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I, LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DIFP = diisopropilfluorfosfato

EDTA = acido etilenodiamino tetracético

F ={on flior ou fluoreto ou fltor iGnico

FEAC = flior no esmalte ap6s ciclagem

FSDAT = fltior na saliva diurna antes da ciclagem

FSDAC = fliior na saliva diurna apos a ciclagem

FSNAT = flfior na saliva noturna antes da ciclagem

{3 = grupo

GTF = glicosiltransferase

HA = hidroxiapatita

MG@G1 = mucina de alto peso molecular

NEM = N - Etilmaleimida

PMSF = fenilmetilsulfoniifltor

PMS = fenilmetilsulfonil

RDSE = recuperagdo de dureza superficial do esmalte

S = enxdfre

Ser = serina

SBTI = inibidor de tripsina de soja

TISAB = Total Ionic Strenght Adjustor Buffer- (Tamp&o de ajuste de pH, forca
idnica e descomplexante).Composicdo: Tampdo acetato 1M pH 5,0,
contendo NaCl 1,0 M e ciclohexilenodiaminotetracético 0,4%.



1 - RESUMO



Fenilmetilsulfonilflaor (PMSF) é um nibidor de proteases amplamente utilizado
em pesquisas. Entretanto, durante sua agfio, ele libera ion flior o qual pode ter
efeitos mdiretos em enzimas, na formagio de pelicula € no esmalte dental.
Quarenta e nove blocos (4xdmm) polidos de esmalte bovino foram utilizados.
Inicialmente, dureza superficial do esmalte (DSE) foi determinada, ap6s o que os
blocos foram submetidos a uma soluglio desmineralizante (acido lactico 0,05 M,
pH 5,0 , 50 % saturado em relagdo & hidroxiapatita ¢ contendo carbopol 907 a
0,2 %) para provocar uma lesfo superficial de cdrie. A DSE foi novamente
determinada e os blocos foram divididos casualmente em 5 grupos para serem
submetidos aos seguintes tratamentos; I = Saliva humana estimulada (SHE) ; I =
SHE contendo PMSF a 10,0 uM ; 11T = SHE contendo PMSF a 50,0 uM ; IV =
SHE contendo PMSF a 1000 pM e V = SHE contendo 1,0 ppm F. Durante 12
dias estes blocos permaneceram, diariamente, 22h nas salivas de acordo com os
tratamentos, e por 2h na solugfo desmineralizante (ciclagens de pH). As salivas
foram trocadas 2x/dia e a solugBo desmineralizante apds o 6° dia. A DSE
{Knoop) foi novamente medida , sendo feitas sempre 05 indentagGes a cada 100
pm de distdncia , com uma carga de 50 g por 5 seg, utibizando-se um
microdurdmetro Shimadzo HMV 2000. Flior incorporado no esmalte (FIE) foi
também determinado, removendo-se 05 camadas de esmalte com HCL 0,5 M ¢
as analises de ion flhor foram realizadas com eletrodo especifico Orion 96-09 e
analisador de ions EA 940. Determinou-se também, a libera¢io de fon fltor do
PMSF (100 pM) pela agdo da saliva. Os resultados mostraram que o PMSF
Iiberou ion fltor e em 10 min/37°C a concentragio na saliva aumentou de 0,078
para 1,732 ppm F. Calculou-se a % de recuperagio da DSE (remineralizagio)
sendo os resultados (média + erro padrio) para os grupos de I a V,
respectivamente de @ 10,7 + 1,97 A; 308 + 290 B; 43,5 + 5,07 B,C ; 54,5 +
6,59 C: e 432 + 5,82 B.C. Os resultados de FIE na 12 camada foram : 25448 +
2037 A: 6281,0 + 4299 B; 137327 + 13728 C; 1371906 + 15521 Ce
116503 + 13942 C, sendo que médias seguidas de letras distintas diferem
estatisticamente (p <0,05). Concluiu-se que o PMSF hbera fon flior quando em
contato com a saliva, o gual ndo s6 remineraliza e ingorpora flior no esmalte
como podera ter efeitos indiretos em outras pesquisas nas quais ele € utiizado
com a finalidade de inibir enzimas proteoliticas.
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2. INTRODUCAQ

O senso de observagdo aliado ao criticismo e experiéncia sdo
fatores unportantes para diferenciar os fatos dos artefatos em qualquer pesquisa.
Embora ¢ conhecimento cientifico do todo seja fundamental ndo s6 na
condugdo da pesquisa mas também para evitar conclusées indevidas, fatores néio
diretamente relacionados ao estudo em si podem comprometé-lo se passarem
despercebidos. Se temos o conhecimento destes fatores devemos divalga-lo no
sentido de que outros nfo sejam surpreendidos com o comprometimento do seu
trabalbo. Este pode ser o caso do uso do PMSF (fenilmetilsulfonilflior) em
pesquisas odontologicas.

PMSF € um inibidor de enzimas proteoliticas amplamente usado
em pesquisas para evitar a protedlise durante os procedimentos bioguimicos de
extragdo, purificagdio e analises finais. Durante a reagdo de imbigfio haveria o
ataque nucleofilico da Ser do sitio ativo das enzimas proteoliticas no S do grupo
sulfomil do PMSF (FAHRNEY & GOLD,1963) e com o subsequente rearranjo
eletrébmco, o PMS ficana ligado covalentemente & enzima . Isto leva a uma
mnibiglo irreversivel da enzima, porém com a liberagio de ion fltor. O ion fltor
liberado para o meio poderia atingir certa concentracio ¢ indiretamente
mterferir na pesquisa em execugdo, principalmente a odontologica.

Assim, ROLLA & MELSEN (1973) demonstraram que solugdes de
NaF contendo apenas 1,0 ppm de F eram capazes de deslocar proteinas
adsorvidas 4 hidroxiapatita (HA). Em 1977 ROLLA mostrou que, devido sua
alta afimdade pela HA, o F competitvamente pode imibir a adsor¢fo de
proteinas salivares 4 HA. Deste modo, estas duas pesquisas mostram que o
PMSF usado { FISHER et al., 1987) nos estudos de formacgido de pelicula
adquirida (protefnas salivares adsorvidas ao dente),o ion flior hberado do
mesmo pode indiretamente influenciar nos resultados finais da mesma.

Efeito mdireto do PMSF pode também ocorrer no estudo de
enzimas bacterianas bucais. Deste modo, a enolase do §. salivarius é inibida por
MaF a 2,4 mM (HAMILTON, 1990). Também a enzima F; ¥, ATPase proton
transiocase, fundamental para garantir a tolerdncia a acidos de S. mutans, é
diretamente intbida em 50% por fluoreto a 20 ppm ( MARQUIS, 1950).

Outro aspecto importante em Odontologia € a capacidade do ion
fldor ativar a capacidade de Ca e P remineralizarem o esmalte ou dentina.
Assim, enquanto solugdes aquosas de Ca-P remineralizam in vifro o esmalte em
22%, a adicdo de 1,0 ppm ¥~ as mesmas awmnenta a remineralizacio para 72%
(SILVERSTONE, 1988). Em acréscimo, além do [ attvar a remineralizagio sua
concentracio no esmalte com lesdo de carie ammenta (CURY, 1992). Assim, o
ideal seria usar saliva como solugio remineralizante pois além de simular o
meio bucal havenia ndo sd a presenca de Ca e P como proteinas que tem papel
na adsor¢dio ao dente ¢ remineralizacio do esmalte (ZAHARADNIK, 1979,
ZAHARADNIK et al., 1977).



Por outro lado, para evitar a hidrolise destas proteinas inibidores de proteases
devem ser uttlizados.

Assim, CURY (1995) estudando in vitro a remineralizagdo do
esmalte utilizando varios meios de uso de fldor (dentifricios, fltor fosfato
acidulado e associagbes) adicionou a saliva PMSF na concentraciio final de
100,0 uM. Surprecndentemente a remuneralizacdio, em comprimento das
mdentagdes, dos blocos de esmalte do grupo controle foi ignal ao tratado com
dentifricio fluoretado (80%). Suspeitando-se de um artefato foi determinada a
congentracdo de fon flior na saliva contendo 1000 pM de PMSF. Apos 20-40
min. de incubagfio a concentra¢iio aumentou de 0,05 para 2,00 ppm F. Deste
modo, a remineralizagio podenia ser atribmda ao F liberado do PMSF.
Entretanto, como o experimento nio foi planejado para tal, ndo havia nem um
grupo confrole de saliva sem PMSF como um de saliva contendo ion floor livre
proveniente de um sal {p.e. NaF) .Considerando que o efeito indireto do flior
liberado do PMSF pode estar sendo ignorado, o objetivo desta pesquisa foi
estudar este efeito na remineralizacdo ¢ incorporagio de flior no esmalte,

alertando para que o mesmo pode estar ocorrendo em ouiros trabalhos,
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A revisdo feita procurou dar énfase aos estudos realizados
considerando:

1- Fenitmetilsuifonilflior (PMSF) : Generalidades

2- Fliaor em Odontologia e uso do PMSF.
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1~ Fenilmetilsulfonilflior (PMSF) : Generalidades

Em 1938 , SCHRADER apud FAHRNEY & GOLD (1963)
descreven 0 PMSF como um potente inseticida, por inibir irreversivelmente a

acetilcolinesterase.

Considerada uma substincia letal para ratos ¢ compardvel ao
disopropilfluorfosfato (DIFP) por MYERS & KEMP agpud FAHRNEY &
GOLD (1963), estes estudos demonstraram in vitro gque o PMSF ¢ um imbidor
de colesterase de ratos ¢ sugeriram que a inibigdo ocorre pela sulfonilagfio de
um grupo no sitio ativo da enzima. Os autores afinmaram que se o PMSF esta
em grande excesso sobre a enzima, a taxa de mativagdo da enzima ¢

proporcional a concentragio do inibidor.

Segundo FAHRNEY & GOLD (1963) existem dois mecanismos
fundamentalmente diferentes para a inibicio pelo PMSF, ambos envolvendo
ataque nucleofilico ao atomo de enxofre (5) pela serina (Ser) do sitio ativo da
enzima. Quando a reagfio procede pelo mecanismo i, o enxofre estd agindo
como wm agente sulfonilante comum e sua reatividade deve ser previsivel pelos
principios da quimica orgdnica.Se a mibigo procede pelo mecanismo 11 dois
fatores mmportantes determinam a capacidade de inibigdo do sulfonil fluoreto.
Primeiro existe a afinidade do composto pelo sitio ativo; segundo , existe a

prontiddo com a qual o composto, uma vez higado ao sitio pode o sulfonilar.

A cinética de imbigdo da fripsina e quimiotripsina com o PMSF ¢
analogos foi descrita por FAHRNEY & GOLD (1963). Foi demonstrado que o
residuo de serma no sitio ativo reage com o PMSF, o fldor € hberado ¢ o
restante da molécula permanece ligado ureversivelmente a enzima, tornando-a

nativa.
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O estudo da imibigdio de proteases tomou-se importante ndo
somente pata estudos bioquimicos bem definidos de proteases puras, mas
também para a prevencfo da degradacéo proteolitica de outras proteinas em
preparacdes biologicas.

Estes estudos permitiram que o inibidor de protease PMSF tenha se
constifuido em um grande aliado dos pesquisadores e passasse a ser amplamente

utilizado em pesquisas, para estes propositos,

JAMES, em 1978, pesquisou a inativagiio do inibidor de proteases
feniimetiisulfomiflGor em tampdes e verificou que preparagdes aquosas de
PMSF tornam-se inativas em relag@o 3s proteases a menos que sejam colocadas
em c¢ontato direto com a protease. A inativagdo do PMSF aumentou com o
ammento do pH e temperatura. Meias-vidas do mibidor a 25°C foram
determinadas como 110, 55 e 35 min. em pH 7,0 , 7,5 e 8,0 respectivamente.
Em pH 8,0 100 ym de PMSF foram quase completamente inativados dentro de
i hora a 25°C ou dentro de 24 horas a 4°C. Solugdes estoques de PMSF em
Isopropanol 100% sfo estaveis a 25°C por meses, sendo mais. Reativagio da
Quimiotripsina inibida por PMSF ndo aconteceu dentro de 1 semana a 25°C em
pH 7,0.Este trabatho forneceu dados sobre a estabilidade do PMSF sob viarias
condigBes. Solugdes estoques de PMSF em 2-propanol foram totalmente estdveis
& temperatura ambiente por pelo menos 9 meses apds sua preparago. Em um
ambiente aquose livre de proteases mibiveis, o PMSF toma-se inativado,
presumivelmente hidrolisado pelo fon hidroxila ¢ a inativaglo aumenta com o
pH e ¢ mais répida a 25°C do que a 4°C.

Um grande nimero de pesquisadores tém utilizado PMSE para
prevenir modificagio proteolitica de varias proteinas durante purtficaglo ou com

outras finalidades que nfo esta.
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Foi demonstrado por GANESAN et al. (1987), que o PMSF 100

mM inibiu a ligagdo do 17 B estradiol no receptor de estrogénio da prostata

humana.

Ao analisarern a possivel ativagdio do sistema complemento,que
consiste em uma séric de componentes quimicos que atuam em cascata
desencadeando a reagdo inflamatéria no sistema tune, especificamente o Cy
1?componente do sistema complemento em humanos, através da utilizagdio do
PMSF 0.1 M em Isopropanol 1%, HOSOI et al. (1987), relataram que o PMSF

nesta concentragdo foi incapaz de impedir a ativagfio espontinea do C;

Estudando o possivel papel de uma proteinase na endoesporulagio
do Coccidioides immitis, agente causador de doengas fingicas respiratorias em
humanos, YUAN et al. (1988), utilizaram o mibidor de proteinases PMSF na
concentragio de 1,0 mM e demonstraram que o mesmo se liga irreversivelmente

4 enzima proteolitica presente na parede celular do Coccidioides immitis.

Ao pesquisarem os efeitos de dots inibidores Serina-Proteases na
ligacdo de 17 P estradiol no receptor de estrogénio de ratos KOFFMAN et al.
{1991), demonstraram que PMSF 5 mM mibiu a ligagdo do esteréide ao

receptor de estrogénio no utero de ratas.

Verificando os efeitos das proteases ¢ oxidantes na descamacio e
danos na célula epitehal humana, MENDIS et al. (1990), relataram que
colagenase, elastase ¢ tripsina sfo as principais proteases liberadas pelos
leucteitos polimorfonucleares (responsaveis pelos danos as células epiteliais do
frato respiratorio, durante a bronquite; bronco-espasmos ¢ alguns tipos de
asmas). Os autores demonstraram que a elastase ¢ a tripsina foram

sensivelmente mibidas pelo PMSF 1 mumol/L.
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Em 1991, BAUM et al. pesquisando a 3C protease do poliovirus
tipo 1, verificaram que o PMSF a 20 pg/ml inibiu a protease. Considerando que
o mecanismo de imbiglo € altamente especifico para sitios ativos de serina
proteases, 05 aufores sugeriram que a 3C protease possui um sitio ativo

semelhante 3 serina protease.

Anahsando a caracterizagdo e purificagdio parcial de enzimas
proteoliticas de vermes adultos de Fasciola gigantica, FAGBEMI & HILLYER
{1991}, exammaram a mibigdo de enzimas proteoliticas através da aplicacio de
diversos mmtbidores de proteases, dentre eles o PMSF. Foi atilizado neste estudo
PMSF a 10 mM que foram adicionados previamente as analises da atividade
proteolitica das enzimas sobre a IgG. Os autores demonstraram que o PMSF
mibiu a digestdo enzimatica da IgG ¢ que as fracdes das enzimas proteoliticas
da Fasciola gigantica ndo foram detectadas em gel SDS-PAGE quando o PMSF

fot adicionado a solucdo enzimatica.

Ao demonstrarem que a vesicula acrossomal do espermatozdide do
peixe estrela apresentou uma protease do tipo tripsina, SOUZA et al. (1992)
relataram que a atividade enzimatica desta protease foi inibida por inibidor de
tripsina de soja (SBTI) N-a-p-tosyl-L-lisina, clorometil cetona-HCl (TLCK) e
PMSF. A mbigdio da atividade enzimatica por PMSK (1 e 2 mM) ¢ SBTI ,
sugerirvam que a enzima ¢ uma serina-proiease .Com os dados obtidos da
eletroforese (SDS-PAGE) os autores confirmaram que a enzima era uma

protease {ipo tripsina.
O PMSF na concentragdo 2,5 mM foi incapaz de inibir proteinases

obtidas a partir de 2 espécies de Leishmaria (L.braziliensis e Lmajor). O

género Leishmania pertence ao grupo de protozodrios parasitas responsaveis
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pela doenga denominada Leischmaniose Este trabalho foi descrito por ALVES
et al. (1993).

Segundo LEHNINGER et al. (1995), virtualmente todas as reagdes
biogquimicas séo catalisadas por enzimas. Com excegdo de uns poucos RNAs
cataliticos, todas as enzimas conhecidas sfo proteinas. As enzimas sdo
catalisadores extraordinariamente efetivos e, em geral, produzem aumentos na
velocidade das reagdes da ordem de 107 a 10", As reagbes catalisadas por
enzimas sdo caracterizadas pela formagdo de um complexo entre o substrato e a
enzima (complexo ES). A ligagho ocorre em uma fenda da enzima chamada de
sitio ativo. A fung8o das enzimas e outros catalisadores ¢ diminuir a energia de
ativacdo da reagdo e, desta forma, aumentar a velocidade da mesma. O
equilibrio de uma reag8o ndo ¢ afetado pela enzima. As enzimas catalisam
virtualmente todos os processos que ocorrem nas céhulas e ndo deve ser
surpreendente que os inibidores das enzimas estejam entre 0s mais importantes
agentes farmacéuticos conhecidos. Por exemplo, a aspirmna (acetilsalicilato)
inibe a enzima que catalisa o primeiro passo na sintese das prostaglandinas;
substincias envolvidas em muitos processos bioldgicos, incluindo alguns que
produzem a sensacdo de dor. O estudo dos imibidores das enzimas também
fornece valiosas informacgBes a respeito dos mecanismos enzimaticos e tem
ajudado a definir algumas vias metabélicas. Existem duas grande classes de
inibidores enzimaticos; reversiveis ¢ irreversiveis. Inibidores irreversiveis sdo
aqueles que combinam-se com um grupo funcional da molécula da enzima ¢
que € essencial para sna atividade, estes inibidores podem, também, promover a
destruicdo de tal grupo. E comum a formagio de uma unifo covalente entre um
iibidor irreversivel € uma enzima. Inibidores ureversiveis sdo muito Gteis no
estudo do mecanismo das reagdes. Os aminodcidos com fungdes cataliticas
essenciais  no sitio ativo podem, algumas vezes, ser identificados pela
detenminagdo de qual aminodcido estd hgado covalentemente a um mubidor

depois que a enzima ¢ mativada.
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A reaglio da quimiotripsina, uma protease especifica para ligagdes

peptidicas adjacentes a residuos de aminodcidos aromdticos, com o

diisopropilfluorfosfato (DIFP), levou & descoberta de que o residuo essencial do

195

sitio ativo € a Ser’ ™. O DIFP também age como um “gas dos nervos” venenoso,

porque ele inativa irreversivelmente a enzima acetileolinesterase, através de um
mecanismo similar ao descrito aqui. A acetilcolina € um neurotransmissor que €
hidrolisado pela a¢do da acetilcolinesterase, um passo essencial no
funcionamento normal do sistema vervoso. O mecanismo de ago do PMSF

assemelha-se a rea¢dio do DIFP com a quimiotripsina (fig.1).
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Fig.1- Representacio esqueméatica da inibigdo irreversivel pelo PMSF

O PMSF se liga ao sitio ativo da enzima, hibera o fldor ¢ o restante
da molécula permancce ligado 4 enzima de forma irreversivel, tornando a
enzima inativa.0O PMSF ao inibir enzimas proteoliticas, libera o flior e pode
produzir vérios efeitos biologicos indiretos, tais como interferir com a atividade
enzimatica, inferferir com a formacgdo de pelicula, modificar o metabolismo
energético de bactérias dificultando seu crescimento, interferir nos processos de

desmuneralizacdo e de remineralizagiio dental mediados pela saliva.
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2- Fhior em Odontologia ¢ uso do PMSF.

Em 1975 ROLLA & MELSEN demonstraram i vitro que o fitor
em baixas concentragdes pode remover albuming e glicoproteinas adsorvidas na
mdroxiapatita (HA).

Estudando os efeitos do flior no icio da formagéo da placa dental
ROLLA (1977) afirmou que o fliior nas concentraces de 1 a 5 ppm, devido
sua alta afinidade pelo célcio, intbe a adsor¢do de proteinas salivares 3 HA

(modelo da superficie dental) através de um mecanismo de inibigio competitiva.

Analisando a colagenase e outras proteinases presentes em extratos
de gengiva humana inflamada UITTO et al. (1981), utilizaram inibidores
enzimaticos ¢ demonstraram que as enzimas proteoliticas foram inibidas com
agentes quelantes de metal como 0 EDTA 10 mM | porém ndo foram imibidas
com PMSF 1 mM. Os autores concluiram agsim que as enzimas perienciam ao

grupo das metaloproteinases.

TEN CATE & DUIISTERS em 1983 ysaram in vitro um modelo
de ciclagens de pH ¢ vertficaram que ¢ fhior, em um primeiro momento
diminuiu a taxa de desmineralizacio e posteriormente mduziu awmento nas
taxas de remineralizagfio. Os efettos do flior aphicado tépicamente, tais como
bochechos ou dentifricios sdo devidos a diferentes mecanismos, que incluem wm
aumento da taxa de reparo das lesOes cariosas de esmalie através de
remineralizagio ¢ um aumento da resisténeia das dreas remineralizadas ao

ataque acido subsequente.

Em 1980, KOULOURIDES demonstrou que a remineralizacdo de
fesdes cariosas miciais € potencializada pelo uso do fidor, podendo tornar 4reas

remineralizadas “imunes” a dano acido adicional.
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Ao descreverem proteinas salivares relacionando-as com  satde
bucal, BOACKLE & SUDDICK (1984) relataram que a inibigdo, pelo
hospedeiro, de enzimas que possuem atividade de digestio (proteases,
glicosidases) pode proteger tanto as superficies das mucosas como a fungéo de
outras proteinas salivares. Tais inibidores de enzimas incluem anticorpos
salivares especificos para enzimas digestivas bacterianas € muitos outros tipos
de moléculas salivares que atuam ndo-especificamente como substratos
competitivos. Conguanto diversos potentes inibidores de proteases , de amplo
espectro, tenham sido estudados na saliva submandibular do cdo, pouco tem
sido divulgado sobre tais fatores na secreg@o salivar humana. Da mesma
maneira, inibidores especificos de importantes glicosidases bacterianas , como
as neuraminidases, t&m recebido pouca aten¢fo. Talvez nos préximos anos os
pesquisadores venham a pesquisar as secregbes das gldndulas salivares maiores
¢ menores como possivel fonte desses inibidores. Afirmam os autores que a
regulagdo das enzimas digestivas bacterianas pode ser um importante
determinante na minimizacio da carie dentana e da gengivite.. Considere-se o
delicado equilibrio entre o papel protetor das proteinas salivares, glicoproteinas
e mucoproteinas que recobrem os dentes e a mucosa bucal e as enzimas
digestivas bactenanas que destroem estas substincias. Se estas enzimas
destrutivas forem imbidas, o tecido da mucosa receberd menores danos. Além
disso, a ligagio bacteriana aos dentes podera ser miminuzada, pois as proteinas
salivares que os recobrem terdo uma meia-vida mais longa. Ao concluirem seu
trabalho, os autores admitem que o conhecimento advindo de recentes pesquisas
sobre 0s constituintes proteicos da saliva cresceu dramaticamente. Conguanto
de ha muito se tenha recophecido que a dessalivacdo resultante de exciséo,
atrofia, defeito ou efeito colateral 4 terapia por radiagéio das regides da cabega e
do pescogo, leve as doencas da cavidade bucal, os mecanismos exatos que
alicercam estes efeitos ainda estdo longe de ser resolvidos. No entanto, o papel

das proteinas salivares na formagdo da pelicula, nas reagles enzimaticas, na
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atividade antimicrobiana “ndo-imune” ¢ de outros mecanismos de defesa
baseados em imunoglobulinas aponta para muitas possiveis formas de agdo
dessas potentes macromoléculas. Espera-se que através do conhecimento dos
aspectos bioquimicos das proteinas salivares possa ser atingida uma base

bioldgica para a compreenso de seu significado para a satide bucal.

Em 1987 WHITE utilizou um modelo de ciclagens de pH para
examinar os efeitos dos dentifricios fluoretados no reparo mediado por saliva de
lesBes cariosas incipientes, e afirmou que os dentifricios fluoretados, em
parficular, as preparacdes de fluoreto de sodio e fluoreto de amina, foram
extremamente cfetivos em aumentar a remineralizacdo das lesdes cariosas
iniciats. O autor afimou que o efeito mais proemunente dos fluoretos topicos,
entretanto, foi o enriquecimento de flior do esmalte remineralizado ¢ que a
remineralizacio de lesSes cariosas iniciais estava linearmente associada com a
dureza aumentada das superficies das amostras. Foi demonstrado que houve
uma correlago (0,94) entre a recuperagfio de dureza superficial do esmalte ¢ a

remineralizagdo interna do esmalte com lesfo de cérie.

Realizando um estudo com o objetivo de determinar as
propriedades fisicas ¢ cméticas da ghcosiltransferase (GTF) adsorvida a
superficie de HA coberta por saliva, SCHILLING & BOWEN (1988)
demonstraram que a GTF adsorvida apresentava maior atividade do que a GTF
ndo adsorvida. Os autores relataram que GTF adsorvida 3 HA também
apresentou maior flexibilidade em relagdo ao pH, além de apresentar maior
resisténelia em temperaturas mais elevadas. A maioria dos glucanos produzidos
por essa enzima permaneceram ligados & superficie da HA coberta com saliva.
Os resultados obtidos sugerem que as enzimas bacterianas soltivels, encontradas
na saliva, podem ser incorporadas na pelicula e apresentar atividade enzimatica

capaz de influenciar as propriedades biologicas da pelicula. Neste estudo os
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autores utilizaram PMSF como inibidor de protease na concentragiio de 1

mmol/L e azida sédica 0,02% para evitar a degradagio da GTF.

Ao estudar a formagdo da pelicula adquirida do esmalte, decorrente
da adsorgfio seletiva de proteinas salivares & superficie dental, FISHER et al.
{1987} utilizaram PMSF 2 mM para a produgfio de pelicula i vitro; para tanto
utilizaram blocos de esmalte e cemento incubados em mistura de saliva das
glandulas parétida e submandibular/sublingual na proporgdo 1:1 (viv), a 4°C por
10, 30 e 60 munutos. A ligagio dos componentes salivares no tempo 0, foi
obtida pela colocac@io dos blocos de esmalte ¢ cemento na mistura de saliva ¢
imediatamente apds removidos. Para cada tempo, dois blocos de cemento ¢ dois
de esmalte foram utilizados e imediatamente apés removidos. Saliva da pardtida
& submandibular/sublingual foram sempre coletadas separadamente, mantidas a
0°C, antes de serem misturadas, Além do PMSF, outros mibidores de proteases
como EDTA 10 mM e pepstatin 10 uM foram adicionados as salivas para a

producgdo de pelicula in vifro, sempre num periodo menor do gque 1 hora.

MINAGUCHI, K. et al {1988} estudaram a presenca e a origem de
fosfopeptideos na saliva humana. Os fosfopeptideos sfo formados na cavidade
bucal resultantes da agfio de enzimas proteoliticas sobre as PRPs (proteinas
ricas em prolina) origimanias das glandulas salivares. Para venficar a natureza
destas proteinases os autores utilizaram diversos inibidores enzimaticos e
demonstraram que 8 mM de PMSF inibiu a a¢fo enzimdtica o que sugere que as
enzimas responsaveis pela degradagBo das PRPs para a formagdo de

fosfopeptideos pertencem ao grupo das serina proteases.

Em 1989, discutindo a dindmica do desenvolvimento da lesfio de
carie € 0s mecanismos de acdo do flior, CURY afinmou que a carie dental €

uma consequéncia do desequilibrio entre os fatores de desmineralizagio e
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remineralizago (ciclagens de pH ) e que a presenga de fltor nos fluidos da
placa ¢ esmalte pode controlar o desenvolvimento do processo de carie, por
imibir 0 processo de desmineralizagdo e ativar a remineralizagdo. Como
consequéncia o dente ganha flior (CURY, 1992).

Descrevendo os efeitos do fltor na regulagio enzimatica bacteriana
no metabolismo de carboidratos HAMILTON (1990) relatou que a adigfio de
NaF (2.4 mM/L) mibe a enzima enolase do S.salivarius e consequentemente a
conversdo de 2-fosfoglicerato (2-PGA) para fosfoenolpiravato (PEP) na via
ghcolitica. O flior também intbe a enzima fosfoglucomutase, responsavel pela
conversdo de G-6P em G-1P na sintese de glicogénio. A enzima F;F, ATPase
proton translocase, fundamental para garantir a tolerdncia a acidos do S.murans,

¢ diretamente inibida em 50 % por fluoreto a 20 ppm,

KOLLER et al.(1992) realizaram andlises bioquimicas das fungGes
das glandulas salivares parétida e submandibular apos estimulagSes simultineas
com pilocarpina e isoproterenol em ratas (NIA FISCHER 344) de 3, 12 ¢ 24
meses de 1dade. Analises fisiolégicas, bioquimicas e alteragdes moleculares
relacionadas com a idade foram feitas. A relagdo peso glandular/peso corporal e
proteinas estruturais da membrana nfo sofreu alteracdes com a idade para
ambas as glndulas. Foi observado wm declinio na sintese de DNA para ambas
as glindulas em relagfio A idade. Um aumento marcante na concentragio de
proteinas soltveis foi observado na gliandula parétida dos animais com 3 meses
de 1dade, e para os dois grupos mais vethos (12 ¢ 24 meses), sendo o mesmo
observado na glindula submandibular. A velocidade do fluxo salivar foi
diferente quando expressa em volume/tempo, como volume/tempo e peso tmido
glandular (g), e/on kg/peso corporal. A concentragiio de proteinas secretadas
nio foi afetada pela idade em ambas as glandulas. A guantidade total de
proteinas secretadas ap6s 30 minutos ndo sofreu mudangas relacionadas com a

idade para a glandula pardtida, mas demonstrou wm awmento significativo
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relacionado com a idade na saliva submandibular. Anilises em gel de
poliacrilamida (SDS) revelaram mudangas nas bandas de proteinas entre 39 e 50
kDa,dos ammais de 12 meses. A amilase demonstron wm aumento
inicial,seguido por um declinio caracteristico em suas atividades na saliva da
parotida. O sobrenadante glandular apresentou baixa atividade da amilase
celular residual apds estimulagio, Consequentemente, diminuicdo secretoria
com a idade apos estimulagdo com isoproterenol-pilocarpina foi exchida.
Analises do RNA total demonstraram uma redugfio severa da amilase RNAm na
glandula pardtida entre 12 ¢ 24 meses de idade. Amilase mRNA nfo expressou-
se em nenhuma das amostras submandibulares. Para o fator de crescimento
epidermal, a saliva total demonstrou uma redugfo com a idade. Verificou-se que
a glandula submandibular seguiu o mesmo quadro com a idade como a glindula
pardtida, com um declinio especifico de proteinas secretdrias isoladas. Os
autores utilizaram PMSF 100 uM (concentracdo final) para evitar a degradagéo
de proteinas, quando realizaram a sintese de DNA, preparagio da membrana e

atividade da a-amilase celular.

Estudando o efeito do delmopinol, recentemente descrito como um
potencial agente antiplaca, na atividade de GTF em solugfo e adsorvida na
superficie da HA coberta com saliva STEINBERG et al (1992) relataram que a
sintese total de glucanos foi reduzida na presenga do delmopinol ¢ que a
sacarose foi incapaz de reverter a mbigdo da GTF. Os autores afirmaram que a
inibicio da atividade da GTF pelo delmopinol é aparentemente o resultado da
interagfo droga-enzima na superficie das particulas da HA coberta por saliva.
Este trabatho proporcionou wm suporte maior para a importante diferenga nas
propriedades da GTF adsorvida e da GTF em solugdo, esclarecendo que a
interago GTF-droga é diferente para a enzima adsorvida numa superficie e a
enzima em solugdo. PMSF 1 mM e 0,02% de NaN; foram utilizados pelos
autores para evitar a degradagéo da GTF.
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Em 1993 SLOMIANY et al identificaram uma protease da
secregio da glandula submandibular humana, com capacidade de degradar
glicoproteinas salivares de alto e baixo peso molecular. A protease apresentou
uma atividade 6tima entre o pH 7.0 e 7.4 ¢ através da eletroforese (SDS-PAGE)
demonstraram 2 bandas proteicas principais de 48 ¢ 53 Kda. A enzima
apresentou suscetibihdade ao PMSF entre outros inibidores, demonstrando ser
uma serina protease. A atividade desta protease com relagfio a glicoproteina de
alto peso molecular fo1 maior nas secregdes das glandulas submandibulares de
individuos cane-resistentes do que nos individuos  cérie-suscetiveis.
Considerando que glicoproteinas de baixo peso molecular sdo mais eficientes
na elimnacgiio mecénica de bactérias do que as ghicoproteinas de alto peso
molecular uma mator atividade desta protease salivar pode ser um dos fatores

responsaveis pela redugfio de microrganismos cariogénicos na cavidade bucal.

Analisando a imbigiio da ades@io de P. gingivalis a S. gordonii pela
saliva submandibular e sub-lingual humana, STINSON et al. (1992) verificaram
que P. gingivalis adere in vitro a biofilmes produzidos por S. gordonii ¢ que
este fendmeno favorece a colonizagdo inicial da cavidade oral pela P. gingivalis
contribuindo para a maturagdo da placa dental. Os autores demonstraram que
proteinas da saliva submandibular e sub-lingual humana inibiram a adesfio de P.
gingivalis a S. gordonii em 50 % quando a concentragio de proteina foi de 37
ug/ml de saliva. Tratando a P. gingivalis a 60°C por 30 min ou utilizando PMSF
0,5 mM a aderéncia ao biofilme estreptococal for reduzida. Esses resultados
indicaram que as proteases associadas 3 superficie da P. gingivalis facilitaram a
adesdo interbacteriana (estreptococos orais) e as propriedades de adesfo-
bloqueio da saliva submandibular-sub-lingual humana, podem representar um

importante mecanismo de defesa da cavidade oral do hospedeiro.
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Descrevendo os efeitos bioldgicos do flior sobre as bactérias orais
HAMILTON & BOWDEN (1996) afirmaram que: o flior na concentragfio de
I pug F/mL {1 ppm F), interfere no metabolismo energético , dificultando o
crescimento  bacteriano; dificulta a aderéneia ao dente, prejudicando a
colonizaglo bacteriana; iibe a formacgio de glicogénio; inibe a enolase,
fosfotransferase e o sistema de transporte de aglicares da via glicolitica. O flior
também altera a ATPase ¢ diminui a concentragio de célcio e fosfato na célula,
provocando alteracbes na membrana celular. Inibe as enzimas fosfatase 4cida,

pirofosfatase, pirofosforilase, peroxidase e catalase.

CURY em 1995 demonstron que PMSF 100 uM (concentragio
final) é hidrolisado pela saliva humana e dentro de 20 a 40 minutos, a
concentracdo de fltor livre aumenta de 0,05 ppm para 2,00 ppm. Neste estudo o
autor demonstrou também que a concentragdo de flior em esmalte bovino
parcialmente desmineralizado aumentou de 1,22 ug/om® para 20,70 pg/em®. A
recuperacdo da microdureza superfictal do esmalte foi de 80,4 %. Entretanto,
este efeito indireto do flior ndo havia sido previsto no plano de pesquisa, ndo
havendo neste estudo um controle apropriado. O autor considerou que este
efeito indireto do flior, ndo considerado neste trabatho, poderia interferir

também nos resultados de outras pesquisas.

Avaliando dentifricios fhioretados comercializados no Brasil,
propondo testes que apresentam correlagdo com a situagfo clinica CARVALHO
et al. em 1996 utilizaram in vitro a reatividade com o esmalte dental humano ¢
ciclagens de des-remineralizagio, ¢ concluiram que todos os dentifricios
analisados laboratorialmente apresentavam flior ativo. Que os dentifricios com
fior i6nico (NaF) mostraram tendéncia de maior atividade que aqueles que
continham fldor iomzavel (MFP) ¢ que a significancia laboratorial de diferenca

de atividade entre os dentifricios deveria ser confirmada por estudos clinicos,
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tendo em vista que, ndo foi observada uma relagdo entre a concentragio de fltior
no produto e a atividade dos mesmos. Dentifricios que continham wna
concentragdo de flor entre 1001 e 1500 ppm F apresentaram a mesma atividade
gue 0s dentifricios com <600 -800 ppm F. Os autores atribuiram este resultado
adverso ao fato de que, na andlise, nfio foram diferenciados os tipos de flior
presentes nas diferentes formulactes € a uma possivel relagdo com os demais
componentes da formulag@io dos dentifricios. Também pelo fato de que a relagdo
entre a concentragio de fltor no produto e atividade é logaritmica; o que estd de
acordo com FEATHERSTONE et al. (1990).

Estudando a inativagdo proteolitica de receptores Cs A de
leucocitos através das proteinases derivadas de P.gingivalis, considerado o
agente etioldgico da periodontite em adultos JAGELS et al. em 1996 afirmaram
que diversas protemnases produzidas por esta bactéria contribuem com a
viruléncia ¢ na destruigfo do tecido gengival pela infecgio por P.gingivalis. Tem
sido demonstrado recentemente que estas proteinases mativam o receptor CsA
denominado Cs aR.Os autores verificaram que o ataque proteolitico ao Cs aR
pelas enzimas de P gingivalis foi imbido por TPCK, PMSF e
dicloroisocumarin, sugerindo que estas serina proteases sdo as responsaveis pela
atividade litica desse receptor. A protedlise desses receptores pode levar a
mnpossibilidade das céhulas de defesa do sangue ¢ de tecidos para reagir ou
himitar a destruigdo tecidual provocada pela P. gingivalis.

COLETTA (1996) pesquisou metaloproteinases associadas ao
germe dental do primeiro molar de ratos, durante os diversos periodos de
formagdo do germe dental e determinou o sitio principal de atuagio desse grupo
de enzimas. As metaloproteinases foram extrafdas com tampdo contendo 50 mM
TRIS HCL pH 7 4; 100 mM CaCl,, 2 mM PMSF ¢ 2 mM NEM por 30 mmutos
a 40°C. O autor observou que 0,5 mM de EDTA e 0,5 mM de 1,10~ Fenantroma
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foram capazes de inibir as atividades enzimaticas, mas 0,5 mM de PMSF ndo

mnibia a atividade das metaloproteinases.

Em 1997, IONTCHEVA et al. utihzaram inibidores de protease
para isolar ¢ estudar a significancia fimcional dos complexos heterotipicos
formados entre MG1, anulase, PRPs, estaterinas ¢ histatinas. Afirmaram que
estudos tnunologicos demonstraram que MG, amilase, PRPs ¢ estaterina sdo
os principais precursores da pelicula adquirida do esmalte recém-formada (2 h)
in vivo. A identificagdio de diferentes tipos de complexos heterotipicos que
envolve todas as proteinas acima mencionadas sugerem que a pelicula adquirida
do esmalte pode possivelmente ser formada por pela ligagio de complexos
heterotipicos preferivelmente do que por smmples proteinas.Por exemplo, o
complexo heterotipico formade por MG1-amulase descrito, ocorre na secregio
glandular e este complexo pode ser um precursor da pelicula adquirida do
esmalte. Em adicBo, ¢ bem reconhecido que amilase salivar  degrada
carboidratos e liga-se a um seleto grupo de estreptococos orais com alta
afinidade pelas superficies dentais. Assim sendo, a amilase no complexo MG1-
amilase ligado a superficie dental pode potencialmente liberar carboidratos da
MG1 ¢ a curto prazo produzir uma fonte de nutrientes para 0s MICTOrganismos
aderidos. Deste modo, um complexo pode desenpenhar um importante papel na
formagdo da placa bacteriana dental € na doenga carie por prover ambas de uma
estrutura para a ligagdo das bactérias orais e a curto prazo nuirientes como 0s
carboidratos e também constituintes dietéticos extrinsecos ou de componentes
mtrinsecos da pelicula , mcluindo MG1. Os autores afirmam que a significincia
funcional dos complexos heterotipicos entre MG1 ¢ amilase, PRPs, estaterinas e
histatinas nfio ¢ conhecida, mas a descoberta destes complexos abrem novas
perspectivas  para investigar-se seu papel fisioldgico na cavidade oral. Para
isolar ¢ analisar MG1 sob condigdes de nio-desnaturacio, amostras de saliva
foram coletadas de doadores sauddveis, sob estimulacio gustaténia. Para cada

doader, 4 amostras de 10 mL de saliva foram coletadas ¢ processadas a
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temperatura ambiente. A cada 10 mL de amostra foram utilizados inibidores de
proteases nas seguintes concentragOes finais: 0,001 M EDTA; 0,005 M de
cloreto de benzamiding; 0,1 M dcido aminocapréico e 0.2 M de PMSF.

Assim, apesar das evidéncias de que o flior liberado do PMSF
pode ter efeitos indiretos em vérios tipos de pesquisas, este mibidor de enzimas
proteoliticas tem sido usado indiscriminadamente em concentragdes suficientes

para interferir com o resultado das mesmas.



4. PROPOSICAO
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Estudar o efeito do PMSF sobre a incorporagio de flhor e
remineralizacgdo in vitro do esmalte bovino com lesdo de carie quando

submetido a um modelo de ciclagens de pH, verificando;

1. A liberagdo de ion flaor do PMSF pela acdo da saliva em fungio
do tempo;

2. Se o flaor liberado do PMSF remimeraliza o esmalte dental;

3. Se o flior liberado do PMSF se incorpora no esmalte com leso

de carie.



5. MATERIAIS E METODOS
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5.1. Materiais

5.1.1- Dentes mcisivos bovinos, por apresentarem segundo ZERO
{1995) menor heterogeneidade de composi¢éio em relagiio aos dentes humanos,
o esmalte tem menor curvatura, facilitando a obtengio de superficies planas,
existe uma maior disponibilidade de amostras como também uma maior area de
esmalte facilitando a obtengfio de blocos de esmalte com microdureza
superficial padronizada. Os dentes foram obtidos do Frigorifico Angelelli,
Piracicaba, SP, de bovinos com idade aproximada de 3 anos. Estes dentes
ficaram armazenados em formol 2%, pH 7.0, por 30 dias antes de qualquer
procedimento experimental. Blocos de esmalte (120), foram preparados a partir

destes dentes . Destes, 49 foram utilizados na pesquisa.

8.1.2- Salwva humana estimulada contendo ou ndo PMSF ou Fltior.

§8.1.2-1- Coleta da Saliva: A saliva fresca foi coletada de 7
vohmtarios adultos, 2 vezes ao dia, pela manhd e pela tarde, a partir da
estimulagdo com goma base, em frascos tipo Frlenmayer de 100 ml., mantidos
em gelo moido. Apés a coleta, a saliva foi colocada em proveta graduada de 250
mL ¢ foram adicionados 0,048 g de azida sodica 4 240 mL de saliva. Foram
preparados a partir da saliva fresca contendo azida sédica a 0,02%, 3 Grupos
{tratamentos) contendo as seguintes solugdes:

Grupo I = Saliva Humana Estimulada (SHE);
Grupo Il = SHE contendo PMSF a 10,0 pM;
Grupo 11 = SHE contendo PMSF a 50,0 uM;
Grupo 1V = SHE contendo PMSF a 100,0 uM
Grupo V = SHE contendo 1,0 ppm F.
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A saliva contendo PMSF foi preparada a partir de uma solugio de
PMSF (SIGMA *) 10 mM preparada em isopropanol. Saliva contendo 1.0 ppm
F foi preparada a partir da adi¢do de uma solugdo de NaF contendo 100 ppm F
(ORION).

5.2. Métodos

5.2.1-Confeccio dos blocos de esmalte dental bovino

Para a confecgdo dos blocos dentais foi utilizada a cortadeira
elétrica  BUEHLER-ISOMET(fig.2), aparelhada respectivamente com | e 2
discos diamantados dupla face previamente ajustados para cortar os blocos de

esmalte medindo (4 x 4 mm).

Fig.2 - Cortadeira elétrica BUEHLER-ISOMET.

Apo0s a sec¢do da porgdo radicular, as coroas dentais (fig.3) foram
fixadas com cera pegajosa HORUS, em placas acrilicas medindo (4x4 cm) com
4 mm de espessura, para sec¢do da porgdo palatina da coroa (fig.3B),. Utilizou-

se para tanto um disco n® 11-4244 série 15 HC - Diamond BUEHLER, acoplado

a cortadeira elétrica.
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Para a obtengdo dos blocos de esmalte (4 x 4mm) fixou-se a placa de acrilico, a
porgdo vestibular da coroa (fig.3C). Para a remogdo da fatia central, utilizou-se
02 discos n® 11-4243 série 15 HC - Diamond BUEHLER, separados por um
espagador (disco de acrilico com 4 mm de espessura) para conferir ao bloco as
dimensoes desejadas (fig.3D). O critério adotado para escolha da por¢do mais
plana do esmalte foi o toque simultaneo dos dois discos diamantados na
superficie. Realizado o corte no sentido longitudinal , reposicionou-se a placa de
acrilico no suporte da cortadeira, para a realizagdo do corte no sentido
transversal. Os cortes foram feitos sob refrigeragdo (agua deionizada) para

evitar trincas no esmalte.

Fig. 3 - Sequéncia de cortes realizados no dente bovino para obtengéo do bloco de esmalte
(4x4mm)

A: Dente incisivo bovino

B: Coroa fixada para remog¢ao da face palatina

C: Face vestibular fixada

D: Face vestibular com cortes nos sentidos longitudinal e transversal
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5.3.Confecg¢do e polimento dos corpos de prova

5.3.1-Ajuste da dentina: Apds a obtengdo do bloco de esmalte,
fez-se necessario o ajuste da dentina visando a obtengédo de superficies paralelas
para facilitar os procedimentos de polimento do esmalte; para tanto os blocos
foram afixados na por¢do central de um disco de resina acrilica pré-fabricado,
com as seguintes dimensodes: 3 cm de diametro e 8 mm de espessura .Os blocos

foram fixados com a superficie do esmalte voltada para baixo (fig.4A).

Fig 4- Ajuste da dentina e polimento e acabamento do esmalte

Foi utilizada a politriz APL-4 AROTEC (fig.5), contendo sistema
de polimento automatico para 06 corpos de prova. No prato giratorio da politriz
foi colocada uma lixa de granulagdo 320 ( CARBIMET® Paper Discs - n. 30-
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5108-320 - BUEHLER), utilizou-se baixa rotagdo sob refrigeragdo, 1 peso
padrao (86g) e o tempo de 10 seg. A seguir verificou-se a espessura do bloco
de esmalte, utilizando-se para tanto um paquimetro digital MAUSER JR
(0,0lmm-150mm), devendo a espessura estar em torno de + 2 mm (fig.4B).
Apos a planificagdo e ajuste da dentina, o bloco foi removido do disco de resina
acrilica e a cera pegajosa removida totalmente, para evitar problemas no

polimento do esmalte.

u

Fig.5 : Politriz APL - 4 AROTEC.
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5.3.2 - Polimento e acabamento do esmalte:

Os blocos foram fixados novamente no centro do disco de resina
acrilica, com a superficie do esmalte voltada para cima (fig.4C). Utilizou-se na
politriz, baixa rotagao, lixa de granulagdo 600, 2 pesos, o tempo de 10 segundos
e refrigeragdo a agua. Apds o polimento com a lixa 600, os corpos de prova
foram submetidos ao ultra-som  ( T7 , THORNTON), em agua deionizada
(200 mL) para cada 12 blocos, durante 2 minutos. A seguir, colocou-se na
politriz, baixa rotagdo, lixa de granulagdo 1.200, 2 pesos, durante 15 segundos.
Novamente os corpos de prova foram submetidos ao ultra-som, imersos em
agua deionizada ,durante 2 minutos. Para o acabamento final, foi utilizado na
politriz disco de papel feltro para polimento (Polishing Cloth BUEHLER® N°
40-7618) e suspensdo de diamante (METADI® Diamond Suspension 1 micron-
Blue Color Polish Spray - Water Base N° 40-6530), baixa velocidade, 2 pesos
e o tempo de 1 minuto. Nesta fase ndo foi utilizada agua para refrigeracao,
apenas uma quantidade de suspensdo de diamante suficiente para umidecer
totalmente o papel feltro, quantidade esta que permite o polimento de 12 corpos
de prova. Apos o polimento com a suspensdo diamantada, os corpos de prova
foram lavados em agua deionizada corrente, durante 3 minutos. A seguir 0s
corpos de prova foram submetidos ao ultra-som , durante 2 minutos, imersos na
solugdo (ULTRAMET® SONIC CLEANING SOLUTION) diluida na proporgao
20:1 em agua destilada. Finalmente os corpos de prova foram lavados em agua
deionizada corrente, durante 3 minutos € a seguir identificados por uma letra
maiuscula (E) seguida de numeros 01 a 120. Conservados em ambiente umido
para evitar trincas no esmalte, os corpos de prova ficaram prontos para serem

submetidos a analise da microdureza superficial do esmalte (fig. 4D).
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5.4. Analise da microdureza do esmalte dental

5.4.1- Microdureza superficial:
Para andlise da microdureza superficial foi utilizado o
microdurémetro (SHIMADZU HMV- 2000), (fig.6) e penetrador tipo KNOOP

com carga estatica de 50 gramas e tempo de 5 segundos.

Fig. 6: Microdurometro (SHIMADZU HMV- 2000).

No centro do bloco (2.000 um abaixo do limite superior) e a 1.000
um a direita do limite esquerdo. foi feita uma marca de referéncia utilizando-se
carga de 100 gramas e o tempo de 5 segundos. A direita da marca de referéncia,
utilizando-se carga estatica de 50 gramas durante 5 segundos. foram realizadas
5 indentagdes no esmalte no centro da area exposta e separadas entre si por uma
distancia de 100 pm. Foram selecionados os blocos que apresentaram
comprimento de indentacdo de 43+3 . sendo descartados os demais. O diagrama

das indentagdes realizadas nos blocos de esmalte, relacionados com as analises
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de microdureza inicial (INICIAL), ap6s a produgdo de lesdes incipientes de
carie (CARIE) e apos as ciclagens de pH (REMIN) sdo apresentados na figura a

seguir, (fig.7).
(50 g)
“REMIN”

2 000 uln

' (100 g) Ref. 10“ um
Y R i E _;;-.‘ INICIAL

¥ o ¥ Y x"%
1 (l]l) um>|
“CARIE”

Fig.7- Diagrama das indentagOes realizadas nos blocos de esmalte

Apos a determinagdo da microdureza superficial inicial, os blocos

de esmalte dental bovino, devidamente protegidos com esmalte para unhas
foram fixados em disco de resina acrilica (fig.8), e colocados em frascos
plasticos que continham a solugdo desmineralizante na propor¢ao de 2.0 ml para

cada 1,0 mm” de 4area de superficie de esmalte exposto
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Fig. 8: Bloco de esmalte bovino (4 x 4mm) protegido com esmalte para unhas

e fixado em disco de resina acrilica, para ser submetido a solugdo desmineralizante (SD).

5.5. Inducio de lesao artificial de carie

Lesodes artificiais de carie foram produzidas nos blocos de esmalte
que atendiam os limites de comprimento de indentagdo pré-estabelecidos.
Assim, 99 blocos foram colocados em uma solu¢cdo desmineralizante (solugdo
de acido lactico 0,05M, pH 5,0, saturada 50% em relagdo a hidroxiapatita e
contendo carbopol C907 a 0,2%) por um periodo de 16 horas, a uma
temperatura de 37°C, para a produgdo de uma lesdo superficial de carie
(WHITE 1987). A seguir os blocos foram lavados em agua deionizada corrente
durante 3 minutos e conservados em ambiente umido, para serem submetidos

novamente a analise da microdureza superficial.
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5.6. Analise da microdureza superficial apés desmineralizagio

inicial

Os blocos de esmalte dental bovino, com lesdes superficiais de
carie, foram submetidos a analise de microdureza superficial, sendo as
indentagdes realizadas na area central do bloco de esmalte, 100 um abaixo da
marca de referéncia (Fig.7). Foram selecionados 59 blocos que apresentaram

comprimento de indentag¢do de 130+20.

5.7. Ciclagens de DES X REMINERALIZACAO

49 blocos de esmalte com lesdes superficiais de carie foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos de 10 elementos e 1 grupo de 9
elementos:

GRUPO I: 10 blocos dentais submetidos ao tratamento com saliva
humana estimulada (SHE), durante as ciclagens de pH.

GRUPO 1I: 10 blocos dentais submetidos ao tratamento com SHE
contendo PMSF 10,0 uM, durante as ciclagens de pH.

GRUPO III: 10 blocos dentais submetidos ao tratamento com SHE
contendo PMSF 50,0 uM, durante as ciclagens de pH.

GRUPO 1V: 10 blocos dentais submetidos ao tratamento com SHE
contendo PMSF 100,0 uM, durante as ciclagens de pH.

GRUPO V: 09 blocos dentais submetidos ao tratamento com SHE

contendo fluor a 1,0 ppm, durante as ciclagens de pH.

Os ciclos de pH foram de 12 dias consecutivos segundo modelo de
estudo preconizado por WHITE (1987). Os blocos foram fixados com cera

pegajosa a um dispositivo de acrilico ¢ metal, contendo 10 hastes de fio



inoxidavel, que penetram no interior de tubos de ensaio com tampa plastica
(fig.9A). Fixados a uma régua de acrilico e colocados em estante metalica
(fig.10). As réguas de acrilico contendo o niimero do grupo (tratamento) € o
numero dos blocos nas devidas posigoes em que estdo fixados, permitiram a
remo¢ao simultdanea dos blocos de cada grupo, bem como facilitaram o
manuseio dos mesmos durante os procedimentos das ciclagens de Des x Re .
Mantidos em estufa a 37°C os blocos permaneceram 02 horas em
12 mL de uma solugdo desmineralizante (fig.9B) (a mesma utilizada para
provocar carie artificial) e o tempo restante de + 22 horas em 4 mL de saliva
humana estimulada (fig.9C) contendo ou ndo PMSF ou F, a qual foi trocada
2x/dia (pela manha = saliva diurna e a tarde = saliva noturna); sendo a solugado

desmineralizante (SD), trocada apos o 6° dia de ciclagem.

Fig 9: A- Bloco de esmalte bovino fixado na haste metalica.
B- Bloco de esmalte bovino fixado e imerso na SD.

C- Bloco de esmalte bovino fixado e imerso em SHH.
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Fig 10: Blocos de esmalte fixados ao dispositivo de acrilico ¢ metal e

colocados em estante metalica.

5.8. Analise de flidor na saliva e selu¢do desmineralizante (SD).

Os teores de ion fluor nas solugdes foram determinados em
potenciémetro digital modelo ORION  EA-940, utilizando-se -eletrodo
especifico para flior ORION 96-09 (Fig.11). As amostras individuais de cada

tratamento foram reunidas, sendo feita uma analise representativa da mistura.

Qrion Asscarch

Fig.11- Eletrodo especifico para flior modelo ORION 96-09 acoplado ao

analisador de ions mod. ORION EA-940 e agitador magnético MARTE.
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Previamente as leituras uma curva de calibracio foi elaborada a
partir de solugdes padrdes de ion fliior preparadas em TISAB 11, contendo de
0,125 a 10,0 pg F/ml. As leituras de todas as amostras e padrdes foram feitas
sob agitagio magnética constante, utilizando-se um agitador magﬁético MARTE
¢ barras magnéticas. As calibragdes foram testadas em termos de precisfio por
regressdo linear utilizando o software  Quattro-Pro, versfo 1.01, de ndmero
QPRITIOPGFS350. A exatidio for wverificada com padrdes Orion de

concentragdo conhecida.

5.9. Andlise de ion fldor incorporado ao esmalte dental apés

ciclagens

Apds a conclusio das ciclagens ¢ andlise da microdureza
superficial do esmalte, foram feitas as andlises de flior incorporado ao esmalte
dental. Para tanto, com o auxilio de wm vazador de 2 mm e fita adesiva branca
{Scotch 3M) aderiu-se ao bloco de esmalte, um disco de fita adesiva (2 mm de
didmetro), para isolar a porgdo a ser anahisada. As extremidades do bloco foram
protegidas com a aplicacdo de esmalte para unhas de cor vermelha ¢ apds a
secagem do esmalie, a fita adesiva foi removida, A 4drea exposta, foi submetida &
limpeza com cotonetes umidecidos em agua deiomizada, para remogdo de
residuos do adesivo provemiente da fita 3M e observados em lupa
estereoscopica para verificar a total remog#o de residuos. A seguir, os blocos
devidamente isolados e limpos foram colocados em tubos plasticos, aos quais
adicionou-se 0,25 mL de HCI 0,5 M . A seguir os frascos contendo os blocos,
foram agitados por 30 segundos em agttador KLINE, adicionou-se entdo 0,25
ml de TISAB @I ( contendo 20,0 g de NaOH/L), com a finalidade de
nentralizacio imediata da reagfio, de acordo com o descrito por MELLBERG
{1980} gpud CURY (1984). Foram realizados 5 tratamentos nos tempos de 30,
30, 30, 60 ¢ 60 segundos, a seguir procedeu-se as leituras nas solugdes, da

quantidade de flior removida das 5 camadas de esmalte pelos tratamentos,
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utilizando-se para a andlise do fon flior nas solugdes, eletrodo especifico para
flaor, acoplado ao analisador de ions. Foram preparadas curvas de calibrago de
0,125a50ppm F .

A seguir as concentragfes de fosforo (P) foram determinadas em
(1,25 ml da solugdo, pelo método de FISKE & SUBARROW (1925) sendo as
absorvéncias lidas em um espectrofotdmetro BECKMAN DU-70. A partir das
dosagens de P estimou-se a quantidade de esmalte removido apés cada ataque
acido e dividindo-se a quantidade de flior (ug) pelo grama de esmalte foi obtida
a concentragio de flaor (ppm) e¢m cada camada. A espessura de esmalte
removida (um) foi calculada considerando-se a densidade do esmalte igual a
3,0. A area sob a curva de concentragio de flior em fungio da distancia da

superficie (ppm F x pm) foi determmada por regra trapezoidal simples.

5.10- Liberacio do ion ¥ do PMSF pela acfio da saliva

Para verificarmos a liberagfio do ion fliior do PMSF pela agio da
saliva, 25,0 mi de saliva estimulada, coletada diariamente de 03 voluntarios,
pela manhi, foram submetidos ao seguinte tratamento: colocou-se a saliva
{25ml) em banho-maria (BM) 4 37°C durante 5 minutos. A seguir adicionou-se
0,51 ml de PMSF 5 mM (5mMF= 95 mg/L), o que proporcionou wma
concentragio final do PMSF de 100 uM em Saliva.

A saliva (1 ml), acrescida de PMSF foi distribuida em 18 tubos
BRUNEAU-S, com capacidade para 15ml ¢ colocada em BM 2 37°C.

Apos os tempos de 5, 10, 20, 40, 60 ¢ 120 minutos, os frascos (02
de cada tempo) foram retirados do BM ¢ adicionou-se 1,0 ml de TISAB II pH
5,0; sendo a seguir realizadas as dosagens de ion flior nas solugdes. Foram
realizadas 6 repetigbes, sendo que anteriormente as dosagens, foram preparadas
curvas de calibragio de 0,125 2 1,00 ppm F em TISAB I (1:1).
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5.11 -Analise estatistica

A andlise de residuos nfio apresentou nenhuma violagiio dos
pressupostos do modelo, assim como foi possivel admitir a normalidade dos
dados, através do teste de Shapiro-Wilk (p>0,05).

| Para verificar se havia diferenga entre os tratamentos (grupos) com
relagio a porcentagem de recuperagio de dureza superficial do esmalte
(%RDSE), utilizou-se o delineamento com um critério de classificagfo, € as
medias foram comparadas pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significéncia.

Para a andlise estatistica da hiberagfio do ifon fldor do PMSF pela
acdo da saliva em fungdo do tempo utilizou-se o delineamento com um fator de
classificagdo (tempo), € as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ¢ para
a verificagio de diferenca significativa enfre os grupos com relagio ao flior
meorporado ao esmalte apos ciclagem, considerando cada distdncia ¢ a area sob
a curva, fot feita analise de vanidncia em cada distincia e na drea sob a curva de

concentragio. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey.
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6. RESULTADOS
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6.1. Liberacdo do fon flior do PMSF pela agiio da saliva

Os resultados da hiberagdo do ion fldor do PMSF (100 uM) pela
agdio da saliva estio expressos a seguir. Para a analise estatistica, utilizou-se 0
delmeamento com um fator de classificagio (tempo). A analise de vanéncia
apresentou significineia estatistica para efeito de tempo ¢ as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. As comparagdes entre as médias estdo

apresentadas na Tabela 1, e os dados individuais no Anexo 1.

Tabela 1 - Médias e desvios padrio da concentracio de ion flior (ppm)

na saliva em fungéio do tempo de incubagio com PMSF

~ Tempo(min)  Média  Desvio Padrio

0 0,0783 a 0,0031
5 14017 b 0,0257
10 1,7283 ¢ 0,0350
20 1,8717 ¢ 0,0447
40 1,9083 ¢ 0,0621
60 1,9067 ¢ 0,0529
120 18500c 00485

Médias (n=6) seguidas por lefras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de

significAncia pelo teste de Tukey.

Os resultados foram analisados estatisticamente sendo que s6 foi
encontrada diferencga significativa nos tempos 0 , 5 ¢ 10, os demais ndo

diferiram enire si. Estes resultados estfio ilustrados na figura 12.
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Fig. 12~ Representaciio grafica da liberagiio do ion fliior do PMSF pela acfo da saliva em

fungfio do tempo (min). Média final de 6 repeticdes.

6.2.Porcentagem de recuperacio da dureza superficial de esmalte - % rec.
{DSE).
A seguir sfo apresentados na tabela 2 os resultados da % média de

recuperacdo da dureza superficial do esmalie.

Tabela 2 - Médias e seus respectivos desvios padrio, para porcentagem de

... Grupes Médias  DesvioPadrdo
sup) 10,66 a 1,9718

TI{SHE com 10 pM de PMSF) 30,77 b 2.9006

TI(SHE com 50 uM de PMSF) 43,48 b, ¢ 5,0670

{1V (SHE com 100 xM PMSE) 54,54 ¢ 6,5870

Mdédias seenidas por letras distintag diferem entre si a0 nivel de 5% de significdincia pelo teste Tukey.
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Para verificar se houve diferenga entre os tratamentos (grupos) com
relagdo a porcentagem de recuperagao de dureza superficial do esmalte (DSE),
utilizou-se o delineamento com um critério de classificacdo, e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A maior média foi observada no grupo IV que nao diferiu
significativamente dos grupos IIl e V e o grupo I apresentou a menor média que
diferiu significativamente dos demais. O grafico a seguir (fig.13) ilustra esses

resultados.

Média de % de recuperacao

Grupol  Grupoll  Grupolll  GrupolV  GrupoV
Tratamentos

Fig.13 - llustrac@o grafica das médias de % de recuperag@o de dureza superficial do esmalte

em fungdo dos tratamentos.

As figuras 14 e 15 ilustram as indentagdes no esmalte integro, apos

a indugdo de carie e apos a remineralizagao.
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Fig. 14. Aspecto microscopico ( 50x ) do esmalte dental e as indentagdes feitas.
|- Marca de referéncia

2- Inicial

3- Apos DES (Carie)

4- Apos RE (Remineralizagdo)

Fig.15- Aspecto microscopico (500 x) das indentagdes no esmalte dental antes e apos o
tratamento do grupo IV.

A- Dureza Knoop inicial = 396,2

B- Dureza Knoop apos DES = 50.4

C- Dureza Knoop apés RE = 170,0

* * Porcentagem de recuperag@o de dureza Knoop = 37,5 %
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6.3- Analise de fliior incorporado ao esmalte dental apés ciclagens - (FIE)

Os resultados (ppm F) de FIE apds as ciclagens, estdo
apresentados na Tabela 3. Para a verificagdo de diferenca significativa entre
grupos com relagdo ao flior incorporado ao esmalte apds ciclagem,
considerando cada distancia, foi feita analise de variancia, sendo encontrada
diferenga significativa entre esses grupos avaliados, e as comparagdes de médias
estdo a seguir apresentadas.

A Tabela 4 mostra as médias e desvios padrao da area sob a curva
de concentragao de flior no esmalte dental (ppm x um). Foi feita analise de
variancia, sendo encontrada diferenga significativa entre os grupos. Médias
seguidas de letras distintas, diferem estatisticamente (p<0,05), pelo teste de
Tukey.
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Tabela 3- Médias e desvios padrio de flior incorporado ao esmalte (ppm F) em funcio

das distancias da superficie dental (um)

Distancias ( pm ) Grupos Médias Desvios Padrio
| 254476 a 203,6950
11 6281,97 b 429,8699
1=(10,56 + 1,97) 11| 13732,68 ¢ 1372,8300
1V 13718,99 ¢ 1552,1400
\' 11650,28 ¢ 1394,1900
| 1951,17 a 175,5382
Il 3983,93 b 407,6058
2=(20,74 + 3,76) I 7598,35 ¢ 704,5157
IV 7785,75 ¢ 842,2734
\% 7400,06 ¢ 887,7703
| 1540,33 a 131,0209
Il 2697,42 b 308,6343
3 = (31,52 + 6,80) 1] 4113,17 ¢ 478,6573
v 4952,37 ¢ 540,4778
\4 564793 ¢ 705,0105
I 1033,15 a 129,5412
I 1587,36 a 182,2791
4=(53,72 +9,40) 1] 234241 b 426,8966
A% 2773,12 b 342,5486
\4 3418,74 b 545,0834
| 873,45 a 107,3174
Il 1212,43 a 165,5480
5=(76,91 + 15,09) I 1531,51ab 293,1923
IV 1847,22 b 219,8530
\4 2536,84 b 360,4292

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo teste de Tukey.
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Tabela 4: Médias e desvios padrio da area sob a curva de concentracio de

fldor no esmalte dental ( ppm F x pm ).

Grupos Médias Desvios Padrio
| 78646,32 a 10304,60
11 139550,15 b 14011,72
11 325486,10 ¢ 34543,67
v 378444,49 ¢ 40133,64
Vv 235697,11c b 29642,14

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5 % de significincia

pelo teste de Tukey.

Os resultados das tabelas 3 e 4 estdo ilustrados graficamente nas figuras de

nameros 16 a 21.

14000+

12000

10000+

8000+

Média de Flor incorporado

Grupo | ' Grupo li Grupo Il ' Grupo IV Grupo V
Tratamentos

Fig. 16 -Representagdo grafica da distancia 1 (média de fluor incorporado no esmalte pelos

diferentes tratamentos).
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7000
6000

4000
3000

2000

Média de Fldor incorporado

1000

a =i o 3 NETT s kil ] i
Grupoll Grupol i Grupo lll Grupo IV Grupo V

Tratamentos

Fig. 17-Representacao grafica da distancia 2 (média de fluor incorporado no esmalte pelos

diferentes tratamentos).

Média de Flior incorporado
=]
3
=

Grupo HI
Tratamentos

Grupo |l anoll

Fig. 18 -Representacao grafica da distancia 3 (média de flior incorporado no esmalte pelos

diferentes tratamentos).
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Média de Fluor incorporado

Grupo IV Grupo V
Tratamentos

Grupol I Grupo lll

Fig. 19 -Representagdo grafica da distancia 4 (média de flior incorporado no esmalte pelos

diferentes tratamentos).

3000~

2500-

2000+

1500+

Média de Flaor incorporado

Grupo| Grupo ll Grupo lll Grupo IV GrupoV
Tratamentos

Fig. 20 -Representagao grafica da distancia 5 (média de flior incorporado no esmalte pelos

diferentes tratamentos).

Nas distancias 1, 2 e 3 os comportamentos foram semelhantes, isto
¢ a menor média foi obtida com o grupo I que diferiu significativamente dos
demais, seguida do grupo II que também diferiu significativamente dos demais e
0s outros trés grupos nao diferiram entre si. Nas distancias 4 € 5, os grupos | e 11
nao diferiram significativamente entre si, € a maior média foi observada no

grupo V que ndo diferiu significativamente dos grupos IV e III.
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A figura 21 ilustra a area integrada (ppm F x um) de flior

incorporado no esmalte em fungdo da distancia da superficie dental, com relagdo

aos tratamentos.

ppm F x pm

Grupo Il Grupo IV Grupo V

Tratamentos

Fig. 21 -Representagdo grafica da area integrada (ppm F x pym) em fungéo dos tratamentos.

Na area integrada a menor média foi observada no grupo I que
diferiu significativamente dos demais, sendo que a maior média foi observada no

grupo IV que nao diferiu dos grupos Ill e V.

6.4- Variacio (%) da concentracio de flior na saliva

6.4.1- Saliva diurna

A figura 22 ilustra a redugdo porcentual média da concentragdo de

flior na saliva diurna apds as ciclagens (ver no anexo 2, tabelas A e B,

resultados absolutos).
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Diminuigdo média de flior na saliva

Grupo | Grupo Il Grupo i Grupo IV Grupo V
Tratamentos

Fig. 22 - Representagdo grafica da redugdo porcentual meédia da concentra¢do de fluor na

saliva diurna apos as ciclagens.

6.4.2-Saliva noturna
A figura a seguir ilustra a redugdo porcentual média da
concentragdo de flior na saliva noturna apds as ciclagens (ver no anexo 2,

tabelas C e D, resultados absolutos).

50-
L
2
]
w
s
S
3
=
s
=& 25
o :
B
=
=
E
o G-é ’ = | =) o 3
Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Grupo V
Tratamentos

Fig. 23 - Representa¢do grafica da redugdo porcentual meédia da concentragdo de fluor na

saliva noturna apos as ciclagens.



6.5-Variacdo da concentracio de flior na solucio desmineralizante.

A figura 24 ilustra a varia¢@o da concentragdo de fliior na solugao

60

desmineralizante (SD) apos o 6° e o 12° dia de ciclagens (ver no anexo 3, tabela E, resultados

absolutos).

160,00 -
140,00 A
120,00 +
100,00
80,00 4
60,00 4
40,00 4

% de Conc. de flior (ppm)

Tempo (dias)

OGrupol
OGrupo Il
O Grupo
&3 Grupo IV
B Grupo V

Fig 24 - Variagdo da concentra¢do de fliior na solugdo desmineralizante (SD), apés o 6 e

12° dia das ciclagens.



7. DISCUSSAO
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A utilizacdo do fenilmetilsulfonitflior (PMSF), um inibidor de
enzimas proteoliticas amplamente utilizado em pesquisas para evitar a proteolise
durante 0s procedimentos bioquimicos de extra¢do, purificacdo e anglises finais,
foi micialmente descrita por SCHRADER em 1938. Posteriormente, FAHRNEY
& GOLD (1963), descrevendo a reagfio de inibigdo pelo PMSF de proteases
sering-dependentes, relataram que ocorre um ataque nucleofilico da Ser, do sitio
ativo da enzima, no S do grupo sulfonil do PMSF. Em seguida, com o
subsequente rearranjo eletronico, o PMS ficaria ligado covalentemente a enzima,
mibmdo-a irreversivelmente, porém com a hiberagio de ion flior.

Os resultados do presente trabalho mostram que o PMSF libera fon
flior pela acfo da saliva (tab. 1). A liberagdo a partir de uma solugdo 100,0 uM
¢ rapida (fig.12), sendo que apos 10 min. a concentracdo de F na saliva 1a € de
1,72 ppm, ndo havendo diferenga significativa nos tempos posteriores de
mcubacfo. Deste modo, conclui-se que pela agdio da saliva (provavelmente
proteinases salivares e bacterianas) PMSF a 100,0 uM libera ion fltor na saliva
atingindo uma concentragdo maxima de 1,9 ppm, o gue corresponde
estequiometricamente a propor¢ido de F na molécula do PMSF. Isto mmplica dizer
gue todo o fiior do PMSF foi liberado pela saliva. Este resultado esta de acordo
com CURY (1995), o qual observou que numa solugdo de saliva contendo
PMSF a 160,0 uM foi encontrada aproximadamente 2,0 ppm de ion floor,

Deste modo, considerando que o PMSF tem sido utiizado em
pesquisas odontologicas desde concentragbes a 100,0 uM (KOLLER et al.,
1992) até 0,2 M (IONTCHEVA et al., 1997), a concentragdo de fon flior na
saliva poderia teoricamente atingir valores desde 1,9 a 3.800,0 ppm. Estas
concentragbes sfo suficientes para induzir a efertos mdiretos nas pesquisas em
andamento.

Assim, considerando que concentragdes de ion flGor tio baixas

quanto 1,0 ppm sfo suficientes para interferir com a adsorgdo ¢ desorgfio de



proteinas a hidroxiapatita (ROLLA & MELSEM, 1975; ROLLA, 1977), os
estudos de formagdo de pelicula adquirida ou de adsor¢do de enzimas
bacterianas a HA, que utilizam o PMSF na pesquisa podem estar tendo
interferéncia do jon fhior liberado do mesmo. Neste particular, FISHER et al.
{1987} utilizaram PMSF a 2,0 mM para estudar a adsorgdo de proteinas
salivares ao dente. Esta concentragdo de PMSF seria suficiente para gerar uma
solugdo com 38,0 ppm de F, alta o suficiente para competir com as proteinas
pela adsorcfo a superficie da hidroxiapatita. Este mesmo fendmeno pode estar
acorrendo quando do estudo da adsorgiio de GTF & HA, pois concentragdes de
PMSF a 1,0 mM tém sido utilizadas (SCHILLING & BOWEN, 1988;
STEINBERG et al., 1992), o que representaria 19,0 ppm F se todo flior do
PMSF fosse liberado.

Do mesmo modo, considerando que baixas concentragdes de ion
fiilor podem mibir enzimas bacterianas (HAMILTON & BOWDEN, 1996) o
PMSF pode liberar fldor em concentragdo suficiente para interferir no estudo de
uma série de propriedades das bactérias bucals. Assim, STINSON et al. (1992)
utilizaram PMSF a 0,5 mM para estudar a imibicdo da aderéncia de P. gingivalis
a S gordonii pelas proteinas das glandulas salivares sub-mandibular ¢
sublingual. Os autores concluiram que proteases associadas a superficie do P.
gingivalis facilitaniam a adesfio mterbacteriana, pois o PMSF agiu como um
inibidor. Entretanto, a concentracdo de PMSF utilizada poderia gerar 10,0 ppm

de ¥ na solugdo, o qual poderia mterferir com a adesio.

Por outro lado, o aspecto mais relevante do fldor € sua capacidade
de aumentar a capacidade da saliva repor mineral perdido pelo dente. A saliva
tem cédleio e fosfato, os minerais perdidos pelo esmalte durante o
desenvolvimento da carie e proteinas que se adsorvem ao esmalte mudando suas

propriedades. Assim, a principio saliva deveria ser utilizada quando do estudo de
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substincias para remineralizar o esmalte. Entretanto, para preservar as proteinas
salivares inibidores de proteases deveriam ser utilizados. Devido ao fato que
PMSF ¢ um eficiente inibidor de proteases salivares (MINAGUCHI, 1988) este
devenia ser uma das substincias de eleigio. Porém, PMSF libera flior o gual
pode mascarar o efetto na avaliagdo de métodos de usar flior, como sugerido
por CURY em 1995, principalmente considerando que apenas 1,0 ppm F no
melo aumenta a remineratizagdo do esmalte de 3,3 vezes (SILVERSTONE,
1988). Como esta concentragio pode ser atingida pela liberagdo de fluor de
PMSF a 30,0 pM, e a menor concentragdo de PMSF em pesquisa odontologica
tem sido 100,0 uM, este risco existe.

Os resultados do presente trabatho (tab. 2) mostram que enguanto a
saliva conseguiu remineralizar 0 esmalte em 10,7%, a saliva contendo apenas
10,0 uM de PMSF remineralizou em 30,8%, diferenca esta 3 vezes maior e
estatisticamente significativa. Quando as concentragdes de PMSF na saliva eram
de 50,0 ¢ 100,0 pM houve aumento de remimeralizagfio, as quais foram
significativas em relago a saliva sem PMSF, porém nfo se diferenciaram.
Entretanto, a saliva com 100,0 pM de PMSF remineralizou o esmalte em 54,5%,
a qual foi apenas 1.8 vezes maior que a saliva com 10,0 uyM de PMSF, porém
significativa. Por outro lado, nfo houve diferenca significativa na
remineralizacio entre as salivas com 10,0 pm de PMSF e a com 50,0 e entre
esta e a com 100,0 pM ( ver fig. 13 para uma viso geral). Isto pode ser
explicado pelo fato de que o efeito do fliior nfio depende linearmente da sua
concentragdo, mas sim ¢ fungfo logaritmica (FEATHERSTONE et al., 1990).
Assim, considerando as concentragSes médias de flGor nas solugdes de
tratamentos com salivas diwrnas e noturnas antes das ciclagens (anexos), ter
sido: 0,074 ppm F na saliva; 0,216 na saliva com 10,0 uM de PMSF; 0,852 na
saliva com 50,0 uM de PMSF; 1,888 na saliva com 100,0 pM de PMSF ¢ 1,080

na saliva com 1,0 ppm de F, estas concentragdes explicariam porque as
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diferengas de remineralizagio entre os tratamentos foram ou ndo estatisticamente
significativas.

A ratificacdio de que as remineralizagdes observadas s3o devidas ao
fltior liberado do PMSF pela agfio da saliva (Fig.12), pode ser feita quando sdo
comparados (tab. 2) os tratamentos Il (saliva com 50,0 uM de PMSF) e V
(saliva contendo 1,0 ppm de flior i6nico). Remineralizagbes de respectivamente
43,5 e 43,2% foram conseguidas, ndo havendo diferengas significativas entre
elas, 0 que pode ser explicado pelas concentragSes de flior nas solucbes de
saliva em que os dentes ficavam armazenados durante as ciclagens (anexos 2 ¢
33

A remmeralizagdo observada no presente trabalho néo sé confirma
a possibilidade do fliior liberado do PMSF interferir com resuitados de pesquisas
tendo este objetivo (CURY, 1995), como enfatiza a importdncia dos conceitos
atuais de mecanismo de agdo do flior da importéncia de concentragtes baixas de
fhior, porém constantemente presentes no meio ambiente bucal para mterferir
com 0 desenvolvimento da cérie (CURY, 1989),

Em termos da porcentagem de remineralizacio obtida, os 54,5 % de
recuperacdo de dureza superficial do esmalte quando do tratamento com saliva
contendo 100,0 uM de PMSF confirma os resultados obtidos por CURY {1995)
quando este valores s30 expressos em termos de comprimento de indentagdes
{amexo 4). Porém, o valor de 43,2% obtido com a saliva contendo 1,0 ppm F &
inferior ao obtido por SILVERSTONE (1988). Entretanto, este autor ndo
atilizou um modelo de ciclagens de pH para simular o desenvolvimento de carie,
mas sim s6 submeteu os dentes a uma solugdo reminerahzante artificial. Assim,
além da anséneia da saliva os dentes nfo eram simuitaneamente submetidos a
uma desmineralizagdo, o que seria ideal num modelo laboratorial para mimetizar

a0 maximo o que ocorre na cavidade bucal {TEN CATE, 1990).
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Comparande os resultados obtidos neste trabatho com os de
WHITE (1987), que avaliou a remineralizacio do esmalte tratado 4x/dia com
dentifricios fluoretados durante as ciclagens de pH (saliva como sol. Re), o
referido autor observou que o dentifricio com NaF foi 2,5x mais eficiente que o
placebo para recuperar a dureza superficial do esmalte. Os resultados do
presente trabalho (tab. 2) mostram que PMSF na saliva na concentragio apenas
de 10,0 uM ¢ 2.9 x mais eficiente que a saliva, Este dado tem duplo significado.
Primeiro mostra a capacidade do flior liberado do PMSF pela a¢do da saliva em
mascarar resultados de pesquisa de avaliagdo de produtos fluoretados. Em
segundo lugar mostra que em termos de mecanmismos de agdo do fldor, a
manutencio constante na solugdo remineralizante de apenas 0,2 ppm F (anexo 2)
¢ t3o efetivo guanto tratar o dente 4x/dia com um dentifricio contendo 1.100,0
ppm F.

QOutro aspecto do efeito do flGor ¢ sua capacidade de reagir
guimicamente mncorporando-se no esmalte, o que pode acontecer quando PMSFE
¢ utilizado na saliva. Os resultados do presente trabalho (tab. 3) mostram que o
fliior liberado do PMSF em qualquer das concentragdes utilizadas foi capaz de
incorporar significativamente mais fldor no esmalte que o confrole (saliva sem
PMSF). Este mesmo efeito ocorreu com  a saliva contendo 1,0 ppm F. O flior
encontrado no esmalte é proveniente do presente nas salivas durante as
ciclagens, o que pode ser constatado (Figs. 22 e 23) pela porcentagem de
reduclo do encontrado nas solugdes antes das ciclagens ¢ apds a permanéncia
dos blocos dentais nas mesmas. Uma maior imcorporagiio de flior ocormreu
durante a permanéncia dos dentes na saliva noturna que na diurna (Fig. 23 x 22),
o que pode ser explicado nfio s6 pelo maior tempo de contato, mas também pelo
fato que os dentes foram submetidos a solugio Des- antes da colocago na saliva
noturna. Nesta sol. Des- o esmalte se desmineraliza perdendo fhior, como pode

ser constatado pelo aumento na solugo (fig. 24). Esta liberagdo de fltor para a
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solugio Des- € conseqiiéncia da sua subsaturagio em relagdo aos produtos
formados no esmalte, o qual quando nas sols. Re- (saliva) ganharia flior
novamente devido agora a uma supersaturagio desta em relagio a produtos do
esmalte. Observou-se também uma porcentagem maior de redugfo de fltor nas
salivas (fig. 22) que tinham menores concentracdes de fliior (anexo 2 ), o que
pode ser explicado pelo fato de, nas malores concentragdes, haver uma maior
formaco de produtos na superficie do esmalte atingindo mais rapidamente um
equilibrio de solubilidade. Isto também explicaria ¢ porqué de ndo terem sido
obtidas diferengas significativas de fldor incorporado entre os grupos IIL IV e V.

Com relagdo ao flior no esmalte, o resultado mais relevante do
presente trabalho for mostrar que o flior proveniente do PMSF na concentragéio
de apenas 10,0 uM fo1 capaz de mcorporar quantidades significativas em relagéo
ao controle (so saliva). Considerando que a concentragio minima de PMSF
utihzado em Odontologia tem sido 10x maior, mterferéncias nas pesquisas
fatalmente poderio ocorrer.

Em resumo, o presente trabalho mostrou que o PMSF libera ion
fitior pela agdo da saliva, o qual seria suficiente para mterferir indiretamente com

o resultado final de uma série de pesquisas.



8. CONCLUSAOQO
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- O PMSF libera ion flior quando em contato com a saliva humana.

2= O fhior iberado ndo s6 remineraliza como se incorpora no esmalte dental.

3- O uso do PMSF , como mibidor de enzimas proteoliticas, poders ter efeitos

indiretos em outras pesquisas, principalmente em Odontologia.



9. SUMMARY
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Phenylmethylsulfonytfluoride (PMSF) is a widely used protease inhibitor that
by releasing fluoride may have indirect effect on enzymes, pellicle formation
and dental enamel. The objective of this research was to study the effect of
PMSF on enamel remineralization through saliva action. Forty nine flat bovine
enamel blocks (4x4mm) were used. Surface microhardness (SMH) was initially
determined in the sound enamel. These enamel blocks were partially
deminerabzed m 0.05 M lactic acid, 50% saturated hydroxiapatite sol. at pH
5.0 containing Carbopol 0.2%, during 16h at 37°C. SMH was determined
again; the enamel blocks were randomly allocated in 5 groups and submitted to
the following freatments: I= Human Stimulated Saliva (HSS), II= HSS
contaiming 10.0 uM PMSF; ilI= HSS containing 50.0 uM PMSF; 1V= HSS
containing 100.0 uM PMSF and V= HSS containing 1.0 ppm F. The enamel
blocks were submitted to a pH-cycling model for 12 days, kept 2h in
demineralizing solution and 22h m HSS. The saliva was changed twice/day and
the demmneralizing sol. after the 6th day. The Knoop SMH was again
determined. Enamel fluoride uptake was determined by removing 5 layers of
enamel with 0.5 M HCL. Fluoride released from PMSF (100.0 uM) through
saliva action was determined. For the Knoop SMH analysis a microhardness
tester SHIMADZU HMV-2000 was utilized and for the fluoride analysis,
specific electrode ORION 96-09 was utilized. The results showed that PMSF
releases fluoride and after 10 minutes at 37°C, the fluonde concentration in
saliva increased significantly from 0.078 to 1.732 ppm F. The % of Knoop
SMH recovery (mean + SE) was calculated; the results for the groups I to V
were respectively: 10.7+1.97A; 30.8+2.90B; 43.5+5.07B,C; 54.5+6.59C; and
43.2+5 82B,C. The results (mean + SE) of enamel fluoride uptake (ppm) at
the Ist layer were: 2544 831203 7A; 6281.0+429.98; 13732.7+1372.8C;
13719.0+1552.1C; and 11650.3+1394.2C. Means followed by different letters
are statistically sigmficant (p<0.05). In conclusion, PMSF releases fluoride
when in contact with saliva, which not only enhances remineralization and
enamel fluoride uptake but may also have indirect effects on other researches
where PMSF is used as protease inhibitor,
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Anexo 1 - Liberagdo do ion fluor do PMSF pela agfio da Saliva

Curvas de Calibracio ¢ analises realizadas no periedo de 14 i 21/02/1997

Wakt AF Curva de Galibragiic para Anlise de Fitiof liberado do PMSF pela Agio da Saliva
FEV.14.87 TISAR B

ppmE woh mi Fug g ¥ my g Fcale. ug F Cale.

0,125 2 825  -0,80208 1354 058442 0,28

028 2 85 030103 1205 -0.31836 048

8,5 2 1 o 1035 004481 097

1 2 2 0,30103 85 0315527 2,07
Resuliado de Regressho: Curva de Calibragio }
Canstante 1.83328% TISAR 11 :
Eno padiic de valores estimado 0022816 + S
= o Queddo 097702
N de Dbsenvigies 4
Graus de Liberdade 2
Cogficienieds) X £.01788 850 :

Efra padtio de cosfic (5,000506 L

Teostes my  log F Calcuy F Caic ug F Esp. ppm ¥

Bianckid 4857 148257 0,03 0.6G

Padeiatd  163,2  -0,00945 088 1,00 2,95
PadBolit 1028 0,802 {4,588 1.00 0,89
Médin 4,65

gp 0,0

Em 23,0 mi de saiva esthnutads ioi felte o seguinie tratamenio

Ratiroi-5e 1.4 mi de salive estimuiaga + 1,0 mide Tieab (i pH 5.0

Cologoirse A saliva em B.M. 37°C por 5 minutos 4 apds o tempo adicionou-se £,47 mi da PMSF £ {SmMF « 95mg)
Dividiu-se a salive am tubos corm 1.0 mida salve contendo PMSF e colncou-se no Banho-Mada e

apis 05 saguitiies fempos de 8, 18, 20, 40, 60 & 120 minutos foi refiledo do BM e adicionads

o Vi da 1.4 mide TISAB Il pH 4.6 o el e dosagem de FLUOR.

dii. 49,84 esperado 1,9 ppm

0

ANALISE mV iy FCaicug FCalc ppm F mﬁ&hgnwgv?ﬂ? . 12
Saliva 190,86 -1,57364 0,93 0,03 y : 20
& min. 834 0185537 1,46 4,45 i : 40
G min. 50,85 0291062  1.63 1,68 &0
MWmin. 8805 024324 175 1,75 120
AHmin. 8915 (241425 174 1,74 '

B0 mie, 89,55 0,234282 1,72 1,72 T ]

Womin, 8835 0217853 172 173 b i




Wl &I Gurva de Calibragio para Andiise de Flior liberado do PMSF pela Agdo da Saliva
FEV.17.57 TISAB N {1:1)
pom F val mi Fug g F mv  iog Fcale. ug F Cale.
0,125 2 025 060206 136,1 058736 028
0235 2 a5 -0,30103 1185 030417 050
o5 2 1 0 1027 000746 008
1 2 s 0,30103 84,8 0306913 203
Resuftado de Regress3o: Curva de Calibragio !
Constante 1,806358 TIGAB 1 _i
Erro padrio de valores estimado  0,00782
R ap Quadrade 0,89073 ¥ f;
NY de (bservaghes 4 23 ;
Graus de Liberdade 2 - _‘i'_ﬁ ; =i %
B £ bl " 1y bl 3 149
Coeficiente(s) X 0,01766 56,6 T s |
Erro padriio de coefici G,000205 Wiyr i | !
Tesates mV  log F Caleuy F Cale ug F Bsp. ppm F
Biznckid 1933 -1.80757 0,02 0,00
Padr3oit 1024 DO0R16 1,00 1,00 1,00
Padrdo2d 1026 000688 089 1.00 Dae
Méda 0,99
A 0,01

Em 25 0 mi de sativa estimutada fol feito ¢ seguinte tratamenic.
Retirou-se 1.0 mi de saliva estimriiada + 1.0 mi de Tisab § pH 5.0
Colpemese 8 saliva em B.M. 37°C por 5 minutos e apés o tempo, adicionu-se 0,51 mi de PMBF 5 (SmMF = 95mg/l
[ividiu-se a saliva 2 1ubos com 1,0 mit da saliva com PMSF em colncou-se em Banho-Maria o
apés o seguintes tempos de 5, 10, 20, 40, 60 & 120 minutos fol retimdo do BM e adicionadio
o volurne de 1,0 mi de TISAB Ii pH 5.0 e feita a dosagern de FLUOR,

ANALISE

Saliva
5 mtin,
10 min.
20 min.
AD min,
60 min
120 min.

m¥  jogF QalcugF Calc ppm F

16892 -1,18184 0,07 2,07
94,75 0132848 1,36 1,36
B845 0244215 178 1,18
B715 0267175 185 1,85
864 0280421 191 1,91
86,15 0284836 183 1,93
87,65 0,258344 1.8 1,81

Lioaragha do Shiye do PMSF
pela achs da saiva




Vil A% Curva de Galibragho para Andlise de Fisior liberado do PMSF pala Aglio da Saliva
FEV.18.57 TISAB T {1:1)

ppm £ wob mi Fug iog F a  dog E oalo. ug F Calc,

8,125 2 2,25 560208 13438 058704 0,28
0,25 2 .5 0,30M03 1193 $32137 448
0.5 2 1 ] .2 406207 1,00
3 2 2 §,30103 83,6 4apa14 203
Rasulisdy de Regresso: Curva de Galibragio
Constame 1.783196 TiSAH 121
Erro padrao de vakres estimadn 018882 a4 |
R a0 Cuiadrado 0,558450 1%
N° de Obsevagdes 4 Sor g
Graus e Libordade i o :
Coediciardais) X 0, 59764 58,7
Ero padiao de coefic  5,00045 gt e ]

Tastes mV  log F Calcug F Galc ug F Esp. ppm F

Blanoki 1538 163200 0,0z 8,00

PadmotM 1015 000736 088 180 098
Fadrio2h 914 000553 0,50 1,00 0,09
[T 0,98

ap 0,00

Em 22,0 mi da saliva sstimulada fol flio o segulrts irataments:

Rettrou-se 1.0 mi de saliva estimuladea + 1.0 mi de Tisab i pH 5,0

Cologou-sa & saliva emn B.M. 37°C por 3 minutos & epds ¢ lémpo aditioncir-se 0,45 mide PMSE £ (SmMF » 35man)
Dindictiv-se a saliva e tubos coptendo 1.0 mi ds salive cam PMSF em colocou-se ng Banho-Mafia 2

opds os saghintes fempes de 5, 10, 20, 40, 60 e 120 minutes fof retizado do BM & adiclonads

o velsme de 1,0 ml de TISAR 3 pH 5,0 e felta 2 dusagem de FLOOR,

0
ANALISE mV  logFCalcug FGaic ppmF 5
H

Saliva 176,35 1224184 DO 0,08 Lioariin e E0or o YIS 20
& min. 044 0,123184 1,33 134 pia apio B sdive 40
10 min. 886 0220208 186 1,68 . ) &6
20 min, B5.85 (.268722 186 1,86 ' 120

40 min. BE.15 0,26343 1,83 1,83
B0 k. 88 0286078 1,85 1,88
120 ntin, 56,05 0,265184 1,84 1,84




Curva de Criibraghio para Anaiise de Flior liberade to FMSF pela Acio da Saliva

iog F oaw. ug F Cak.

438,13 -0.5048 0,25
18,33 -0,30718 049
024 000762 098

94,8 03081268 2,03

Curva de Cailibragio
TiSAR 109

Wakd A¥
FEV.18.87 TiSAR 1.1}
pom F vk mi Fug oy F mv
0,125 2 023 080206
0.25 2 nE 430103
0.5 2z 1 0
1 2 2 030103
Resilado de Regrassds:
Canstants 1,824454
Erro padrao de vakies estimacn 0.070159
& a0 Chradrado 0,680544
N° de Obsarvagbes 4
Girpis da Libendade 2
Cosficiemais) X -0,01794 557
£rro padega de coefic 0,000271
Tostes mYV  log F Gaicug F Caic wy F Esp. ppmF
BanckM 1836 64377 002 0,00

PadieiM 1025 Dm0 087 1,00
PagsiozM  102,3  0,00883 0,89 1.00

Madia
dp

o.54
001

0,87
0,98

Em 18,6 mi de saive estimukds il feito o sepumie tratareho:
Ratirou-se 1,0 mi de salva astimulads + 1,0 mi do Twab i ph 5,0
Colociwr-se 8 saiiva am 8.M, 37°C por B minutos @ apés o tempe, adicionou-se 0,388 it de PMSF (SmdF = 95mgi
[iviciu-5& 8 saiva am tubas coim 1,0 mida satva cam PMSF em colocou-se am Banko-Mana &
apcs 68 seguinias lempes de 5, 10, 26, 40, 64 & 120 minutes fol refirds do BM @ adionado
o waikirne da 1.0 mil de TISAR 1 pH 5.0 o feiia o cosagen de FLUOR,

BNALISE

Bativa

& min.
10 min.
20 min.
40 min.
60 min.
1298 min.

my g FQalkug FCale ppmF

1638 (1.100 0,08 062
834 0154 1.43 143
888 0272 1,87 1.87
845 02314 208 206

4325 0,336 247 247
839 0,324 2.1 21
8448 0,302 2482 203

Litveracins oo Fiior de PREr
pein wiAG A SMEvE

= EL I i

10
20

60
120

83



Wi Al Curva de Calibraghe para Andlise de Fliror liberads do PMSF pela Acao da Saiiva
FEV.20.87 Fisag ety

ppmF ot ml Fug og F mv  log F sale. ug F Cak.

&,125 2 028 4,50208 136 -3.5806 0,26

5,25 z 45 -0,30103 1202 031385 040

0.5 2 1 1] 1027 000732 &R

h] 2 2 0,36103 84,6 0,300715 204
Curva de Calibragiia
Resuitado de Regressao: it |
Constante 1,791559 00 g !
1o padtan de valores estimade 0,014572 5 . i
& a0 Quadmds 0,999063 807 o g o :
N7 de Observapdes 4 e |
Graus de Liberdade 2 oo |

Coeflcientels) X A0,01752 BTt

Emo padrao de coefic 0,000378

Tastes my  log F Gajcug F Cale ug F Esp. ppm F

BanckM 1806  -1,54687 0,03 0,00
PadotM 1028 001083 0,98 1,08 0,98
Padmo2M 1025 000382 0,98 1,00 0,99
Madia o,98

dp 8,0t

Em 11,8 md de safve sstimulada fod fedo o seguinie tritarments:

Rutinow-se 1,0 mi de zabiva ostimulada + 1.0 mide Tab i pH S0

Colpcou-se 8 sajivi am B.M. 370 por § minutos € apas o tempo adicionou-se 8,255 mi de PMSF (GmdF = 95mpA)
Diividin-se & salva em Wwbes contends 1.0 mil do saiva com PMSE om colbcou-se am Banho-Marna e

apds o5 seguimes tempos de §, 10, 20, 48, 60 e 120 minutos ioi retirads do B ¢ adicionado

o voluma de 1,0 mi de TISAB i pH 5,0 e feiia a dosagem de FLUOR,

2

ANALISE ™V logF Calcug FCalc ppmF P

10

Baliva 61,4 {4,038 0,08 0,04 Linerae ko 0 Fipo do PSS ' 20

5 min. 825 0171 1,48 1,48 pete 2580 da ok ' 40

10 min. 891 023t 1,70 170 . 80

20 min. B785 0253 1,78 1,79 s T _ 120
40 min. A7 45 0,260 1,82 1,82 w il ;
80 rusirs. 887 0273 187  1.87 E 0 ; ‘
TR0 vrte. 885 0,240 1,74 1,74 e { i
1 &5 an [ L v i




Curva de Calibragio para Angiise de Flior liberatio to PMSF pela Aclio de Saliva

VY log F cals. ug F Calc,

135,96 056035 026
126,43 531518 048
024 G081 0,98

84 D3IGETE 204

Curva de Calibracdo
TIEAZ 18

-3 - B R v I O EY
Y SRR

iWenf cm:

Wakd. A
FEV.29.67 TISAR K (1:1)
ppm £ vol mi F uy g F
6,125 2 0,25  -4,80208
0,25 2 0,5 5.30403
g 2 1 11
1 2 2 0.30103
Resultade de Regrussio:
Constants 1765422
Eno patdrio de wiofas astimade 0048103
R a0 Quadrado 0,998855
W* da Obsenvagdes 4
Graug de Libardade 2
Coeficiente(s) X f01732 87,7
Erre padrito de cpefic 0.000415
Toodes Y log F Galcug F Cale ug F Esp. ppm F
BanckM 1836 108785 003 .00

Padrsoih 1024 -D,0081 0,88 1,00
Padstiolit 1019 0000555 1,60 100

Madia
dp

0,58
0,01

098
100

£ 13,0 mi ¢e saive estimuiads fol feite o seguinie iratamento;
Retirou-se 1,0 mi da salive sstimutada + 1,0 ml de Tisab I} gH 5.0
Colocou-te @ saliva sm B.M. 37°C por § minutos e apds o leimipo adicionou-se 0,265 mtde PMSF (SmMF = 85mg/)

Diviclii-se & saiva em tobos confende 1.0 ml da saive com PMSF am colocou-s8 am Banho-Musia &
apds 05 segRintes ternpos de 5, 10, 20, 40, 60 o 120 minutes ©i mikedo do B a adicionasy

o woikme de 1,0 mi de TISAS |i pH 5,0 « felta & dosagem de FLUDR.

ANALISE

Baiiva
& min.
10 min.
20 min.
40 min.
&0 min.
120 min.

my  logFCaicup FCalc ppmF

16856 (1,154 007 007
9435 ©,131 1,35 1,35
8775 0246 1,76 176

855 0285 1,82 182
8475 0288 198 1,88
851 D292 198 5,96
8525 0,288 185 1,95

EDREAC O (4 FI0r d0 PASE
e o o RaVE

10
20

120

85



Anexo 2 - Andlise de Fluor nas amostras de Saliva Diurna e Noturna antes e apds as ciclagens.

Tab A- Concentracdo de flior {ppm) na saliva diurna antes das ciclagens.{(FSDAT)

Grupos Tempo (dias)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 miédia dp
I 0,101 0,085 0047 005 0,116 0,056 0101 0,084 0086 0088 0083 0,089 0081 0021
I 0,180 0,234 0,178 0,243 0,248 0243 0224 0,226 0299 0222 0,188 0257 0,229 0035
i 0,885 0805 0843 00836 (897 0936 0,899 0882 (0892 0717 0716 0888 0867 0,074
[\ 1843 2056 1827 19847 1913 1947 1922 1,992 1979 1673 1548 1,749 1875 0147
vV 0879 1127 1075 1138 1104 1136 1,038 1083 1,198 1127 1,019 1044 1087 0062

36

Tab B- Concentragio de flGor (ppm) na saliva diurna apos a ciclagem (FSDAC) em fungéo do tempo em relagdc aos grupos.

Grupos Tempo {dias}
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  media dp
i 0,052 0074 0,057 0,051 0,087 0,051 0080 0,049 0078 0078 0067 0053 0066 00186
il 0,085 0,061 0,119 0086 0,182 0,098 0,186 0,129 0208 0,208 0,171 0,193 0,144 0052
i 0691 0664 0821 0,793 0,840 0,793 0871 0775 0899 0,727 0759 0845 0,790 0,071
v 1,560 1,488 1499 1433 1787 1433 1818 1,533 1680 1632 1390 1,756 15683 0,148
Vv 0841 1016 1004 1021 1001 1021 1034 0983 1075 1,048 0978 1001 1003 0057
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Tab C- Concentragéo de flaor {(ppm) na saliva noturna antes ciclagem {FSNAT} em fungéo do tempo em relagio aos grupos.

Grupos Tempo (dias)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 meda  dp
l 0,052 0,057 0,049 0,053 0,135 0,053 0,074 0069 0,070 0100 0,081 0,073 0072 0,025
i 0,177 0,179 0169 0,187 0,231 0,187 0,189 0,253 0,222 0,237 0,206 0202 0203 0027
ill 0,850 0920 0857 0,784 0890 0,784 0735 0787 0,874 0745 0818 0884 0,837 0072
v 1,963 2172 1735 2088 1,886 2088 1,541 1836 1820 1964 1877 1,832 1900 0172
Vv 1,104 1,155 1064 1,053 1,031 1,053 1,069 1006 1,128 1151 1,040 1,038 1074 0,049

Tab D- Concentragéo de flaor (ppm) na saliva noturna apés a ciclagem (FSNAC) em fungéo do tempo em relagéo aos grupos.

Grupos Tempo (dias)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 e a8
i 0,045 0055 0047 0042 0080 0042 0069 0,046 0062 0075 0063 0051 D056 0,013
#0070 0067 0087 0097 0098 00987 0147 0128 0,112 0,200 0,137 0166 0117 0,040
N 0,635 0245 0,379 0657 0205 (0657 0574 0632 0628 0769 0548 0765 0565 0171
IV 1193 0867 0988 1648 1246 1,648 1393 1209 1344 1763 1655 1662 13856 0,293
V 0773 0407 0808 0850 0599 0,850 0873 0817 0824 1029 0842 0875 0795 0,156
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Anexe 3 - Concentraciio de Flitor na solucio desmineralizante (SD) nos
grupos/tratamentos em funciio do tempo.

Tab.F - Concentraciio de Fldor na solucio desmineralizante antes e apés o 6% ¢ 12° dias

de ciclagens de pH.
Grupos / Tratamentos Tempo {dias)
0 6 124
|1 0,064 0,051 0,085
11 0,064 0,053 0,160
i 0,064 0,082 0,153
1% 0,064 0,119 0,147
v 0,064 0,104 0,137
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Anexo 4 - Porcentagem de recuperaciio da Dureza Superficial do Esmalte -
% Rec. (DSE). Média e desvios padrioe das durezas superficial inicial, apés
desmineralizacdo ( cdrie) e apds as ciclagens {remineralizacéiio) para os
grupos I a V. Resultados apresentados em Dureza Superficial (comp.
Indentacfio) e Dureza Superficial Knoop, ebtidos apds todes os tratamentos.

GRUPQ I { saliva ) GRUPG I - SALIVA
inicial pES RE % Rec. Inicial DES RE % Rec. DUREZA

Blocos #Knoop # Knoop #Knoop #Knoop Blocos Comp.ind. Compind. Compind. Comp.ind,
181 4151 538 88,1 4,0 181 41,40 11520 10220 17,62
18 3821 2686 104,8 214 16 42,60 183,70 82,40 67,13
48 3802 307 50,1 54 46 42,70 152,20 118,20 30,14
182 3777 514 78,8 84 182 43,40 117,70 95,00 30,55
13 376,0 303 404 28 13 43,50 153,20 132,70 18,689
I8 3658 490 853 148 38 44 10 12050 3640 44 83
3% 3658 485 732 75 39 44 10 119,90 93,60 28,10
7 3545 332 68,1 10,8 k£ 44 80 146,40 10220 4380
&7 3528 512 108,2 188 &7 44,90 117,80 81,10 50.41
184 3362 B3 73,3 12,6 164 48,00 141,90 98,50 4526
f&ave 3rz7 41,1 76,0 10,7 BAVG 43,75 134,86 9983 37,60
WETRS 228 10,7 219 6,2 'BSTDS 1,33 18,41 16,08 15,39

GRUPO - 10 uM PMSF GRUPO Il - 10 uM PMSF
Inicial DES RE % Rec. Inicial DES RE % Rec. DUREZA

Blocos # Knoop # Knoop #Knoop # Knoop Biocos Compind. Complnd. Compind, Comp.ind.
E 34 4111 328 141,1 28,6 E3M 41,60 14720 71,00 72,16
£ 88 3938 465 1324 247 E&8 4250 123,10 73,30 82,07
E 188 3802 48,8 87,3 11,3 E 185 4270 121,00 90,30 38,21
E 87 YA 39,2 1721 393 E 87 43,40 134,70 6430 77,114
E32 3780 50,3 1614 34,1 E32 4350 11880 6640 88,63
E173 3875 247 1275 279 E173 44 00 143,20 7470 68,05
E 69 842 58,3 1643 34,7 E 89 44,20 11050 65,80 87 42
E37 3545 s 167.8 41,0 E37 44 .80 13660 6510 77,88
E70 3514 293 1589 408 ET0 4500 15580  68,7C 80,43
E134 336,2 206 107,38 255 E 134 48,00 155,00 81,20 857,71
BANG 37232 40,7 142,2 308 QAVG 43,77 134,67 71,88 68,27

BT 223 9.8 28,2 9,2 '‘@STDS 1,31 18,77 8,38 14,64
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*GRUPO Hll - 50 uM PMSF "GRUPO it - 50 uM PMS
inteial DES RE % Rec, it DES RE % Rec, AR
Blocos # Knoop # Knoop #Knoop # Knoop Biocos Compnd. Comp.lnd. Compind. Comp.lnd,
E 165 4092 443 182,7 37,8 E 185 41,70 126,80 8240 75,68
E 48 383,89 32,5 44.9 34 E 48 42 50 147,80 125,90 20,87
E48 3884 335 1810 41,6 E 48 42,80 145,80 62,70 80,68
E 45 377 8D,2 2458 58,5 E15 43,40 108,70 53,80 84,07
E35 3760 388 178.5 40,8 E35 43,50 135,70 83,50 78,31
ET8 369.2 85,1 2137 50,5 ET76 43,90 113,80 57,70 80,20
E 36 3625 428 188.1 45,5 E 30 44,30 128600 81580 78,69
E 41 358,1 41,1 186,3 49,3 E 41 44,70 131,80 60,20 82,16
E188 351,4 35,4 178,1 452 E 156 45 00 141,80 63,20 81,20
g3 3437 57.2 2352 821 £3 45 50 111,80 55,00 85,61
QAVE 72,8 LR 184,2 43,5 BAVG 43,73 129,24 66,59 74,85
WBETDS 20,4 10,1 54,7 16,8 WETRs 1,18 14,20 21,12 19,17
GRUPOQ IV - 100 uM PMSF GRUFPO IV - 100 uM PMSF
tniciat DES RE % Rec. Iniciat DES RE % Rec. DURI
Blocos # Knoop # Knoop # Knoop # Knoop Blocos Compind. Compind. Compdind. Comp.lnd,
E &3 4053 27.2 2175 50,3 £ 863 41,80 161,70 57,20 87.23
E 588 3958 375 186,3 415 E 158 42 40 137,70 81,80 79,64
E¥ 388.4 294 185,7 435 ET7T1 42,80 15560 81,80 83.07
E 178 3812 55,1 182,1 38,9 E179 43,20 11360 62,50 72,58
E 143 3780 33,0 191,2 46,1 E 143 43,50 145,90 51,00 83.08
ETZ 369,2 50,4 170.0 375 E72 43,80 118,80 64,70 72,23
ET78 3825 272 2175 58,7 E 78 44 30 161,60 57,20 89,00
Ei28 3B77 70,0 239,5 58,9 E 128 44.60 100,80 54,50 82,38
E 84 348.8 452 2395 63,8 E 64 45,10 125,40 54,50 88,28
E 170 3452 544 3692 108,2 B 170 45 40 114,40 4300 102,17
BAVG 373,14 43,0 219,83 54.6 GAVG 43,11 133,65 §7,92 83,97

@ETDS 19,8 14.5 57.8 208 ‘@STDS 1,18 22,07 6,04 8,67



Blaces
E 172
E 13z
E20
E 180
E 17
Ed4

E2

E 438

E 482

BAYG
‘@STDS

GRUPO V- 1,0 ppm F

inicial DES RE % Rec.
# Knoop # Knoop # Knoop # Knoop
401 4 315 1292 26,4
3976 338 1452 308
3868 28,3 1759 412
3812 44.8 75,5 9,1
3743 328 2205 550
3709 832 2381 576
3577 437 2335 60,4
3498 483 2037 815
3452 400 2152 374
373,9 195 181,6 43,3
20,0 8,5 55,0 17,8

Biocos
E{72
E 132
E20
£ 160
E17
E44

E2

E136

E 162

QAVG
‘@STOS
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GRUPQ V- 1ppmF

inicial DES RE % Rec, DUREZA

Compdnd. Comp.ind, Compind. Compind.
42,10 150,20 74,20 70,31
42,30 145,10 70,00 73,05
42,80 158,70 63,60 82,12
43,20 126,00 97,10 34,80
43 80 147 .80 56,80 87,34
43,80 115,70 54,90 84,56
44,60 127 .80 8520 87,23
45,10 121,40 59,10 8185
A% 40 133,40 57,50 86,25
4367 138,22 6538 76,38
1,18 14,78 1388 16,70



Anexo 5 - Resultados absolutos das analises de Flior incorporado ao
esmalte dental apés as Ciclagens (FIE).

Tak. F - Coneefitragio de Fllor no Esmalte Apds a Ciclagem (FEAC)

130
430
736
R
160

230
236
230
280
280

§30
53
5ac
&8¢
3. )

a3
alo
a3
g 80
&80

730
Tae
g
780
T8

B3o
g30
830
& &G
380

830
8 30
§30
840
880

1630
030
10 36
10 80
10 80

GRUPO L
wienTempo P F

3.623,0
27937
1.768,1
1.452,8
1,097.9

3.012,3

1.966 4

1.680,3
516,2
7413

24568
14763
1,063 4
7523
m!?

26745
24706
24768
15302
1.434,8

2.538,9
22379
1.780,5
1.021,5
888,4

1.810,7
1.485.4
1.280 4
6886
5728

1.815,3
1.229.9
1.068,5
638,5
5183

1.779.8

1.438,0
1.478,2
4889
731,32

2.560,9

17963
1.408.7
1435
7038

347886
2.68382
21282
1,797 &
14485

gy
1,80
aed
710
15,03
8,13

12.36

12,25
2487
KT
84,73
91,13

12.58
23,77

5362
.2

&8
16,10
23,84
41,17
60,08

4.84
9.04
13,30
23,08
34,30

13,95
2589
38,20
58,77
749,55

13,28
708
43,13
74,89
114,84

14,42
28,29
42,48
£89.47
84,63

49
AT
18,02

28586

3825

GRUPS I

ppm F
5.488,7
57505
481683
2.802.0
23425

71452
4.068,1
3439,3
2.095,0
1.831,4

4,295 5
25238
2.089,4
1.0M.0
298,2

7.402,6
4.356,3
20915
1,162,4
815,4

38183
1.889,5
1.808.8
1.476,2
1.043,3

§617,5
36354
2.042,0
1.170,3
T68,7

8.867.1
4.421.7
3.084.6
1.861.5
1.834.8

§.344,7
3.045.6
1,874.9
1.088.9
8463

8.188,7
6.064.7
3.641,3
1.870.1
1.058.3

5.9301
4,088 8
2.886,1
1.486,2
938,8

i)
2,33
4,88
7,30
1367
21,05

811
17.80
25,86
4201
80,86

14,88
29,24
47 85
78,12
105,68

15,53
31,38
47 A9
75,14
103,32

9485
19,08
2803

81.89

820
18,02
26,68
43,41
7032

735
13,51
20,85
3478
48,70

11,78
23,84
3,20
58,60
B1.18

838

16,28
2547
44,33
66,66

665
13,58
2127
37 .44
58,23

GRUPSO 1§

ppmF
17.378,8
1.721.2
4.328,0
22386
1.442,8

4.841.7

3.702,1

1.801.2
464,58
8426

15.901,8
9.601.4
56764
2.730.4
2.088,0

18.207.4
7.462,3
41045
18088
1.158,%

11.834,2
7.828.8
27830
1.184.8
7343

1568838
€.826,8
3.547.7
20764
1.308.4

20.283,%
10,608,
§.238,8
51984
28188

16.267.0
#2371
3.763,2
17130
grr?

13.084,56
45362
798
14089
884.6

11.842.8
7.663.8
£.968,0
4.437.4
32695

)
12,86
2816
40,43
88,01
a@r77

13,34
2422
39,50
84,28
85,10

11,20
22,96
373
61.72

83,36

12,31
2837
40,34
BE.84
6,22

14,31
30,51
§1,28
BE 87
127,78

9,94
2052
33.44
60,87
Bg.B2

12,73
2425
ag2z
59,53
8183

5,69

1855
30,27
51,06
80,10

16.01
ARz7
4522
7084
280

807

11.22
1676
27.81
41,31

GRUPC W
ppm F iy
156650 1254
8.440,4 2458
534656 408z
24817 68,66
167768 9528
13.504.3 1345
£.580.9 2913
43474 4501
23188 78.85
1.8343 111,70
47.064,2 1447
64725 2328
4.8453 3457
2.713.6 §7.11
20875 81,74
366898 845
43265 16,28
28282 2485
1.9824 2087
16122 5775
123297 1478
57353 2801
34830 4468
1.9766 T7.45
14400 111,78
90617 2,08
4,452 8 26,01
34862 41,68
2.287,0 71,85
14723 10518
207337 1292
11,3887 2740
7.680,6 40 48
4.180,3 85,32
2.428.8 a3 57
113642 20,88
8.8287 3803
4.323.5 55,26
1.2108 garz2
6379 132,28
1789608 1217
11.6364 2310
7.483,6 34,53
4.106.4 57.82
24872 8152
158486 1017
8212 19,51
6.206,4 30,356
4.444.8 48 47
24174 6535

GRUPO V
ppm F thadpm)
13,2658 7,18
7.68952 1387
g2487 20
3.370.0 33,29
24895 4842
114892 888
£.733.1 17.76
a.8647 2288
58858 3082
4.742,2 3985
13.446,4 11,27
7.020,3 2255
514297 36,87
27422 6535
1.746.8 B84
127640 888
8.205% 17,68
81670 2718
11634 7640
1.468,0 12206
814768 0,05
B8.058,2 18,23
3.871,9 28,59
42344 5120
18268 7628
2023 10,97
1.408 1 22,11
15795 32,88
1.676,1 52,37
20810 7553
148608 6m
8.750.5 1484
7.2358 17,56
64728 N
32160 4827
164678 412
9.936,5 B.41
6.676,1 14,43
38725 2442
2.526,1 34.91
13,275.8 7.48
8.798,7 1275
7.5741,0 2047
4.351.3 .00
3,315,4 43,22
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