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RESUMO

Esse trabalho visa biomonitorar a ingestdo de fluoretos em pré-escolares
residentes de zona rural com teores residuais de flior e em cidade néo fluoretada,
estimando o risco de fluorose e correlacionando & marcadores de exposicdo.
Trinta pré-escolares de 24-71 meses, divididos em dois grupos, um com
residentes de uma zona rural com alta concentracdo de fluoreto na agua de
abastecimento (G1-Brejo das Freiras/ Sdo Jodo do Rio do Peixe-PB) e outro
representando uma cidade sem fluoretacdo (G2-Jodo Pessoa-PB). Os voluntarios
foram monitorados quanto a ingestdo (agua, dieta sélida e liquida, e dentifricio) e
retencdo de flhor. A excrecao de flior em 24 horas, assim como amostras de
unhas serviram como biomarcadores. Analises comparativas, de regressao e
correlacdo foram significantes quando p<0,05. A ingestdo média de fluoreto foi
0,18 £ 0,14 (G1) e 0,05 = 0,04 (G2) mg/kg/dia, p<0,05. Em G1 ha maior
contribuicdo da agua na ingestao diaria (0,1 + 0,07 mg/kg/dia), ao contrario de G2,
determinado pelo dentifricio (0,04 + 0,04 mg/kg/dia). A retencéo foi diretamente
proporcional a concentracao de flior na dgua em G1, seguindo a tendéncia da
Fracdo Urinaria de Excrecdo (FUFE), similar nos dois grupos. Observou-se
correlacdo entre o flior nas unhas das maos e dos pés, sendo as unhas dos pés
mais sensiveis as diferencas entre os grupos. Concluiu-se que ha uma elevada
ingestao de fluoretos em regido com teores residuais de fllor correlacionadas a

sensibilidade dos biomarcadores.

Palavras-chave: Fluor. Risco. Fluorose Dentaria. Biomarcador



ABSTRACT

This work aimed biomonitoring intake of fluoride in preschool rural residents
with residual fluoride levels and non-fluoridated city, estimating the risk of fluorosis
and correlating exposure biomarkers. Thirty preschoolers 24-71 months, divided
into two groups, one with residents of a rural area with a high concentration of
fluoride in the water supply (G1-Brejo das Freiras/ Sdo Jo&o do Rio do Peixe-PB)
and another representing a city without fluoridation (G2-Jodo Pessoa-PB). The
volunteers were monitored for intake (water, solid and liquid diet, and dentifrice)
and fluorine retention. The fluorine excretion in 24 hours, and samples fingernails
served as biomarker. Comparative analysis, regression and correlation were
significant when p < 0.05. The average fluoride intake was 0.18 + 0.14 (G1) and
0.05 £ 0.04 (G2) mg/kg/day, p <0.05. In G1 there were water contribution in daily
intake (0.07 + 0.1 mg/kg/day), as opposed to G2 determined according to the
dentifrice (0.04 + 0.04 mg/kg/day). Retention was directly proportional to the
concentration of fluoride in the water in G1, following the trend of Urinary Excretion
Fraction (FUFE), similar in both groups. A correlation between fluoride in the
fingernails and toes, and the nails of the feet more sensitive to differences
between the groups. It was concluded that there is a high intake of fluoride in the

region with residual fluoride levels correlated with sensitivity of biomarkers.

Keywords: Fluoride. Risk. Dental fluorosis. Biomarker.
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INTRODUCAO

O fluor é potencialmente conhecido por seu caréater protetor e estabilizador
de lesdes cariosas, fornecendo um aparato bioguimico importante em medidas de
saude bucal individual e coletiva, contribuindo como subtrato para trocas ibnicas
em reacdes de desmineralizacdo-remineralizacdo na interface esmalte/dentina-
biofilme (ROSIN-GRGET et al., 2013; CLARK et al., 2014). No entanto, se por um
lado ha correlacdo positiva entre a reducdo da prevaléncia e severidade de cérie
em criancas e 0 acesso a produtos fluoretados, por outro, quando em excesso,
pode também apresentar efeitos negativos sobre os tecidos em fase de
mineralizacdo, causando a fluorose dentéria ou 6ssea (IHEOZOR-EJIOFOR et al.,
2015; NEWBRUN, 2010; SCHWENDICKE et al., 2015). A fluorose dentéria,
inicialmente descrita por Dean (1934), resulta da ingestdo excessiva de fluor
durante o periodo da amelogénese, representando risco apenas nas fases de
desenvolvimento dos dentes permanentes (DENBESTEN; LI, 2011).

O desenvolvimento do esmalte fluorético ocorre devido a retencédo de
amelogeninas do esmalte pelo fluoreto, que prejudicam o crescimento do cristal
de hidroxiapatita, importante na fase de maturacdo do esmalte (WEI et al., 2013).
Um achado morfolégico importante visto no esmalte fluorético é a presenca de
opacidades e/ou descoloracbes acastanhados, prejudicando, estetica e
funcionalmente a depender do grau e da percepcao do paciente (MOIMAZ et al,
2015). A prevaléncia e severidade de fluorose dentaria dependem de fatores
ambientais e individuais tais como: tempo de exposicdo a dose toxica, resposta
individual (metabolismo e predisposicdo genética), peso, atividade fisica, fatores
nutritvos e de crescimento do osso (ALVAREZ et al., 2009; BUZALAF,
WITHFORD, 2011; ARIF et al., 2013).

No Brasil, segundo dados do SB Brasil (2012) realizado em 2010 nas
capitais, a fluorose dentaria acomete 16,7% da populacdo aos 12 anos,
entretanto, quando se avalia realidades particulares, com métodos variados, tem-
se um quadro de maior prevaléncia dessa doenca, principalmente em locais com
teores residuais de fluor, que representam zonas endémicas (RANGO et al.,
2012; COSTA et al., 2013; FREITAS et al., 2013; JORDAO et al., 2015; MOIMAZ et
al., 2015; IRIGOYEN-CAMACHO et al., 2016).



InUmeras pesquisas tém sido realizadas, modificando paradigmas e
estabelecendo uma relagdo mais segura no uso de fluoretos, buscando maior
poder cariostatico com menor risco (BARBIER et al., 2010; DENBESTEN; LI,
2011; ROSIN-GRGET et al., 2013; CAREY 2014; JARQUIN-YANEZ et al., 2015).
Sendo assim, estudos de biomonitoramento avaliam a cinética do fluor,
relacionando fatores ambientais a quantidade de fluor ingerido e retido, assim
como a fracdo urinaria de excrecdo de fluoreto — FUFE (RANGO et al., 2014;
ABUHALOQORB, et al., 2015).

A cinética do fldor no organismo inicia com a absorcdo no trato
gastrointestinal, por meio de difusdo simples no estébmago (sob a forma de &cido
nao dissociado - fluoreto de hidrogénio), e no Iintestino delgado por
transportadores dependentes de gradiente de fluoreto. A taxa de absorcéo de
fluoreto no estbmago depende do pH, e da solubilidade do composto de fluoreto
ingerido, sendo o fluoreto de sédio (NaF) e fluoreto de hidrogénio (HF) os mais
soluveis. Assim que o fluor é absorvido, os niveis de fldor no plasma aumentam
(em 10 minutos), atingindo niveis maximos em 60 minutos, com retorno aos niveis
basais é alcancado dentro de 11 a 15 horas. Quando o fldor atinge o plasma, é
rapidamente depositado nos tecidos mineralizados ou excretado na urina e em
uma quantidade minima nas fezes (MARTINEZ-MIER, 2011).

Tanto o fluxo urinario e o pH estdo envolvidos na regulacdo da excrecéo
renal de fluoreto. A proporcdo de fluoreto ingerido que é excretada na urina é
influenciada pela idade, metabolismo e fatores comportamentais. Em adultos e
criancas, dietas ricas em vegetais tornam o pH urinario mais alcalino, enquanto
gue dietas ricas em proteinas levam a acidificacdo da urina. Essas mudancas no
pH urinario modificam a FUFE (MARTINEZ-MIER, 2011; AYLWARD et al., 2015).

Vérios estudos de biomonitoramento tém sido publicados e evidenciam
aspectos que possam prever o risco para fluorose dentaria em pré-escolares
residentes de localidades com e sem fluoretacdo (RODRIGUES et al., 2009;
VILLA et al., 2010; MARTINS et al., 2011; ZOHORI et al., 2012; ZOHORI et al.,
2013; AUGUSTSSON e BERGER, 2014; AYLWARD et al., 2015; LEVY et al.,
2015; LIMA et al., 2015). Entretanto, formas alternativas de sinalizar eventos em
sistemas bioldgicos sdo dadas por meio do uso de biomarcadores, sendo essa
uma alternativa menos onerosa e com maior praticidade, facilmente empregada

em estudos epidemioldgicos.



Existem trés tipos de biomarcadores para fluor: de efeito (fluorose dentaria
e Ossea), de susceptibilidade (desnutricdo, metabolismo do célcio e magnésio,
condicao renal e genética), de exposicdo aguda (plasma, soro, saliva e urina) e de
exposicado cronica/subcrénica (osso, dentes, cabelos e unhas) (OMS, 1994;
BUZALAF et al.,, 2011; ANTONIJEVIC et al., 2015). Nosso estudo utilizou os
biomarcadores de exposicdo com possibilidade de prever o comportamento do
ion flior no mesmo momento que estava sendo realizada a estimativa da ingestao
do flbor (urina) e em momentos anteriores (unhas).

A concentracao de flior nas unhas tem sido amplamente debatida quanto a
seu poder preditivo quando no estudo do risco de fluorose dentaria em criancas
(FUKUSHIMA et al., 2009; BUZALAFF et al., 2011; PESSAN; BUZALAF, 2011;
BUZALAFF et al., 2012), sendo uma alternativa interessante para quando se quer
isolar a exposi¢cao ao fluoreto sem a interferéncia da ingestédo nas ultimas horas,
diferencas na filtracdo glomerular, pH e fluxo urinario, como ocorre na urina
(WHITFORD, 2005). Existem aspectos inerentes a natureza das fontes de
ingestao que podem prejudicar a interpretacdo dos biomarcadores, que tem sido
utilizado com maior sensibilidade em populacdes residentes de regides com altas
concentragcfes de flior na agua (FUKUSHIMA et al., 2009). A concentracao de
flior em unhas com melhor poder de previsdo para fluorose dentaria € de 2,0 ug
F/ mg (BUZALAFF et al., 2012).

Em regibes subdesenvolvidas e de climas tropicais, a dose de fluor
potencialmente capaz de causar prejuizo estético é de 0,07 mg/kg/dia
(SKOTOWSKI; HUNT; LEVY, 1995), sendo a contribuicdo majoritaria do dentifricio e
da agua, quando fluoretada (MCGRADY et al., 2014; ZOHOORI et al., 2014; LIMA
et al.,, 2015). Galagan e Vermillion (1957), em seu classico estudo intitulado
Determining Optimum Fluoride Concentrations, estabeleceram a concentracdo de
fldor ideal, a partir de uma féormula que considerou o flGor ingerido através da
agua, a temperatura de cada localidade e o peso corporal do individuo. Os
autores concluiram que a concentracdo ideal para qualquer comunidade estaria
dentro da faixa 0,7 — 1,2 mg/ mL, geralmente, recomendada para a fluoretacao.

No Brasil, a Portaria 2.914/2011, do Ministério da Saude, determina que a
concentracdo maxima do flior para consumo humano seja de 1,5 mg/ mL. No
entanto, como o consumo de agua varia com a sede, e esta com a temperatura,

esse valor deve observar a legislacdo especifica vigente em cada local (BRASIL,
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2004). Ao considerar os critérios mencionados e as condi¢des climaticas da
regido Nordeste e, mais especificamente, do estado da Paraiba, estabeleceram-
se concentracdes de ion fluoreto variando entre 0,6 e 0,7 mg/ mL, como ideais em
agua para consumo humano (CECOL/USP, 2011). As fontes de aguas profundas
de algumas areas do sertdo da Paraiba possuem teores residuais de fluoretos
acima do permitido, variando de 1,7 a 9,2 mg/ mL e resultando em fluorose
(CARVALHO et al., 2007; SAMPAIO et al., 2010). Estima-se uma prevaléncia de
fluorose dentaria em mais de 61% quando a agua atinge 2 mg/ mL (SOUZA et al.,
2013).

Sendo assim, nosso grupo de pesquisa em uma série de trabalhos vem
avaliando a questdo da fluorose dentaria em uma comunidade endémica no
interior da Paraiba, por meio do desenvolvimento de pesquisas clinicas e
laboratoriais, além de trabalhar no desenvolvimento de dispositivos tecnoldgicos
eficazes na reducédo da concentracédo de flor na agua. Ent&do, o objetivo desse
trabalho foi biomonitorar a ingestdo de fluoretos em pré-escolares residentes de
zona rural com teores residuais de flior e em cidade néo fluoretada, estimando o
risco de fluorose e correlacionando a marcadores de exposicao.

Dessa forma, almeja-se fornecer parametro de comparacdo com estudos
anteriores realizados na mesma comunidade (FUKUSHIMA et al.,, 2009;
BUZALAF et al., 2011; MARTINS et al., 2012; LIMA JR, 2012; SOUZA et al.,
2013; SOUZA, 2013), e contribuir para o melhor entendimento da ingestdo de
fluoretos em regido rural endémica, que utilizam a agua de poco para suas
expensas diarias, sendo essa uma realidade cientifica diferenciada e atual
principalmente em regifes de clima semiarido e com baixo indice pluviométrico.
Adicionalmente, a pesquisa viabiliza a documentacdo desses dados como
baseline para o controle da ingestdo de fluoretos na regido nao fluoretada,
localizada na capital do estado da Paraiba, local com processo de implementacéo

de fluoretacdo de aguas em adiantado processo.



1. CAPITULO 1

O manuscrito a seguir serd submetido para publicagéo no periédico “Cadernos
de Saude Publica” qualis A2(ANEXO 1)
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Resumo

Objetivou-se biomonitorar a ingestdo de fluoretos em pré-escolares
residentes de zona rural com teores residuais de flior (G1l) e cidade nédo
fluoretada (G2). Trinta pré-escolares foram divididos em G1 e G2, e monitorados
guanto a ingestao de fldor pelo método do prato duplicado. A excrecao de flaor
em 24 horas, assim como amostras de unhas serviram como biomarcador.
Andlises comparativas, de correlacdo e regressdo foram significantes quando
p<0,05. A ingestdo média de fluoreto foi 0,18 + 0,14 (G1) e 0,05 + 0,04 (G2)
mg/kg/dia, p<0,05. Em G1 ha maior contribuicdo da 4gua na ingestao diaria (0,1 +
0,07 mg/kg/dia), ao contrario de G2, determinado pelo dentifricio (0,04 + 0,04
mg/kg/dia). A retencéo foi diretamente proporcional a concentracdo de fldor na
agua em G1, seguindo a tendéncia da FUFE, similar nos dois grupos. Houve
correlacdo entre o flior nas unhas das méaos e dos pés, sendo as unhas dos pés
mais sensiveis as diferencas entre os grupos. Conclui-se entdo ha uma elevada
ingestdo de fluoretos em zonas com teores residuais de flior correlacionadas a

sensibilidade dos biomarcadores.

Palavras-chave: Fluor. Risco. Fluorose Dentaria. Biomarcador



Abstract

It aimed to biomonitoring the fluoride intake in preschool rural residents with
residual fluoride content (G1) and city not fluoridated (G2). Thirty preschool
children were divided into G1 and G2, and monitored for fluoride intake by
duplicate plate method. The fluoride excretion in 24 hours, and samples fingernails
served as biomarker. Comparative analysis, correlation and regression were
significant when p < 0.05. The average fluoride intake was 0.18 + 0.14 (G1) and
0.05 £ 0.04 (G2) mg/kg/day, p <0.05. In G1 there were water contribution in daily
intake (0.07 + 0.1 mg/kg/day), as opposed to G2 determined according to the
dentifrice (0.04 + 0.04 mg/kg/day). Retention was directly proportional to the
concentration of fluoride in the water in G1, following the trend of FUFE, similar in
both groups. There was a correlation between fluoride in the fingernails and toes,
and the nails of the feet more sensitive to differences between the groups. In
conclusion then there is a high intake of fluoride in areas with residual fluoride

levels correlated with sensitivity of biomarkers.

Keywords: Fluoride. Risk. Dental fluorosis. Biomarkers.



Introducéo

A fluorose dentéria, inicialmente descrita por Dean !, resulta da ingestdo
excessiva de fluor durante a amelogénese, representando risco apenas nas fases
de desenvolvimento da coroa dos dentes permanentes 2. Esse processo ocorre
devido a retencdo de amelogeninas do esmalte pelo fluoreto, prejudicando o
crescimento do cristal de hidroxiapatita, importante na fase de maturacdo do
esmalte. Clinicamente, o esmalte fluorético se apresenta demarcado por
opacidades e/ou descoloracdes acastanhados, prejudicando a estética e, em
casos mais severos, a funcéo do aparelho estomatognatico 3.

A prevaléncia e severidade de fluorose dentaria dependem de fatores
ambientais e individuais tais como: tempo de exposicdo a dose toxica, resposta
individual (metabolismo e predisposi¢cdo genética), peso, atividade fisica, fatores
nutritivos e de crescimento do osso 456, Destes, 0 que exerce maior influéncia na
determinacao da fluorose dentaria é o tempo de exposi¢cdo a dose toxica, sendo
atribuido o valor de 0,07 mg/kg/dia 7, no qual a contribuicdo majoritaria é do
dentifricio, quando ingerido, e da agua, quando fluoretada &°°. Tem sido descrito
gue um quadro de maior prevaléncia em locais com teores residuais de flaor, que
representam zonas endémicas 311213,

Sendo assim, estudos de biomonitoramento avaliam a cinética do fluor,
relacionando fatores ambientais a quantidade de fldor ingerido e retido, assim
como a fracdo urinaria de excrecdo de fluoreto — FUFE %14 Nesse sentido,
estudos tém sido publicados e evidenciam aspectos que possam prever O risco
para fluorose dentaria em pré-escolares residentes de localidades com e sem
fluoretacdo 101516.17.18,19.2021 Fntdo, o objetivo desse trabalho foi biomonitorar a
ingestdo de fluoretos em pré-escolares residentes de zona rural com teores
residuais de flior e em cidade né&o fluoretada, estimando o risco de fluorose e

correlacionando a marcadores de exposicao.



Materiais e Métodos

Esse estudo foi conduzido de acordo com as orientagbes da Declaracéo de
Helsinki e todos os procedimentos envolvendo seres humanos foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da Paraiba (protocolo
0544/14). Como o estudo trata de menores, todos os tutores legais assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foi desenvolvido em uma zona rural com teores residuais de fluoreto na agua
de abastecimento no nordeste brasileiro (G1) e em uma cidade nao-fluoretada
(G2). Os voluntarios foram monitorados quanto a ingestdo (aguas, dieta sélida e
liquida, e dentifricios) e excrecdo de fllor (urina), e retencdo em unhas.
Participaram do estudo 30 pré-escolares de 24-71 meses, obtidos por

conveniéncia.
Amostras de Agua e Dieta

Agua e dieta foram coletados em um dia da semana pela técnica de prato
duplicado. As instrucbes foram dadas aos pais quanto ao método de coleta de
todos os alimentos sdlidos, liquidos, e agua num periodo de 24 horas 22,
Enfatizou-se a importancia da manutencdo dos habitos dietéticos usuais para

reproduzir fielmente a exposicao ao fluor.
Amostras de Saliva Expectorada e Limpeza de Escova Dental

A avaliacdo da ingestdo pelo dentifricio foi realizada conforme descrito por
Guha-Chowdhury, Drummond e Smillie ?2. As coletas foram realizadas na casa do
voluntario, procurando simular ao maximo as condi¢cdes usuais. No momento da
coleta o dentifricio foi colocado na escova pelo pai ou pela crianca e pesado
dando informacdo da quantidade de fldor colocada na escova. A escovacao foi
realizada, sob observacdo do examinador, e toda saliva expectorada foi coletada
e analisada para fluor. A escova dental foi lavada abundantemente com
guantidade conhecida de agua deionizada. A quantidade de flhor deixada na
escova e expelida sera somada, fornecendo a quantidade total ndo deglutida, que
foi deduzida da concentracdo de fluor inicial (valor de flior soltvel total do
dentifricio multiplicado pelo peso de dentifricio na escova) e multiplicada pela

frequéncia de escovagdo, para estimar a exposicao diaria.



Amostras de Urina

Nos mesmos dias em que as estimativas de ingestdo de flior foram
realizadas, coletaram-se amostras de 24 horas de urina. Os participantes foram
orientados a fazerem suas necessidades em potes pré-lavados com &agua
deionizada e fornecidos pelo pesquisador. No dia seguinte, o pesquisador coletou
0s potes com o material, e mediu o volume de urina excretado nas 24 horas com

auxilio de uma proveta graduada de vidro e retirou 15 mL para andlise de fluor.
Amostras de Unhas

Os voluntarios foram orientados a n&do cortar as unhas e evitar o uso de
esmalte 23, por cerca de 2 semanas das coletas. Os recortes de unhas foram
obtidos dos dedos da médo, assim como dos pés. Cada corte de unhas foi limpo
com agua deionizada usando uma escova interdental, colocados em ultrassom

por 10 minutos e secos a 60 £ 5 °C, para posterior pesagem e analise.
Anélise das Amostras

Andlises dos alimentos solidos e liquidos, dentifricio, saliva e unhas foram
realizadas pelo método de leitura indireta, por meio da técnica do
hexametildisiloxano — HMDS 6. As analises da agua e da urina foram obtidas por
leitura direta. Um eletrodo fluor-ion-especifico (BN Modelo 9409, Orion,
Cambridge, MA, EUA) e um potenciémetro (Modelo 720 A Orion) foram usados
para medicbes de fluor. Curvas de calibracdo foram executadas, usando-se
amostras padrdo conhecidas, contendo entre 0,1 a 6,4 pug de fldor, para analises
diretas e 0,019 a 1,9 ug de fldor para andlises indiretas. As leituras em milivolts
foram convertidas para concentracdo ionica de fldor por meio de uma curva

padrao de correlacao (r2>0,99).
Analise Estatistica

Para a anadlise estatistica foram usados os softwares Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) versdo 17.0 e o GraphPad Prism 6. Os dados brutos
foram inicialmente tabulados e convertidos de pg para valores de mg/ kg/ dia
(dose diaria). A converséao foi realizada por meio da multiplicacdo dos valores de
flor encontrados pelo peso da amostra obtida em 24 horas, e dividindo pelo peso
da crianca multiplicado por 1000. A Fracdo Urinaria de Excrecdo de Fluor (FUFE)

foi calculada em (%) como produto da divisdo F excretado sobre F ingerido em
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mg/ kg/ dia, multiplicado por 100. O fluor retido foi calculado subtraindo-se o valor
de F ingerido pelo excretado em mg/ kg/ dia.

Os dados foram analisados por estatistica descritiva e inferencial. A
normalidade foi obtida pelo teste de Shapiro-Wilk para amostras menores que 50
casos. Andlises comparativas entre as médias de ingestdo e excrecdo foram
obtidas pelo teste Mann-Whitney e t de Student, a depender da normalidade. O
teste de Wilcoxon foi usado para comparar aos pares para as diferentes fontes de
ingestao de fluoretos, assim como para aferir a diferenca entre as concentracdes
de flior em unhas dentro de um mesmo grupo.

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi usado para medir a intensidade da
relacdo entre variaveis como a ingestao, excrecao de flior e FUFE, assim como a
retencéo de flior em unhas. A regressao linear multivariada foi executada a fim de
verificar as medidas do efeito de cada variavel estudada em relacdo aos
resultados.

A magnitude de efeito “Cohen effect size” foi calculada para o teste de
diferenca Mann-Whitney (magnitude de efeito “d”) e para a regressao linear
multipla (magnitude de efeito “r*”). Para a magnitude de efeito “d” utilizou software
Excel e célculo segundo Leech et al. 24

J- M, - M,

B DIQ, — DIQ o
Ty

onde M1 e M, € a mediana de G1 e G2, respectivamente e DIQ: e DIQ2, as
distancias interquartis. A magnitude de efeito “r*” foi obtida pelo Programa SPSS.
Valores de magnitude d superiores a 0,5 foram considerados alto, enquanto
menores que 0,2 foram considerados despreziveis.

O risco de fluorose foi aferido usando-se variaveis dicotdmicas “< 0,07 ou =
0,07 mg/kg/mL” e “> 2,0 ou < 2,0 ug” de fluor, para fluor ingerido total e retido em
unhas, respectivamente. Esses dados serviram para medir o risco na amostra
estudada e para aplicacdo do teste de concordancia Kappa. Para todos os testes,

opta-se como significante o valor de p<0,05.
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Resultados

A idade média dos voluntérios foi de 3,73 + 1,27 e 4,4 + 1,45 anos para G1
e G2, respectivamente. A concentracdo média de fluoretos na agua foi de 2,08 +
1,04 mg/L em G1 e 0,01 £ 0,01 mg/L em G2 (p=0,00). A quantidade de &gua (mL)
e de alimentos (mg) ingeridos ndo foram significativamente diferentes (p>0,05)
nos dois grupos. Dos fatores comportamentais que poderiam estar associados a
ingestdo de fluor pelo dentifricio, a frequéncia de escovacdo e o peso do
dentifricio na escova dental foram significantes (p<0,05) — TABELA 1.

TABELA 1: Analise contextual envolvida na Ingestdo e Excrecdao total de

Fluoretos

Gl G2 p valor
Idade 3,73+1,27 4,40+ 1,45 0,93°
[ F]naagua (mg/mL) 2,38 +£1,63* 0,03 + 0,04* 0,002
Aguaingerida (mL) 797 + 495,79 671,73 +418,16  0,46°
Dieta Sélida (mg) 477,15+ 309,59 469,01 + 219,92  0,93"
Dieta Liquida (mQ) 563,59 + 368,75 553,74+ 275,47 0,74°
Urina excretada (mL) 311,78 +111,84 474,60 + 140,09 0,02°
[FST ] no dentifricio (mg/mL) 0,92 £ 0,59 1,00 £ 0,51 0,612
N° de Escovagdes 1,58+0,51 2,23+0,72 0,022
Peso do dentifricio na escova dental (mQ) 0,57 £0,32 0,81+0,51 0,02°

aTeste Mann-Whitney PTeste T de Student

[ F] Concentracédo de Fluor; [ FST ] Concentracdo de Fldor Solavel Total

A Tabela 2 representa a dose diaria média de fluoretos em funcéo da dieta
sélida, dieta ligquida, agua, dentifricio e ingestdo total. Em G1 ha uma maior
contribuicdo da agua na ingestéo diaria (0,1 + 0,07 mg/kg/dia), ao contrario de G2,
o0 qual é determinado pelo dentifricio (0,04 + 0,04 mg/kg/dia). A ingestédo total
média de fluoreto foi 0,18 + 0,13 e 0,05 £+ 0,01 mg/kg/dia em G1 e G2 (p<0,05),
respectivamente. Na andlise intragrupo observa-se que em G1 ndo ha diferenca
estatistica entre a ingestdo de fluor pela dieta solida e liquida, assim como pela
dieta e dentifricio, entretanto, em G2 a similaridade de rankings ocorre apenas

entre as dietas soélida e liquida (p>0,05) - GRAFICO 1. O modelo de regressdo
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linear multivariada (r? = 0,84 e p= 0,000) prevé que para cada aumento em uma
unidade da varidvel previsora (dgua) ocorre o aumento de 0,07 £ 0,01 mg de fldor
na ingestao diéria (TABELA 3).

TABELA 2: Ingestédo total de fluoretos provenientes da dieta, agua e
dentifricio em regides com teores residuais de fluoretos (G1) e sem

fluoretacdo de aguas (G2).

G1 G2
Média Mediana DP  Média Mediana DP p valor © Magnitude
do Efeito

Dieta Liquida 0,028 0,021 0,028 0,007 0,004 0,008 0,00 1,17
Dieta Sélida 0,028 0,024 0,021 0,005 0,004 0,005 0,00 1,17
Agua 0,101 0,102 0,077 0,0007 0,0005 0,0007 0,00 1,92
Dentifricio 0,023 0,005 0,051 0,043 0,032 0,043 0,06 0,96
Total 0,181 0,138 0,132 0,057 0,044 0,045 0,00 1,08

*Teste Mann-whitney entre G1 e G2.

GRAFICO 1: Dose diaria de fluoretos em relagdo a dieta so6lida e liquida,
agua e dentifricio em regibes com teores residuais de fluoretos (G1) e sem

fluoretacéo de aguas (G2)
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ab Teste de Wilcoxon entre dieta solida e liquida, agua e dentifricio em cada um dos grupos aos
pares quando pz 0,05; * Teste Mann-whitney entre G1 e G2 significativo (p<0,05).
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TABELA 3: Regresséo linear multipla para previsores da ingestéo total de
fluoretos em pré-escolares residentes de regido com teores residuais de

fldor na 4gua e néo fluoretada.

Beta Desvio Padréo Valor de p

Idade -0,003 0,011 0,77
Género -0,014 0,021 0,51
Peso (Kg) -0,002 0,004 0,63
[F] Agua — mg/dia 0,077 0,014 0,00
[F] Dieta — mg/dia 0,039 0,027 0,16
[F] Dentifricio— mg/dia 0,032 0,013 0,02
Constante 0,079 0,061

Variavel Dependente: Fluor Total Ingerido (mg/dia)
r2=0,84; Valor de p (ANOVA) = 0,000

Diferencgas entre as médias de G1 e G2 foram significantes nas medidas de
excrecao e retencdo de flior em mg/kg/dia, com uma maior retencao de flior em
criancas da regido com teor residual de flior na agua de abastecimento. Apesar
de haver uma similaridade entre os valores de FUFE nos dois grupos, o G1
possui valores menores (TABELA 2). O Grafico 2 mostra que existe correlacao
entre o fldor ingerido e o excretado em mg/kg/dia, com r = 0,70 e p=0,00, assim
como entre o fldor ingerido (mg/kg/dia) e a FUFE (%), r = -0,40 e p=0,02
(GRAFICO 3).

TABELA 4: Dose total diaria de flGor da dieta, agua e dentifricio, flGor
excretado e retido, fracdo urinaria (FUFE) e [ F] em unhas de pré-escolares

de regides com teores residuais de fluoretos (G1) e sem fluoretacao de

aguas (G2)
Gl G2
Média Mediana DP Média Mediana DP p Magnitude
valor* do Efeito
Flaor Total Ingerido 0,18 0,14 0,11 0,05 0,04 0,04 0,00 1,08
Flaor Excretado 0,07 0,07 0,04 0,02 0,02 0,02 0,00 1,08
Fldor Retido 0,11 0,11 0,09 0,03 0,02 0,04 0,00 3,01
FUFE (%) 38 40 16 46 45 33 0,85 0,10
[ F] Unhas das M&@os 2,87 3,20 1,08 1,82 1,65 0,85 0,11 1,50
[ F] Unhas dos Pés 2,85 2,63 1,35 1,46 1,43 0,27 0,03 1,31

"Teste Mann-whitney entre G1 e G2.
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GRAFICO 2: Correlagéo entre fltor excretado e ingerido (mg/kg/dia) em

regibes com teores residuais de fluoretos e sem fluoretacdo de dguas
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GRAFICO 3: Correlagéo entre fltor ingerido e a FUFE (%) em regides com

teores residuais de fluoretos e sem fluoretacdo de aguas

FUFE (%)

n T T l- T T T T
0.00 007 014 0.21 028 0.35 0.42 0.49
F ingerdo (ma/ ka/dia)

Coeficiente de Correlagdo de Pearson - 0,40 (p=0,02)

Apesar da correlacdo entre a concentracao de flior nas unhas das maos e
dos pés ser observada (r=0,66 e p=0,001) - GRAFICO 4. N&o foram observadas
diferencas entre as concentracdes de flior encontradas nas unhas das maos e

dos pés na andlise intragrupo de cada localidade (teste de Wilcoxon com p>0,05).
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GRAFICO 4: Correlacgéo entre flGior retido nas unhas das méos e dos pés em

regibes com teores residuais de fluoretos e sem fluoretacdo de dguas

-]
I

[ F] retido nas unhas dos pés

[ F] retido nas unkias das maos

Coeficiente de Correlagdo de Pearson 0,66 (p=0,001)

Na tabela 2 a diferenca entre a retencédo de flior nas unhas dos pés foi
significante, com média de 2,85 + 1,35 e 146 + 0,27 em Gl e G2,
respectivamente. Adicionalmente o modelo de regressdo linear multivariada
comprova que 64% da variabilidade da retencéo de flior nas unhas dos pés pode

ser explicado pelo modelo de regresséo proposto na tabela 5.

TABELA 5: Regresséo linear multipla para previsores da retencéo de fluor
em unhas de pré-escolares residentes de regido com teores residuais de

flior na agua e néo fluoretada.

Unhas das Maos (ug) Unhas dos Pés (ug)
beta Desvio Valor de beta Desvio Valor de
Padrdo p Padréo p
Idade 0,15 0,37 0,68 -0,32 0,26 0,23
Género -0,43 0,68 0,50 -0,12 0,51 0,81
Peso (Kg) -0,05 0,15 0,71 -0,02 0,09 0,84
[F] Agua — mg/dia 0,53 0,48 0,29 0,02 0,38 0,94
[F] Dieta — mg/dia -0,69 0,88 0,44 0,28 0,74 0,70
[F] Dentifricio— mg/dia -0,32 0,42 0,46 -0,44 0,30 0,15
Constante 3,80 1,98 0,07 4,40 1,43 0,00

Variavel Dependente: Flior Retido na Unha das Maos (ug)
Unhas M&os (r? = 0,20; Valor de p (ANOVA) = 0,73)
Unhas Pés (r?= 0,64; Valor de p (ANOVA) = 0,11)
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Na andlise do comportamento dos biomarcadores de exposi¢cdo sub-
cronica quanto ao risco de fluorose prejudicial esteticamente, os resultados foram
dicotomizados em > 2,0 pg/mg e < 2,0 ug/mg de fldor, representado valores nas
categorias com e sem risco, respectivamente. A estatistica Kappa para o risco
aferido entre as unhas das maos e dos pés foi de 0,48, sendo considerado
regular. A analise da urina como biomarcador de exposicdo aguda em
comparacao com a ingestédo de fluoretos em, usando como dose toxicologica 0s
valores acima de 0,07 mg/kg/dia, mostra indice de concordancia Kappa igual a
0,42.
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Discussao

A fluorose dentéria, caracterizada como uma doenga que afeta estetica e
funcionalmente o equilibrio do aparelho estomatognéatico tem sido alvo de
inUmeras pesquisas que objetivam conhecer melhor sua distribui¢cdo, assim como
os fatores que interferem nesse processo e que podem sinalizar a doenca em
idade precoce, evitando graus de severidade mais avancados %10:2526.27 Nesse
sentido, nosso trabalho objetivou biomonitorar a ingestdo de fluoretos em pré-
escolares residentes de zona rural com teores residuais de flior e em cidade nédo
fluoretada, estimando o risco de fluorose, correlacionando marcadores de
exposicdo, e prevendo a contribuicio de cada componente envolvido na
determinacado da ingestéo de fluor.

A metodologia utilizada foi da dieta duplicada para os alimentos e a agua,
gue envolve a coleta de tudo que for ingerido num periodo de 24 horas; e 0
método da subtracdo para acessar a ingestdo a partir do dentifricio 5. Esses
métodos sdo amplamente difundidos e apresentam sensibilidade e bom poder
preditivo 28, entretanto, apresentam como limitacdo a dificuldade de realizagdo em
amostras grandes e a necessidade de extrema colaboracéo dos voluntarios.

A pesquisa foi realizada em duas regifes geograficamente distintas, com
concentracfes de flior na agua de abastecimento substancialmente diferentes,
estando uma com altas concentracfes de fluoretos na agua de abastecimento
publico (G1) e a outra servindo como o controle (G2), uma localidade sem
fluoretacdo de aguas. Em ambas as realidades sé@o questionaveis os beneficios
odontologicos provenientes do uso de flior pelo método sistémico, considerando
a concentragdo de 0,7 mg/ mL de flGor na dgua de abastecimento publico ?°, ideal
em regides tropicais.

A ingestao de fluor total foi de 0,18 + 0,13 e 0,05 + 0,04 mg/kg/dia em G1 e
G2, respectivamente, estando os valores em Gl acima da dose diaria
recomendada °. Nota-se que a contribuicdo majoritaria para ingestdo de flior em
pré-escolares do G1 foi a agua, com teores residuais de flior na faixa de 2,38 +
1,63 mg/mL, representando 56% da dose diaria de fldor. Nesse caso, a
contribuicdo da dieta representa 31% da ingestdo diaria, ndo havendo diferencas
entre o que € ingerido na consisténcia solida e liquida. Elevados valores de

fluoretos em alimentos consumidos por criangcas podem ocorrer devido o consumo

18



de produtos industrializados 23! e ao preparo de alimentos com &agua
concentrada de fluoretos 32.

Comparativamente, as duas localidades representam realidades
socioeconbmicas diferentes. Portanto, nota-se um maior acesso aos Servicos e a
produtos industrializados em G2, onde ha uma cultura de consumo de alimentos
industrializados, sem haver repercusséao expressiva nas concentracoes estimadas
de dieta sdlida e liquida. Para a realidade de G1, ndo se observa o consumo
constante de alimentos industrializados, devido aos fatores culturais e
socioeconémicos. Os dados sugerem nesta populacdo a utilizacdo da agua com
elevados niveis de fluoreto no cozimento dos alimentos, podendo variavelmente
estar associado a um risco aumentado de desenvolver fluorose dental
esteticamente prejudicial 81532,

Apesar de haver uma similaridade entre a ingestao de flior pelo dentifricio
nas duas localidades, nota-se que a zona rural apresentou valores inferiores a
esse respeito (13% da ingesta total), esse quantitativo pode ser explicado como o
resultado de um programa educacional para o controle da fluorose dentéaria
implantado na regido desde o ano de 1999. Em contraste, o dentifricio em G2
representou a maior contribuicdo para ingestéo total de fluoretos (0,04 + 0,04 mg/
kg/ dia), equivalente a 79%, que pode ser explicado pelo maior acesso a
dentifricios flavorizados, pela quantidade de dentifricio na escova e pelo numero
de escovacbes. Estes dados suportam a informacao sobre o uso inadequado de
alta concentracéo de flior creme dental entre as criancas dessa localidade 3334,

A ingestdo de flior apdés engolir o dentifricio € a via de exposicao
dominante para muitas criancas, no entanto, a viabilidade do fluoreto apds a
ingestdo € muito menor, quando comparado ao consumo de agua com teores
residuais, por questdes quimicas de biodisponibilidade 3. Oliveira et al. 36
sugere que 0,50 g de dentifricio pode produzir um risco para o desenvolvimento
de fluorose, estando os valores em nosso estudo acima nas duas realidades com
0,57 +£0,32mg e 0,81 £ 0,51 mg para G1 e G2, respectivamente.

Nosso estudo mostrou que existe uma correlacdo linear positiva entre a
excrecdo urinaria e a ingestédo total de fldor, sugerindo que a urina pode ser
utilizada como preditor da ingestdo de fluoretos em pré-escolares, entretanto
esses dados devem ser analisados com cautela ja que néo foi possivel mensurar

um valor de excrecdo de flor que sinalizasse para o risco de fluorose. Essa

19



constatacdo se deve aos fatores intrinsecos a esse grupo de individuos que
sofrem influéncias variadas no que diz respeito aos picos de crescimento,
desenvolvimento dentario, dieta e habitos 378,

A FUFE foi similar nos dois grupos, o que denota uma tendéncia fisiolégica
para excrecédo o ion fldor, apesar de haver uma diferenca na qualidade alimentar,
que variavelmente poderia influir na cinética do flior desde a absorcao
gastrointestinal com a formacdo de complexos insolluveis formados a partir de
cations di ou trivalentes, até a eliminacdo do fllor nos tdbulos renais 2°3°, Esse
achado é mais bem entendido no gréfico 3, que mostra uma correlacdo negativa
entre a FUFE e o flior ingerido, o que sugere o aumento da retencéo de flor com
0 aumento da ingestao.

A retencéo de fluoreto foi de 0,11 + 0,09 para G1 e 0,03 + 0,04 mg/ kg/ dia
para G2. Observa-se uma tendéncia a retencdo em criangcas expostas a uma
ingestdo de agua com excessivas concentracbes de fluoreto, que pode ser
relacionado a supersaturacéo do ion flior no plasma, gracas a alta absorcéo do
flior, quando ingerido a partir da agua %°. A excrecdo fecal de fluoreto nao foi
medida, sendo prudente a deducéo desse valor. No estudo de Villa et al. ¢ a
retencdo de fldor fracionada foi estimada assumindo uma excrecéo fecal de 10%
de fluoreto/dia, apesar de haver questionamentos quanto a aplicabilidade desse
valor 8

Na analise do biomarcador de exposicdo sub-crbnica, as concentracdes de
flior nas unhas das méaos e dos pés sofreram influéncia das concentracdes de
fldor na 4gua, sendo demonstrado que havia uma maior retencdo no G1, apesar
de haver significancia comprovada apenas para as unhas dos peés, como
demonstra a tabela 3. Nao houve diferenca estatistica entre o flior das unhas das
maos e dos pés dentro de cada grupo, como foi também observado nos estudos
de Buzalaf et al. °, entretanto, a literatura € um pouco contraditéria a esse respeito
40.

Na tentativa de demonstrar os fatores que influenciam na retencao de flaor
em unhas, o modelo matematico de regresséao linear multivariada comprova gue a
variabilidade da retencdo de fllor nas unhas dos pés pode ser explicada pelo
modelo proposto, apesar de ndo haver nenhuma variavel com influéncia
significativa (r>= 0,64; p = 0,11).

20



Na analise geral do risco de fluorose, a estatistica Kappa realizada para
analisar a concordancia entre o risco aferido pelas unhas das maos e dos pés foi
considerado regular, no entanto, tento em vista a grande variabilidade intragrupo
observada, achamos prudente a revisdo desses parametros em realidades
controladas e com um numero maior de sujeitos, para produzir resultados mais

conclusivos.
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Conclusao

A ingestao de fluoretos em GL1 foi superior a G2, sendo a contribuicdo do
dentifricio estatisticamente significante nos dois grupos, apesar de em G1 a agua
ingerida contribuir de forma mais significativa na determinagcdo do risco de
fluorose dentaria. Nas duas localidades, a exposicdo as diferentes fontes de
ingestdo de fluoretos demonstra que ha uma tendéncia a retencédo de fluoretos,
guanto maior a ingestdo de flior na agua, apesar de serem notados que 0S
valores fisiolégicos da FUFE sdo constantes nas duas localidades.
Adicionalmente, foi provado que ha diferenca entre as concentracdes de fllor nas
unhas dos pés nas duas localidades, no entanto, alguns aspectos sédo
inconclusivos, sendo necessario o estudo em realidades controladas e com um

numero maior de sujeitos ou com maior tempo de coleta.
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2. MATERIAIS E METODOS

Consideracdes éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), protocolo
0544/14 (ANEXO 2). Em cumprimento as normas vigentes das resolucfes para
pesquisa em seres humanos do Conselho Nacional de Saude (CNS466/12),
foram incluidos na amostra apenas individuos que assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (APENDICE 1).

Todos os voluntarios foram devidamente esclarecidos quanto aos objetivos e a
metodologia, e como o estudo trata de menores, o tutor ou acompanhante torna-

se responsavel pela autorizacao.
Local de estudo

O estudo foi desenvolvido nas cidades de Sao Jodo do Rio do Peixe — PB e
Joéo Pessoa - PB (FIGURA 1) — (IBGE, 2010).

e O municipio de Sao Jodo do Rio do Peixe (G1) esta localizado no alto
sertdo do Estado da Paraiba, ocupa uma éarea de 474,4 km?2 e possui
densidade demografica 38,36 hab/km2. Nessa cidade, o estudo sera
realizado na comunidade de Brejo das Freiras. Esta foi escolhida por
apresentar elevadas concentragfes residuais de flior em seus pocos (2,38
+ 1,63 mg fldor/mL de flhor) e por ser uma area que concentra casos
severos de fluorose dentaria em criancas do estado da Paraiba

e O municipio de Jodo Pessoa-PB (G2) sem fluoretacao (0,03 = 0,04 mg/mL
de fldor)), esta localizado no litoral do Estado da Paraiba, ocupa uma area
de 211.475 km? e possui densidade demografica 3.421,28 hab/kmz2.
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FIGURA 1: Localizacdo Geografica dos municipios de S&do Joé&o do Rio do
Peixe (G1) e Joao Pessoa (G2) — PB

1

Séao Jodo do Rio do Peixe

By

Jodo Pessoa

Vermelho: Sdo Jodo do Rio do Peixe-PB (G1)
Vinho: Jodo Pessoa-PB (G2)
Fonte: Google Imagens adaptado pelo préprio autor

Delineamento amostral

O calculo amostral para comparacdo de subgrupos dentro de uma amostra
depende do teste estatistico escolhido, das diferencas entre os grupos, da
tolerancia do pesquisador a deteccdo de diferencas quando elas ndo existem
(erro tipo 1), ou da falha na deteccdo de diferencas entre os subgrupos quando
elas realmente existem (erro tipo I). As probabilidades associadas aos erros tipo |
e Il sdo convencionadas como a e 3, e comumente sdo adotados valores de 5%
(bilateralmente) e 20% respectivamente, mas outros valores podem ser utilizados
de forma criteriosa (MIOT, 2011).

Para o célculo amostral, partimos de nossas variaveis quantitativas, com o
intuito de realizar comparacdes entre as médias. Determinou-se a amostra a partir
do calculo de um desvio-padrdo da média de 0,03 (de Souza, 2011) e diferenca a
ser detectada de 0,07 (risco de fluorose), com poder de teste 95%, significAncia

de 0,1%, obteve-se por meio da plataforma online do Laboratério de

Epidemiologia e Estatistica (http://www.lee.dante.br/index.html), uma amostra
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minima de 9 individuos por grupo. Entretanto, devido a possibilidade de perda
amostral, nosso estudo avaliou um numero total de 30 pré-escolares, entre 24 e

72 meses, divididos em dois grupos:

e G1: residentes permanentes da comunidade de Brejo das Freiras = 15
voluntarios

e (G2: residentes permanentes de Jodo Pessoa-PB = 15 voluntarios
Delineamento da pesquisa

Foi desenvolvido um estudo por meio do método indutivo, o qual foi aplicado a
técnica de documentacdo direta na forma de uma pesquisa de campo com
experimento controlado e efeitos medidos em laboratorio.

Todos os individuos incluidos na amostra foram monitorados quanto a
ingestdo e excrecdo de flior. Os dados foram obtidos por meio de coleta e
posterior andlise fisico-quimica do fldor nas fontes de ingestdo (a4guas, dieta
sélida e liquida, e dentifricios) e de excrecao (urina) conforme métodos ja
validados (PESSAN et al.. 2008; FORTE et al, 2008).

Amostras de unhas das maos e dos pés foram coletadas para fins de
biomonitoramento de ingestdo de flior. A concentragao de >2 ug/g de fluor foi
considerada como parametro para determinar o risco de fluorose em criancas
(BUZALAF et al., 2012).

Obtencado das Amostras
Dieta (agua, solidos e liquidos)

Os dados foram coletados em um dia da semana pela técnica de prato
duplicado. As instrucdes foram dadas aos pais quanto ao método de coleta de
todos os alimentos e bebidas ingeridos por seus filhos nhum periodo de 24 horas
como descrito por Guha-Chowdhury, Drummond e Smillie (1996) — APENDICE 2.
Coletores foram fornecidos aos participantes, sendo enfatizada a importancia da
manutencdo dos habitos dietéticos usuais para reproduzir fielmente os
parametros de exposicdo ao flior. As partes dos alimentos que geralmente nao
sdo ingeridas como sementes, cascas e 0ssos, foram excluidos antes da analise.

Todo material foi pesado, triturado (com volumes conhecidos de agua

deionizada) e depois quatro aliquotas de 50 ml foram armazenadas em coletores
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universais estéreis da marca Embramed® e congeladas em freezer a -20°C
(FIGURA 2 e 3).
FIGURA 2: Coleta de amostras referentes a estimativa de flior na agua

\\ A

\\’f :\[

4 Medida do volume ‘_/_
;“i —

Fonte: Préprio autor

220 °C

FIGURA 3: Coleta de amostras referentes a estimativa de flior na dieta

(sélida e liquida)

Triturado

Pesagem

Duplica

Fonte: Préprio autor

Dentifricio
Sera realizada conforme descrito por Guha-Chowdhury, Drummond e Smillie

(1996) - APENDICE 2. Simularam-se as condi¢des de casa levando-se em

consideracdo um questionério prévio, no qual questdes como quem realiza a
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escovacgdo, tamanho da escova de dente, quanto de dentifricio € colocado na
escova, se é colocado pelos pais ou pela crianga, se a crianca expectora apos a
escovacdo, duracdo da escovagcdo e tipo de dentifricio foram acessadas.
Adicionalmente, obtiveram-se informacfes quanto a frequéncia de escovacdo,
que foi utilizada para se calcular a ingestao diaria de flior a partir do dentifricio
para cada criancga.

No momento da coleta a escova dental foi molhada e pesada na balanca
eletrénica. O dentifricio foi colocado na escova pelo pai ou pela crianca, e entdo
foi medido o peso da escova com o dentifricio, dando informacéo da quantidade
de floor colocada na escova. A escovacdo foi realizada sob observacédo do
examinador. Dependendo do hébito, a crianca expectorava ou ndo. Toda saliva
expectorada foi coletada em recipiente de plastico de boca larga, pesada e
analisada para fluor.

A escova dental foi lavada abundantemente com uma quantidade conhecida
de agua deionizada. A quantidade de flior deixada na escova e expelida sera
somada, fornecendo a quantidade total ndo deglutida. A quantidade de fluor
ingerida sera entdo indiretamente derivada, subtraindo a quantidade de flior
expelida da quantidade inicial colocada na escova. As aliquotas foram codificadas

e armazenadas em freezer (-20°C) até o momento da analise (FIGURA 4).

Urina
Nos mesmos dias em que as estimativas de ingestdo de fldor foram

realizadas, coletaram-se amostras de 24 horas de urina.

Distribuiu-se com antecedéncia potes com boca larga, datados e identificados
com os nomes dos voluntarios do estudo. Os participantes foram orientados a
fazerem suas necessidades nos tais potes (com capacidade de 2000 mL) pré-
lavados com agua deionizada. No dia seguinte, o pesquisador coletou os potes
com o material, e mediu o volume de urina excretado com auxilio de uma proveta
graduada de vidro. Em tubos identificados e datados, retiraram-se aliquotas de 15

mL de urina para congelar a -20 °C até a andlise de flior (FIGURA 5).
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FIGURA 4: Coleta de amostras referentes a estimativa de flior no dentifricio.
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Fonte: Préprio autor

FUGURA 5: Coleta de amostras referentes a estimativa de flGor na urina

;
3 \ 15mL, *
-20°C
S l Medida do volume ‘

1500 ml

Fonte: Préprio autor

Unhas.
Os voluntarios foram orientados a nao cortar as unhas e evitar o uso de

esmalte, que podem conter flior (WHITFORD, 2005), por cerca de 2 semanas
das coletas. Os recortes de unhas foram obtidos dos dedos da mao, assim como

dos pés. Cada corte de unhas foi limpo com agua deionizada usando uma escova
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interdental, colocados em ultrassom por 10 minutos e secos a 60 = 5 °C, para
posterior pesagem e analise.
Procedimentos analiticos do Fluor

As analises de flaor a partir de alimentos solidos e liquidos, dentifricio, saliva e
unhas foram realizadas pelo método de leitura indireta, através da técnica do
hexametildisiloxano — HMDS (WHITFORD, 1996); ao passo que a analise da
agua e da urina foi por leitura direta.

Um eletrodo fluor-ion-especifico (BN Modelo 9409, Orion,Cambridge, MA,
EUA) e um potencidometro (Modelo 720 A Orion) foram usados para medi¢des de
fldor. Curvas de calibracdo foram executadas, usando-se amostras padrédo
conhecidas, contendo entre 0,1 a 6,4 ug de F, para andlises diretas e 0,019 a 1,9
Mg de flhor para andlises indiretas.

Na difusdo por HMDS, as solucbes-padrédo foram preparadas por diluicdo
seriada de um estoque padrdo, contendo 0,1 M de fldor (Orion) e difundidos em
triplicata, em comitancia com as amostras que serdo analisadas. Foi realizada a
primeira leitura antes da interpretacdo das amostras da dieta, a segunda leitura
guando a metade das amostram tenham sido lidas e a terceira apds o termino de
leitura das amostras.

Padrdes que nédo sofreram difusdo serdo preparados, usando-se as mesmas
solucdes (NaOH 0,05 M e acido aceético 0,20 M) que serdo usados para preparar
0s padrdes e as amostras que sofreram difusdo. Os padrdes nao difundidos serédo
feitos de modo a ter exatamente a mesma concentracdo de flior que os padrdes
gue sofreram difusdo, sendo um parametro confiavel de comparacdo com o0s
padrdes difundidos em placa.

Para andlise direta, solucbes-padréao foram preparadas por diluicdo seriada de
um estoque-padrao contendo 100 mg F/ mL a partir de uma solucdo de NaF
(Orion).

As leituras em milivolts foram convertidas para concentracdo i6nica de fltor
por meio de uma curva padrao de correlacdo (r2>0,95) e os dados foram tratados
em planilha do Excel (Microsoft Excel ®) a partir da qual a média e os desvios-
padrdo foram calculados. Quando a repetibilidade das leituras em duplicata for

inferior a 85%, as analises foram repetidas.
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Andlise Indireta

As Analises laboratoriais foram realizadas apos difusdo facilitada por HMDS
(hexametildisiloxano), pelo método de Taves (1968) modificado por Whitford
(1996).

O principio quimico do método baseia-se na dissociagdo de moléculas de
HMDS, na presenca de &cido forte numa placa de difuséo. O flior das amostras e
das solucdes padrao une-se aos radicais silano, formando um composto volatil,
denominado trimetilfluorsilano. Esse composto se difundia para o NaOH, de
natureza alcalina, localizado na tampa da placa de difusédo. O fltor é trocado pelo
fon hidroxila do NaOH, formando um novo composto, o trimetilsilanol, sendo o
flaor liberado (FIGURA 6).

FIGURA 6: Representacdo esquematica da reacao que acontece natécnica
do HMDS

Reagdo dentro da placa

H, H,
c C
C =l F + OH C Si OH + F
H H :
C c
H, H,
Trimetilfluorsilano Trimetilsilanol

—_— 0

222 2 20

——

.5 NH2804 + HMDS + F amostra

Fonte: Préprio autor

A técnica de difusao facilitada por HMDS apresenta as vantagens de separar o
flior da amostra, eliminando interferentes, e ao mesmo tempo, concentrando-os,

0 que incrementa a deteccédo de fluor pelo eletrodo sensivel (0,02 pg/mL).
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Para o desenvolvimento da técnica, pesou-se 1g da amostra da dieta (solidos
ou liquidos) em placas de petri plasticas (Falcon n° 1007), juntamente com 1 ml
de agua deionizada. No caso da saliva, pipetou-se 1 mL, e das unhas pesou-se
uma quantidade que fosse superior a 15 mg, sendo adicionado 1 e 2 mL de 4gua
deionizada, respectivamente. Na tampa dessas placas foram colocadas 50 L de
NaOH 0,05 M, distribuidos em 5 gotas. As placas foram fechadas, seladas com
vaselina e por um orificio feito previamente na tampa foi injetado o HMDS
(Aldrich, 2,0 mL em &acido sulfarico 3M). O orificio foi imediatamente fechado com
vaselina e parafilme. As placas foram colocadas numa mesa agitadora (Nova
Técnica, modelo NT 145) em velocidade 2-3, durante um periodo de 18-24 horas.

No dia seguinte, as tampas foram cuidadosamente removidas, invertidas, e as
gotas de NaOH foram combinadas numa so gota. O NaOH foi tamponado pela
acao de 25 pL de acido aceético 0,2 M. o volume total sera ajustado para 75 pL
com agua deionizada, usando pipeta. A gota que continha todo flior da amostra
foi analisada com o eletrodo Orion 9409 e um microelétrodo de referencia
calomelano (Accumet, numero de catalogo #13-620-79), ambos acoplados ao
potenciémetro Orion (modelo 720 A). Durante as leituras os dois eletrodos foram
mantidos unidos através de bandas de borracha e colocados em contato com a

gota na parte interna da tampa da placa (FIGURA 7).

FIGURA 7: Protocolo de preparacao de placas para analise pela técnica do
HMDS

Preparacéo da placa de Petri com vaselina. Colocacéo das trésigotas de NaOH. Insercéo da aliquota do alimento na base
da placa de Petri.

N
Placa de Petn (Halcon
n° 1007)

Eletrodo Orion 9409 e mini- /~
Mesa agitadora (velocidade 2 — 3) eletrodo de referéncia calomelano. Insercéo do HMDS pelo oriticio da tampa.

Fonte: FERREIRA JR, 2012
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Analise Direta

Amostras de agua e urina foram realizadas pelo método direto (eletrodo
especifico + Total lonic Strength Adjusting Buffer -TISAB), Tanto as solu¢des-
padrdo como as amostras de aguas serdo adicionadas ao TISAB I, que serve
como tampdo de ajuste de forca ibnica total. JA4 para urina, procedeu-se do
mesmo modo, exceto pelo fato do tamponamento foi realizado com TISAB Il na
proporcdo 1:9 de urina, pois a urina apresenta maior concentracdo de flior. A
concentracdo de fldor presente nas amostras foi determinada em triplicata,
usando o ion especifico (Orion 9609).

Analise estatistica

Para a andlise estatistica foram usados os softwares Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) versdao 17.0 e o GraphPad Prism 6. Os dados brutos
foram inicialmente tabulados e convertidos de pg para valores de mg/ kg/ dia
(dose diaria). A converséo foi realizada por meio da multiplicacdo dos valores de
flor encontrados pelo peso da amostra obtida em 24 horas, e dividindo pelo peso
da crianca multiplicado por 1000. A Fracao Urinaria de Excrecéo de Fluor (FUFE)
foi calculada em (%) como produto da divisdo F excretado sobre F ingerido em
mg/ kg/ dia, multiplicado por 100. O fldor retido foi calculado subtraindo-se o valor
de F ingerido pelo excretado em mg/ kg/ dia.

Os dados foram analisados por estatistica descritiva e inferencial. A
normalidade foi obtida pelo teste de Shapiro-Wilk para amostras menores que 50
casos. Analises comparativas entre as meédias de ingestdo e excrecdo foram
obtidas pelo teste Mann-Whitney e t de Student, a depender da normalidade. O
teste de Wilcoxon foi usado para comparar aos pares para as diferentes fontes de
ingestao de fluoretos, assim como para aferir a diferenca entre as concentraces
de flor em unhas dentro de um mesmo grupo.

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi usado para medir a intensidade da
relacédo entre variaveis como a ingestéo, excrecao de flior e FUFE, assim como a
retencdo de flior em unhas. A regressao linear multivariada foi executada a fim de
verificar as medidas do efeito de cada variavel estudada em relacdo aos
resultados.

A magnitude de efeito “Cohen effect size” foi calculada para o teste de

diferenca Mann-Whitney (magnitude de efeito “d”) e para a regressao linear
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multipla (magnitude de efeito “r?”). Para a magnitude de efeito “d” utilizou software
Excel e célculo segundo Leech et al. 24
d= Ml -M 2

QB_(DIQ;DIQZJ

(1)

onde M1 e M2 é a mediana de G1 e G2, respectivamente e DIQ;: e DIQ, as
distancias interquartis. A magnitude de efeito “r*” foi obtida pelo Programa SPSS.
Valores de magnitude d superiores a 0,5 foram considerados alto, enquanto
menores que 0,2 foram considerados despreziveis.

O risco de fluorose foi aferido usando-se variaveis dicotbmicas “< 0,07 ou 2
0,07 mg/kg/mL” e “> 2,0 ou < 2,0 pg” de fluor, para fluor ingerido total e retido em
unhas, respectivamente. Esses dados serviram para medir o risco na amostra
estudada e para aplicacdo do teste de concordancia Kappa. Para todos os testes,
opta-se como significante o valor de p<0,05.
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. CONCLUSAO

A ingestao de fluoretos em G1 foi superior a G2, sendo a contribuicdo do
dentifricio estatisticamente significante nos dois grupos, apesar de em G1 a
agua ingerida contribuir de forma mais efetiva na determinag&o do risco de
fluorose dentaria.

Nas duas localidades, a exposicao as diferentes fontes de ingestdo de
fluoretos demonstra que ha uma tendéncia a retencdo de fluoretos, quanto
maior a ingestao de flior na 4gua, apesar de serem notados que os valores
fisiolégicos da FUFE séo constantes nas duas localidades.

Foi provado que h& diferenca entre as concentracdes de flior nas unhas
dos pés nas duas localidades, no entanto, alguns aspectos sé&o
inconclusivos, sendo necessario o estudo em realidades controladas e com

um ndamero maior de sujeitos ou com maior tempo de coleta.
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APENDICE

Apéndice 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado (a) Senhor (a),

Essa pesquisa € sobre a avaliagdo de um sistema desfluoretador a base de alumina e cério+carvao
ativado na comunidade rural do municipio de S&o Jodo do Rio do Peixe-PB, e esta sendo desenvolvido por
Emerson Tavares de Sousa, mestrando do Programa de Pés Graduacdo em Odontologia da Universidade
Federal da Paraiba, sob a orientagédo da Prof2 Dr. Franklin Delano Soares Forte.

A finalidade deste trabalho é oferecer um mecanismo pratico e eficaz de reducéo dos niveis de fltor
na agua, reduzindo assim doencas que sado frequentes na comunidade, como a fluorose. Para tanto,
necessitamos de 15 voluntarios menores de 6 e maiores de 20 anos, residentes permanentes da comunidade
de Brejo das Freiras para participar do estudo, que sera realizado em duas etapas: uma antes da implantacéo
do filtro desfluoretador (retira flior da agua), e outra apos trés meses de uso do filtro. Os voluntarios deverdo
cooperar quanto a coleta de uma pequena parcela de alimentos, agua e creme dental como fonte de ingestéao
de fluor. Para coleta de urina, todos os recipientes de coleta deverdo ser individualizados e para isto se
avaliara o volume total de urina produzido em 24 horas. Para coleta da saliva sera pingado suco de lim&o na
lingua e entdo sera colocado um coletor na bochecha e coletada uma amostra de saliva diretamente da
glandula salivar, por 3 minutos. Os recortes das unhas também dever&o ser doados.

Nao haverd nenhum custo evidente ou quaisquer compensagdes financeiras. Os envolvidos na
pesquisa ndo estardo correndo qualquer risco, excetuando-se 0s casos de constrangimento durante a
atividade de coleta de dados. Adicionalmente afirmamos que a sua participacdo na pesquisa é confidencial,
sendo protegida sua identidade quando na publicagdo cientifica dos resultados obtidos. Como beneficio
ressaltamos que essa pesquisa fornecera dados importantes com relacdo a aplicagdo de uma tecnologia que
permite a reducgéo de flior na agua de beber reduzindo o risco de fluorose nas futuras geragdes. Além disso,
0 monitoramento da qualidade da agua permitird uma avaliagdo quanto ao nivel de contaminacéo
microbioloégica.

Sr(a) recebera uma copia deste termo onde consta o celular/e-mail do pesquisador responsavel, e
demais membros da equipe, podendo tirar as suas duvidas sobre o projeto e sua anuéncia, agora ou a
gualquer momento. Desde ja agradecemos!

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o minha anuéncia para o
desenvolvimento da pesquisa e para publicagdo dos resultados.

Poderei consultar o pesquisador responsavel Emerson Tavares de Sousa, ou o CEP-CCS- UFPB,
com endereco na UFPB\CCS, Campus |, Cidade Universitaria — CEP. 58059-900, Jodo Pessoa - PB, Fone:
(83) 3216-7791, no e-mail: eticaccsufpb@hotmail.com sempre que julgar necesséario obter informagdes ou
esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e minha participacdo no mesmo.

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:

Em caso de duvidas entrar em contato com Emerson Tavares de Sousa através do e-mail:
etsemerson@yahoo.com.br ou telefone: (83) 9633-7949

Jodo Pessoa, de de 20 .

Assinatura do Voluntario, pai/mée ou responséavel

Emerson Tavares de Sousa (Pesquisador Responsavel)
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Apéndice 2: Manuais de orientagéo e treinamento para coleta de material
para pacientes menores de 07 anos (dieta, creme dental, saliva, urina)

- InstrugBes para a coleta da dieta

» O método utilizado sera o da dieta duplicada (Guha-Chowdhurry et al. 1996).

* A coleta da dieta sera realizada durante 24 horas consecutivas.

» Serao oferecidos aos voluntarios 2 potes (1L) para cada dia (método de dois dias de coleta), que
deverdo ser devidamente etiquetados com: nome do voluntario, tipo de amostra: dieta sélida, agua
e outros liquidos (sucos, chas, refrigerantes, leite etc... ), data da coleta e local da coleta.
Lembre-se: as dietas ndo deverdo ser misturadas, ou seja, para cada dia teremos um pote para
coleta dos alimentos sélidos, um para a agua e um terceiro para outros liquidos, caso seja
necessario, poderemos oferecer mais potes.

 Os responsaveis pelos voluntarios receberao instrugdes sobre a coleta por escrito. No entanto, é
muito importante que facamos as orientacdes de forma falada para que haja um maior
esclarecimento e seja possivel tirar davidas.

» Este método é realizado por observagao visual. A quantidade de alimento e bebidas consumidos
deverdo ser estimados usando medidas caseiras (colher de chd, colher de sopa, xicara de cha,
mamadeira etc...).

» Nas refeigdes, os pais deverao ser orientados a servirem dois pratos separados (um que para o
gue a crianca vai comer e 0 outro para a coleta). Quando a crian¢a terminar, o equivalente ao que
ela comeu devera ser retirado do prato e colocado no pote. Caso a crianga repita o prato ou algum
alimento, o mesmo deve ser feito.

» Os pais deverao ser orientados para conservar os potes em geladeira (se houver), e entregar na
escola no dia seguinte da coleta. Se a crianca ndo freqiienta a escola, 0 pesquisador devera
recolher os potes na casa da crianga no dia seguinte a coleta, pela manha.

» As amostras de dieta solida deverdo ser homogeneizadas pelo pesquisador. Colocar a amostra
num liquidificador juntamente com um volume conhecido (25mL, 50mL, 75mL, 100mL) de agua
deionizada, a fim de obtermos uma mistura homogénea. Devera ficar na consisténcia de mingau.
Anotar o volume usado de 4gua deionizada.

Se nao for possivel homogeneizar no mesmo dia, as amostras deverdo ser congeladas para
posterior homogeneizacdo. Zerar a balanca com o pote vazio. Transferir a amostra
homogeneizada do liquidificador para o pote, tendo o cuidado de néo deixar nada no liquidificador.
Pesar as amostras sélidas homogeneizadas em gramas e com 2 casas ap6s a virgula. Anotar o
peso .

» As amostras de agua e outros liquidos deverédo ser medidas pelo volume. Para isso, deveremos
utilizar uma proveta graduada de vidro e anotar o volume (em mL). A proveta devera ser lavada
com 4gua de torneira e por Ultimo com agua deionizada, antes de se medir o volume da préxima
amostra. Obs. Cada risco da proveta equivale a 5 mL.

* Armazenar uma aliquota de £ 15 mL nos tubos de ensaio apropriados e congelar imediatamente,

para que elas possam ser enviadas para a analise de fltor.
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Lembre-se: ndo nos esquecamos de etiquetar estes potes com: nome do voluntario, tipo de
amostra e data da coleta. Assim, teremos trés tubos de aliquotas de 15 mL, um para dieta sélida,
outro para agua e um terceiro para outros liquidos, para cada dia de coleta. No total, portanto,
haveréa 6 tubos para cada crianca.

- InstrugBes para coleta de urina

+ Sera realizada nos mesmos dias da coleta de dieta e estimativa de ingestdo de fldor pelo
dentifricio (dias 1 e 2).

» Serao fornecidos 4 potes de 1 L, 2 para cada dia, que deverao ser devidamente etiqguetados com
0 nome da crianc¢a, data da coleta e cidade da coleta da amostra.

*Os pais deverao ser devidamente orientados através de instrugdes escritas e também de forma
verbal.

*A crianga devera urinar nos pinicos fornecidos e entéo os pais deverao transferir imediatamente a
urina para os potes de 1 L com a ajuda de um funil

*A primeira urina do dia devera ser jogada fora. A coleta vai iniciar na segunda urina e o horario
devera ser anotado na etiqueta do pote (este horario inicial sera utilizado como referéncia para a
outra coleta). Neste pote a urina excretada durante todo o dia até o mesmo horario que foi anotado
no pote do dia seguinte em que se iniciou a coleta, ou seja, durante 24 horas, devera ser
armazenada. Entdo comecar a coleta no outro pote até o mesmo horario do dia seguinte (mais 24
horas). Por exemplo, se a crianca fez a primeira urina do dia as 8 h e a segunda as 10 h, esta
urina das 10 h deverd ser coletada e o horario das 10 h marcado no pote. O restante da urina feita
neste dia, até as 10 h do dia seguinte sera todo colocado neste mesmo pote. Toda a

urina feita a partir das 10:01 h do segundo dia, até as 10 h do terceiro dia serd colocada no
segundo pote.

*Dois potes vazios deverao ficar na escola, sendo um para cada dia da coleta. Lembrar os pais de
enviarem para a escola o funil e o pinico para escola para que a urina excretada |4 também seja
coletada. Os pinicos serdo lavados com agua deionizada e por este motivo, sera fornecido aos
pais dos voluntarios garrafas de refrigerante (2L) com agua deionizada para que 0s mesmos
possam lavar os pinicos e os funis nos dias de coleta.

*Depois de coletada, o volume da urina devera ser medido (em mL) pelo pesquisador numa
proveta graduada de vidro e o valor anotado.

Lembre-se: teremos um volume para o 1° dia e outro para o 2° dia. Obs. Cada risco da proveta
corresponde a 5 mL.

sLembre-se: serdo quatro potes para as aliquotas de urina, dois para a urina do 1° dia (um para
casa e 0 outro para a escola) e dois para o 2° dia (um para casa e 0 outro para a escola). Estas
urinas (casa + escola) deverdo ser unidas num Unico recipiente e homogeneizadas bastante
(untar toda a urina numa jarra plastica grande e entdo despejar para outra jarra 5 vezes), 0
volume entdo deve ser medido e anotado, e entdo serd separada a aliquota.

*As jarras poderéao ser lavadas com agua deionizada.

*Em tubos devidamente identificados, colocar 15 mL da urina para ser enviada para a analise.

Teremos entdo dois tubos para cada crianca.
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*Manter os tubos com as aliquotas congelados até envia-los para a analise.
- Instrucdes para realizagdo da estimativa de ingestéo de flior pelo dentifricio

» Sera realizada conforme Guha-Chowdhurry et al (1996) no primeiro e segundo dias do
experimento, juntamente com a coleta da urina, dieta e unha (dias 1 e 2). Se a crianca escova 0s
dentes em casa e também na escola teremos que fazer duas simulagdes em cada dia, uma na
presenca da pessoa que escova os dentes da crianga em casa, e outra simulando a escovacéo
gue é feita na escola. No dia da coleta, a crianca ndo devera escovar os dentes em casa pela
manha, pois esta escovacao sera feita na escola, na presenca dos pesquisadores. A escovacao
da escola, se for o caso, serd feita na presenca do pesquisador.

» Sera realizado um questionario (ficha do voluntario) com os pais das criangas antes de iniciarmos
0 experimento.

» O questionario (sera enviado junto com o material da pesquisa na quantidade necessaria) nos
fornecera informacdes sobre os habitos de escovacdo da criangca necessarias para esta etapa,
como freqiiéncia de escovacdao e tipo de dentifricio utilizado.

* No dia da simulagdo quem coloca a pasta na escova da criangca em casa devera comparecer a
escola e levar a pasta de dentes que a crian¢a usa em casa e 0s pesquisadores devem armazenar
em um pote devidamente rotulado com o0 nome da crianga uma quantidade pequena de pasta (em
torno de 2 g, ou seja, equivalente a encher 2 vezes a escova no sentido longitudinal). Se for
necessario fazer a simulacdo na escola, quem auxilia a crianca na escovacdo devera participar
desta fase do experimento. Se a crianca escova 0s dentes sozinha, a estimativa deve ser feita
com ela propria colocando a pasta ha escova.

Lembre-se: o importante é que a escovacédo seja feita exatamente como é feita rotineiramente.

* O pote (500 mL) que utilizaremos nesta etapa devera ser pesado (em gramas, com 2 casas
decimais) antes de iniciarmos a simulagéo e seu peso devera ser anotado (pesar sem a tampa e ja
com a etiqueta)

* Molhar a escova com agua deionizada e pesar na balanca eletrénica. Pesar em gramas com 2
casas decimais. Nao esquecer de anotar este valor.

* Colocar o dentifricio na escova (dentifricio que a mae levou, ou seja, a pasta que a crianca usa
em casa). Lembre-se: como € uma simulagdo tudo devera transcorrer da maneira que a crianga
estd acostumada, por exemplo, se em casa a mae coloca a pasta na escova, nesta simulacdo a
mae devera colocar a pasta. Se a propria crianca coloca a pasta ela mesma que tera que colocar.

* Pesar agora a escova com a pasta (em gramas com duas casas decimais) e anotar o valor

* A crianga iniciara a escovacao.

» Toda a saliva que a crianga expectorar devera ser coletada no pote de 500g devidamente
etiquetado com o nome da crianc¢a, data da coleta, tipo de amostra e cidade em que foi coletada a
amostra. Se a crianga enxaguar a boca este enxague devera ser realizado com agua deionizada e
também expectorado no pote.

» A escova sera lavada com 50 mL de agua deionizada que sera armazenado no mesmo pote que

a crianca expectorou a saliva.
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» Para lavar a escova deveremos utilizar uma almotolia (pisseta) com os 50 mL de agua
deionizada. Lembre-se que no cabo da escova pode haver resto de pasta.Entdo, comece a lavar a
escova pelo cabo em seguida va para as cerdas. Nao utilize toda a agua de uma vez so6, lave um
pouco, dé umas batidas com a escova no pote para que saia toda a pasta da escova. A escova
deve ser lavada no pote de 500 mL.

» Terminado o enxague, o pote devera ser homogeneizado. Para isto, agitar manualmente o pote
fechado por umas 10 vezes. Pesar (em g, 2 casas decimais) e anotar o valor na ficha.

» Coletar uma aliquota de 10 mL no tubo apropriado e congelar as amostras para serem enviadas

para
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ANEXO

Anexo 1: Instru¢cbes aos Autores da Revista Cadernos de Saude Publica

Cadernos de Saude Publica/Reports in Public Health (CSP) publica artigos originais com

elevado mérito cientifico, que contribuem com o estudo da saude publica em geral e disciplinas

afins. Recomendamos aos autores a leitura atenta das instrucdes antes de submeterem seus

artigos a CSP.

Como o resumo do artigo alcan¢a maior visibilidade e distribuicdo do que o artigo em si, indicamos

a leitura atenta da recomendacéo especifica para sua elaboracéo. (leia mais)

1. CSP ACEITA TRABALHOS PARA AS SEGUINTES SECOES:

1.1 - Artigo: resultado de pesquisa de natureza empirica (maximo de 6.000 palavras e 5

ilustracdes). Dentro dos diversos tipos de estudos empiricos, apresentamos dois exemplos: artigo

de pesquisa etiolégica na epidemiologia e artigo utilizando metodologia qualitativa;

1.2 - Revisdo: Reviséo critica da literatura sobre temas pertinentes a Saude Coletiva, maximo de
8.000 palavras e 5 ilustracdes. (leia mais);

1.3 - Ensaio: texto original que desenvolve um argumento sobre tematica bem delimitada,
podendo ter até 8.000 palavras (leia mais);

1.4 - Comunicacdo Breve: relatando resultados preliminares de pesquisa, ou ainda resultados de
estudos originais que possam ser apresentados de forma sucinta (maximo de 1.700 palavras e 3
ilustracdes);

1.5 - Debate: andlise de temas relevantes do campo da Saude Coletiva, que é acompanhado por
comentarios criticos assinados por autores a convite das Editoras, seguida de resposta do autor
do artigo principal (méximo de 6.000 palavras e 5 ilustracdes);

1.6 - Secdo tematica: se¢do destinada a publicagdo de 3 a 4 artigos versando sobre tema
comum, relevante para a Salde Coletiva. Os interessados em submeter trabalhos para essa
Secado devem consultar as Editoras;

1.7 - Perspectivas: andlises de temas conjunturais, de interesse imediato, de importancia para a
Salde Coletiva (maximo de 1.600 palavras);

1.8 - QuestBes Metodoldgicas: artigos cujo foco é a discussdo, comparacdo ou avaliagdo de

aspectos metodolégicos importantes para o campo, seja na area de desenho de estudos, analise
de dados ou métodos qualitativos (méximo de 6.000 palavras e 5 ilustracbes); artigos sobre
instrumentos de afericdo epidemiolégicos devem ser submetidos para esta Secdo, obedecendo
preferencialmente as regras de Comunicacgédo Breve (méaximo de 1.700 palavras e 3 ilustragdes);
1.9 - Resenhas: resenha critica de livro relacionado ao campo tematico de CSP, publicado nos
ultimos dois anos (méaximo de 1.200 palavras);

1.10 - Cartas: critica a artigo publicado em fasciculo anterior de CSP (mé&ximo de 700 palavras).

2. NORMAS PARA ENVIO DE ARTIGOS

2.1- CSP publica somente artigos inéditos e originais, e que ndo estejam em avaliagdo em
nenhum outro periédico simultaneamente. Os autores devem declarar essas condi¢bes no

processo de submissdo. Caso seja identificada a publicagdo ou submissdo simultdnea em outro
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periddico o artigo serd desconsiderado. A submissdo simultanea de um artigo cientifico a mais de
um periddico constitui grave falta de ética do autor.
2.2 - Serdo aceitas contribuicbes em Portugués, Inglés ou Espanhol.
2.3 - Notas de rodapé e anexos nao serao aceitos.
2.4 - A contagem de palavras inclui somente o corpo do texto e as referéncias bibliogréficas,
conforme item 12.13.
2.5 - Todos os autores dos artigos aceitos para publicacdo serdo automaticamente inseridos no
banco de consultores de CSP, se comprometendo, portanto, a ficar a disposicdo para avaliarem
artigos submetidos nos temas referentes ao artigo publicado.
3. PUBLICACAO DE ENSAIOS CLINICOS
3.1- Artigos que apresentem resultados parciais ou integrais de ensaios clinicos devem
obrigatoriamente ser acompanhados do nimero e entidade de registro do ensaio clinico.
3.2 - Essa exigéncia estd de acordo com a recomendagdo do Centro Latino-Americano e do
Caribe de Informacdo em Ciéncias da Salde (BIREME)/Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS)/Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sobre o Registro de Ensaios Clinicos a serem
publicados a partir de orientagBes da OMS, do International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE) e do Workshop ICTPR.
3.3- As entidades que registram ensaios clinicos segundo os critérios do ICMJE séo:

e Australian New Zealand Clinical Trials Redgistry (ANZCTR)

e ClinicalTrials.gov
e International Standard Randomised Controlled Trial Number (ISRCTN)
e Nederlands Trial Register (NTR)
e UMIN Clinical Trials Registry (UMIN-CTR)
e WHO International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP)
4. FONTES DE FINANCIAMENTO

4.1 - Os autores devem declarar todas as fontes de financiamento ou suporte, institucional ou

privado, para a realizagdo do estudo.

4.2 - Fornecedores de materiais ou equipamentos, gratuitos ou com descontos, também devem
ser descritos como fontes de financiamento, incluindo a origem (cidade, estado e pais).
4.3 - No caso de estudos realizados sem recursos financeiros institucionais e/ou privados, 0s
autores devem declarar que a pesquisa ndo recebeu financiamento para a sua realizacéo.

5. CONFLITO DE INTERESSES

5.1 - Os autores devem informar qualquer potencial conflito de interesse, incluindo interesses
politicos e/ou financeiros associados a patentes ou propriedade, provisdo de materiais e/ou
insumos e equipamentos utilizados no estudo pelos fabricantes.

6. COLABORADORES

6.1 - Devem ser especificadas quais foram as contribuicdes individuais de cada autor na
elaboracao do artigo.

6.2 - Lembramos que os critérios de autoria devem basear-se nas delibera¢cdes do ICMJE, que

determina o seguinte: o reconhecimento da autoria deve estar baseado em contribuicdo
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substancial relacionada aos seguintes aspectos: 1. Concepc¢ao e projeto ou analise e interpretagéo
dos dados; 2. Redagéo do artigo ou revisao critica relevante do contetido intelectual; 3. Aprovagéo
final da verséo a ser publicada; 4. Ser responsavel por todos os aspectos do trabalho na garantia
da exatiddo e integridade de qualquer parte da obra. Essas quatro condicbes devem ser
integralmente atendidas.

7. AGRADECIMENTOS

7.1- Possiveis mencdes em agradecimentos incluem instituicbes que de alguma forma
possibilitaram a realizacdo da pesquisa e/ou pessoas que colaboraram com o estudo, mas que
ndo preencheram os critérios para serem coautores.

8. REFERENCIAS

8.1 - As referéncias devem ser numeradas de forma consecutiva de acordo com a ordem em que
forem sendo citadas no texto. Devem ser identificadas por nimeros arabicos sobrescritos (p. ex.:
Silva 1). As referéncias citadas somente em tabelas e figuras devem ser numeradas a partir do
ndmero da Ultima referéncia citada no texto. As referéncias citadas deverao ser listadas ao final do
artigo, em ordem numeérica, seguindo as normas gerais dos (Requisitos Uniformes para

Manuscritos Apresentados a Periédicos Biomédicos).

8.2 - Todas as referéncias devem ser apresentadas de modo correto e completo. A veracidade das
informacdes contidas na lista de referéncias é de responsabilidade do(s) autor(es).

8.3 - No caso de usar algum software de gerenciamento de referéncias bibliograficas (p. ex.:
EndNote), o(s) autor(es) devera(do) converter as referéncias para texto.

9. NOMENCLATURA

9.1 - Devem ser observadas as regras de nomenclatura zoolégica e botanica, assim como
abreviaturas e convencfes adotadas em disciplinas especializadas.

10. ETICA EM PESQUISAS ENVOLVENDO SERES HUMANOS

10.1 - A publicacdo de artigos que trazem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos
esta condicionada ao cumprimento dos principios éticos contidos na Declaracdo de Helsinki (1964,
reformulada em 1975, 1983, 1989, 1996, 2000 e 2008), da Associacdo Médica Mundial.
10.2 - Além disso, deve ser observado o atendimento a legislagbes especificas (quando houver)

do pais no qual a pesquisa foi realizada.

10.3 - Artigos que apresentem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos deverao
conter uma clara afirmacéo deste cumprimento (tal afirmacéo devera constituir o Ultimo paragrafo
da sec¢d@o Métodos do artigo).

10.4 - Apé6s a aceitacdo do trabalho para publicacdo, todos os autores deverdo assinar um
formulario, a ser fornecido pela Secretaria Editorial de CSP, indicando o cumprimento integral de
principios éticos e legislacdes especificas.

10.5 - O Conselho Editorial de CSP se reserva o direito de solicitar informacdes adicionais sobre
0s procedimentos éticos executados na pesquisa.

11. PROCESSO DE SUBMISSAO ONLINE

11.1 - Os artigos devem ser submetidos eletronicamente por meio do sitio do Sistema de

Avaliagdo e Gerenciamento de Artigos (SAGAS), disponivel

54


http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine/
http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine/
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html

em:http://cadernos.ensp.fiocruz.br/csp/index.php.

11.2 - Outras formas de submissdo ndo serdo aceitas. As instrucdes completas para a submisséo
sdo apresentadas a seguir. No caso de dlvidas, entre em contado com o suporte sistema SAGAS
pelo e-mail: csp-artigos@ensp.fiocruz.br.

11.3 - Inicialmente o autor deve entrar no sistema SAGAS. Em seguida, inserir o nome do usuario
e senha para ir a area restrita de gerenciamento de artigos. Novos usudrios do sistema SAGAS
devem realizar o cadastro em “Cadastre-se” na pagina inicial. Em caso de esquecimento de sua
senha, solicite o envio automéatico da mesma em “Esqueceu sua senha? Clique aqui”.
11.4 - Para novos usuarios do sistema SAGAS. Apds clicar em “Cadastre-se” vocé sera

direcionado para o cadastro no sistema SAGAS. Digite seu nome, enderec¢o, e-mail, telefone,

instituicao.
12. ENVIO DO ARTIGO
121- A submissdoonlineé feita na area restrita de gerenciamento de

artigoshttp://cadernos.ensp.fiocruz.br/csp/index.php. O autor deve acessar a "Central de Autor" e

selecionar o link "Submeta um novo artigo".
12.2- A primeira etapa do processo de submissdo consiste na verificacdo as normas de
publicacdo de CSP. O artigo somente sera avaliado pela Secretaria Editorial de CSP se cumprir
todas as normas de publicacéo.
12.3 - Na segunda etapa sdo inseridos os dados referentes ao artigo: titulo, titulo resumido, area
de concentracdo, palavras-chave, informacdes sobre financiamento e conflito de interesses,
resumos e agradecimentos, quando necessério. Se desejar, 0 autor pode sugerir potenciais
consultores (nome, e-mail e instituicdo) que ele julgue capaz de avaliar o artigo.
12.4 - O titulo completo (nos idiomas Portugués, Inglés e Espanhol) deve ser conciso e
informativo, com no maximo 150 caracteres com espacos.
125- O titulo resumido poder4d ter maximo de 70 caracteres com espacos.
12.6 - As palavras-chave (minimo de 3 e maximo de 5 no idioma original do artigo) devem constar
na base da Biblioteca Virtual em Salide BVS.
12.7 - Resumo. Com excecdo das contribuicdes enviadas as se¢Bes Resenha, Cartas ou
Perspectivas, todos os artigos submetidos deverdo ter resumo no idioma original do artigo,
podendo ter no méximo 1.100 caracteres com espac¢o. Visando ampliar o alcance dos artigos
publicados, CSP publica os resumos nos idiomas portugués, inglés e espanhol. No intuito de
garantir um padrdo de qualidade do trabalho, oferecemos gratuitamente a tradug¢édo do resumo
para 0s idiomas a serem publicados.
12.8 - Agradecimentos. Agradecimentos. Possiveis agradecimentos as instituicdes e/ou pessoas
poderéo ter no maximo 500 caracteres com espaco.
12.9 - Na terceira etapa sdo incluidos o(s) nome(s) do(s) autor(es) do artigo, respectiva(s)
instituicdo(des) por extenso, com endereco completo, telefone e e-mail, bem como a colaboracao
de cada um. O autor que cadastrar o artigo automaticamente sera incluido como autor de artigo. A
ordem dos nomes dos autores deve ser a mesma da publicagdo.
12.10 - Na quarta etapa é feita a transferéncia do arquivo com o corpo do texto e as referéncias.
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12.11 - O arquivo com o texto do artigo deve estar nos formatos DOC (Microsoft Word), RTF (Rich
Text Format) ou ODT (Open Document Text) e ndo deve ultrapassar 1 MB.
12.12 - O texto deve ser apresentado em espaco 1,5cm, fonte Times New Roman, tamanho 12.
12.13 - O arquivo com o texto deve conter somente o corpo do artigo e as referéncias
bibliogréaficas. Os seguintes itens deverao ser inseridos em campos a parte durante o processo de
submissdo: resumos; nome(s) do(s) autor(es), afiliacho ou qualquer outra informacdo que
identifigue o(s) autor(es); agradecimentos e colaboraces; ilustracdes (fotografias, fluxogramas,
mapas, graficos e tabelas).
12.14 - Na quinta etapa séo transferidos os arquivos das ilustracbes do artigo (fotografias,
fluxogramas, mapas, graficos e tabelas), quando necessério. Cada ilustragdo deve ser enviada em
arquivo separado clicando em “Transferir”.
12.15 - llustracdes. O numero de ilustracdes deve ser mantido ao minimo, conforme especificado
no item 1 (fotografias, fluxogramas, mapas, graficos e tabelas).
12.16 - Os autores deverdo arcar com 0s custos referentes ao material ilustrativo que ultrapasse
esse limite e também com os custos adicionais para publicacdo de figuras em cores.
12.17 - Os autores devem obter autorizacdo, por escrito, dos detentores dos direitos de
reproducdo de ilustragbes que ja tenham sido publicadas  anteriormente.
12.18 - Tabelas. As tabelas podem ter até 17cm de largura, considerando fonte de tamanho 9.
Devem ser submetidas em arquivo de texto: DOC (Microsoft Word), RTF (Rich Text Format) ou
ODT (Open Document Text). As tabelas devem ser humeradas (nimeros arabicos) de acordo com
a ordem em que aparecem no texto.
12.19 - Figuras. Os seguintes tipos de figuras serdo aceitos por CSP: Mapas, Gréficos, Imagens
de Satélite, Fotografias e Organogramas, e Fluxogramas.
12.20 - Os mapas devem ser submetidos em formato vetorial e sdo aceitos nos seguintes tipos de
arquivo: WMF (Windows MetaFile), EPS (Encapsuled PostScript) ou SVG (Scalable Vectorial
Graphics). Nota: os mapas gerados originalmente em formato de imagem e depois exportados
para o} formato vetorial nao serao aceitos.
12.21 - Os gréficos devem ser submetidos em formato vetorial e serdo aceitos nos seguintes tipos
de arquivo: XLS (Microsoft Excel)) ODS (Open Document Spreadsheet), WMF (Windows
MetaFile), EPS (Encapsuled PostScript) ou SVG (Scalable Vectorial Graphics).
12.22 - As imagens de satélite e fotografias devem ser submetidas nos seguintes tipos de arquivo:
TIFF (Tagged Image File Format) ou BMP (Bitmap). A resolu¢cdo minima deve ser de 300dpi
(pontos  por polegada), com tamanho minimo de 17,5cm de largura.
12.23 - Os organogramas e fluxogramas devem ser submetidos em arquivo de texto ou em
formato vetorial e sdo aceitos nos seguintes tipos de arquivo: DOC (Microsoft Word), RTF (Rich
Text Format), ODT (Open Document Text), WMF (Windows MetaFile), EPS (Encapsuled
PostScript) ou SVG (Scalable Vectorial Graphics).
12.24 - As figuras devem ser numeradas (ndmeros arabicos) de acordo com a ordem em que
aparecem no texto.
12.25 - Titulos e legendas de figuras devem ser apresentados em arquivo de texto separado dos
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arquivos das figuras.
12.26 - Formato vetorial. O desenho vetorial é originado a partir de descricbes geométricas de
formas e normalmente é composto por curvas, elipses, poligonos, texto, entre outros elementos,
isto é, utilizam vetores matematicos para sua descricao.
12.27 - Finalizacdo da submiss&o. Ao concluir o processo de transferéncia de todos os arquivos,
clique em “Finalizar Submisséo”.
12.28 - Confirmacdo da submissdo. Apos a finalizacdo da submissdo o autor recebera uma
mensagem por e-mail confirmando o recebimento do artigo pelos CSP. Caso néo receba o e-malil
de confirmagéo dentro de 24 horas, entre em contato com a secretaria editorial de CSP por meio
do e-mail: csp-artigos@ensp.fiocruz.br.

13. ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO DE AVALIACAO DO ARTIGO

13.1 - O autor podera acompanhar o fluxo editorial do artigo pelo sistema SAGAS. As decisbes

sobre 0 artigo serdo comunicadas por e-mail e disponibilizadas no sistema SAGAS.
13.2 - O contato com a Secretaria Editorial de CSP devera ser feito através do sistema SAGAS.
14. ENVIO DE NOVAS VERSOES DO ARTIGO

14.1 - Novas versfes do artigo devem ser encaminhadas usando-se a area restrita de

gerenciamento de artigos http://www.ensp.fiocruz.br/csp/ do sistema SAGAS, acessando o artigo e
utilizando o link "Submeter nova versao".

15. PROVA DE PRELO

15.1 - Apéds a aprovacao do artigo, a prova de prelo sera enviada para o autor de correspondéncia
por e-mail. Para visualizar a prova do artigo sera necessario o programa Adobe Reader ou similar.
Esse programa pode ser instalado gratuitamente pelo

site:http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.

15.2- A prova de prelo revisada e as declaragcbes devidamente assinadas deverdo ser

encaminhadas para a secretaria editorial de CSP por e-mail ( cadernos@ensp.fiocruz.br) ou por

fax +55(21)2598-2514 dentro do prazo de 72 horas apds seu recebimento pelo autor de

correspondéncia.
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Anexo 2: Declaracdo do Comité de Etica em Pesquisa

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS aprovou
por unanimidade na 102 Reunigo realizada no dia 23/ 10/2014, o Projeto de

pesquisa intitulado: “AVALIACAO DE SISTEMA
DESFLUORETADOR (ALUMINA) E PRE-FILTRO (CERIO +
CARVAO ATIVADO) EM UMA COMUNIDADE RURAL”, do
Pesquisador Emerson Tavares de Sousa. Protocolo 0544/14. CAAE:
36916614.8.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizagdo para posterior
publicagfo fica condicionada a apresentagdo do resumo do estudo proposto
a apreciagdo do Comité.

N
(LUZC« 2 g,,%,w
| /Andrea Marciada C. Lima
Mat. SIAPE 1117610
Secretaria do CEP-CCS-UFP8

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federa da Paraiba
Campus I - Cidade Universitaria - 1° Andar - CEP 58051-900 ~ Jodo Pessoa — PB
B (83) 3216 7791 — E-mail: eticaccsufpb@hotmail.com
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