineralizante consistiu em uma mistura de 1:1 de saliva artificial
e saliva humana (71). A saliva humana estimulada (0,02ppmF) foi coletada de 30
individuos saudaveis, ndo fumantes, entre 8 e 10 horas da manha, 2 horas apods a
ultima refeicdo e a ultima higienizacdo oral. Os voluntarios mascaram uma goma de
parafina e a saliva produzida era coletada em tubo de 30mL e imediatamente
armazenada em gelo. A saliva foi centrifugada durante 15 segundos, a 3000G, e

posteriormente foi armazenada a -80°C até o momento do experimento.
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A saliva humana foi descongelada em banho Maria, a 30°C. Apés atingir a
temperatura de 30°C, a saliva humana foi adicionada a saliva artificial a uma
proporcao de 1:1 (71).

A saliva artificial utilizada estava de acordo com a Standard Laboratory
Operating Procedures: 0,213g/L CaCl,.2H,0; 0,738g/L KH,PO4; 0,381g/L NacCl;
1.114g/L KCI; porém néo continha mucina géastrica do porco. O pH da saliva artificial

foi ajustado para pH=7,0 com NaOH antes de adicionar a saliva humana.

4.2.2.4 Ciclagem de eroséao.

A figura 2 mostra um fluxograma da ciclagem de eroséo realizada neste
estudo.

Inicialmente, as amostras foram imersas na solucao remineralizante durante 4
horas. Apds as 4 horas na solucdo remineralizante, os blocos de esmalte foram
removidos e lavados em &gua deionizada durante 20 segundos. Os blocos foram,
entdo, imersos em 7mL/bloco de DMSO (Sulfoxido de Dimetila) durante 5 minutos.
Utilizando uma pipeta, criou-se um fluxo sobre os blocos de esmalte para facilitar a
dissolucéo dos vernizes (Apéndice A [A.2.2.1]).

Posteriormente, os blocos foram levados ao microdurdmetro e avaliados para
microdureza superficial (SMH3). Os blocos de esmalte foram mantidos overnight em

camara fechada, em 100% umidade e temperatura ambiente.
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Figura 2. Fluxograma da ciclagem de eroséo indicando os tempos e momentos de desmineraliza¢do
e remineralizagdo aos quais as amostras foram submetidas. As setas em cinza, no lado
direito da figura, indicam o procedimento realizado apenas no primeiro dia da ciclagem.

No dia seguinte, os blocos foram imersos em &cido citrico durante 90
segundos, depois foram lavados em &gua deionizada durante 20 segundos e
imersos em solucdo remineralizante durante 4 horas, conforme detalhado acima.
Apoés o periodo de remineralizacdo, os blocos foram levados ao Microdurémetro e
tiveram sua dureza superficial avaliada (SMHj). Ap6s um periodo overnight,
conforme explicado acima, os blocos foram submetidos a mais um ciclo de eroséo e
remineralizacao, e, depois, a ultima medicéo da dureza superficial (SMH5).

No total, os ciclos duraram 3 dias (Figura 2), sendo que o0s vernizes foram
aplicados apenas no primeiro dia (Apéndice A [A.2.3]). Ainda, os blocos sofreram
erosdo de 90 segundos antes da aplicagcdo dos vernizes, e um total de 180
segundos de erosdo apos a aplicacdo dos vernizes. Foram obtidas 5 medidas de
microdureza superficial de cada bloco: SMH; — microdureza inicial;, SMH, -
microdureza apos erosdo; SMH3; — microdureza apoés aplicacdo dos vernizes; SMH,

e SMHs — microdureza apos 2% e 3% ciclagem.
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4.2.2.5 Analise estatistica.

Primeiramente, calculou-se a média dos valores de microdureza superficial no
decorrer do experimento. Posteriormente, calculou-se a diferenga percentual da
microdureza superficial para demonstrar graficamente a alteragdo dos valores no
decorrer do experimento.

Como houve uma diferenca estatisticamente significante entre os valores de
microdureza iniciais entre 0s grupos, optou-se por calcular, para cada bloco de
esmalte, a diferenga entre o valor da microdureza inicial e os valores de microdureza
seguintes no decorrer do experimento. Assim, as analises estatisticas foram
realizadas utilizando esses valores.

Como os dados nao apresentaram distribuicdo normal, foram utilizados testes
ndo paramétricos. Dessa forma, para testar a influéncia dos grupos e do tempo na
diferenca da microdureza superficial dos blocos, foi utilizado um modelo de Anova

nao paramétrico, onde o nivel de significancia utilizado foi 0,05 (72).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando uma significancia de
5%. Em casos de mdultiplas comparacfes o ajuste de Bonferroni-Holm também foi
utilizado.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO DA CONCENTRACAO DE FLUOR RELACIONADA AO USO DOS
VERNIZES

5.1.1 Estudo da liberag&o de fluor dos vernizes de CaGP associado ao flaor

ApoOs analise da concentracdo de fluor liberada pelos vernizes, observou-se
qgue os grupos (v), (vi) e (vii), contendo 1%, 5% e 10% CaGP, respectivamente, mas
sem conter fldor, tiveram comportamento semelhante ao controle negativo, grupo
sem verniz, e ao verniz base (sem CaGP e sem fllor). Dessa forma, decidiu-se
excluir esses grupos da apresentacdo grafica (Figura 3) a fim de facilitar a
visualizacdo dos demais grupos. Entretanto, esses grupos ndo foram excluidos das
andlises.

As areas sob as curvas tracadas na figura 3 foram calculadas e apresentadas
na Tabela 5.1.

Os vernizes contendo 5,63%F (com ou sem CaGP) tiveram uma alta liberacao
de flior nas primeiras oito horas do experimento. Porém, apds 12 horas, esses
valores decresceram significantemente, e permaneceram baixos até o final do
experimento. Entretanto, o verniz contendo 5,63%F e 1% CaGP teve um aumento
significante na quantidade de fldor liberada nas primeiras 8 horas do experimento.

O verniz base, sem flior ou CaGP, liberou niveis tragos de fltor, igualmente
ao grupo controle sem verniz. Como os tempos sédo diferentes, torna-se dificil a
avaliacdo dos vernizes analisando apenas a Figura 3. Dessa forma, optou-se por

calcular a area sob a curva.
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Figura 3. Gréfico da concentracdo de fldor liberada pelos vernizes durante as 72 horas do
experimento.

Analisando a AUC dos vernizes, na tabela 5.1, observou-se que os vernizes
sem fluor se comportaram de forma bem semelhante, ndo havendo diferenca
estatistica entre eles. Os vernizes contendo 5,63%F, liberaram significantemente
mais flior que o verniz Duraphat® (2,26%F), porém os vernizes contendo 5,63%F
juntamente com CaGP (1%, 5% ou 10%) liberaram quase duas vezes mais fllor que

o verniz contendo apenas fltor 5,63%.



Tabela 5.1. Valores de AUC para cada intervalo de tempo e AUCq, pOr grupo.

Grupo AUC(1h-8h) AUC(8h-12h) AUC(12h-24h) AUC(24h-48h) AUC(48h-72h) AUCotal
Controle negativo (sem verniz) 0,39(x0,01) 0,19(x0,02) 0,05(+0,04) 0,07(x0,01) 0,07(x0,02) 0,76(x0,04)"
Verniz A, base (sem F e sem A

CaGP) 0,55(+0,05) 0,46(x0,02) 0,35(+0,04) 0,28(+0,06) 0,24(+0,04) 1,88(+0,11)
Verniz |, fluoretado Duraphat® 3,68(x0,62) 1,77(20,27) 6,06(+0,86) 23,63(+3,15) 27,99(+4,82) 63,12(+7,87)°

Verniz B, fluoretado Duofluorid®
Verniz C, sem flior e com CaGP
(1%)

Verniz D, sem flior e com CaGP
(5%)

Verniz E, sem flior e com CaGP
(10%)

Verniz F, com fltor e com CaGP
(1%)

Verniz G, com flior e com CaGP
(5%)

Verniz H, com flior e com CaGP
(10%)

90,56(+15,89)

0,36(+0,05)

0,43(+0,05)

0,47(+0,03)

215,74(+26,02)

233,76(+11,75)

206,81(+5,51)

21,37(+4,08)

0,14(0,01)

0,18(+0,01)

0,22(+0,01)

84,09(+10,72)

61,46(4,36)

46,54(+8,07)

18,24(+2,75)

0,46(+0,03)

0,66(+0,06)

0,60(x0,02)

58,18(+10,16)

19,35(0,65)

23,32(1,35)

38,98(2,26)

1,37(+0,17)

1,53(x0,07)

1,12(+0,08)

64,69(+16,06)

44,14(+2,73)

63,59(+5,56)

39,21(2,60)

1,44(0,16)

1,22(+0,11)

0,93(+0,09)

28,59(3,67)

46,82(+3,38)

71,74(%5,65)

208,36(+21,04)°

3,78(+0,39)"

4,01(0,22)"

3,33(+0,18)"
451,29(+55,63)°
405,53(+18,17)°

412,01(+12,82)°

Letras” diferentes na ultima coluna (AUC) Significam grupos estatisticamente diferentes (p<0,05)
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Ainda, dentre os vernizes contendo CaGP, néo foi observada uma relacdo
direta entre concentracdo de CaGP na composi¢cdo do verniz e a concentracédo de
fldor liberado pelo verniz. Isso porque o verniz contendo 1% de CaGP liberou
significantemente mais flior que os vernizes contendo 5% e 10% CaGP, que, entre

si, liberaram quantidades semelhantes de fluor.

5.1.2 Andlise da quantidade de fltor fraca e fortemente aderida ao esmalte dentério

apos uso dos vernizes de CaGP associado ao fluor

A andlise de flior da solucdo de KOH demonstrou que a mediana das
amostras do grupo controle teve niveis de fluoreto ndo detectaveis na analise de
flor fracamente aderida ao esmalte. Ja as amostras que receberam 0s vernizes
fluoretados tiveram maiores concentracdes de fllor que as amostras do grupo
controle (Tabela 5.2).

Pbde-se observar que as amostras que receberam uma camada do verniz
Duraphat obtiveram a menor quantidade de flior fracamente aderida, semelhante ao
grupo contendo 5% CaGP. Os vernizes contendo apenas 5,63%F ou 5,63%F com
1% CaGP foram capazes de criar maiores quantidades de flior fracamente aderida
ao esmalte.

No experimento da analise de fluor fortemente aderido ao esmalte dentério
(Tabela 5.2), percebe-se a presenca de flior em ambas camadas do esmalte
dentario do grupo controle. Juntando os elementos dentarios dos quatro grupos
(n=60), verificou-se que a quantidade média (xdesvio padrdo) de fllor presente na
camada externa de esmalte foi 134,1 (+87,0) mgF Kg' esmalte, enquanto na
camada interna foi de 105,0 (+66,3) mgF Kg' esmalte. Estes podem ser
considerados o0s niveis basais de flior no esmalte dentario, uma vez que as

amostras dos grupos controle nao receberam verniz fluoretado.
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Tabela 5.2. Quantidade mediana de fltor fraca (I /gF/mm?) e fortemente aderido (mgF/Kg enamel) ao
esmalte, de acordo com a camada de esmalte analisada, nas amostras expostas, ou
ndo, aos vernizes fluoretados.

Grupo da amostra

Camada de esmalte Verniz :
Verniz Controle
Verniz |, Duraphat® 0.31172 o°
o o Verniz B, Duofluorid® 0.540%2 o°
o0 Superficie _ 5
= Verniz F, com CaGP (1%) e F 0.703°% 0?
Verniz G, com CaGP (5%) e F  0.363" o°
Verniz |, Duraphat® 256.3"B4 93.4°
o Verniz B, Duofluorid® 560.6°° 125.4°
o) Camada Externa _ BC b
iy Verniz F, com CaGP (1%)e F  553.8>%% 122.8
Verniz G, com CaGP (5%) e F  208.0*2 90.2°
Verniz |, Duraphat® 104.8%2 67.9°
o Verniz B, Duofluorid® 277.452 88.5"
o) Camada Interna _ B b
iy Verniz F, com CaGP (1%) e F 276.1°° 108.3
Verniz G, com CaGP (5%)e F  100.9%? 79.1°

LBL — Flaor fracamente aderido;

FBF — Flaor fortemente aderido;

Letras iguais significam nenhuma diferenca estatistica entre os vernizes (nas coluna
[letras maitsculas *]; nas linhas [letras minGsculas ?] dentre uma mesma camada de
esmalte.

As amostras do grupo teste, que tinham recebido uma camada de verniz,
demonstraram niveis de flior bem maiores que no grupo controle (p<0,05), exceto
para o Duraphat na camada mais interna, que apresentou quantidade semelhante ao
grupo controle (p=0.118). Os blocos de esmalte do grupo que recebeu uma camada
dos vernizes semelhantes ao Duofluorid, contendo apenas 5,63%F ou 5,63%F com
1% CaGP, demonstraram maiores quantidade de flior fortemente aderido ao
esmalte dentario, tanto na camada mais externa como na camada mais interna de
esmalte (Tabela 5.2).

O verniz Duraphat, por sua vez, demonstrou menores niveis de fluor

fortemente aderido a camada de esmalte mais externa. Quando a camada mais
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interna de esmalte foi analisada, observou-se que os niveis de flor cairam para o
nivel basal.

Todos o0s grupos parecem ter mantido o mesmo padrdo de quantidade de
flaor fraca e fortemente aderido ao esmalte, apresentado em ambos experimentos.
Assim, uma andlise de correlacdo foi realizada entre as quantidades de fldor
fracamente aderida ao esmalte e as quantidades de flior fortemente aderida a
camada mais externa de esmalte, assim como entre as quantidades de fluor
presentes nas duas camadas de esmalte. Observou-se, na correlacdo de Spearman,
uma correlacdo média entre a quantidade de flior fracamente aderida ao esmalte e
a quantidade de fluor fortemente aderida a camada mais externa de esmalte
(r’=0,35). De modo semelhante, uma correlacdo média (r’=0,56) também foi
observada entre as quantidades de flior fortemente aderia as duas camadas de

esmalte.

5.2 ESTUDO DO EFEITO DOS VERNIZES NA DESMINERALIZACAO — IN VITRO

5.2.1 Efeito dos vernizes na desmineralizacdo por carie artificial

O efeito dos vernizes na desmineralizacdo por cérie artificial foi observada
apos calcular a diferenca percentual entre os valores de microdureza inicial e final de
cada bloco. Esses valores podem ser observados na Tabela 5.3.

Pbde-se observar que no grupo controle, sem verniz, houve mais
desmineralizagcdo que nos outros grupos, exceto 0 grupo contendo o verniz teste
com 5,63%F e 1% CaGP, o qual ndo teve uma diferenca de microdureza
estatisticamente diferente que o grupo controle. Esse grupo, por sua vez, teve
desmineralizacdo igual aos demais grupos contendo 5,63%F. Ja o grupo contendo
os blocos que receberam o verniz com 5,63%F e 5% CaGP ou o verniz contendo
apenas flior (6%) teve A%SMH semelhante ao grupo que recebeu Duraphat®
(2,26% flior). O verniz Duraphat® (2,26%NaF), o verniz contendo 5,63%F sem
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CaGP, e o verniz contendo 5,63%F e 5% CaGP protegeram significantemente o

esmalte dentéario contra céarie artificial.

Tabela 5.3 - Média (+desvio padréo) da diferenca percentual da microdureza inicial e final dos blocos

de esmalte.
Verniz A%SMH
Grupo Controle — Sem verniz -36.1(*+10.1)%
Verniz A, Base (sem F ou CaGP) -49.2(+5.1)°
Verniz |, Duraphat ® -14.1(+7.5)¢
Verniz B, semelhante ao Duofluorid® -21.9(8,2)%
Verniz F, com CaGP (1%) e F -29.6(+7.1)*°
Verniz G, com CaGP (5%) e F -23.1(+4.1)%¢

5.2.2. O efeito dos vernizes na progressao da desmineralizacéo por erosao — in vitro

O efeito dos vernizes na progressao da desmineralizacdo pode ser observado
na Figura 4 e Tabela 5.4.

ApoOs a aplicacdo dos vernizes, observa-se que a microdureza superficial das
amostras dos grupos controle (sem verniz e com o verniz base), assim como a do
grupo que recebeu Duraphat, permaneceu semelhante a etapa anterior. Nos demais
grupos, a microdureza superficial diminuiu (Figura 4).

ApoOs a segunda e terceira ciclagem de erosédo, observa-se que a microdureza
dos grupos controle (sem verniz e com o0 verniz base) diminuiram mais que nos
outros grupos, sendo uma diminuicdo de 28,8% e 29,1%, respectivamente. No
entanto, as amostras dos grupos que receberam o verniz Duraphat® e o verniz
contendo 5,63%F e 1% CaGP tiveram menores diminuicdes na microdureza
superficial (Figura 4).

Para a andlise estatistica, calculou-se a diferenca entre os valores de

microdureza inicial e os valores obtidos no decorrer do experimento. Numa analise
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inicial, verificou-se que houve diferenga significante nos valores de microdureza
entre os grupos (ETA=4,01; gl=4,4; p<0,0001) e no decorrer do experimento
(ETA=280,9; gl=2,7; p<0,0001). Verificando o efeito da interacdo entre tempo e
grupo, verificou-se que, em cada grupo, as ciclagens de erosdo néo tiveram o

mesmo efeito na microdureza superficial do esmalte (ETA=6,69; gl=11,4; p<0,0001).

100,0

SemVerniz

Verniz base
Duraphat®
Duofluorid®

6% NaF e 1% CaGP

90,0 |
6% NaF e 5% CaGP

80,0 -

Mudanga percentual da microdureza superficial do esmalte

70,0

Inicial Apos 1la Apos 4 Apos 2a Apos 3a
erosao horas de Ciclagem Ciclagem
verniz de Erosdao de Erosdao

Etapa do Experimento

Figura 4. Mudanca percentual da microdureza superficial Knoop do esmalte em cada etapa do
experimento.

Também se verificou que houve diferenca significante na microdureza
superficial dos blocos no decorrer do experimento, onde a microdureza diminuiu em
todos os grupos (p<0,001).

Ao observar que as ciclagens de erosado tiveram um efeito significante na
diferenca de microdureza superficial, onde causou uma diminuicdo nesta, e que 0s
grupos também tém um papel importante nessa diferenca, testou-se as diferencas

entre 0s grupos nas seguintes etapas do experimento:
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Diferenca entre os valores de microdureza superficial inicial e ap6s o primeiro
desafio erosivo;

Diferenca entre os valores de microdureza superficial inicial e apos a
aplicacao do verniz;

Diferenca entre os valores de microdureza superficial inicial e apds o ultimo

desafio erosivo.

Tabela 5.4. Média (£Erro Padréo) da microdureza superficial Knoop do esmalte antes e apds o uso

dos vernizes e ciclagem de eroséo.

Etapa do Experimento

) Apods 4 Apés 2° Apds 3%
Grupo o Apos 12 . .
Inicial . horas de  Ciclagem de Ciclagem de
erosao . . .
verniz * Eroséao Eroséo
Controle — Sem

347,6(x2,5) 310,4(x2,3) 309,9(+3,7) 278,5(x4,7) 247,5(4,9)

verniz

Verniz A, Base 354,4(+2,0) 311,0(x3,4) 307,9(+3,8) 277,1(x2,8) 251,3(+3,6)

Verniz |, Duraphat ®  355,5(x3,9) 311,9(x2,9) 305,0(x5,2) 284,9(x4,5) 277,2(3,7)

Verniz B, Duofluorid® 351,5(x2,9) 310,2(¢3,2) 293,1(x4,4) 274,1(x3,4) 261,5(x4,2)

Verniz F, CaGP (1%)

eF

352,3(+2,8) 315,8(+2,5) 288,0(x4,5) 264,1(+4,3) 265,8(x5,1)

Verniz G, CaGP (5%)

eF

361,3(x2,4) 317,6(x2,0) 279,5(x7,2) 2752(x6,4) 265,3(3,7)

*Os blocos do grupo controle permaneceram 4h sem a camada de verniz.

Essas diferencas estéo representadas na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5 - Mediana (em unidades de microdureza Knoop) das diferencas de microdureza
superficial entre dois tempos, para cada grupo.

Diferenga entre tempos

Apos 4h de
o Apos 12 o P . Inicial e
Inicial e . Inicial e verniz e ]
Grupo i erosao e i i Apos 3?
apos 1° ] Apos 4h Apos 32 .
Apos 4h _ _ ciclagem de
erosao _ de verniz* ciclagem de .
de verniz . erosao
erosao
Controle — Sem
_ -35,5° +3,8° -31,7¢ -69,6° -103,8%
verniz
Verniz A, Base -43,3? -0,5 -46,3%° -55,0° -101,4°
Verniz |, Duraphat ® -41,12 -8,3? -50,72P -21,1° -75,2°
Verniz B, Duofluorid®  -40,4° -14,02° -53,0%° -25,2° -95,62"
Verniz F, CaGP (1%) b b b b
- -34,5° -29,2 -65,0"°¢ -21,6 -84,0%
e
Verniz G, CaGP (5%) b b b
-41,9% -28,2 -82,1° -15,7 -93,6%

eF

®Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05 e
ajuste de Bonferroni) na mesma coluna.
*Os blocos do grupo controle permaneceram 4h sem a camada de verniz.

Ao verificar essas diferencas,

observou-se que n&o houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos apdés o primeiro desafio erosivo [A]

(x?=9,04; gl=5; p=0,107). Contudo, houve diferenca significante entre os grupos

guando se comparou a analise inicial e a microdureza ap0s a aplicacdo dos vernizes

[B] (x*=33,37; gl=5; p<0,0001). Isso também se repetiu apés as ciclagens de erosao,

onde também houve uma diferenca significante entre os grupos comparando a

microdureza inicial e apds o Ultimo desafio erosivo [C] (x*=21,85; gl=5; p=0,0006)

(Tabela 5.5).
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Testes post-hoc foram realizados para verificar quais grupos se diferenciavam

entre si nos intervalos de tempo especificos.
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6 DISCUSSAO

Os vernizes fluoretados utilizados na Odontologia sédo veiculos de aplicacao
topica e sdo principalmente utilizados para a remineralizagdo nos tecidos duros,
podendo ser utilizados em ambiente clinico, assim como em ambiente
epidemioldgico, na tentativa de remineralizar e prevenir lesdes cariosas. Isso
provavelmente ocorre uma vez que esses materiais permanecem em contato com o
elemento dentario e, assim, liberam ions de flior para o meio oral e os tecidos
dentarios. Assim, ocorre uma reacao entre o fluoreto proveniente dos vernizes e o
esmalte dentario, formando, assim, depésitos de fluoreto de calcio (CaF;) sobre a
superficie do dente (54, 73). O presente estudo foi o primeiro a adicionar o composto

CaGP a uma formulacao de verniz e verificar seu efeito contra carie e erosao.

6.1 ESTUDO DA CONCENTRACAO DE FLUOR RELACIONADA AO USO DOS
VERNIZES DE CaGP ASSOCIADO AO FLUOR

6.1.1 Analise da liberacdo de flior dos vernizes de CaGP associado, ou ndo, ao

fldor.

A primeira parte desse estudo teve como objetivo analisar a quantidade de
flaor liberada pelos vernizes contendo ou néo glicerofosfato de calcio.

O verniz Duraphat® contendo 2,26%F liberou significantemente mais flGior que
os verniz sem flGor. Também, o verniz Duraphat® liberou significativamente menos
flor que o verniz contendo 5,63%F. Essa diferenca ja poderia ser esperada, pois o0
verniz Duraphat® contém quase a metade da concentracdo de fltior em relacdo aos
vernizes semelhantes ao Duofluorid®. Entretanto, verificou-se que o verniz
Duraphat® liberou quase 70% menos flior que o verniz contendo 5,63%F, AUC de

63,12 e 208,36, respectivamente.
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Pbde-se verificar que a liberacdo de flior ndo é diretamente proporcional a
concentracdo de CaGP. Ainda, constatou-se que os vernizes contendo 5% e 10%
CaGP com fluor liberaram quantidades semelhantes flior, e que o verniz contendo
1% CaGP e fldor liberou quantidades significantemente maiores de flaor. Portanto,
para os demais estudos, foram escolhidos apenas os vernizes contendo 1% e 5%
CaGP. Adicionalmente, como o fllor seja parte importante na remineralizacdo do
elemento dentario, foram escolhidos os vernizes contendo flior para os préximos
experimentos. Dessa forma, os vernizes escolhidos para 0s proximos experimentos
foram o0 1% e 5% CaGP com 5,63%F, que foram comparados aos vernizes contendo
apenas fluor (5,63% ou 2,26%), e ao verniz base sem flior e sem CaGP, e a um
grupo sem verniz.

Demais estudos que avaliaram a liberacdo de fllor de vernizes utilizaram
blocos de esmalte em sua metodologia (74, 75) como superficie para o verniz.
Porém, o esmalte dentério pode sofrer uma reacdo com o flior presente no verniz e
h&a uma possibilidade de que isso exerca alguma influéncia na quantidade total de
fldor liberada pelos vernizes. Dessa forma, para evitar tal cenario, optou-se por
utilizar blocos de acrilico no experimento, pois esses sao inertes a presenca de fldor
e, provavelmente, ndo influencia na quantidade total de fldor liberada pelos vernizes
testados.

Como grupo controle, optou-se por utilizar um grupo sem verniz € um grupo
contendo apenas a base do verniz, sem os ingredientes ativos analisados nesse
estudo, fluoreto e CaGP. Observou-se que ambos grupos liberaram quantidades
minimas de flUor. Isso sugere que o método utilizado é valido e que o fldor liberado
dos vernizes teste ndo sao provenientes da base sintética dos vernizes ou de algum
passo errbneo nos métodos.

O verniz Duraphat® teve uma liberacdo de flior bem menor que os outros
vernizes, porém essa liberacdo ocorreu de forma constante durante todo o tempo do
experimento. Isso esta de acordo com o estudo de Castillo et al. (2001) (74) que
encontraram resultados com o mesmo padrao num periodo de 20 semanas. Porém,
vernizes fluoretados permanecem apenas algumas horas em contato com o esmalte,
e o fluor liberado pelo verniz seria apenas “Util” enquanto o verniz esta em contato

com o dente (76). Dessa forma, ao contrario de publicagdes anteriores, no presente
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estudo optou-se por utilizar intervalos de tempo menores e clinicamente mais
relevantes, como os primeiros intervalos de 1h, 8h e 12h. Intervalos mais
prolongados, de 24h, 48h e 72h, também foram utilizados para obter uma idéia do
padrao de liberacao de fluor dos vernizes no decorrer do tempo.

Como foram utilizados intervalos de tempo diferentes para medicéo de fltor, a
comparacao da quantidade de flaor liberada pelos vernizes nos diferentes intervalos
nao pode ser realizada de forma direta, uma vez que o primeiro tempo é de apenas
1h de contato entre o verniz e o meio, ja o segundo tempo ocorreu em um periodo
de 7 horas de contato entre verniz e meio. Dessa forma, para comparar as
concentragfes de flior nas amostras nos diferentes intervalos de tempo, resolveu-se
utilizar o calculo da area sob a curva (AUC). Esses valores de AUC levam em
consideracdo a area abaixo da curva de liberacdo de fluor (Figura 3), e, como os
valores sdo expressos em tamanho da é&rea, os diferentes tempos podem ser
comparados entre si.

Avaliando os resultados obtidos, péde-se observar que durante as primeiras
12 horas do experimento houve uma maior liberacdo de flior pelos vernizes

contendo CaGP, seguidos pelo verniz contendo apenas fltor (5,63%F) e Duraphat®

(2,26%F). Os resultados da liberagédo de flor mostram que o verniz Duraphat®
liberou menores quantidades que os outros vernizes fluoretados. Uma das razdes
para essa diferenca pode estar nas diferentes concentracdes de flor nos vernizes,
uma vez que as informacdes do fabricante do Duraphat® informam que este verniz
contém 2,26% de fluoreto de sddio (NaF), enquanto os outros vernizes fluoretados
apresentam 5,63%F. Adicionalmente, os vernizes Duraphat® e os demais vernizes
utilizados nesse estudo, os quais tém a mesma composicdo que O verniz
Duofluorid®, sdo formados por diferentes compostos resinosos e polimeros. O verniz
Duraphat® contém colofénia, goma-laca, mastica e cera branca de abelha. J& o
verniz contendo 5,63%F foi fabricado pela FGM, Dentscare LTDA, a qual diz na sua
bula que o verniz, parecido em composi¢ao ao verniz Duofluorid X1I®, contém resinas
sintéticas. Dessa forma, o Duraphat® apresenta-se como uma resina de coloracao
laranja/amarelada e mais viscosa que 0 outro verniz, o qual, por sua vez, tem uma
aparéncia mais clara/esbranquicada e bem mais fluida. Assim, essa diferenca na

composicdo resinosa dos vernizes leva a uma diferenga na viscosidade dos



56

mesmos. Isso pode, entdo, causar uma diferenca na fluidez e, consequentemente,
na espessura da camada dos vernizes. Entdo, apesar de 0 mesmo peso ter sido
utilizado para todos os vernizes, a area de superficie do verniz exposta ao meio
pode diferir e causar diferencas na quantidade de flor liberado.

Tendo isso em mente, observou-se que o verniz Duraphat® liberou
quantidades de fluoreto significantemente menores que 0s vernizes contendo
5,63%F (Duofluorid®). Ainda, os vernizes contendo diferentes concentracdes de
CaGP liberaram quase o dobro da quantidade de fluoretos que o Duofluorid®. Dessa
forma, pode-se sugerir que a quantidade de fluoreto liberada pelos vernizes é
influenciada pela presenca de CaGP, pois os resultados também mostraram que o
verniz contendo 1% de CaGP liberou significantemente mais fluoretos que os
vernizes contendo 5% ou 10% de CaGP.

Observando apenas os vernizes contendo CaGP, verificou-se que na primeira
hora do experimento, os vernizes contendo 5% e 10% liberaram mais fldor que o
verniz contendo 1% CaGP. Durante o proximo intervalo de tempo, a quantidade de
fldor liberada pelos vernizes contendo CaGP a 5% e 10% diminuiu, enquanto aquela
liberada pelo verniz contendo 1%, aumentou. Contudo, avaliando a quantidade total
de fluor liberado nesses intervalos, observando a AUC, nota-se que 0s vernizes
liberaram quantidades semelhantes de flior. Porém, ao final do experimento,
observa-se que o verniz contendo 1% CaGP liberou mais fllor que todos os outros
vernizes, e que o0s vernizes contendo 5% e 10% tiveram comportamentos
semelhantes. Dessa forma, optou-se por utilizar os vernizes contendo 1% e 5% nos
experimentos seguintes.

Ainda, devido ao fato que os vernizes contendo 5,63%F, com ou sem CaGP,
liberaram maiores quantidades de fluoretos que o Duraphat®, por exemplo, seria
pertinente sugerir que estes vernizes podem promover maiores quantidades de CaF,
na superficie do esmalte. Ainda, o CaGP presente em alguns vernizes poderia
dissociar e liberar ions de calcio. Esses ions, por sua vez, também estariam
envolvidos na reacdo com os ions de flior e formacdo do composto CaF,. Dessa
forma, os vernizes contendo CaGP teriam uma protecdo maior contra a

desmineralizagcéo por carie ou erosao.
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6.1.2 Analise da quantidade de fluor fraca e fortemente aderida ao esmalte dentario

apos o uso dos vernizes de CaGP associado ao fluor

Este estudo teve o objetivo de avaliar a quantidade de fltor fraca e fortemente
aderida ao esmalte dentério. Para tanto, foi realizada a técnica de analise de fluor
dissolvida em KOH (19) e posteriormente a analise do esmalte abrasonado por
camadas (18, 77, 78).

Na literatura, varios estudos utilizando vernizes fluoretados mantiveram os
corpos de prova em contato com os vernizes durante diferentes tempos (12, 14, 65).
Durante este experimento, os vernizes foram mantidos em contato com o esmalte
dos dentes durante 4 horas. Isso foi realizado para manter o mesmo tempo de
contato que utilizado no estudo do efeito dos vernizes na progressdo da
desmineralizagdo por eroséo.

Experimentos preliminares foram realizados para verificar a possibilidade de
utilizar o solvente sulféxido de dimetila (DMSQO) ao invés de acetona para a remogao
do verniz. Contudo, o poder de penetracdo no DMSO é maior que da acetona, e,
com isso, este solvente poderia dissolver o verniz e levar flior para as camadas
mais profundas de esmalte (Apéndice A [A.1.2]). Assim, optou-se por utilizar uma
bolinha de algoddo embebido em acetona. Como os corpos de prova de esmalte ndo
sofreram erosdo previamente a aplicacdo de verniz, pode-se sugerir que a remocao
deste com bolinha de algodao nao afetou a superficie do esmalte dentério.

A aplicacdo do verniz fluoretado sobre a superficie do esmalte promove a
formacado de globulos de fluoreto de célcio sobre o esmalte. Entretanto, o cristal de
fluoreto de célcio puro tem uma estrutura cubica, como esse cristal sobre o esmalte
dentario tem estrutura globular, geralmente encontramos na literatura o termo
“estrutura semelhante ao fluoreto de calcio” (calcium fluoride-like structure) (79).
Ainda, como este cristal € facilmente dissolvido em KOH, esta camada de CaF,
também pode ser denominada de “fluor soluvel em KOH” (KOH soluble fluoride) ou
“fluor fracamente aderido ao esmalte”. Este ultimo em conjunto com a férmula

quimica CaF, séo os termos adotados neste trabalho.
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O método utilizado para a andlise de fllor fracamente aderido ao esmalte foi
estabelecido por Caslavska et al. (1975). Este método consiste em mergulhar a
amostra de esmalte em 10mL de KOH (1M) durante 24h. Como o diéxido de
carbono presente no ar é facilmente dissolvido no KOH, recomenda-se que
experimentos utilizando esta base sejam realizados em vacuo. Isso foi realizado no
presente experimento.

O fldor presente na estrutura do esmalte é geralmente encontrado na forma
de fluoroapatita ou fluorhidroxiapatita. Como este flior esta ligado aos cristais do
esmalte, e faz parte da estrutura do mesmo, ele ndo é prontamente dissolvido na
solugdo de KOH. Assim, o mesmo € geralmente denominado de “fluor fortemente
aderido ao esmalte”. Para a analise deste fluor, alguns trabalhos utilizam a técnica
da biopsia, que € realizada através da dissolugcdo do esmalte por acido por um
determinado tempo (80). Apds dissolucdo do esmalte, o &cido é analisado para a
quantidade de flaor, calcio e fosfato. Posteriormente, a quantidade de esmalte
supostamente dissolvida é calculada (em Kg) utilizando a quantidade de célcio ou
fésforo presente na solucéo acida, supondo que o esmalte dentario é composto por
37,5% de célcio e/ou 17,4% fosforo (80, 81).

Diferente da bidpsia por dissolu¢do acida, a técnica utilizada no presente
estudo permite que o esmalte dentario seja abrasonado e s6 entdo que o p6 de
esmalte obtido seja pesado e dissolvido em acido (82). Dessa forma, a quantidade
de fllor presente no acido pode ser diretamente relacionada a quantidade de
esmalte removida da amostra. Ainda, os autores optaram por utilizar a presente
técnica uma vez que a mesma permite que o esmalte seja removido em camadas,
as quais sao medidas utilizando um micrometro.

Os resultados desse estudo mostraram que todos 0s vernizes testados foram
capazes de promover a formacédo de CaF, na superficie do esmalte higido. Esse
efeito é limitado ao sitio de esmalte diretamente em contato com o verniz (82),
portando, em situagdes clinicas, a protecdo dos vernizes fluoretados ocorre apenas
nos elementos dentarios em contato com os vernizes.

Seria coerente esperar um maior efeito protetor promovido pelos vernizes
contendo 5,63%F (Duofluorid®) ou contendo fllior e 1% CaGP. Isso se deveria a

maior formac&o de fluor fraca e fortemente aderida ao esmalte. A camada de CaF; é
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dissolvida quando ocorre um ataque acido. No caso da carie dentaria, os ions de
calcio e fluor recentemente dissolvidos podem promover a remineralizacdo do
esmalte (79), enquanto na erosdo dentaria, a maior formacdo de CaF, cria uma
camada “protetora” sobre o esmalte a qual necessita ser desmineralizada antes que
os acidos desmineralizarem o esmalte propriamente dito (83). Ainda, o fllor presente
na estrutura do esmalte, que esta fortemente aderido, provavelmente se encontra na
forma de fluorapatita e tem um limiar de saturagao de pH=4,5, o que a torna menos
susceptivel ao ataque acido, principalmente em relacéo a carie dentaria.

O verniz Duraphat® promoveu quantidades de fltor fraca e fortemente aderido
ao esmalte semelhantes ao verniz contendo 5,63%F e 5% CaGP, que, por sua vez,
foram significantemente menores que 0s vernizes citados acima. Isso esta de acordo
com estudos anteriores, que demonstraram que o verniz Duraphat® teve
quantidades de fltor inferiores ao verniz Fluor Protector®, mas semelhante a um gel
fluoretado (Medinos Gel®, acidulado; 1,23% NaF; pH=4,0) (84). A menor formacéo
de fldor fraca e fortemente aderida ao esmalte poderia indicar uma menor protecao
do esmalte dentério pelo verniz Duraphat.

Verificando os resultados do experimento anterior, € possivel observar que o
verniz contendo 5% CaGP e fllor teve uma liberacdo de fltor inferior ao verniz
contendo 1% CaGP, porém foi superior ao verniz contendo apenas fluor
(Duofluorid®). Portanto, esperava-se que o CaGP neste verniz fosse dissociado,
liberando, assim, ions de calcio que promoveriam uma formacdo de CaF, em
maiores quantidades que no verniz Duofluorid®. Entretanto, o presente estudo
mostrou o contrario. Isso pode ser devido ao fato de que uma maior concentracéo de
CaGP (5%) presente no verniz pode liberar maiores quantidades de ions calcio no
proprio verniz. Assim, a reacdo descrita acima ocorre no proprio verniz, e ndo na
superficie dentaria onde seria ideal para que esse CaF, permanecesse aderido,
mesmo que fracamente, ao esmalte.

Adicionalmente, apenas blocos de esmalte higido foram utilizados neste
experimento. Portanto, ainda ndo se conhece o efeito das novas formulagdes dos
vernizes na formacdo de fluor fraca e fortemente aderida ao esmalte
desmineralizado. Attin et al. (2005) (82) mostrou que o esmalte desmineralizado tem

a capacidade de reter mais fldor que o esmalte higido, quando o vernizes
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fluoretados (Duraphat® e Mirafluorid®) foram aplicados. Isso provavelmente ocorre
devido a maior porosidade do esmalte, que permite uma melhor penetracdo do
agente fluoretado e maior nimero de sitios para retencdo de CaF,. Ainda, com o
passar do tempo, essa camada de CaF, formada apds aplicacdo dos vernizes é
capaz de desmineralizar e permitir que o flior penetre no esmalte subjacente,
constatando o efeito remineralizador do fldor (82). Portanto, pode ser sugerido que
0S vernizes que promovem a formacdo de uma maior quantidade de flaor fraca e
fortemente aderido ao esmalte dentario poderiam promover a remineralizacdo e
prevenir a desmineralizagéo do esmalte.

Em geral, os resultados mostraram que a quantidade de fldor fortemente
aderida a camada mais interna de esmalte esta relacionada a quantidade de fluor
presente na camada de esmalte mais externa, que, por sua vez, esta relacionada a
quantidade de flaor fracamente aderida ao mesmo. Ainda, a quantidade de flior
fracamente aderida ao esmalte parece depender na composicdo do verniz
fluoretado, pois o verniz com 1%CaGP proporcionou maiores quantidades de fldor

fraca e fortemente aderido ao esmalte.

6.2 ESTUDO DO EFEITO DOS VERNIZES NA DESMINERALIZACAO - IN VITRO

6.2.1 Efeito dos vernizes na desmineralizacdo por carie artificial

A presenca de CaGP na dieta de roedores teve um efeito anti-
cariogénico. Adicionalmente, a presenca de CaGP, em conjunto com fluoreto, em
dentifricios demonstrou haver uma melhor prevencéo contra a carie em criancas (16,
46-48). Portanto, optou-se por adicionar este composto aos vernizes fluoretados.

Para a analise dos vernizes na desmineralizacdo dentéria por cérie, optou-se
por utilizar um tempo clinicamente relevante para a exposi¢cao dos vernizes sobre o

esmalte. Entdo, tendo em mente que a atuacdo dos vernizes € limitada ao contato
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entre o este e o elemento dentario (76), optou-se por utilizar um tempo de 6 horas
neste experimento (64).

Apoés esse tempo, o verniz foi removido com acetona e algodéao, antes de ser
submetido & ciclagem de carie. Os blocos que foram tratados com Duraphat®
apresentaram-se com menor diminuigdo na microdureza superficial Knoop, com uma
diminuicao de apenas 14,1% entre os valores inicial e final. Apesar de esse grupo ter
apresentado uma menor diminuicdo na microdureza superficial, ele se apresentou
estatisticamente semelhante aos grupos dos vernizes Duofluorid® ou ao verniz
contendo 5,63%F e 5% CaGP, os quais apresentaram uma diminuicdo de 21,9% e
23,1%, respectivamente, na microdureza superficial.

Tracando um paralelo entre esses resultados e os resultados do experimento
anterior, pode-se observar que o verniz contendo 5,63%F e 5%CaGP liberou mais
flior que o Duofluorid® (5,63%F), que, por sua vez, liberou mais flior que o
Duraphat® (2,26%F). Como esses trés grupos apresentaram resultados
significativamente semelhantes na prevencao da carie in vitro, pode-se sugerir que a
guantidade de fldor liberada pelos vernizes ndo esta relacionada a acédo preventiva
dos vernizes contra a desmineralizac&o por cérie.

Isso pode ser corroborado pelo resultado que os blocos de esmalte que foram
tratados com o verniz contendo 5,63%F e 1% CaGP teve um desempenho
semelhante ao grupo controle sem verniz. Assim, pode-se sugerir que a presenca de
CaGP ndo aumenta o poder de prevencdo dos vernizes fluoretados. Isso
possivelmente ocorre porque os ions de calcio no composto CaGP podem reagir
com o fldor do verniz e a formacdo de CaF, pode ocorrer no corpo do verniz e nao
na superficie dentaria. Dessa forma, andlises futuras poderiam incluir a andalise da
concentracdo de célcio liberada pelos vernizes para tentar correlacionar com a
quantidade de flaor liberada.

Ainda, outro ponto importante pode ser a auséncia de biofilme no presente
estudo in vitro sobre céarie. Uma revisdo sobre os efeitos do CaGP sugeriram que
este composto poderia ter dois efeitos no mecanismo anti-cariogénico (50). O CaGP
poderia atuar diretamente sobre a superficie do elemento dentario e na formacao da
camada de CaF,, ou o CaGP poderia ter algum efeito sobre o biofilme, onde sua

presencga no biofilme poderia causar um melhor efeito tampé&o. O presente estudo
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nao utilizou o modelo de biofilme para a formacédo de lesdes cariosas, e teve o
objetivo de avaliar a primeira hipétese, sobre formacdo de CaF, e se esta camada
poderia evitar a formacéo de lesdes de carie. Contudo, de acordo com os resultados,
a presenca de CaGP nos vernizes aparentemente ndo aumenta o efeito anti-
cariogénico dos vernizes fluoretados. Assim, pode-se sugerir que o efeito anti-
cariogénico proveniente do CaGP nos estudos anteriores pode estar mais
relacionado a sua presenca no biofiilme bacteriano. Ainda, este efeito anti-
cariogénico, quando o CaGP atua sobre o biofilme, ndo estéa relacionado a nenhuma
acao antimicrobiana, pois para o CaGP atingir tais propriedades, este necessita
estar em altas concentracdes, de pelo menos 45ug/mL (Concentracdo Inibitoria
Minima) para inibir o crescimento de S. mutans (85). Dessa forma, sugere-se que 0
efeito anti-cariogénico do CaGP pode estar relacionado a sua presenca no biofilme
bacteriano, sendo que n&o diretamente sobre 0os microorganismos do biofilme.
Entdo, estudos futuros com vernizes fluoretados contendo CaGP poderiam ser

realizados em modelos de cérie in vitro contendo biofilme.

6.2.2 O efeito dos vernizes na progressao da desmineralizacdo por erosao — in vitro

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade dos vernizes
contendo, ou ndo, glicerofosfato de calcio e fluor em prevenir a progressao da
desmineralizacdo por erosdo. Para isso utilizou-se um modelo de ciclagem com
acido citrico e solucao remineralizante.

Na literatura sobre erosdo dentaria, uma grande variedade de agentes
erosivos ja foram utilizados, dentre estes alguns refrigerantes, como Coca-Cola® (12,
65), Sprite® (86), suco de laranja, acido citrico (87) ou acido cloridrico (88). Essa
grande variedade de agentes erosivos dificulta as comparagdes entre os estudos,
porém, o uso dos refrigerantes e sucos constitui a vantagem de se poder fazer
experimentos com agentes mais proximos da realidade. Dessa forma, as ciclagens
de erosdo podem chegar mais préoximas das condi¢cdes naturais. Por outro lado,

pode haver pequenas diferengas entre esses produtos nos diferentes locais, assim,
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a utilizagéo desses produtos pode comprometer a reprodugéo e, consequentemente,
a comparabilidade dos estudos em diferentes locais. Tendo isso em vista, para este
estudo, optou-se por utilizar o acido citrico, pois esse agente é desenvolvido no
laboratorio e pode ter sua concentracdo e pH estritamente controlados. Ainda, a
concentracdo do &cido utilizado foi de 0,065% e pH 3,6. Esses valores foram
escolhidos por mais se aproximarem dos valores de concentragdo e pH do suco de
laranja natural (87).

Sobre a solucdo remineralizante, pode-se observar que em varios estudos in
vitro a “saliva artificial” foi utilizada (12, 65, 86). Esta solucdo € composta por
diferentes ions, e promove uma determinada remineraliza¢do durante a ciclagem. O
uso de saliva humana natural em estudos in vitro ainda € restrito, devido a
dificuldade de conseguir a mesma em quantidades suficientes. Contudo, o uso de
saliva natural nos estudos leva em consideracao a presenca a de diversas proteinas
gue séo encontradas na saliva, as quais interagem entre si e exercem influéncia na
remineralizacdo do esmalte dentario (89, 90). Dessa forma, no presente estudo
optou-se por utilizar uma mistura de saliva natural e saliva artificial 1:1, conforme
Newby et al. (2006) (71). Procurou-se, com essa mistura, obter uma solucdo em
quantidades suficientes para o desenvolvimento do experimento, mas que ainda
continha as proteinas da saliva para haver a interacdo proteina/esmalte dentéario
exercendo as influéncias semelhantes presentes na saliva natural humana.

A influéncia da saliva natural humana sobre a remineralizacdo do esmalte
dentério foi verificada em testes iniciais realizados antes deste estudo (resultados
demonstrados no Apéndice A [A.2.2.3]). Observou-se que a saliva natural humana
impediu, em grande parte, a remineralizacdo do elemento dentario. Ja a saliva
artificial remineralizou o esmalte dentéario. Verificou-se que com a mistura das duas
solucdes, a remineralizacdo dentaria permaneceu em meio termo, e pode-se sugerir
que, possivelmente, as proteinas salivares causaram algum impedimento da
remineralizagdo. Dessa forma, essa mistura foi utilizada no presente estudo.

No estudo de Newby et al. (2006) (71), a saliva humana natural foi misturada
a saliva artifical, onde contém os mesmos componentes da solugcéo utilizada neste
estudo, e ainda havia mucina gastrica de porco. A adicdo de mucina de estdmago de

porco poderia interagir com as proteinas salivares, causando um efeito



64

desconhecido na interacdo entre essas proteinas e o0 esmalte dentario.
Consequentemente, optou-se por ndo utilizar esse ingrediente da saliva artificial na
mistura utilizada neste estudo. Com isso, apesar da diluicdo, a solucdo poderia
ainda apresentar interacdo proteinas/esmalte durante a fase de remineralizacao
desse experimento.

Para a ciclagem, varios estudos diferem no nimero de dias de ciclagem, no
tempo de imersdo das amostras nas solucbes acidas e remineralizantes, assim
como no tempo de exposicdo das amostras aos agentes que estdo sendo testados
(vernizes, géis, solucdes, etc.) (14, 68, 91). No presente experimento, o periodo de
exposi¢do das amostras aos vernizes foi de 4 horas, devido & logistica operacional.

Nos estudos utilizando vernizes fluoretados, geralmente utiliza-se uma lamina
de bisturi para a remocédo da camada de verniz do esmalte (14, 65). Remanescentes
dessa camada sdo posteriormente removidos com o auxilio de uma bolinha de
algodao e solucédo de acetona. No presente estudo, as amostras sofreram 90
segundos de eroséo antes de receber uma camada do verniz. Entdo, a utilizacdo de
algoddo e acetona em esmalte que ja sofreu erosdo poderia causar a perda de
estrutura do esmalte, influenciando, assim, os resultados. Dessa forma, optou-se por
utilizar o solvente Sulfoxido de Dimetila (DMSO).

As condicdes para a erosao foram criadas utilizando 50mL de &cido citrico por
bloco de esmalte a uma temperatura de 30°C (92). Essa temperatura foi escolhida
por melhor representar a temperatura intraoral, que foi relatada ser menor que 35°C
(93).

Apbs a erosao inicial, com excecdo das amostras do grupo controle negativo,
as amostras receberam uma camada de verniz. Alguns estudos demonstraram que
na presenca de flor, provenientes de géis ou vernizes, ocorre a formacdo de uma
camada de fluoreto de célcio (CaF;) que € fracamente aderia ao esmalte dentario e
gue essa camada protege o esmalte dentario, sendo a mesma dissolvida quando
ocorre o desafio erosivo.

No caso de vernizes fluoretados, uma vez que os mesmos tém altas
concentracdes de flior, espera-se que uma maior quantidade de CaF, seja formada,
aumentando, assim, a protecdo do esmalte dentario (4). No presente experimento,

os vernizes foram aplicados apds um desafio erosivo inicial e, apds a remoc¢édo do
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verniz, observou-se uma diminuicdo na microdureza superficial do esmalte nos
grupos dos vernizes fluoretados, indicando uma falta de remineralizagéo do esmalte.
Essa diminuicdo de microdureza foi mais acentuada nos grupos dos vernizes
contendo CaGP. J4 no grupo do verniz base e do verniz contendo apenas fltor
(5,63%F; Duofluorid), ndo houve tanta diminuicdo na microdureza superficial, o que
€ uma indicacdo de que a adicdo de apenas flior ao verniz ndo influencia na
interacdo verniz/esmalte e, posteriormente, esse verniz € suficientemente removido
da superficie dentaria. Entdo, possiveis diferencas nos resultados entre o verniz
base e o verniz contendo apenas flior (5,63%F; Duofluorid®) ndo se deve a acdo
mecanica de remanescentes do verniz sobre o esmalte, mas pode ser atribuido a
acao quimica do fldor presente no verniz.

No caso dos vernizes contendo CaGP, a diminuicdo na microdureza do
esmalte apods aplicacao dos vernizes pode ser causado por remanescentes do verniz
na superficie do esmalte dentéario. Isso porque, a presengca do composto organico
(glicero-) pode interagir com algumas das resinas sintéticas presentes no verniz, o
gue pode influenciar na adeséo do verniz ao esmalte e na formacéo de CaF, sobre o
esmalte.

Por outro lado, o verniz Duraphat® contém resinas diferentes do verniz base, o
que pode dificultar comparacgOes diretas entre esses dois vernizes. Dessa forma,
também pode-se sugerir que remanescentes desse verniz podem permanecer no
esmalte mesmo apdés o controle em microscépio. Entretanto, para tal concluséo
seriam necessarios novos testes incluindo um verniz de mesma base que o
Duraphat® sem o composto ativo (NaF). Assim, seria possivel diferenciar o efeito
quimico do fldor presente no verniz, do efeito mecénico das resinas do verniz.
Porém, isso ndo foi possivel ser realizado no ambito deste estudo. De toda forma,
pode-se concluir que os vernizes, em geral, ndo foram capazes de aumentar a
microdureza superficial do esmalte, o0 que pode indicar que 0s mesmos nao
remineralizam o esmalte dentario ap6s um desafio erosivo inicial.

Avaliando a diferenga na microdureza superficial do esmalte do momento da
remocao do verniz até o final do experimento, observa-se que todos 0s grupos que

receberam verniz fluoretado tiveram menor queda na microdureza superficial em
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relacdo ao grupo controle (sem verniz) e ao grupo de verniz base. Isso indica que o
verniz fluoretado foi capaz de impedir a progressdo da desmineralizacdo por eroséo.

Como visto acima, esse efeito “preventivo” poderia ser explicado pela agao
mecanica de remanescentes de verniz presentes sobre a superficie dentaria, os
quais impediriam o contato entre 0 agente erosivo e o esmalte dentario. 1sso poderia
ocorrer mais provavelmente nos vernizes contendo CaGP e no verniz Duraphat®.
Porém, a diminuicdo na microdureza desses grupos foi semelhante aquela do grupo
do verniz contendo apenas 5,63%F (Duofluorid®), o qual, por sua vez, teve uma
diminuicdo da microdureza significantemente menor que o verniz base. Como a
diferenca na composicdo desses Ultimos dois vernizes € apenas a presenca de fluor,
pode-se sugerir que a presenca do fllor parece ser significante na prevencédo da
desmineralizacdo por erosdo (94), porém, a presenca de CaGP nos vernizes nao
aumentou a protecao do esmalte contra a erosao.

Ao avaliar a diminuicdo da microdureza superficial durante todo o
experimento, pode-se observar que os vernizes baseados no Duofluorid® (contendo
apenas 5,63%F; 5,63%F com CaGP, ou apenas o verniz base) tiveram desempenho
intermediario, estatisticamente semelhante ao grupo controle (sem tratamento com
verniz) e ao grupo do Duraphat®. Porém, o grupo que foi tratado com Duraphat® teve
uma mudanca de microdureza superficial significantemente menor que 0s grupos
controle e verniz base, sugerindo que o Duraphat® promoveu, no geral, uma melhor
protecdo do esmalte dentario. Entretanto, essa protecdo, apesar de estatisticamente
significante, foi de apenas 25 pontos de microdureza Knoop (KNH), e em um desafio
erosivo, o esmalte diminui por volta de 40 pontos. Portanto, apesar de haver uma
diferenca estatisticamente significante a favor do Duraphat, essa diferenca pode nao
ser clinicamente significante. Ainda, estudos futuros necessitam ser realizados para
verificar o efeito prolongado de vernizes fluoretados nessas condi¢des erosivas.

Estudos que investigaram o efeito preventivo dos vernizes fluoretados em
desafios erosivos mais prolongados geralmente utilizaram um desafio erosivo mais
severo. Estes estudos sugerem que 0S vernizes sao capazes de prevenir o esmalte
contra a erosdo dentaria. Nesses estudos, o verniz & geralmente aplicado em um
esmalte sadio e polido antes do inicio do desafio erosivo. No presente estudo, 0s

vernizes foram aplicados em uma superficie de esmalte ja erodida e amolecida, em
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partes para verificar se os vernizes fluoretados tinham um efeito remineralizante no
esmalte, e, por outro lado, para verificar se os vernizes tinham capacidade de
prevenir futura desmineralizacdo do esmalte. Considerando que o desafio erosivo
utilizado neste estudo causou apenas um amolecimento do esmalte dentéario
(enamel softening) e ndo uma perda de estrutura, pode-se concluir que, no geral, 0s
vernizes contendo CaGP ou aqueles contendo apenas fluor, ndo foram capazes de
remineralizar o esmalte dentario amolecido. Ainda, com excecdo do Duraphat®, a
aplicacao de verniz fluoretado néo foi capaz de prevenir a progressao da erosao de

esmalte dentario.

6.3 DISCUSSAO GERAL

Os vernizes contendo CaGP em sua composicdo demonstraram uma maior
liberacdo de flior ao meio. Porém, o meio utilizado no estudo foi &gua deionizada, o
gue pode causar uma maior quantidade de fldor a ser liberada do verniz em relacao
a outros meios. No caso de saliva humana ser utilizada como meio, a presenca de
proteinas e outros ions freqlientemente encontrados na saliva poderia influenciar na
qguantidade de fluor liberada pelos vernizes. Dessa forma, esses resultados nao
podem ser diretamente extrapolados para situacoes in vivo.

Apesar das diferengcas entre o meio utilizado no experimento e a saliva
humana, seria razoavel sugerir que uma maior liberacao de flior por esses vernizes
seria também encontrada em situacdes clinicas, uma vez que uma grande
guantidade de fltor foi liberada pelos vernizes contendo CaGP. Ainda, sabe-se que
a presenca de flior em baixas concentractes na cavidade oral promove a formacao
de fluoridroxiapatita nas camadas mais externas do esmalte e a prevencdo da
desmineralizacdo (4, 23). Assim, seria razoavel imaginar que a liberagdo de fluor
pelos vernizes seja uma acao colateral benéfica. No entanto, o efeito protetor dos
vernizes é limitado apenas ao sitio do esmalte diretamente subjacente a camada de
verniz, pois, no meio oral, o esmalte que esta a mais de 1cm de distancia do local

onde o verniz é aplicado ndo adquire fldor proveniente desse verniz (76).
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Consequentemente, a liberacdo de fllor pelos vernizes para o meio oral pode néo
contribuir para a prevencado da desmineralizacdo dentaria e pode ser vista como
uma reacdo indesejada. Assim, seria ideal para a clinica odontologica um verniz que
liberasse uma menor quantidade de fldor para a saliva e meio oral, mas que fosse
capaz de promover uma maior quantidade de fldor fraca e fortemente aderida ao
esmalte.

A maior quantidade de fluor liberada ao meio foi encontrada no verniz
contendo 1% CaGP e flGor, j& o Duraphat® teve a menor liberacéo de flior entre
todos os vernizes fluoretados testados. Isso se refletiu na quantidade de CaF
formada no esmalte. O verniz contendo 1% CaGP e fluor foi capaz de formar uma
quantidade de CaF, significantemente maior no esmalte que o verniz Duraphat®.
Isso nos levaria a imaginar que a quantidade de CaF, formada no esmalte esta
relacionada a quantidade de fluor liberada pelo verniz. Porém, o verniz contendo 5%
CaGP e flaor liberou uma quantidade de flior ao meio significantemente maior que o
Duraphat, porém ambos formaram uma mesma quantidade de CaF, sobre o
esmalte. Por outro lado, o verniz contendo 5% CaGP e flaor liberou quantidades de
fldor significantemente maiores que o Duofluorid, que por sua vez liberou menos
flior que o verniz contendo 1% CaGP e flior. Porém, o Duofluorid formou uma
quantidade de CaF, semelhante ao verniz contendo 1% CaGP e flGor, quantidade
esta significantemente maior que a encontrada no grupo do verniz contendo 5%
CaGP e flaor. Entdo, pode-se sugerir que a quantidade de CaF, formada sobre o
esmalte dentario ndo esta totalmente relacionada a quantidade de fldor liberada
pelos vernizes fluoretados.

Em relagdo a quantidade de fluor fraca e fortemente aderia ao esmalte e a
consequente protecdo deste contra a desmineralizacdo, observou-se que 0 verniz
Duraphat® teve a menor formacéo de flGor fraca e fortemente aderida ao esmalte,
mas o mesmo foi capaz de melhor prevenir a desmineralizacdo por carie e por
erosdo. Ja o verniz contendo 1% CaGP e fluor teve um desempenho semelhante ao
Duraphat® nos experimentos de desmineralizacdo do esmalte, mas também foi
estatisticamente semelhante ao grupo controle, sem verniz. Ja o verniz Duofluorid®
foi semelhante ao Duraphat® e ao verniz contendo 1% CaGP e flior, assim como ao

grupo controle no estudo de eros&o. Como o verniz Duofluorid® e o verniz contendo
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1% CaGP e fluor tiveram quantidades de fluor fraca e fortemente aderida ao esmalte
estatisticamente mais elevadas que as encontradas no grupo do verniz Duraphat®, e
os blocos de esmalte que receberam esses vernizes desmineralizaram de forma
semelhante aos blocos do grupo controle, pode-se sugerir que o efeito protetor dos
vernizes ndo estd diretamente relacionado a quantidade de flior formada sobre o
esmalte. Entdo, sugere-se que o efeito do Duraphat® esta relacionado ao pH do
veiculo no qual o fldor esta inserido ou as resinas naturais presente no mesmo.

O Duraphat® tem pH=4,5, j& o Duofluorid® e os vernizes contendo CaGP tém
pH=8,0 (41, 65). Os veiculos de flior mais &cidos (com valores de pH mais baixos)
podem prevenir melhor a desmineralizagcdo, uma vez que eles tém uma melhor
reacdo com o esmalte dentario e liberam uma maior concentracao de ions de célcio
do esmalte. Esses ions reagem com o flhor presente no verniz fluoretado e forma os
glébulos de CaF, (95). Isso foi verificado por Wiegand et al. (2009) (88) onde
veiculos contendo fluoreto de estanho ou fluoreto de amina em pH mais acidos
foram mais efetivos na protecdo do esmalte contra a erosdo do que as solu¢cdes com
pH neutro. Dessa forma, como o Duraphat® tem um pH de 4,5, este verniz poderia
promover uma maior formacdo de CaF, sobre o esmalte, o0 que levaria a uma maior
protecdo do esmalte dentario contra a desmineralizacdo. Entretanto, uma maior
quantidade de flior aderido ao esmalte foi encontrado nos vernizes semelhantes ao
Duofluorid®, que tem pH mais neutro (pH=8,0). No mesmo estudo citado
anteriormente (88), verificou-se que, nos veiculos contendo flior na forma de
fluoreto de sodio (NaF), a protecdo do esmalte contra erosédo foi semelhante tanto
nos veiculos acidos (pH=3,9) quanto nos neutros (pH=7,0). O que indica que 0s
veiculos neutros ou acidos contendo NaF devem ter o mesmo desempenho na
prevencdo da desmineralizagdo do esmalte dentario. Como os vernizes utilizados no
presente estudo sdo a base de NaF, pode-se sugerir que a acidez do verniz
Duraphat® (pH=4,5) ndo tenha exercido uma influéncia significante na formac&o de
CaF, sobre o esmalte, o que, em partes, explica os resultados do presente estudo,
que mostraram que o Duraphat® promoveu menores quantidades de CaF, no
esmalte. Assim, a diferenca de pH entre os vernizes pode néo explicar o efeito

preventivo do Duraphat® na desmineralizacdo dentaria. Portanto, uma outra
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possibilidade pode ser que o veiculo dos vernizes tenha um papel no seu
desempenho na prevencao da desmineralizacao.

O verniz Duraphat® consiste em 2,26%F em um veiculo de resinas naturais e
cera, ja os demais vernizes utilizados neste trabalho contém uma base de resinas
sintéticas (41). O efeito das resinas sintéticas dos grupos semelhantes ao
Duofluorid® foi verificado usando um verniz placebo (grupo de verniz base). Este
verniz continha os mesmos ingredientes do Duofluorid® e seus semelhantes, porém
nao continha os compostos ativos flior e CaGP. Os blocos de esmalte que
receberam uma camada deste verniz base tiveram uma perda de microdureza
superficial igual ou maior que o grupo controle sem verniz. Com isso, verificou-se
que, no caso dos vernizes semelhantes ao Duofluorid®, os possiveis efeitos
preventivos contra a desmineralizacdo dentaria ndo estariam relacionados a
presenca de remanescentes do verniz sobre o esmalte. Por outro lado, o0 mesmo
ndo pode ser extrapolado para o verniz Duraphat®. Como visto anteriormente, o
verniz Duraphat® contém resinas naturais e cera como veiculo, que é diferente em
cor e consisténcia dos demais vernizes. Isso pode permitir que remanescentes deste
verniz permanecam no esmalte mesmo apos a aplicacdo do solvente. Contudo,
como ndo foi possivel obter um verniz placebo do Duraphat®, o efeito real das
resinas deste verniz sobre o esmalte dentario ndo pdde ser verificado no ambito
deste estudo.

As andlises estatisticas verificaram que o verniz Duraphat® diminuiu
significantemente a desmineralizacdo do esmalte dentario por cérie e eroséo in vitro.
Porém, os resultados das SMH mostram que a desmineralizacdo ocorreu mesmo
nos blocos de esmalte que receberam este verniz. O que indica que o verniz
Duraphat® néo foi capaz de impedir a desmineralizacdo do esmalte por completo. Os
valores de microdureza indicaram, ainda, que apesar do verniz Duraphat® ter
“‘prevenido” a erosdo, a diferenga de microdureza para o grupo controle foi de
apenas 25 pontos Knoop e um ciclo de desmineralizagcdo diminui a dureza em 40
pontos Knoop. Isso indica que, apesar do Duraphat® ter obtido um resultado
estatisticamente diferente do grupo controle no presente experimento, seu efeito
protetor (de 25 pontos Knoop) néo protegeu o esmalte de um ciclo erosivo completo

(de +40 pontos Knoop). Entretanto, estudos que utilizaram Duraphat® e Duofluorid®
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em ciclos erosivos mais severos e mais prolongados que o presente estudo indica
que, apesar de diminuir a perda mineral do esmalte, o uso dos vernizes, nessas
situacdes, foi capaz de prevenir a desmineralizacdo por erosédo (12, 14, 65, 94).
Entdo, pode-se sugerir que o efeito “protetor” do Duraphat® encontrado no presente
estudo pode permanecer e/ou aumentar caso as ciclagens de erosao continuem ou
sejam prolongadas. Da mesma forma, também seria razoavel sugerir que o efeito
“protetor” do verniz contendo 1% CaGP e fltior ou do verniz Duofluorid® também
podem aumentar com o passar do tempo. Caso isto ocorra, o efeito protetor destes
altimos vernizes estaria possivelmente relacionado ao fluor fraca e fortemente
aderido ao esmalte. Contudo, o presente estudo mostra que vernizes contendo
glicerofosfato de célcio e flior ndo foram de impedir a cérie in vitro ou o

amolecimento do esmalte dentario devido a erosao in vitro.
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7 CONCLUSOES

Frente aos estudos realizados pode-se concluir que:

— O verniz de glicerofosfato de calcio associado ao flior promoveu maior
liberacao de flhor ao meio;

— O verniz de glicerofosfato de calcio associado ao flior também promoveu
maior quantidade de flaor fraca e fortemente aderida ao esmalte dentario;

— O verniz de glicerofosfato de calcio associado o flior ndo apresentou efeito
preventivo favoravel frente aos desafios cariogénicos e erosivos;

— Nenhum verniz contendo glicerofosfato de célcio associado fltor, ou contendo
somente fltor, foi capaz de remineralizar o esmalte que sofreu amolecimento

apos desafio erosivo no periodo de tempo determinado neste experimento.
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APENDICE - Resultados de experimentos preliminares

A.1 Experimento 4.1.2 — Analise da quantidade de fluor fraca e fortemente

aderida ao esmalte dentario ap6s o uso dos vernizes.

A.1.1 Preparacdo das amostras
Para este experimento, foram selecionados 22 molares humanos o0s quais

foram preparados, e medidos conforme relatado no corpo da dissertagao (4.2.1).

A.1.2 Escolha do solvente para remocéao do verniz da superficie de esmalte.

Para este experimento, foram selecionados 3 dentes, obtendo-se, assim, 6
corpos de prova. Os dentes receberam uma cama de verniz fluoretado e
permaneceram em camara umedecida durante 4h, 30°C, conforme detalhado no
corpo do texto (4.3.2).

Posteriormente, os corpos de prova foram divididos em 2 grupos. Aqueles
denominados como a tiveram o verniz removido com DMSO, e os denominados
como b tiveram o verniz removido com Acetona.

A quantidade de flaor na superficie do esmalte e na profundidade do esmalte
foi analisada conforme explicado no corpo da dissertacéo (4.3.2 e 4.3.3). Porém, foi
utilizada uma quantidade de apenas 1mL de KOH durante esse experimento, o qual
pode ter influenciado numa quantidade mais concentrada de fllor nos resultados
apresentados abaixo.

Com esses resultado, verificou-se que o DMSO parece remover mais o0 verniz
fluoretado da superficie do esmalte (Tabela Al), conforme encontrado no
experimento preliminar A1.2.1 (Apéndice).

Quando analisando a quantidade de flior fortemente ligada ao esmalte
dentario, observou-se que no grupo da Acetona, havia uma menor quantidade de
flior na camada mais profunda de esmalte (entre 50 a 1000Jm), porém, no grupo
com DMSO, havia mais flior nesta camada de esmalte. (Figura A4).
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Tabela Al - Quantidade de flior medida usando DMSO ou Acetona para remogéo do verniz.

Acetona DMSO
ppm F analisado 23.14 17.60
Area de esmalte (cm2) 0.082 0.096
mg de F/cm2 de esmalte 281.57 183.76

DMSO

Aceton

Aceton

inner layer | outer layer | inner layer | outer layer

0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250 0.300 0350 0.400 0.450

Figura A4. Quantidade de flior nas diferentes camadas de esmalte dentario (ppmF/MG de esmalte).

Camada externa = 0 to 50(/m e interna = 50 to 100 [/m.

Pode-se sugerir que o DMSO dissolve o0 verniz mais prontamente e,
provavelmente, penetra o esmalte mais facilmente que a acetona, levando, assim,
uma parte do fluor dissolvido do esmalte para a camada mais interna do esmalte.
Isso pode explicar a maior quantidade de fluor na camada mais interna do grupo de
DMSO, que acetona. Dessa forma, optou-se por utilizar acetona para este

experimento.

A.1.3 Estabelecendo a técnica para a analise de flaor fraca e fortemente aderida ao

esmalte.

A.1.3.1 Andlise de flGor fracamente aderida ao esmalte.
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Para esta andlise, o método escolhido foi estabelecido por Caslavska (1975).
Consiste em mergulhar a amostra em 10mL de KOH a 1M durante 24 horas. Isso
deve dissolver o fluoreto de calcio formado na superficie do esmalte dentario. Na
discusséo de seu trabalho, Caslavska e colaboradores (1975) argumentam que CO2
pode estar presente nas solucdes de KOH, e isso pode interferir na dissolucéo de
CaF2 das amostras e ter, de certa forma, influéncia sobre os resultados.

Uma solucdo para este problema seria deixar as amostras em KOH sob
camara hermeticamente fechada, em vacuo. Dessa forma, uma menor quantidade
de CO2 seria absorvido pelo KOH e, assim, haveria menor influéncia deste no
experimento.

Apohs o periodo de 24h, as amostras deveriam ser removidas do KOH. A
solucéo de KOH, por sua vez, deveria ser neutralizada com HCIO,4 ou HCI, ja que o
pH das amostras para leitura de ions de flior em eletrodo especihfico deve ser entre
5 e 6. Contudo, experimentos preliminares foram realizados para tentar levar o pH
para este intervalo e mostraram que quando o acido era adicionado a solucao de
KOH, o pH ficava abaixo 4,5. Ainda, uma titulacdo foi realizada com o KOH e né&o
conseguiu-se obter o pH entre 5 e 6. Dessa forma, optou-se por fazer as anahlises
de acordo com as recomendacdes do fabricante do eletrodo especifico para analises

em solucdes alcalinas.

A.1.3.2 Anélise de flaor fortemente aderida ao esmalte.

Na anahlise de fluor fortemente aderida ao esmalte seria utilizado o protocolo
descrito anteriormente por Altenburger et al. (2010). Para tanto, camadas do esmate
dentario seriam removidas com lixas e posteriormente dissolvidas em ahcido
perclorico (0,5mL a uma concentracdo de 0,5M). Posteriormente, seria adicionado
2,5mL de TISABII a solucdo e a concetracao de fldor seria analisada com eletrodo
especifico.

Em testes preliminares com essa técnica, observou-se que o pH da solucéo
de acido perchlorico apohs a adicdo de TISABII ndo atingia a amplitude de valores
de pH necesséaria para a analise. Dessa forma, optou-se utilizar 1mL de acido
cloridrico (HCL, 0,5M). Este acido permaneceu em contato com o po do esmalte

durante 24h, a 25°C e em agito constante. Apos esse periodo, eh adicionado ao
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acido 1mL de TISABII contendo 20g/L de NaOH, conforme adaptado de Cury et al.
(2010).

A.2 Experimento 4.2.2 - Efeito dos vernizes na progressdao da

desmineralizagcao por eroséo - in vitro.

A.2.1 Preparacdo das amostras

Para este experimento, foram selecionados 22 molares humanos foram
preparados conforme relatado no corpo da dissertagéo (4.2.2.1).

Os blocos foram, ent&o, avaliados para microdureza superficial, utilizando um
Microhardness Tester (Anton Paar acoplado a um microscépio Leica, Alemanha). Os
valores de microdureza variaram entre 318,3 e 394,1. Posteriormente, as amostras
foram armazenadas em compartimento fechado, contendo solugdo de
armazenamento (1,5mmol/L Calcio (CaCl,.2H,0); 1,0mmol/L fosfato (KH;POy,);
50mmol/L NaCl, e pH ajustado com KOH para pH=7,0), em refrigerador (5°C)(70),
até a inicializacdo dos testes preliminares. Esses testes preliminares foram

realizados para verificar, adaptar e estabelecer o protocolo do experimento.

A.2.2 Resultados dos pré-testes estabelecendo o protocolo experimental.

Primeiramente, o projeto proposto seria para realizar um experimento de
erosdao em 60 amostras, com apenas 10 amostras por grupo. Entretanto, este
namero de amostras por grupo estava baixo, e o departamento de estatistica da
Universidade de Berna, representado pela Senhora Haioz, sugeriu o aumento do
namero de amostras por grupo para o experimento de erosdo. Dessa forma, o
namero de amostras, que antes era 10, aumentou para 18 por grupo.

O experimento inicial seria realizado com &cido citrico em uma concentragéo
de 1%, pH=4,0, a 30°C, durante 4 minutos. Porém, isso causaria uma erosio mais
severa, dessa forma, optou-se por utilizar uma erosao de 90 segundos. Também,
optou-se por utilizar uma solugdo de &cido citrico a 0,65%; 0,034M; pH=3,6, por
acreditar estar mais proximo da concentragao encontrada no suco de laranja. Depois
do desafio erosivo inicial, os blocos seriam mantidos em saliva artificial durante uma

ciclagem de 7 dias. Porém, testes preliminares exigiram a alteragdo desse protocolo.
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A.2.2.1 Escolha do solvente utilizado para remocdo do verniz fluoretado da
superficie dentéria.

O protocolo para o experimento com 0S vernizes exigia a aplicacdo dos
vernizes na superficie do esmalte dentario e, posteriormente, a remocao dos
mesmos, para continuar os desafios erosivos e avaliar se 0s vernizes teriam a
capacidade de protecdo do esmalte. Em protocolos estabelecidos na literatura, essa
remocao dos vernizes geralmente é realizada esfregando-se levemente uma bola de
algodao umedecida com acetona (14, 64). Porém, no presente experimento, onde se
deseja verificar o efeito do verniz em uma superficie ja erodida, esse procedimento
poderia causar abrasdo, e parte da superficie do esmalte seria mecanicamente
removida alterando os resultados. Ainda, a acetona também corrdi a resina acrilica
onde a amostra de esmalte esta embutida, e isso poderia acabar alterando o0s
resultados.

Para eliminar esse efeito indesejado da acetona, optou-se por utilizar o
solvente Sulféxido de Dimetila (DMSO). Das 22 amostras, foram selecionadas 4, as
quais sofreram desafio erosivo utilizando acido citrico (0,65%; 0,034M; pH=3,6)
durante 90 segundos. Apés o desafio erosivo, as amostras receberam uma camada
de Duraphat® e foram mantidas em saliva artificial, & 30°C, durante 6 horas. As
amostras foram, entéo, retiradas da saliva artificial, lavadas em agua deionizada e
secas com ar comprimido. As amostras foram imersas em 7mL de DMSO (n=2) ou
Acetona (n=2), e mediu-se 0 tempo para que o verniz fosse completamente
removido, sem a necessidade de algoddo, mas mantendo um fluxo continuo com
uma pipeta. Verificando as amostras em microscopio 20X, em intervalos de 30
segundos, observou-se que as amostras mantidas em DMSO ja ndo apresentavam
mais restos do verniz apés 5 minutos. J4 as amostras mantidas em acetona, ainda
apresentavam restos do verniz mesmo apdés 8 minutos, sendo necessaria uma
friccdo para remogédo completa do verniz. Assim, optou-se por utilizar DMSO no

experimento principal, no lugar da acetona.

A.2.2.2 Determinando o tempo de permanéncia do verniz sobre o esmalte.



87

O tempo inicial da permanéncia do verniz no esmalte dentario seria de 6
horas. Porém, isso seria invidvel para ser realizado no laboratério, devido a logistica
dos operadores. Portanto, foram realizados pré-testes para verificar o efeito de
diferentes tempos de permanéncia dos vernizes no esmalte. Para este teste
preliminar, foi utilizado o verniz Duraphat®, por este ser o padrédo ouro internacional.

Para este pré-teste, foram selecionadas 9 amostras. Essas amostras foram
polidas logo antes do uso no experimento para padronizar as superficies de esmalte.
O polimento foi realizado com feltro e pasta de diamante (1um) durante 1 minuto. A
dureza superficial inicial foi medida com 5 endenta¢des, da mesma forma como
relatado anteriormente. As superficies de esmalte foram desmineralizadas utilizando
acido citrico (0,65%; 0,034M; pH=3,6) durante 90 segundos. A microdureza
superficial foi medida mais uma vez, com outras 5 endentacfes, enfileiradas
paralelamente e com uma distancia de 100um das endentagdes iniciais.

Uma camada de verniz Duraphat® foi aplicada sobre os blocos, e os blocos
foram mantidos em saliva artificial durante 2 (n=2), 3 (n=2), 4 (n=2) ou 6 (n=3) horas.
Apoés esse tempo, as amostras de esmalte foram imersas em 7mL de DMSO durante
5 minutos para remover o verniz. Apés remoc¢ao da camada de verniz, a microdureza
superficial foi medida mais uma vez utilizando o mesmo protocolo descrito acima.

Depois, o0s blocos eram submetidos a mais um desafio erosivo, conforme
relatado acima, para verificar o efeito do verniz na progresséo da eroséo. E, depois
desse desafio erosivo, a microdureza superficial dos blocos foi mais uma vez
avaliada.

Observou-se que com um maior tempo de permanéncia do verniz fluoretado
no esmalte, maiores valores de microdureza superficial eram obtidos. Porém, apds o
segundo desafio erosivo, os valores de microdureza dos blocos que receberam 4 e 6
horas do verniz praticamente se igualaram. Porém, esses valores eram mais
elevados que aqueles os quais tiveram apenas 2 ou 3 horas de permanéncia do
verniz (Figura Al). Dessa forma, optou-se por utilizar 4 horas de verniz para o

experimento principal.



88

110 /\

100 . == duraphat 6h
\N —==—duraphat 4h

95

== duraphat 3h

90 duraphat 2h

85 T T 1

Eroded After remin 1 min erosion

Figura Al - Mudanca percentual de microdureza superficial dos blocos que receberam 2, 3, 4 ou 6
horas de verniz apés desfio erosivo inicial.

A.2.2.3 Escolha entre saliva artificial ou saliva humana para a ciclagem de eroséo.

O protocolo experimental inicial tinha estabelecido que os dentes seriam
mantidos em saliva artificial, como solugdo remineralizante. Essas solucdes sao
ricas em ions de calcio e fosfato, e isso favorece a remineralizacdo do esmalte
dentario. Entretanto, apesar desses ions também estarem presentes na saliva
humana, esta é rica em proteinas e enzimas, as quais podem se aderir ao esmalte
dentario e impedir a remineralizagdo. Entdo, o uso de saliva humana nos
experimentos in vitro pode levar a resultados mais realistas.

Como sdo necessarios muitos doadores de saliva, em condi¢cdes especiais,
muitas vezes nao se consegue uma quantidade suficiente de saliva humana para a
realizacdo dos experimentos in vitro. Uma publicacdo de Newby et al. (2006), sugere
a mistura de saliva artificial e saliva humana em partes iguais (1:1).

Para verificar a possibilidade do uso dessa mistura nos experimentos, e se ha
diferencas nos uso de saliva artificial e humana apos desafios erosivos, optou-se por
fazer um outro experimento preliminar.

Para tanto, utilizou-se 9 amostras. As amostras foram dividas em 3 grupos
(n=3), sendo um de saliva artificial; outro de saliva humana; outro de uma mistura de
1.1 de saliva humana com saliva artificial. A saliva artificial utilizada foi: 0,213g/L
CaCl,.2H,0; 0,738g/L KH,POy4; 0,381g/L NaCl; 1.114g/L KCI; ajustado a pH=7,0 com
NaOH.
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Como a saliva humana seria utilizada para verificar o efeito da interacdo
protéica sobre a remineralizacdo do esmalte, optou-se por fazer uma adaptacao na
mistura proposta por Newby et al. (2006) onde a saliva artificial utilizada na mistura
nao continha mucina. Dessa forma, evitou-se a ocorréncia de interacdes entre a
mucina gastrica de suinos e as proteinas presentes na saliva humana, e, assim, ter
um resultado mais semelhante a realidade.

A saliva humana foi coletada de 5 individuos saudéaveis, ndo fumantes, no
periodo da manha, apds 2 horas da ultima refeicdo. A salivacdo foi estimulada
utilizando parafina para mascar. A saliva dos voluntarios foi unida, formando um
pool, e misturada a um volume igual de saliva artificial sem mucina.

As amostras de esmalte foram polidas e tratadas, avaliou-se a microdureza
inicial; realizou-se o desafio erosivo; avaliou-se a microdureza mais uma vez e as
amostras foram imersas na solugdo remineralizante (2,2mL/bloco), conforme os
grupos, durante 4 horas e avaliou-se a microdureza superficial final. N&do foram
utilizados vernizes fluoretados nesta etapa.

Com este experimento preliminar, pdde-se observar que a dureza superficial
do esmalte mantido em saliva artificial aumentou consideravelmente, havendo uma
possivel remineralizacdo. Porém, ndo foi observada nenhuma remineralizacdo nos
blocos mantidos em saliva humana, ou na mistura (1:1) de saliva humana e saliva
artificial. Ainda, observa-se na Figura A2 um padrdo de comportamento semelhante
entre as amostras mantidas em saliva humana pura e aquelas mantidas na mistura
de saliva humana e artificial. Portanto, optou-se por utilizar a mistura salivar no

experimento propriamente dito, por esta ter uma acdo semelhante a saliva humana.
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Figura A2 - Mudanca percentual de microdureza superficial dos blocos mantidos em diferentes
solucbes “salivares”.

A.2.3 Estabelecendo o protocolo experimental.

A partir dos diversos experimentos preliminares, o protocolo experimental foi
estabelecido como relatado abaixo.

Até o momento do inicio do experimento, os blocos foram mantidos em
solucéo de armazenamento, contendo:

1,5mmol/L Célcio (CaCl,.2H,0); 1,0mmol/L fosfato (KH,PO,4); 50mmol/L NaCl,

e pH ajustado com KOH para pH=7,0.

Como os blocos eram mantidos em solucdo de armazenamento, havia a
possibilidade de alteracdo da microdureza inicial. Portanto, inicialmente, os blocos
foram polidos em feltro e pasta de diamante de granulacdo de 1um durante 1 minuto
para padronizagdo das superficies.

A microdureza inicial (SMH;) foi avaliada a partir de 5 endentagcdes de carga
de 50g aplicada durante 15 segundos. Essas endentacdes foram realizadas
paralelamente entre si com uma distancia de 25um. O valor da microdureza para o
bloco de esmalte seré calculado obtendo-se a média entre esses valores.

Apés a avaliacdo da SMH;, os blocos foram imediatamente submetidos a
erosao. Para tanto, os blocos foram imersos em 50mL de &cido citrico (0,03M;
0,065%; tamponado com KOH a pH=3,6; a temperatura ambiente) durante 90

segundos em movimento constante. Ap0s a desmineralizacdo inicial, os blocos
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foram reavaliados para microdureza superficial (SMH;), da mesma forma como para
a microdureza inicial. As novas endentacBes foram realizadas adjacentes as
endentacdes inicias, a uma distancia de 50um.

Apés medicdo da SMH, os blocos receberdo uma camada do verniz teste.
Apenas os blocos do grupo (i) ndo receberam essa camada de verniz. Sobre a
superficie de esmalte foi colocado um molde com uma janela circular de raio
medindo r=2,5mm. Esse molde foi fixado sobre o bloco de esmalte e resina acrilica
com cera utilidade. Utilizando um microbrush, o verniz (média de 0,025g) foi
colocado na janela circular sobre a superficie do esmalte.

As amostras foram, entédo, imersas em uma mistura de saliva humana e saliva
artificial (1:1 por volume, totalizando 2,2mL/bloco) e mantidas sob movimento
constante, a 30°C, durante 4 horas.

Para preparar essa mistura, foi utilizada saliva humana estimulada que foi
adicionada a saliva artificial a uma proporcéo de 1:1 por volume. A saliva artificial foi
adaptada da Standard Laboratory Operating Procedures onde ndo continha mucina
gastrica: 0,213g/L CaCl,.2H,0; 0,738g/L KH,PO,; 0,381g/L NaCl; 1.114g/L KCI;
ajustado a pH=7,0 com NaOH.

Apo6s 4 horas na mistura salivar, os blocos de esmalte foram removidos e
lavados em agua deionizada durante 20 segundos. Os blocos foram, entdo, imersos
em 7mL/bloco de DMSO (Sulfoxido de Dimetila) durante 5 minutos. Utilizando uma
pipeta, criou-se um fluxo sobre os blocos de esmalte para facilitar a dissolucédo dos
vernizes.

Posteriormente, os blocos foram levados ao microdurdmetro e avaliados para
microdureza superficial (SMH3). Os blocos de esmalte foram mantidos durante a
noite em camara fechada, em 100% umidade e temperatura ambiente.

No dia seguinte, os blocos sofreram outro desafio erosivo. Para isso, eles
foram, mais uma vez, imersos em acido citrico durante 90 segundos, depois foram
lavados em agua deionizada durante 20 segundos e imersos em mistura salivar
durante 4 horas, conforme detalhado acima. Apds esse periodo, os blocos foram
levados ao Microdurémetro e sua dureza superficial foi mais uma vez avaliada

(SMHg). Ap6s um periodo noturno, conforme explicado acima, os blocos foram
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submetidos a mais um ciclo de erosdo e remineralizacdo, e, depois, a Ultima
medicao da dureza superficial (SMHs) (Figura A3).

No total, a ciclagem de erosdo durou 3 dias (Figura A3), sendo que o0s
vernizes foram aplicados apenas no primeiro dia. Ainda, os blocos sofreram eroséo
de 90 segundos antes da aplicacdo dos vernizes, e um total de 180 segundos de
erosdo apds a aplicacdo dos vernizes. Foram obtidas 5 medidas de microdureza
superficial de cada bloco (com um total de 25 endentacfes): SMH; — dureza inicial;
SMH, — dureza apés erosdo; SMH3; — dureza apds aplicacdo dos vernizes; SMH, e

SMHs — dureza apds 2° e 3° desafio erosivo e 4 horas na mistura salivar.

‘ Microhardness Measurement  <___—> ‘

l
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1+ day
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Microhardness Measurement

Apply the varnish

Overnightin
humid chamber
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4

Remove the varnish

X2

Microhardness Measurement <> ‘—2*

Figura A3. Fluxograma do protocolo experimental estabelecido para o primeiro experimento proposto.
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