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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar se a aplicagao tépica de fluor fosfato
acidulado (FFA) em alta concentragao tem efeito adicional no controle de lesdes
de esmalte, comparado ao uso de dentifricio fluoretado (baixa concentracao). A
frequéncia de FFA como auxiliar no tratamento de lesbes de carie e a
deposig¢ao de fluor no esmalte apds diferentes aplicacbes de fluor am alta e
baixa concentracdo também foram avaliadas. Para tanto, 5 individuos
utilizaram, por 42 dias, préteses parciais removiveis inferiores contendo blocos
de esmalte bovino desmineralizados. Os espécimes de esmalte forma divididos
em 5 grupos: (1) escovacao 3 vezes ao dia com dentifricio fluoretado (DF)
(1100 ppm F), (2) DF+1 aplicacao topica FFA (12300 ppm F), (3) DF+2 FFA, (4)
DF+3 FFA, e 5) DF+4 FFA. O intervalo entre as aplicacbes foi de uma semana.
Cinco blocos higidos e 5 blocos desmineralizados foram utilizados como
controle e nao foram submetidos ao periodo intraoral. As alteragbes clinicas
foram registradas com relagdo a textura, coloracdo e brilho superficiais.
Analises de microdureza superficial (MS) e em cortes longitudinais (MCL), de
rugosidade superficial (RS) e de conteudo de fluor depositado no esmalte foram
realizadas. Modificagdes clinicas semelhantes de coloragdo foram observadas
em todos os grupos apds formacao da lesao in vitro, apesar da auséncia de
mudancas na textura e brilho superficiais. Apds escovacao e tratamento com
flior, todos os blocos desmineralizados (esbranquigcados), independentemente
do tratamento, tornaram-se mais amarelados. Nao foram detectadas mudancas
na textura e brilho superficiais. Os valores de MS e de conteudo de fluor
aumentaram (p<0,05) em relagcdo aos blocos demineralizados somente a partir
de 2 FFA. Os valores de MCL nao mostraram diferengas entre os blocos
tratados e os desmineralizados em qualquer distancia da superficie do esmalte.
Os grupos DF+3 FFA e DF+ 4 FFA foram os Unicos capazes de aumentar os
valores de MS em relagdo aos blocos desmineralizados. Estes tratamentos
levaram a um aumento significativo de fluor soluvel e insoluvel comparado aos
espéecimes higidos e desmineralizados. Ainda que todas as les6es tenham sido
controladas clinicamente e ndo mostrem diferengas de microdureza, parece que
aquelas tratadas com maior numero de FFA produziram um maior reservatério
de fluor disponivel para inibir novos processos de desmineralizacao.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate whether the topical fluoride
application (acidulated phosphate fluoride - APF) at high concentration has an
additional effect on the control of enamel lesions compared to fluoride dentifrice
(low concentration). Furthermore it was also evaluated: (a) the frequency of APF
treatment on the arrestment of caries lesions and (b) the amount of fluoride
deposited on enamel surface after application of high and low fluoride
concentrations. Five subjects with a lower removable partial denture volunteered
for the study. Five demineralized blocks were fixed into the buccal surface of each
partial denture. The volunteers wore the prosthesis during 42 days and brushed all
specimens three times daily for 1 min with fluoride dentifrice (FD) (1100 ppm F).
Besides the FD treatment, 4 specimens were submitted to APF gel topical
applications (12300 ppm F) on different weekly frequencies (1, 2, 3 and 4
applications). Five sound enamel blocks and 5 demineralized blocks were stored
and used as control. The enamel blocks were clinically examined at baseline, after
demineralization and after intraoral procedures. Data regarding surface color,
brightness and texture were recorded. The specimens’ surface (SMH) and cross-
sectioned (CSMH) microhardness, surface roughness and fluoride (soluble and
non-soluble) content were analyzed. After tooth brushing and fluoride treatment, all
demineralized blocks (whitish) became yellowish. Changes in surface brightness
and texture were not detected. SMH and fluoride content analysis increased
(p<0,05) compared to demineralized blocks only after 2 APF. CSMH values
showed no differences among demineralized and treated groups at any enamel
depth. This study shows that FD+3 and 4 APF were the only treatments capable of
increasing SMH values compared to demineralized blocks. These treatments lead
to a significant increase of soluble and non-soluble fluoride compared to
demineralized and sound specimens. Although all treatments lead to clinical
arrestment and equal microhardness values, it seems that the enamel treated with
high frequency of APF produces a larger reservoir of fluoride ions. This fluoride
reservoir may enhance enamel resistance to future demineralization processes.
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REVISAO DA LITERATURA E JUSTIFICATIVA

1. Formacgao da lesao de carie

A estrutura mineral dentaria depende do ambiente oral. Quando exposta
ao meio bucal, alteragcbes de temperatura, capacidade tampdo e pH da placa
podem levar a solubilizagdo dos cristais de hidroxiapatita. Em normalidade, calcio
e fosfato estdo presentes na saliva em condi¢cédo de supersaturagao em relagéo ao
esmalte, favorecendo a manutencdo do estado cristalino deste tecido quando em
pH 6,8 (WOLINSKY, 1994; CURY, 2001). Altera¢des na dieta com a conversao de
carboidratos em acido pelas bactérias da placa levam a variagdes no pH. A saliva
possui um efeito protetor limite para o esmalte até o pH 5,5 (pH critico). Valores de
pH inferiores a este criam condi¢gdes para que haja aumento da solubilidade e
dissolugdo dos cristais do esmalte. Quando episédios de reducdo do pH sao
intercalados por periodos maiores de retorno ao pH fisiolégico, ha um retorno ao
equilibrio entre os ions provenientes da saliva e do esmalte dentario. No entanto,
quando periodos de pH critico tornam-se mais frequentes, pode ocorrer o
predominio da saida de ions do dente, formando uma lesédo de carie (WOLINSKY,
1994; FEATHERSTONE, 1999; CURY, 2001). As perdas minerais que ocorrem,
primeiramente, em nivel ultra-estrutural, podem chegar até a destruicdo total da

peca dentaria.

O controle desse desequilibrio entre os processos de des e
remineralizagao, levando a paralisagdo do desenvolvimento da lesdo, pode ser
obtido através da modificagdo de fatores locais, como alteragbes na dieta, no
padrdo de higiene bucal e com o uso de fluoretos (THYLSTRUP e FEJERSKOV,
1995).

A compreensao do processo de formagao e paralisacao da lesédo possibilita
o diagnostico de estagios mais precoces de perda mineral, assim como o

estabelecimento de medidas de controle de progressao da lesdo. Para tanto, a
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estrutura do esmalte e os fendmenos que nele ocorrem durante os estagios de

des e remineralizagdo devem ser estudados.

2. Processo de desmineralizagao

O esmalte é a estrutura mais mineralizada do corpo humano, sendo
constituido 95% por minerais e 5% por matéria organica. O mineral predominante
€ a hidroxiapatita, integrante da familia de sais de fosfato de calcio, representada
pela formula Ca19(PO4)sOH,. Na estrutura da hidroxiapatita, os cristais estao
arranjados em uma configuragao hexagonal, com atomos de calcio e fosforo na
parte externa do cristal, e, no centro, grupamentos hidroxila estdo circundados por
3 atomos de calcio. Os cristais do esmalte possuem, aproximadamente, 40 nm de
didmetro. A relagdo de cada grupamento hidroxila no cristal desempenha um
papel importante em sua estabilidade. Os cristais estdo agrupados em prismas
com cerca de 4-5 ®m de diametro, constituindo o esmalte. Entre cada prisma, ha
uma matriz organica, constituida por proteina, lipideos e agua. Dessa forma, ainda
que o esmalte parega extremamente duro e bem mineralizado, sua superficie &
porosa, permitindo a passagem de ions pequenos, como sodio, potassio,
magnésio e flior. Sendo a solubilidade da hidroxiapatita dependente da
temperatura, do pH e das ligagbes ibnicas do solvente adjacente ao cristal,
alteracbes nesses parametros podem levar a uma solubilizagdo dos cristais. Na
cavidade bucal, a saliva é supersaturada de calcio e fosfato, favorecendo o estado
cristalino do esmalte. Como resultado, o dente nao dissolve. Devido a natureza da
reacao de equilibrio da cavidade bucal, o esmalte se encontra em um estado
constante de mineralizagdo e desmineralizagdo em condigdes fisioldgicas (calcio e
fosfato supersaturados, pH 6.8). Porém, quando o chamado pH “critico” (5,5) é
atingido, a solubilidade é aumentada e a dissolugdo ocorre. A hidroxiapatita &
desestabilizada pelo efeito acido nos grupamentos hidroxila do centro do cristal,
resultando em formacédo de agua. A forma dissociada do fosfato de calcio é
favorecida e o cristal é dissolvido (WOLINSKY, 1994; FEATHERSTONE, 1999).
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Segundo Chow (1990), a desmineralizagao do tecido dentario consiste de 2
processos: (1) dissolugao do mineral no front da lesao, e (2) processo de difusdo
nos quais ions acidos sao transportados da placa para o interior da lesao, e ions
do mineral dentario solubilizados séo transportados para fora. Na maioria das
vezes, a difusdo é o mais lento dos 2 mecanismos. Uma vez que a dissolugao é o
processo mais rapido, o fluido na lesdao é quase saturado com relagao ao mineral
dentario. A composic¢ao do fluido da lesao, portanto, € um dos fatores principais no
governo das forcas de difusdo para varios ions, e, em ultima instadncia, da

velocidade de desmineralizagao.

As alteragbes no conteudo de ions minerais tém como consequéncia
mudangas na dureza do esmalte. Feagin, Koulourides e Pigman (1969), em
estudo in vitro, estabeleceram uma relagéo linear entre a microdureza superficial
do esmalte e o conteudo de Ca e P. Espécimes que sofreram desmineralizagéo
sob diferentes condigdes experimentais apresentaram redugcdo na microdureza
superficial, sempre acompanhada por redu¢cdes no conteudo de Ca e P, tanto para

espécimes de esmalte humano quanto de esmalte bovino.

Quando ocorre um desequilibrio do processo de des-remineralizagao,
favorecendo periodos mais frequentes de saida de ions do tecido mineral dentario,
levando a destruicdo deste, ocorre a formacado da lesdo de carie (MALTZ e
CARVALHO, 1997).

2.1. Histopatologia da lesao de carie em esmalte
As caracteristicas histologicas da lesdo de carie sem cavidade sao

descritas por diversos autores sob a forma de 4 zonas: camada superficial, corpo

da lesdo, zona escura e zona translucida.
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2.1.1. Zona translucida

A espessura da zona translucida varia entre 5 a 100 ®m, com média de 40
®m (SILVERSTONE, 1968). Quando a les&o atinge estagios mais avangados, a
zona translucida passa a estar localizada na parte mais interna da lesao, entre a
zona escura e o esmalte higido. O volume de poros nesta zona da leséo é de 1%,
sendo estes de diferentes tamanhos (DARLING, 1958; SILVERSTONE, 1973).

2.1.2. Zona escura

A zona escura recebeu esta denominagdao devido a aparéncia marrom
escura assumida quando observada em microscopia de luz transmitida, embebida
em quinolina, meio com indice de refracdo similar ao do esmalte (THYLSTRUP e
FEJERSKOV, 1995). O volume de poros varia entre 2 e 4% (DARLING, 1958).
Com a progressao da lesao, situa-se entre o corpo da lesédo e a zona translucida.
Apresenta birrefringéncia positiva. E considerada como resultado do processo

dinamico de desmineralizagao e remineralizagao (SILVERSTONE, 1973).

2.1.3. Corpo da Leséao

O corpo da lesao esta situado entre a camada superficial e a zona escura,
apresentando acentuada descalcificacao (SILVERSTONE, 1966). O volume de
poros varia de 5% na periferia, até 25% no centro da lesdo (DARLING, 1958).
Possui birrefringéncia positiva quando em meio aquoso (SILVERSTONE, 1973).
Na profundidade do corpo da leséo, pode-se encontrar zonas com maior conteudo
mineral, indicando periodos de redeposicdo mineral em fases alternadas de

atividade/controle das lesoes.

2.1.4. Camada Superficial

A camada superficial possui volume de poros menor do que 5% e apresenta
birrefringéncia negativa quando a lesdo € embebida em agua para analise em
microscopia de luz polarizada. Estudos em microrradiografia sugeriram que esta
camada permanecia intacta durante o ataque cariogénico, porém, estudos em

nivel ultraestrutural comprovaram que esta camada apresenta intensa
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desmineralizacao sendo, entretanto, mais estruturada do que o corpo da lesdo
(HOLMEN et al, 1985b).

2.2. Caracteristicas clinicas da lesdao de carie ativa

Clinicamente, a carie de esmalte € observada como uma lesdo de mancha
branca opaca, assumindo esta aparéncia devido a mudanca do indice de refracédo
da area de perda mineral, quando comparada com o do esmalte translucido
adjacente (FEATHERSTONE, 1999). Através da secagem do dente, os poros das
diferentes zonas da lesao, inicialmente preenchidos por agua (indice de refracéo =
1,33), sdo embebidos em ar (indice de refracdo = 1,0), o qual possui um indice de
refracdo diferente do esmalte dentério (indice de refragcdo = 1,62). Essa diferenca
nos indices de refragdo, associada a rugosidade superficial, faz com que a leséo
de mancha ativa apresente-se opaca (THYSLTRUP e FEJERSKOV, 1995).

O aumento na porosidade da camada superficial do esmalte também é
responsavel pela mudanga na textura superficial das areas com lesdo de carie,
que se tornam rugosas a sondagem, diferentemente da lisura encontrada no

esmalte higido adjacente.

3. Processo de remineralizagao

Como toda reacao acido-base, a dissolugao da hidroxiapatita constitui-se
em um processo de equilibrio. A perda de minerais da hidroxiapatita € resultante
da subsaturagdo de ions calcio (Ca) e fosfato (P) em relagdo a interface dente-
placa. Porém, se a concentragao de Ca local aumenta e/ou ha aumento do pH, a
placa volta a ficar supersaturada de ions Ca e P, ocorrendo o crescimento dos
cristais parcialmente dissolvidos pela precipitacdo de ions minerais da fase
aquosa que circunda o tecido (fluido da placa, da lesao e saliva), de forma que o
processo de perda mineral é revertido (SHELLIS e DUCKWORTH, 1994). Assim,

controlando-se os fatores etioldgicos da doenga, propicia-se o retorno a condigao

15



de equilibrio dos processos des-remineralizagdo e o controle da progressdo da

lesao € alcangado.

Wei (1970) realizou estudo in vitro no qual analisou, com microsonda
eletrbnica, a concentragdo de calcio e fosforo em esmalte humano higido,
desmineralizado e remineralizado. Coroas de dentes extraidos foram divididas em
3 grupos: 2 coroas foram mantidas higidas para controle; 2 sofreram processo de
desmineralizacdo com tampao acetato por 5 horas, e 2 foram desmineralizadas de
acordo com as anteriores e apds colocadas em solugao calcificante contendo Ca.
As analises foram realizadas a 3, 6, 9, 12, 15 e 60 ®m da superficie externa do
esmalte. A desmineralizagdo do esmalte produziu uma queda na concentragao de
Ca e P, com uma redugao na proporcao de Ca/P. Esta reducado, porém, so foi
observada nos primeiros 10 ®m, provavelmente porque, nas condicdes
experimentais adotadas, as mudangas ocorridas foram muito superficiais. A
remineralizacdo foi demonstrada com o retorno as concentracbes de Ca e P aos
valores normais, assim como a propor¢ao de Ca/P, demonstrando que o mineral

removido pelo tratamento acido foi reposto com sucesso.

Dando continuidade a essa linha de pesquisa, Wei e Koulourides (1971)
estudaram (in vitro) amostras de esmalte desmineralizado e subsequentemente
remineralizado com relacdo a microdureza superficial e conteudo de Ca e P. Os
resultados demonstraram que o esmalte desmineralizado pode ser quase
completamente remineralizado até sua concentracao inicial de Ca e P na correta
propor¢ao de Ca/P. A microdureza foi restaurada parcialmente, sugerindo que a
hidroxiapatita ndo foi o unico produto formado, podendo ter ocorrido a
reprecipitacdo de um composto com uma propor¢ao de Ca/P similar a da
hidroxiapatita. Devido ao modelo experimental utilizado, as mudangas ocorreram

somente nos primeiros 10 ®m do esmalte.

Em um estudo sobre os mecanismo de deposicdo mineral na

remineralizacdo de lesdes de carie artificiais em esmalte, ten Cate e Arends
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(1980) concluiram que, inicialmente, uma grande quantidade de mineral é
depositada na camada superficial em uma forma mais soluvel. Apés um periodo
mais prolongado, este minerais sdo gradualmente transferidos, em uma forma
menos soluvel, para a parte mais profunda da lesdo, comecando na area de
menor densidade mineral no corpo da lesédo, a partir de 25 ®m em relagdo a

superficie.

A remineralizagdo de lesdes também foi demonstrada in situ, através do
trabalho desenvolvido por Gelhard, ten Cate e Arends (1979), no qual a exposi¢ao
de blocos de esmalte desmineralizados ao ambiente bucal, escovados sem
dentifricio, levou a um aumento da microdureza superficial. Concluiu-se que a
redeposi¢cao de minerais também ocorre in vivo, ainda que em menor velocidade

se comparada a remineralizagao in vitro.

3.1. Histopatologia da lesao de carie em esmalte inativa

Na lesdo inativa, a camada superficial torna-se menos porosa, com cristais de
tamanho aumentado. Silverstone e Poole (1968), em estudo realizado com
secgcdes de esmalte, observaram que, quando examinadas em quinolina, a
extensdo do corpo da lesdo diminui, com consequente aumento da zona escura
na direcdo da camada superficial. Este fendmeno também foi registrado por
experimentos com esmalte de lesdes de carie sem cavidade (SILVERSTONE,
1980). Uma vez que estes experimentos foram realizados com solugdes
calcificantes sem material organico, e estes demonstraram maior efetividade do
que a saliva em produzir estas mudancas, a diminuigcdo na porosidade da lesao
deve ter sido obtida pela deposi¢dao de minerais. O autor discute que pode haver 2
maneiras através das quais a deposicao de mineral contribui para as mudangas
Opticas produzidas na zona escura. A primeira delas seria um aumento na
birrefrigéncia negativa causado pela deposi¢cdo de cristais de hidroxiapatita ou
cristais de outros minerais. A segunda seria que a deposi¢do de mineral em forma

amorfa, ainda que nao contribua para a birrefringéncia por si, pode resultar em
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uma reducéo significativa na birrefringéncia positiva por ocluir os poros existentes.
Esse processo é resultado tanto da entrada de ions provenientes do meio externo,

quanto da precipitacdo de minerais das camadas mais internas do esmalte.

3.2. Caracteristicas clinicas da lesao de carie inativa

A inativagdo da doenca tem como consequéncia clinica a modificagédo do
aspecto da lesdo, que passa a ser brilhosa e lisa, podendo permanecer
esbranquicada, pigmentar ou desaparecer (BACKER DIRKS, 1966; NYVAD e
FEJERSKOV, 1997).

As alteragdes clinicas associadas ao controle da lesdo sao explicadas, em
parte, pelo desgaste e polimento da microssuperficie externa parcialmente
dissolvida da lesdo ativa (HOLMEN, THYLSTRUP e ARTUN, 1987).
Concomitantemente, ocorre o processo de reposi¢cao de mineral (remineralizagao),
uma vez que a saliva € uma fonte de minerais que pode repor aqueles dissolvidos
do dente durante o processo de desmineralizacdo (FEATHERSTONE, 1999).
Estudos sugerem que o controle da lesdo envolve a remineralizagdo e/ou um
processo de “recristalizacdo”, ocorrendo, inclusive, no corpo da lesdo (TEN CATE
e ARENDS, 1980; SILVERSTONE, 1980; SILVERSTONE, HICKS e
FEATHERSTONE, 1988; KASHKET, 1999).

4. O fluor e o processo de remineralizagao

A presenca de fluor no meio durante as trocas de ions entre os tecidos
duros do dente e o fluido adjacente (saliva, fluido da placa bacteriana) pode
interferir significativamente neste processo, tanto pela formacao de fluorapatita

(flaor firmemente ligado) quanto de fluoreto de calcio (fluor fracamente ligado).

Feagin et al. (1971), em estudo do processo de des e remineralizagao in

vitro, observaram que o esmalte remineralizado na presenga de F apresenta maior
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resisténcia a uma nova desmineralizacdo do que o esmalte higido. Estudos
posteriores mostraram que a substituicdo do ion hidroxila na hidroxiapatita pelo
ion fluor pode ocorrer, havendo, entdo, a formagéao de fluorapatita - Ca1o(PO4)sF -,
a qual é mais resistente a dissolugédo por acidos (KOULOURIDES e CAMERON,
1980; CHOW, 1990; MORENO, 1993). O tecido dentario carioso é, ao contrario do
esmalte higido, muito reativo ao flior. @®gaard, R®lla e Helgeland (1983b, 1984)
mostraram, em estudo in vivo, que uma fragdo muito maior de fluor € incorporado
ao esmalte com lesdo de carie do que no esmalte higido adjacente. A placa que
cobre a lesdo pode aumentar a retengcao de fluor. Além disso, o aumento da
porosidade no esmalte permite maior penetragcdo e aumenta a area para reagdes
nas lesdes de carie. Como ja discutido anteriormente, o fluido no interior da les&o
€ um dos principais fatores no direcionamento das forcas de difusao de ions no
processo de desmineralizacdo. Quando o fluor esta presente neste fluido, 3 efeitos

principais podem ser produzidos (CHOW, 1990):

a) Reducdo da solubilidade do mineral dentario pela formacado de
fluorapatita (FA) — a hidroxiapatita (HA) possui uma constante de solubilidade 4
vezes maior do que a FA. Devido a auséncia de grupamentos OH no cristal, a
solubilidade da FA é menor em um determinado pH. Assim, o pH critico para

dissolucdo do esmalte passa de 5,5 para 4,5 na presenca de fluor.

b) Reducdo da difusdo de ion mineral da lesdo — quando ha
quantidades significativas de acidos e de fluor na placa, as concentracdes de Ca e
P no fluido da lesdo sdo menores devido a combinacdo destes ions com
consequente incorporacédo de fluor. As forgcas de difusdo desses ions séo
diminuidas e isto deve levar a uma reducao dos fluxos de difusdo e a redugao da

velocidade de desmineralizagao.
C) Interagdes entre fluor ligado e fluor ambiente - o fluor incorporado

pode ser liberado para auxiliar na inibicdo da desmineralizacdo e na

potencializagdo da remineralizagao, servindo como uma fonte de flior ambiente.
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Estudos in vitro evidenciam o efeito protetor do fluor incorporado aos
cristais. Em estudo recente de Takagi, Liao e Chow (2000), a acao cariostatica do
fluor firmemente ligado foi discutida. Neste trabalho in vitro, aplicagbes topicas de
fluor fosfato acidulado (FFA) foram realizadas para incorporar flior no esmalte e
determinar seus efeitos na formagao de carie em condigbes nas quais o fluor
fracamente ligado estava ausente. Espécimes de esmalte humano foram imersos
em solugdes contendo F em baixas concentragdes por 2 dias, seguido de 5 ciclos
de aplicagbes de FFA (1,23% F) por 4 minutos cada. Apds, foi realizada a
remocao do fluor fracamente ligado, seguido de 5 ciclos de imersdo dos
especimes em solugcao desmineralizante por 6 horas e em solugao remineralizante
por 8 horas. O conteudo de fluor firmemente ligado foi determinado para os 100
um mais externos das lesbes. As analises foram feitas através de
microrradiografias e microscopia de luz polarizada. Os resultados sugerem uma
relacdo entre o fluor (F) incorporado e a resisténcia a desmineralizagdo, ao
mostrarem diferengas significativas quanto ao conteudo de fluor incorporado nos
espécimes que sofreram aplicacdo de FFA em relagdo ao controle, além de uma
menor profundidade de lesdo formada (redugdo de 34%). O tratamento com F
tépico também reduziu a extensdo da desmineralizacdo em cerca de 55%. Os
efeitos significativos do F incorporado ao esmalte na desmineralizagdo se deram,
provavelmente, por 2 razdes. Primeira: as 5 aplicacbes de FFA foram capazes de
aumentar o conteudo de F nos minerais dentarios, ao contrario de outros estudos,
nos quais uma aplicagdo de FFA ndo produzia efeitos significativos ou, se
produzia, o efeito cariostatico era atribuido ao fluoreto de calcio formado.
Segunda: o fluor fracamente ligado estava essencialmente ausente, certificando a
acao cariostatica dos minerais fluoretados. Embora alguns estudos sugiram que
nao ha aumento no conteudo de F fortemente ligado apds uma aplicagao tépica de
flor (FFA) in vivo, os resultados deste estudo sugerem que um acumulo gradual
de F incorporado ao esmalte pode ocorrer com repetidas FFAs. O F fortemente
ligado pode ser um suplemento ao F fracamente ligado a fim de produzir uma

maior protecéao.
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Além da formacdo de cristais de fluorapatita no interior dos prismas,
ligacbes especificas, com trocas de ions, podem ocorrer também na superficie
destes. A adsorsédo de F, com troca pelos grupamentos OH, converte parte ou
toda a superficie em fluorapatita , que ira reduzir a solubilidade do esmalte e a
velocidade de dissolugdo. O efeito da fluoretacdo superficial na dissolugao
depende da proporcdo de superficie convertida, uma vez que superficies
fluoretadas e nao fluoretadas dissolvem de maneira independente, de acordo com
suas propriedades de solubilidade. Esta fluoretacdo da superficie € importante,
mas sO sera mantida se a solugdo que banha os cristais tiver F suficiente, caso
contrario, todas as partes da superficie irdo dissolver (SHELLIS e DUCKWORTH,
1994).

Se, em baixas concentracdes, o flior pode ser adsorvido aos cristais e
estabilizar a estrutura mineral dentaria, em altas concentragbes (>100 ppm F),
fluoreto de calcio (CaF,) pode ser formado (®GAARD, 2001). Dependendo das
condicdes orais, como pH da saliva ou do fluido da placa, esta camada de CaF,,
que apresenta uma solubilidade aumentada em relagdo a hidroxiapatita e a
fluorapatita, ira dissolver, liberando fluor para reagir com ions de Ca e P
(NELSON, JONGLEBOED, ARENDS, 1983). Os produtos finais dessas reagdes
podem ser cristais de fluorapatita ou CaF, novamente formado na superficie
dentaria. A camada de fluoreto de calcio pode ser considerada um reservatorio de
ions de fluor disponiveis para inibir a desmineralizagdo e potencializar a
remineralizacdo (KOULOURIDES et al, 1974; CURY, 2001).

Duschner, Gotz e ®gaard (1997) e Saxegaard e R®lla (1988), em estudos
sobre a agao do fluor na estrutura mineral dos dentes, observaram, através de
microscopia eletrénica de varredura, que o fluoreto de calcio pode ser visualizado
como pequenos globulos (< 1 ®m) na superficie dentaria ou em lesbes, formando
microcristais. A forma globular sé € encontrada quando ions fosfato s&o
adsorvidos a superficie, visto que o fluoreto de calcio puro assume forma cubica.

Utilizando-se microscopia confocal de escaneamento a laser, pode-se identificar
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que o CaF, é formado n&o s6 na superficie mas também no interior do esmalte até
uma profundidade de mais ou menos 30 ®m (DUSCHNER, GOTZ ¢ ®GAARD,
1997).

A formacéao do fluoreto de célcio se da quando ions de calcio sao liberados
da estrutura dentaria e reagem com o flior do agente de aplicagdo topica
(LARSEN e JENSEN, 1994). Saxegaard e R®lla (1988) encontraram que a
formacédo de CaF; pode ser intensificada pelo aumento da concentracao de fluor
do agente de aplicagao topica, aumentando o tempo de exposigao e reduzindo o
pH do produto. A formagao de camada de CaF, também varia de acordo com a
condicdo do esmalte, uma vez que maiores quantidades fluoreto de calcio sao
encontradas em lesbes de carie quando comparadas com o esmalte higido. No
esmalte higido, o fluoreto de calcio € mais facilmente perdido, enquanto na leséo,
por ser precipitado no ambiente microporoso da estrutura parcialmente
desmineralizada, sua retentividade e area para interagao ibnica sdo maiores
(BRUUN e GIVSKOV, 1991).

O fluoreto de célcio ndo era considerado um produto importante para o
efeito cariostatico por ter sido considerado, através de estudos in vitro, muito
soluvel. Porém, in vivo, uma camada de proteinas e fosfato recobre o CaF, e
estabiliza as particulas do composto (®GAARD, 2001). Cavslavska et al. (1991)
realizaram estudo clinico com criangas de 9 a 13 anos, no qual avaliaram, através
de bidépsias do esmalte, a permanéncia de CaF, nos periodos de 6 semanas e 18
meses apos aplicagdes topicas de fluor em tecido higido. Quantidades significativa
de fluor soluvel ainda foram encontradas apos 6 semanas do tratamento, e
pequenas quantidades persistiram na superficie do esmalte em 18 meses.
Saxegaard e R®lla (1989), pesquisaram, em estudo in situ, a aquisicao e perda do
fluoreto de calcio em esmalte higido e desmineralizado e também confirmaram a
maior estabilidade do composto no dente in vivo do que se pensava antigamente.
Com uma velocidade de dissolugdo diminuida, a capacidade de atuar como um

reservatorio de fluor pode ter uma duracéao suficiente para apresentar significancia
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clinica. Ainda, o reconhecimento de que o fluor disponivel na fase liquida do cristal
de apatita e no fluido da placa é o mais importante durante o processo de des-
remineralizagdo enfatiza que uma liberagao lenta do depdsito de CaF;, &€ um fator
muito importante no mecanismo cariostatico de acdo do fluor. Aplicacdes
freqUentes de fluor topico asseguram um depdsito constante de CaF; na superficie

dentaria.

As implicagdes das reagdes do fluor com o esmalte desmineralizado no
controle de lesbes de carie tém sido estudadas. Um resultado obtido com a
remineralizacdo de lesbes de carie naturais ou artificiais € que, em presencga de
flor, ha um aumento significativo do grau de remineralizagdo e uma redugao do

periodo de tempo para que este processo ocorra (SILVERSTONE, 1982).

Histologicamente, sabe-se que, com a participagdo do F no processo de
inativagdo, uma formacao mais rapida e significativa da zona escura ira ocorrer,

com consequente redugéo do corpo da lesédo (SILVERSTONE, 1980).

Silverstone (1982), em estudo in vitro, mostrou que lesdes artificiais de carie
em esmalte humano podem ser remineralizadas e que este processo é acelerado
pela presenca de fluor. Neste trabalho, seccbes de esmalte com carie artificial
foram expostas a diferentes fluidos remineralizadores: fluido bucal (saliva total)
com ou sem F, e fluido calcificante sintético, com Ca ou Ca+F. Os espécimes
foram analisados qualitativamente e quantitativamente por microscopia de luz
polarizada. Apos exposi¢cao ao fluido bucal, observou-se, qualitativamente, que
quase a totalidade do corpo da lesédo original foi revertido em zona escura,
mostrando birrefringéncia positiva em quinolina. Esta mudanga envolveu uma
reducao de 30-40% do volume de poros para cerca de 2-4%. Quantitativamente, a
remineralizagdo foi observada apenas na por¢do mais superficial das lesées (80
®m), provavelmente devido a deposi¢cdo de conteudo organico, “bloqueando” o
espécime para uma remineralizagdo das camadas mais profundas. Quando ions

de fluor foram adicionados ao meio, uma maior remineralizagdo pode ser
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detectada, embora ainda limitada a porcao inicial do corpo da lesdo. Ao serem
expostas ao fluido sintético, um percentual maior de remineralizacdo pode ser
alcangado, potencializado quando o fluor foi adicionado ao meio. Mostrou-se que a
inclusao de fluor ao fluido levou a uma reducao dobrada na porosidade tecidual. A
remineralizagdo ocorreu em toda a profundidade da les&o, com a redugao na area
do corpo da lesdo passando de 28% na auséncia de fluor para 69% na presenca

deste.

Gelhard, ten Cate e Arends (1979), em estudo in vivo, demonstraram o
potencial remineralizador do flior. Em um 1° experimento, blocos de esmalte
bovino com lesbes artificiais de carie foram colocados em proteses parciais
removiveis inferiores e escovados com agua. Medigdes de microdureza superficial
foram realizadas nos dias 2, 9, 30 e 65. Apés, as proteses foram imersas por 15
min em uma solugcédo neutra com 1000 ppm NaF e reutilizadas pelos voluntarios
por mais 2 semanas. No 2° experimento, blocos com lesdes artificiais preparadas
da mesma maneira que as anteriores., foram colocados nas préteses dos mesmos
pacientes. Estas foram pré-tratadas por 15 min com uma solugédo neutra de 1000
ppm NaF antes de serem colocadas em boca. Medigbes de microdureza foram
realizadas nos dias 2, 5 e 28. Apdés 28 dias, as proteses foram novamente
colocadas na solugdo e utilizadas por mais uma semana (medi¢cbes de
microdureza nos dias 30, 33 e 35). Os resultados, comparados com estudos
anteriores, mostram que a remineralizagao ocorre mais lentamente in vivo do que
in vitro. Conclui-se também que, no 2° experimento, uma redugédo de 46% no
tamanho das endentag¢des é atingido em 35 dias, enquanto no 1° experimento,
este patamar so6 alcancado aos 65 dias. Assim, o efeito de 2 aplicacdes tdpicas de

fluor aumentam a velocidade de remineralizagao.

Gelhard e Arends (1984) também mostraram que a remineralizagdo ocorre
in vivo, com uma recuperag¢ao maior de volume mineral caso o fluor seja utilizado
em concentragdes de 1500 ppm F em conjunto com a escovagao. Neste trabalho,

30 pacientes utilizaram blocos de esmalte humano com lesdes artificiais de carie,
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em proteses inferiores, durante 3 meses. Os voluntarios foram divididos em 3
grupos: A — controle — escovacgéao diaria com agua; B — solugao — escovacéao diaria
com agua e bochecho com solugdo neutra de 50 ppm F; C — escovagéo —
escovacgao diaria com pasta de dente fluoretada (1500 ppm F neutro). As analises
foram realizadas através de ensaios de microdureza Knoop e microradiografias.
Apo6s 3 meses, a redugado no tamanho da endentagao foi de 16, 13 e 20% para os
grupos A, B e C respectivamente, sendo todas as diferengas estatisticamente
significativas. A porcentagem de volume mineral no corpo da lesdo, inicialmente
cerca de 47%, passou para 50,7% no grupo A, 48,7% no grupo B e 53,1% no
grupo C, sem diferencas significativas entre os grupos A e B. A média de reducgao
na profundidade das lesdes foi de 18, 13 e 25 ®m para os grupos A, B e C. A
porcentagem de recuperacédo do volume mineral para os grupos controle, solugéo
e escovacgao foi de 20, 5 e 31%. A velocidade de remineralizagao foi relativamente
rapida nas primeiras 2 semanas, tornando-se muito lenta no restante do periodo
de duragcdo do estudo. Comparando os dados obtidos com a velocidade de
remineralizagdo alcangada por experimentos in vitro, conclui-se que a
remineralizagdo ocorre muito mais lentamente in vivo do que in vitro, concordando
com Gelhard, ten Cate e Arends (1979). Isto ocorre provavelmente pela presenca
de material organico para competir com os ions pelos microporos da lesédo e pelo
fato de os espécimes serem submetidos a repetidos ciclos de des e
remineralizagdo, e ndo somente a periodos continuos de redeposi¢do mineral.
Além disso, mostrou-se que, para lesdées mais profundas de carie, a
remineralizacdo ocorre de maneira mais efetiva se concentragdes mais elevadas
de fluor estiverem presentes no meio, configurando o papel deste como ativador

do processo de remineralizagdo também in vivo.
5. O flaor como auxiliar no tratamento de les6es de carie
Existem diversos agentes para aplicacédo tépica e estes podem ser

classificados em agentes de aplicagao profissional, com alta concentragao de fluor

e em agentes de autoaplicagdo, com concentracado reduzida de fluor. Dentre os
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veiculos de aplicagao profissional, encontram-se os géis, vernizes, solugdes e
espumas. Ja os produtos de autoaplicacdo mais utilizados sao os dentifricios e
solugdes para bochecho (MELLBERG, 1990).

Dentre os veiculos para aplicagéo profissional, o mais comumente utilizado
no Brasil é o gel fluoretado (VILLENA e CORREA, 1998). Seus compostos mais
aplicados sao o fluor fosfato acidulado (FFA 1,23% - 12300 ppm F) e o fluor neutro
(NaF 2% - 9200 ppm F) ambos apresentando reducdo semelhante na experiéncia
de carie (MELLBERG, 1990; FEJERSKOV, EKSTRAND e BURT, 1996; VAN
RIJIKOM, TRUIN e VAN'T HOF, 1998), apesar de formarem camadas de fluoreto
de calcio com diferentes morfologias e espessuras (NELSON, JONGEBLOED,
ARENDS, 1983).

Em estudos epidemioldgicos, a efetividade do fluor de alta concentracéo na
reducdo da incidéncia de carie foi demonstrada. Ripa (1989), ao analisar 10
trabalhos publicados sobre a influéncia do FFA em gel na experiéncia de carie em
criangas, mostrou que este método leva a uma redugao efetiva no incremento de
lesdes de carie. Van Rijkom, Truin e Vant't Hof (1998), mostraram, através de uma
meta-analise, efeito significativo do fluor gel em alta concentragdo na redugao da

experiéncia de carie, em torno de 22%.

A eficacia do fluor de alta concentragao na remineralizacdo de lesdes de
carie em esmalte foi demonstrada por Buchalla et al.(2002), em trabalho in situ, no
qual 18 voluntarios utilizaram dispositivos intra-orais removiveis contento amostras
de esmalte desmineralizado. Neste estudo cruzado, os espécimes de esmalte
receberam, antes de serem inseridos no dispositivo, uma unica aplicagao de fluor
com concentragdo de 10000 ppm F ou aplicagao de placebo. Apds 4 semanas de
uso do dispositivo intrabucal, o conteudo de fluor, o ganho mineral e a redugao na
profundidade da lesdo foram analisados. As lesbes tratadas com o fluor de alta
concentragao apresentaram maior conteudo de fluor e maior ganho mineral do que

o placebo.
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Com a disseminacdo do uso dos dentifricios fluoretados, a partir da década
de 1980, varios estudos foram desenvolvidos demonstrando sua efetividade néo
sO6 na prevencado de lesdes de carie, como também auxiliando no controle

daquelas ja estabelecidas (Cury, 2001).

Dijikman et al. (1990), em estudo in situ, comprovou a remineralizacdo de
lesbes in vitro previamente formadas com uso de dentifricio fluoretado apds 3
meses. Trés diferentes grupos de tratamento foram estabelecidos: escovagdo com
dentifricio fluoretado (A), escovagado com dentifricio sem fluor (B) e auséncia de
escovacao (C). No grupo C, houve aumento da profundidade das amostras em
cerca de 40%, enquanto a escovacao sem fluor n&do alterou a profundidade e a
escovacgao com fluor causou reducao de 35%. A perda mineral aumentou em 50%
no grupo C, em contraste ao grupo A, no qual observou-se redugao de 40% na
perda de mineral. Os resultados apontam que, em comparagdo com a auséncia de
escovacgao, o efeito da escovagao com dentifricio sem fluor apresenta metade do
beneficio da escovagdo com fluor na remineralizagdo de lesbes de carie em

esmalte.

Dos Santos, Koo e Cury (1998) também em estudo in situ, com 6
voluntarios, mostraram a eficacia do dentifricio fluoretado em remineralizar lesées
incipientes e incorporar fluor em esmalte. Os voluntarios utilizaram, em estudo
cruzado, placas palatinas removiveis contendo blocos de esmalte humano
desmineralizado, os quais foram escovados 3 vezes ao dia com dentifricio
fluoretado ou com dentifricio placebo por 45 dias. Apds, os blocos foram
analisados quanto ao conteudo de fluor e grau de remineralizagdo (ensaio de
microdureza). O dentifricio fluoretado foi mais eficaz na deposi¢cao de fluor e foi
capaz de remineralizar o esmalte em 73%, enquanto a remineralizagédo com o

dentifricio placebo ficou em torno de 42%.

Porém, Bjarnason e Finnbogason (1991) em estudo sobre o efeito do

dentifricio fluoretado no desenvolvimento de carie proximal, concluiram que este
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método de aplicacdo topica de fluor traz maiores beneficios no retardo do
estabelecimento das lesées do que na reducdo da progressao de lesdes ja

estabelecidas.

A importancia relativa do uso de fluoretos de alta concentragcdo associado
ao uso de agentes de baixa concentragdo na remineralizagdo de lesdes de carie
em esmalte tem sido estudada (MELLBERG, 1990; @GAARD, SEPPA e RGLLA,
1994).

Leme et al. (2003), em estudo in vitro, comparou o efeito de dentifricio
fluoretado e de FFA, e a combinagdo destes, em lesdes artificiais de carie em
esmalte bovino. Quatro grupos de tratamento foram submetidos a ciclagem de
pH: (1) dentifricio ndo-fluoretado (DP) — tratamento placebo; (2) dentifricio
fluoretado (DF); (3) FFA + DP, e (4) FFA + DF. O gel de FFA foi aplicado aos
blocos dos grupos 3 e 4 por 4 minutos previamente ao experimento. Apos a
ciclagem, os espécimes foram avaliados quanto ao conteudo de fluor e
microdureza. A recuperagcao de dureza superficial dos blocos submetidos ao
tratamento com DF foi significativamente maior do que aquela obtida pelos demais
tratamentos, inclusive pela associacdo FFA + DF. Quanto aos valores de
microdureza, apesar de ndo haver diferengas significativas entre os tratamentos
DF, FFA+DF e FFA+DP, o ultimo nao diferiu do tratamento placebo. A analise do
conteudo de fluor mostrou que grandes quantidades de fluor foram incorporadas
apos o tratamento com FFA, porém um decréscimo significativo desta quantidade
foi observado quando os espécimes foram submetidos ao tratamento com DP.
Esta reducdo nédo foi significativa quando os blocos foram tratados com DF. A
concentragao de fluor nos espécimes foi maior nos grupos DF, FFA+DP, FFA+DF
do que no grupo DP, mas nao foram observadas diferencas entre os proprios
grupos. Os resultados mostram que, ainda que o tratamento com FFA propicie
maiores depdsitos de fllor no esmalte, o reparo da lesdao, em termos de

recuperacao da dureza superficial, € melhor alcangado com aplicagdes frequentes

28



de flior em baixa concentracdo do que com uma unica aplicagao de flior em alta

concentracgao.

Dando continuidade a esta linha de estudos, Maia, de Souza e Cury (2003),
avaliaram o efeito da combinacdo de dentifricio e verniz fluoretados em lesdes de
esmalte bovino, também em estudo in vitro utilizando ciclagem de pH. Os mesmos
grupos experimentais descritos no trabalho anterior foram estabelecidos, trocando
o FFA por verniz fluoretado (VF). Os resultados foram semelhantes, mostrando
que os grupos nao diferiram quanto aos valores de microdureza, mas apontaram
uma melhor recuperacao de dureza superficial para o grupo de DF do que VF. O
conteudo de fluor formado foi maior para o grupo do VF. Os resultados sugerem,
concordando com o estudo de Leme (2003), que apesar de uma aplicagédo de
verniz fluoretado aumentar a concentragao de fluor no esmalte, isto ndo melhora a

capacidade do DF utilizado regularmente de recuperar a dureza do tecido.

Resultados diferentes foram encontrados em estudo no qual a frequéncia
de aplicagao do fluor de alta concentragdo foi aumentada. Lagerweij e ten Cate
(2002), realizaram estudo in situ para avaliar a remineralizagédo de lesdes artificiais
de carie em esmalte bovino através do uso de dentifricio fluoretado e gel
fluoretado. Blocos de esmalte desmineralizado foram colocados em préteses
parciais de 26 voluntarios, os quais foram divididos em 2 grupos: (1) escovagao
dos espécimes com dentifricio fluoretado (DF) 2 vezes ao dia por 2 min, e (2)
escovacgao idéntica ao grupo anterior + aplicagao diaria de gel fluoretado (12500
ppm F) por 4 min (DF+G). Apds 4 semanas, os espécimes foram avaliados com
relacdo ao conteudo de fluor e conteudo mineral (microradiografia). As lesdes
tratadas com DF+G sofreram maior grau de remineralizagdo (ganho de 27% em
volume mineral) do que as tratadas somente com DF (ganho de 11%) . A
deposigao de mineral ocorreu também nas regides mais profundas das lesbes em
ambos os grupos, mas diferengas estatisticamente significantes foram observadas
somente na camada superficial. O conteudo de fluor formado no grupo DF+G foi

significativamente maior do que no grupo DF.
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Cabe discutir ainda que, uma vez definida a utilizagdo de fluor em alta
concentracdo como auxiliar no controle de lesées de carie ativas, a frequéncia
com a qual este deve ser utilizado ainda ndo esta bem estabelecida. Johnston e
Lewis (1995), em estudo com 329 criangas canadenses com idades entre 6 e 11
anos, avaliaram a ATF anual ou bianual de FFA em gel na prevengao do
aparecimento de novas lesdes de carie. Apds 3 anos de acompanhamento, nao foi
detectada diferenga no incremento médio de carie entre as criangas que
receberam ATF anual ou bianual. Em contrapartida, Olivier, Brodeur e Simard
(1992), em estudo de acompanhamento de 2 anos sobre a frequéncia de
aplicacbes do gel em criangas , mostraram diferengas significativas entre o
incremento de carie dos individuos que receberam aplicagdes anuais em relagao

aos que receberam aplicacdes de fluor de alta concentracéo 2 vezes ao ano.

Ripa et al., (1986), desenvolveram recomendacdes para uso profissional do
fluor, levando em consideracéo a atividade de carie do paciente e a presenca de
flor na agua de abastecimento. Individuos livres de carie deveriam receber ATF 2
vezes ao ano somente no caso de residirem em local sem agua fluoretada. Na
presenca de atividade de carie, independentemente da fluoretagdo da agua, os
individuos deveriam receber 2 aplicagdes de flior em gel por ano e, no caso de

carie rampante, 4 aplicacdes deveriam ser instituidas.

Van Rijkom, Truin e Vant't Hof (1998), apds anadlise da literatura, nao
encontraram padronizagao quanto a frequéncia de uso do fluor tépico profissional,
apresentando variagdes desde uma até 30 aplicagdes ao ano. No Brasil, um
dos protocolos de utilizacdo do fluor de alta concentragdo como auxiliar no
controle de lesdes de carie € a aplicagao do produto uma vez por semana, em 4

consultas consecutivas.

N&o ha evidéncias cientificas consensuais sobre a existéncia de um efeito

adiconal do uso combinado de fluor em alta concentracdo e com o de baixa
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concentracdo no controle das lesdes ativas de carie, assim como sobre a

frequéncia com que este deve ser realizado.
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PROPOSIGAO

1. Avaliar se a aplicacao de fluor em alta concentragao tem efeito adicional no
controle de lesdes de esmalte e na deposicdo de flior na superficie

comparado ao uso de dentifricio fluoretado.
2. Avaliar a frequéncia de aplicagdes topicas de fluor em alta concentragao no

controle das lesbes de carie e na deposicao de fluor na superficie do

esmalte.
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Introduction

The effectiveness of topical fluoride as a cariostatic agent is well stablished. Fluoride
incorporated into the enamel crystal, forming a fluorapatite like mineral, improve it’s
resistence to the acid challenge [Moreno, 1993; Chow, 1990]. During the caries process,
some of the mineral dissolves, and this apatitically bound fluoride can be released to act in
the de-remineralization process [Koulourides, 1990]. After fluoride topical applications
(>100 ppm F), loosely bound fluoride or a calcium fluoride like material is formed on the
enamel or in caries lesions [Cruz et al., 1992]. Depending on the oral conditions, such as
pH in saliva and/or in plaque fluid, this CaF, layer, which has an increased solubility over

hydroxyapatite and fluorapatite, will be dissoluted, releasing fluoride to react with calcium
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and phosphate ions [Nelson et al., 1983]. The ending products of these reactions may be
fluorapatite crystals or CaF, incorporated again on tooth surface. The calcium fluoride
coating could be considered a reservoir of fluoride ions available to inhibit demineralization
and enhance remineralization [Koulourides et al, 1974; Cury, 2001].

The fluoride constantly present in the oral fluid is an important factor in caries control.
Thus, lower levels of fluoride, more frequently delivered in the oral environment, as
obtained with fluoride dentifrices, are considered effective on caries prevention and control
[Koulourides, 1990; Clarkson et al., 2000].

Although professional topical fluoride has been used to enhance the arrestment of active
caries lesions [@gaard et al., 1994], it is not clear the additional effect of fluoride at high
concentrations on the remineralization process, specially with the widespread use of
frequent low concentration of fluoride (toothpaste). An in situ study showed that high
fluoride concentration applications, at high frequencies, caused an enhancement of
remineralization, with significant increased in loosely bound and structurally bound
fluoride concentrations, when compared to toothpaste only [Lagerweij and ten Cate, 2002].
However, some in vitro studies showed that single applications of fluoride gel or fluoride
varnish with daily use of F-dentifrice does not offer additional effect on enamel
remineralization and fluoride uptake than the use of toothpaste only [Maia et al., 2003; Paes
Leme et al., 2003].

Besides the questionable necessity of topical applications of high fluoride concentration to
caries control, the application frequency remains undetermined [Van Rijikom et al., 1998].
The aim of the present in situ study was to evaluate whether the application of high fluoride
concentration has an additional effect on control of enamel lesions compared to F-

dentifrice. Furthermore the frequency of high fluoride concentration applications on the
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arrestment of caries lesions was tested. The amount of fluoride deposited on enamel surface

after applications of high and low concentrations of fluoride was also evaluated.

Materials and Methods

Sample preparation

Enamel specimens (4 x 4 x 2 mm) were cut from bovine incisors, and enamel and dentine
surfaces were ground and polish with wet sandpaper and a diamond paste using a manual
device so that both surfaces were planar and parallel [Jardim et al., 2003]. The samples
were stored in 4% formaldehyde solution for at least 30 days in order to obtain sterilization
[White, 1987]. The baseline surface microhardness (SMH) of all specimens was measured
using a microhardness tester (Micromet® 2001, Buehler, Illinois, USA) with a Knoop
diamond indenter under a 50 g load for 10 s. The average of five indentations made on each
specimen was used for SMH determination. After SMH measurements, 35 enamel blocks
were selected, with a Knoop hardness number units (KHN) raging from 265,32 to 324,28.
Five sound specimens were stored (humid atmosphere at 4°C) for later cross-sectioned
microhardness measurements (CSMH) and fluoride analysis, whereas 30 blocks were
submitted to demineralization. Digital photographs were taken of all specimens at different

times - sound, after demineralization and after intraoral procedures.

Experimental design

The study experimental design is showed in figure 1.
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Demineralization

In vitro lesions were formed in the enamel using a sodium acetate buffer solution for 16 h.
All surfaces of the samples were coated with acid resistant nail varnish, except the polished
enamel surface. Each specimen was immersed at 37°C in 16 mL of sodium acetate buffer
solution 0,05 M (pH = 5), 50% saturated in regard to the bovine enamel, and agitated for
16 h [Moreno and Zahradnik, 1974]. After the lesion formation, the varnish was removed
and the specimens were washed with deionized water for 3 min. SMH of all specimens was
then measured. Ten indentations spaced 100 um from the baseline indentations (five on
each side) were made with a Knoop diamond indenter under a 25 g load for 10 s. The

percentage surface microhardness loss (%SMHL) was calculated as:

% hardness loss = (baseline hardness - demineralized hardness) x 100

(baseline hardness)

Five blocks were then stored for later CSMH and fluoride analysis.

Intraoral procedures

Five subjects with a lower removable partial denture volunteered for the study, age ranging
from 40 to 70 years. The volunteers were residents of a fluoridated water supply area (0.7 —
1 ppm F) and continued their dietary habits. The prosthesis were kept in the mouth day and
night, except during treatments. All participants signed an informed consent. The study was
approved by the Odontology Faculty (UFRGS) Ethics Committee.

Five demineralized blocks were fixed bilaterally (sticky wax) into recessed areas on the

buccal surface of each partial denture. The volunteers wore the prosthesis during 42 days
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and brushed all specimens three times daily for 1 min with fluoride dentifrice (FD) (1100
ppm F as NaF, Tandy®, Brazil). Four specimens were submitted to acidified phosphate
fluoride (APF) gel topical applications (12.300 ppm F, pH = 3) on different weekly
frequencies (see figure 1). Each specimen was removed from the partial denture for the gel

application by a professional, for 1 min and then rinsed off with deionized water .

Clinical evaluation

The specimens were clinically examinated at baseline, after demineralization and after
intraoral procedures. Evaluation was carried out blind by the same calibrated examiner
(J.J.J.) under standardized conditions using light, compressed air, plane mouth mirror and
explorer. The samples were dried for 5 seconds and the surfaces were examined regarding
surface color, brightness (shiny/opaque) and texture (rough/smooth). The intra-examiner
reliability of the clinical criteria was assessed after each experimental period on the basis of
duplicate recordings (4 days interval) of all samples. The kappa values for surface

brightness and roughness were 1.0 and 0.81 respectively.

Surface roughness assay

The surface roughness of the samples was measured using a surface roughness profilometer
(Surftest 401, Mitutoyo®, Japan) to an accuracy of 0.01 um, a range of 2.00 mm and a 0.25

mm cut-off. The parameter recorded was roughness average (Ra) in pm.

Microhardness measurements

After intraoral procedures, the SMH of the enamel specimens was measured again. Ten

indentations spaced 100 um from the indentations after the demineralization (five on each
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side) were made with a Knoop diamond indenter (50 g load for 10 s). The percentage

surface microhardness recovery (SMHR) was calculated as:

% hardness recovery = (intraoral procedures hardness — demineralized hardness) x 100

(baseline hardness — demineralized hardness)

The stored sound specimens, demineralized specimens and all 25 specimens submitted to
fluoride treatment were cut and a half of each was imbedded in epoxy resin (Araldite®,
Brazil) to perform CSMH. Three measurements, spaced 100 um from each other, at 10, 20,
40, 60, 80 ¢ 100 um from the outer surface were performed with a Knoop diamond indenter
(25 g load for 10 s). The mean values at each distance were used to calculate the mineral

content (vol. %) [Featherstone et al., 1983].

Fluoride analysis

The other half of each specimen was used to determine the KOH-soluble fluoride. All tooth
surfaces of the blocks were covered with nail varnish, except the polished surface. The
surface of every specimen was exposed to 1 mL. KOH solution (1 mol/L) and agitated for
24 h at 23°C. The solution was neutralized (1 mL 1 mol/L HNOs3) and buffered (1 mL
TISAB 1I). Fluoride content was measured with a fluoride-sensitive electrode (Oakton,
Vernon Hills, USA) and calculated in ;,tg/crn2 enamel surface [Buchalla et al., 2002].

The same specimens were used to determine the structurally bound fluoride. The surface of
the specimens were exposed to 0.5 mL 0.5 M HCI for 2 min. After that, the solution was

buffered with 0.5 mL TISAB II modified with 20 g/L NaOH. Fluoride content was
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measured with a fluoride-sensitive electrode (Oakton, Vernon Hills, USA) and calculated in
png/cm?® enamel surface [.
The total fluoride content was also determined by adding the KOH-soluble and structurally

bound fluoride.

Statistical Analysis

Non-parametric Friedman’s test was used to compare SMH values before and after
treatments, complemented with Multiple Comparisons test. Percentage of surface
microhardness loss (%SMHL) and surface microhardness recovery (%SMHR) among
treatments were also analyzed by Non-parametric Friedman’s Test. One-way ANOVA,
followed by Least Significant Difference test, was used to compare CSMH values among
the different groups. Surface roughness among the treatments was analyzed by Non-
parametric Friedman’s test and among the different groups by ANOVA. Analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey’s studentized range test at the 5% level of

confidence, was used to evaluate fluoride content data among the different groups.
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35 sound enamel specimens

5 sound specimens 30 sound specimens
stored in vitro demineralization

5 demineralized specimens 25 demineralized specimens
stored intraoral procedures

5 specimens per volunteer

L

1- brushed F dentifrice 3x/day

2- brushed F dentifrice 3x/day + 1 topical application F gel

3- brushed F dentifrice 3x/day + 2 topical applications F gel 6 weeks
4- brushed F dentifrice 3x/day + 3 topical applications F gel

5- brushed F dentifrice 3x/day + 4 topical applications F gel

Fig. 1. Illustration of the study experimental design.

49



Results

Clinical examinations

Change in surface color could be observed after demineralization, all specimens presenting
white spot lesions (fig 2b). After the fluoride treatments, samples surfaces became
yellowish (fig 2 c-g). After the intraoral procedures, fragments of the outer enamel layer
were lost in some cases (fig. 2 - arrows) and the surface color became similar to sound
enamel. No changes were recorded regarding brightness and texture after the different

periods.

Surface roughness

Table 1 shows roughness average (Ra) (mean + standard deviation) of sound,
demineralized and treated specimens. There was a slightly but not statistically significant
increase in roughness after demineralization. The differences among demineralized and
fluoride treated specimens were not significant (p=0,578). No differences in roughness
values could be observed among the specimens after the different fluoride treatments

(p=0,980).

Surface microhardness

Surface microhardness analysis of all groups are shown in table 2 and fig. 3. The
demineralized specimens demonstrated a significant decrease (p<0,05) in microhardness
(table 3). The microhardness increased from the demineralizated to the treated blocks for all
groups, but statistically significant differences could only be observed for the FD+3 APF

and FD+4 APF groups. However, no differences were detected among the treatments
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(p>0,05). The % SMHL was similar for all groups (p>0,05) (figure 3). No additional effect

of fluoride gel could be detected on enamel surface microhardness recovery (p=0,231).

Cross-sectioned microhardness

Table 3 shows cross-sectioned microhardness analysis of sound, demineralized and treated
specimens. Differences between sound and demineralized/treated groups were detected
only at the distances of 10 and 20 um. No differences among demineralized and treated
groups could be observed at any distance from the outer surface of enamel. Apparently,
none of the treatments was able to increase subsurface microhardness during the study
period of time. This fact can be seen also in fig. 4, which shows similar mineral content

curves for demineralized and treated specimens.

Fluoride Content

Table 4 shows fluoride content analysis of sound, demineralized and treated specimens.
Although no significant differences could be observed for the amount of KOH-soluble
fluoride within the treatment groups, only the FD+3 APF and FD+4 APF groups were
different from the sound and demineralized specimens. The structurally bound and total
fluoride content of the enamel blocks with 2 or more topical applications was statistically
significant compared to the sound/demineralized blocks. Fluoride toothpaste with and
without a single APF topical application was similar to either sound/demineralized or the
FD+2, 3 and 4 APF groups. Despite the amount of KOH-soluble fluoride formed had been
smaller than the structurally bound fluoride content, a significant correlation between both

forms of fluoride was found (r=0.536; p=0.002).
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Table 1. Roughness average (®m) of the specimens

according to the different groups (mean + SD).

Sound (n=5) 0.053 + 0.010°

Demineralizated (n=5) 0.110 £ 0.042%

FD (n=5) 0.084 + 0.046™"
FD+1 APF (n=5) 0.096 + 0.058 *®
FD+2 APF (n=5) 0.086 + 0.038 *®
FD+3 APF (n=5) 0.076 + 0.034*°
FD+4 APF (n=5) 0.086 + 0.032*°

* Not statistically significant (p=0,578) and b (p=0,980)

Table 2. Surface microhardness analysis (mean = SD, median and spreading) of bovine
enamel specimens according to the different groups.

Sound 301.07 +4.15° 303,51 296,01 - 304,87
Demineralized 46.62 £ 17.66° 48,50 22,94 -71,17

D 139.70 & 42.99 ¢ 150.25 65,57 - 169,76
FD+1 APF 162.78 + 39.06™ 153,47 116,44 - 213,24
FD+2 APF 139.77 + 46.29" 160,47 63,12 - 174,85
FD+3 APF 162.37 +23.95% 170.95 129,50 - 190,75
FD+4 APF 171.55 +33.06" 188,84 121,63 - 200,79

Means followed by different letters are statistically significant (p <0,001) (5% level of confidence).
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Table 3. Enamel cross-section microhardness values (mean = SD) at each distance from

the outer surface (um) according to the different groups.

Sound
Demineralized
FD

FD+1 APF
FD+2 APF
FD+3 APF
FD+4 APF

263.14 +29.55°
10231+ 61.16°
135.56 + 70.46°
114.71 + 66.65°
128.83 + 82.39°
100.90 + 27.55°
104.26 + 61.66°

278.42 +36.79°
147.80 + 69.67°
176.62 + 92.28°
171.18 + 58.71°
184.09 + 73.15°
149.05 + 33.39"
135.61 + 51.83°

305.16 £22.76*
218.30+101.08*°
241.41+£7351°
238.27 £46.56"
273.21 £99.55*%
219.67 £73.29*°
219.68 + 68.52*°

322.54 £ 16.70°

246.41 £100.24°

274.76 + 83.32°
289.96 +77.21°
287.98 +£89.11°
258.33 £ 66.72°
246.19 + 63.65"

318.26 £43.71*
271.72 + 67.28°
287.67 +91.13*
318.47 £91.84°
311.84 +60.66"
283.53 + 65.83"
274.73 £ 92.02*

307.42 +29.68"
315.30 + 57.30°
304.30 + 82.29*
333.55+£53.91°
322.52 +59.41°
306.07 + 83.04"
298.53 +71.34°

Means followed by different letters in the columns are statistically significant (5% level of confidence).

Table 4. KOH-soluble, structurally bound fluoride and total F (mean + SD) content of
enamel specimens according to the different groups.

Sound

Demineralizated

FD

FD+1 APF

FD+2 APF

FD+3 APF

FD+4 APF

1.39+036°
1.69 + 0,49
2.87 +0.89

4.09 +2.01

472 +1.76 °4

6.42 +1.86 ¢

5.80+2.12¢

1.32+0.66 *
1.83+0.92°
29.62 + 19.79%

36.02 +26.05 ®
57.07 £28.9°
50.21 +27.32°

50.95 + 20.59°

2.76 +£0.55°
3.53+1.20°
22.77+£11.82%°

40.11 £25.41°%®
61.79 £29.10°
56.63 +26.22°

56.77 £22.07°

Means followed by different letters in the columns are statistically significant (5% level of confidence).
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Fig. 2. Enamel blocks: sound (a), demineralized (b), brushed three times daily for 1 min
with fluoride dentifrice during six weeks (c), brushed + 1 F gel application (d), brushed +
2 F gel application (e), brushed + 3 F gel application (f) and brushed + 4 F gel application
(g). The arrows indicate loss of surface layer during the intraoral procedures.
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Fig. 3. Mean values for surface microhardness loss (%SMHL — gray) and surface
microhardness recovery (%SMHR - white) according to the treatments. * Indicate not
significant differences among treatments for %SMHL and * for % SMHR
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Fig. 4. Mineral content profiles from sound, demineralized and treated specimens plotted
versus the distance from the outer surface.
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Discussion

This experiment shows clinical change in surface color after tooth brushing and APF,
despite the lack of change in surface brightness and texture, confirmed by surface
roughness assay. SMH and fluoride content analysis showed that significant differences
could be detected after the second application of high fluoride concentration. Subsurface
microhardness values showed no differences among demineralized and treated groups at
any distance from the outer surface of enamel.

During the arrestment of enamel lesions, the tooth surface becomes gradually smooth, shiny
and shows a reduction in opacity [Backer Dirks, 1966; Holmen et al., 1987; Nyvad and
Fejerskov, 1997]. However, the present study didn’t show any change in surface texture
and brightness after lesion consolidation, probably due to the fact that all specimens were
previously polish in order to allow microhardness assay. Additionally, the relatively small
depth reached by in vitro lesions [Buchalla et al., 2002; Lagerweij and ten Cate, 2002] may
have contributed to the lack of roughness changes. Surface color shift from whitish to
yellowish can be explained by surface wearing caused by mechanical removal of dental
plaque, as shown by Holmen and co-workers [1987]. Although fragments of the outer
enamel layer were lost in some cases, generally the surface wearing did not exceed a layer
of about 4 ®m [Koulourides et al., 1976; Arends and ten Bosch, 1992], once the
indentations could still be seen after the treatment period.

Results from SMH and % SMHR showed no differences between FD and FD+1 APF
treatments, in agreement with results of Leme et al. [2003] and Maia et al. [2003], studying

in vitro fluoride treatment with APF and fluoride varnish respectively. However, FD+3
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APF and FD+4 APF were the only treatment groups which showed differences compared to
the demineralized blocks. This fact is clinically relevant, especially with regard to the
treatment of caries active patients. These results were supported by Lagerweij and ten Cate
[2002] previous study, in which quantitative analysis was performed by microradiography,
and showed that, increasing APF frequency, higher mineral contents can be obtained.

Even though SMH values increased after treatments, CSMH change could be seen
compared to demineralized specimens. This result is in agreement with Holmen et al
[1987], which showed that remineralization in the deeper parts of the lesion is difficult to
be achieved in vivo. Lagerweij and ten Cate [2002] presented remineralization of the
lesions throughout theirs depth, but the lesions in this study were very superficial and the
changes in mineral contents didn’t reach more than 40 ®m from the outer surface.

With respect to fluoride depots on and in the enamel surface, no differences could be seen
between a single application of APF+FD or fluoride varnish+FD compared to FD. These
results are in agreement with Leme et al [2003], Maia et al. [2003]. However, raise in high
fluoride concentration application frequency (u 2 APF) showed significantly greater
amounts of structurally bound and total fluoride contents compared to the demineralized
and sound blocks. Lagerweij and ten Cate [2002] also found that larger amounts of fluoride
are formed with high frequency of APF treatments compared to FD use.

In conclusion this study shows that FD+3 and 4 APF were the only treatments capable of
increasing SMH values in relation to demineralized blocks. These treatments lead to a
significant increase of soluble and non-soluble fluoride compared to demineralized and
sound specimens. Although all treatments lead clinical arrestment and didn’t show

microhardness differences, it seems that the enamel blocks treated with a larger number of
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high fluoride concentration gel applications produce a larger reservoir of fluoride ions

(soluble and structurally bound) available to inhibit future demineralization processes.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO
MESTRADO EM CLiNICA ODONTOLOGICA: CARIOLOGIA

Termo de Consentimento Informado

Nome do estudo: LesbGes de carie em esmalte submetidas a diferentes
tratamentos com fluor tépico
Pesquisadores Responsaveis: Prof?. Marisa Maltz e Juliana Jobim Jardim

Objetivo do estudo: Estudar a paralisacéo de lesdes ativas em esmalte dentario
bovino submetido a diferentes frequéncias de tratamento com fluor tépico.

1. Explicagao dos procedimentos:

1.1. Periodo experimental: O participante fara uso de uma proétese
parcial removivel inferior, confeccionado em acrilico, com 5 janelas 4 x 4
x 2 mm onde serdo colocados blocos de esmalte dentario bovino
estéreis. O participante devera higienizar os blocos de esmalte, trés
vezes ao dia, através de escovacdo com dentifricio fluoretado (1100
ppm F, NaF, base silica). Este periodo tera duragcéo de 42 dias. Uma
vez por semana, o participante devera comparecer até a Faculdade de
Odontologia da UFRGS, no Laboratério de Microbiologia e Bioquimica
Bucal, 4° andar, a fim de que os blocos possam ser removidos do
dispositivo e uma aplicagdo topica de fluor seja efetuada sobre os
mesmos. Este procedimento sera efetuado por uma das pesquisadoras
responsaveis pelo estudo e, apds, os blocos retornarao a protese parcial
removivel inferior .

2. Acompanhamento e Assisténcia: O participante do estudo recebera
atendimento odontologico durante o periodo do experimento.

3. Direito de desisténcia: O (a) senhor (a) pode desistir de participar deste
estudo a qualquer momento, sem qualquer 6nus para si.

4. Sigilo: Todas as informagdes obtidas neste estudo poderdo ser publicadas

com finalidade cientifica, sem divulgacdo dos nomes das pessoas
envolvidas.
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5. Consentimento:

Declaro ter lido e compreendido integralmente as informagdes acima antes
de assinar este formulario, ndo restando duvidas quanto ao conteudo deste
termo. Assim, livre de qualquer forma de constrangimento e coagdo, aceito
participar deste estudo.

Participante:
Assinatura:

Data:

Este consentimento sera impresso em duas copias, sendo uma de propriedade
do participante da pesquisa , e outra de propriedade dos pesquisadores
responsaveis.
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