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Goncalves, FMC. Efeito da associagdo de tratamentos com fosfopeptideo de caséina-
fosfato de calcio amorfo e trimetafosfato de soédio sobre a desmineralizacdo e
remineralizacdo do esmalte: estudos in vitro. 2019 103f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade
de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2019.

A proposicdo geral do presente estudo foi avaliar in vitro a associacdo de tratamentos com
dentifricios fluoretados e suplementados com trimetafosfato de sodio (TMP) e fosfopeptideo de
caseina-fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) (Ml Paste Plus®) em promover a remineralizaco
e reduzir a desmineralizacdo, respectivamente, do esmalte dentario. Blocos de esmalte bovinos
(12/grupo) foram selecionados através da dureza de superficie inical (SH) e divididos em 5
grupos experimentais: 1) Dentifricio sem F (Placebo); 2) Dentifricio com 1100 ppm F (1100F),
3) Ml Paste Plus®, 4) Dentifricio com 1100 ppm F associado a MI Paste Plus® (1100F-MI Paste
Plus®) e 5) Dentifricio com 1100 ppm F + 3%TMP associado a MI Paste Plus® (1100F-TMP-
MI Paste Plus®). Para o Artigo 1 de Remineralizagdo (RE>DES), blocos de esmalte bovino
foram selecionados pela dureza de superficie pds-lesdo de cérie artificial (SH1) e submetidos a
6 ciclagens de pH por 6 dias. Apos as ciclagens de pH, foram determinadas dureza de
superficie final (SH2), para o calculo da porcentagem de recuperacdo de dureza de superficie
(%SHR), perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN), analise do perfil e profundidade
das lesdes de subsuperficie através da microscopia de luz polarizada (PLM), microsopia
confocal de varredura a laser (MCVL), microscopia eletrdnica de varredura (MEV),
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), concentracdo de fluoreto (F), calcio (Ca) e fésforo
(P) no esmalte. Os dados foram submetidos a ANOVA (1-critério), seguido pelo teste Student-
Newman-Keuls (p < 0,001). Os grupos 1100F e 1100F-TMP-MI Paste Plus® apresentaram
valores semelhantes de %SHR (p = 0,150). A menor profundidade de lesdo (AKHN e PLM) foi
observada para 0 grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® quando comparado aos demais (p <
0,001). O grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® apresentou superficie mais uniforme e integra em
relacdo aos demais tratamentos (MCVL e MEV). A concentragdo de F foi similar entre os
grupos 1100F, 1100F-MI Paste Plus® e 1100F-TMP-MI Paste Plus® (p > 0,001). O tratamento
com 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoveu um aumento na concentraco de Ca no esmalte em
11 51% e [] 21% respectivamente, quando comparado aos grupos 1100F e MI Paste Plus® (p <
0,001). Valores semelhantes de P no esmalte foram observados nos grupos MI Paste Plus®,
1100F-MI1 Paste Plus® (p > 0,001), exceto o grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus®, que apresentou
alta concentracdo (p < 0,001). Para o Artigo 2 de Desmineralizacdo (DES>RE), blocos de
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esmalte bovino foram selecionados pela dureza de superficie inicial (SHi) e a seguir
submetidos a 5 ciclagens de pH por 7 dias. Apds determinou-se dureza de superficie final
(SHf), porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH), perda integrada de dureza de
subsuperficie (AKHN), andlise do perfil e profundidade das lesdes de subsuperficie através da
microscopia de luz polarizada (PLM), microsopia confocal de varredura a laser (MCVL),
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS),
concentracdo de fluoreto (F), célcio (Ca) e fosforo (P) no esmalte. Os dados foram submetidos
a ANOVA (1-critério), seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p < 0,001). Para a %SHR, o
grupo Placebo apresentou os menores valores (p > 0,001). O grupo 1100F-TMP-M!I Paste Plus®
remineralizou a superficie do esmalte em ~ 38% em relacdo ao MI Paste Plus® (p < 0,001). A
menor profundidade da lesao (AKHN) foi observada para o grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus®
guando comparado aos demais (p < 0,001), sendo inferior em 32% quando comparado ao grupo
1100F. A concentracdo de F, Ca e P foi maior para o grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® (p >
0,001). Diante dos resultados parciais obtidos, € possivel concluir que a associacdo de
tratamentos com dentifricios fluoretados e suplementados com trimetafosfato de sédio (TMP) e
fosfopeptideo de caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) (Ml Paste Plus®) (1100F-TMP-
MI Paste Plus®) promoveu um efeito adicional significativo no processo de des-
remineralizacdo, podendo ser uma alternativa de tratamento para pacientes em risco e atividade

de carie.

Palavras-chave:  Esmalte  dentario,  Fluoreto,  Fosfato, = Desmineralizacgdo,
Remineralizacdo, ACP-CPP.
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General Abstract

Gongcalves, FMC. Effect of the combination of treatments with casein phosphopeptide-
amorphous calcium phosphate and sodium trimetaphosphate on desmineralization and
enamel remineralization: in vitro studies. 2019 103 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2019.

General Abstract

The general purpose of this study was to evaluate in vitro the association of treatments with
fluoridated toothpastes and supplemented with sodium trimetaphosphate (TMP) and casein
phosphopeptide-amorphous calcium phosphate (CPP-ACP) (MI Paste Plus®) in promoting
remineralization and reduce demineralization, respectively, of tooth enamel. Bovine enamel
blocks (12/group) were selected through the initial surface hardness (SH) and divided into 5
experimental groups: 1) Toothpaste without F (Placebo); 2) Toothpaste with 1100 ppm F
(1100F), 3) MI Paste Plus®, 4) Toothpaste with 1100 ppm F associated with M1 Paste Plus®
(1100F-MI Paste Plus®) and 5) Toothpaste with 1100 ppm F + 3% TMP associated with MI
Paste Plus® (1100F-TMP-MI Paste Plus®). For Remineralization Manuscript 1 (RE>DES),
blocks of bovine enamel were selected for the surface hardness after artificial caries lesion
(SH1) and subjected to 6 pH cycles for 6 days. After pH cycling, final surface hardness (SH2)
was determined to calculate the percentage of surface hardness recovery (%SHR), integrated
loss of subsurface hardness (AKHN), profile analysis and depth of the lesions of subsurface
through polarized light microscopy (PLM), confocal laser scanning microscope (MCVL),
scanning electron microscopy (SEM), dispersive energy spectroscopy (EDS), fluoride (F),
calcium (Ca) and phosphorus (P) concentration in the enamel. The data were submitted to
ANOVA (1-criterion), followed by the Student-Newman-Keuls test (p<0.001). 1100F and
1100F-TMP-MI Paste Plus® groups showed similar values of %SHR (p = 0.150). The lowest
depth of lesion (AKHN and PLM) was observed for the 1100F-TMP-MI Paste Plus® group
when compared to the others (p<0.001). The 1100F-TMP-MI Paste Plus® group showed a more
uniform and complete surface in relation to the other treatments (MCVL and SEM). The F
concentration was similar between the 1100F, 1100F-MI Paste Plus® and 1100F-TMP-MI Paste
Plus® groups (p>0.001). The treatment with 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoted an increase

in the concentration of Ca in the enamel by [ 51% and 1 21% respectively, when compared to
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the 1100F and MI Paste Plus® groups (p<0.001). Similar values of P in the enamel were
observed in the MI Paste Plus®, 1100F-MI Paste Plus® groups (p>0.001), except for the
1100F-TMP-MI Paste Plus® group, which presented high concentration (p<0.001). For
demineralization Manuscript 2 (DES> RE), bovine of enamel blocks were selected for their
initial surface hardness (SHi) and then subjected to 5 pH cycles for 7 days. After final surface
hardness (SHf), percentage of loss of surface hardness (%SH), integrated loss of subsurface
hardness (AKHN), analysis of the profile and depth of subsurface lesions through polarized
light microscopy ( PLM), confocal laser scanning microscopy (MCVL), scanning electron
microscopy (SEM), dispersive energy spectroscopy (EDS), fluoride (F), calcium (Ca) and
phosphorus (P) concentration in the enamel. The data were submitted to ANOVA (1-criterion),
followed by the Student-Newman-Keuls test (p<0.001). For %SHR, the Placebo group had the
lowest values (p>0.001). The 1100F-TMP-MI Paste Plus® group remineralized the enamel
surface by ~ 38% compared to MI Paste Plus® (p<0.001). The lowest depth of the lesion
(AKHN) was observed for the 1100F-TMP-MI Paste Plus® group when compared to the others
(p<0.001), being 32% lower when compared to the 1100F group. The F, Ca and P
concentration was higher for the 1100F-TMP-MI Paste Plus® group (p>0.001). In view of the
partial results obtained, it is possible to conclude that the combination of treatments with
fluoridated toothpastes and supplemented with sodium trimetaphosphate (TMP) and amorphous
calcium phosphate casein-phosphate (CPP-ACP) (MI Paste Plus®) (1100F-TMP -MI Paste
Plus®) promoted a significant additional effect in the de-remineralization process, and could be

an alternative treatment for patients at risk and caries activity.

Keywords: Dental enamel, Fluoride, Phosphate, Demineralization, Remineralization, ACP-CPP.
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Ca*? fon Célcio

CaF" lon Fluoreto de Calcio

CaF; Fluoreto de Célcio

CaPOy ion Fosfato de Calcio

CaHPO,° Fosfato de Calcio Hidrogenado neutro
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CPP Caseina fosfopeptideo

CPP-ACP Fosfopeptideo de Caseina Fosfato de Calcio Amorfo
EDS Espectroscopia de Energia Dispersiva

F Fluoreto

FI Fluoreto 16nico

FT Fluoreto Total

g Grama
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h Hora
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HCI Acido Cloridrico

HF° Fluoreto de Hidrogénio Neutro
HPO, fon Fosfato Hidrogenado
H,PO,4 lon Fosfato di- Hidrogenado
K" lon Potéssio

KCI Cloreto de Potassio

KHN Unidade de Dureza Knoop

L Litro

IA Atividades Ionicas

M Molar

MCVL Microscopia Confocal de Varredura a Laser
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Min Minutos
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mg/g Milligrama por grama

ml Mililitro

mm Milimetro

mmol/l Milimol por Litro

Mol/l Mol por Litro

mol L™ Mol por Litro

mol/kg Mol por Quilograma

mV Milivolts

Na" fon Sédio

NaF Fluoreto de Sodio

NaOH Hidrdxido de Sadio

nm Nandémetros
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P Fosforo

pH Potencial de Hidrogénio

ppmF Partes por Milhdo de Fluoreto

PLM Microscopia de Luz Polarizada

s Segundos

SEM Muicroscopia Eletrnica de Varredura

SH Dureza de Superficie Inicial

SH; Dureza de Superficie pos Lesao de Cérie
SH, Dureza de Superficie Final

%SHR Percentual de Recuperacdo de Dureza de Superficie
FT Fluoreto Total

TISAB Tampao de Ajuste de Forca 10nica Total
TMP Trimetafosfato de sodio

ug Micrograma

ng/mm? Micrograma por Milimetro Cbico
puL/mg Microlitros/miligrama

pum Micrémetros

AKHN Perda Integrada de Dureza de Subsuperficie
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1 Introducéo Geral

A cérie dentaria € uma doenca conceituada como biofilme-agucar-dependente
[Novais et al., 2004; Sheiham & James, 2015], sendo a doenca bucal mais comum na
infancia [Martins et al., 2013]. Resulta da colonizacdo da superficie do esmalte por
microrganismos, especialmente os Streptococcus mutans que, metabolizando carboidratos
fermentaveis, produzem &acidos, os quais desmineralizam a superficie dentaria [Fejerskov
& Kidd, 2005].

A partir do século XX, o fluoreto (F) foi o principal agente utilizado na prevencao
da carie dentéaria em todo o mundo, sendo oferecido a populacdo de maneiras diversas,
contribuindo para um declinio da prevaléncia da doenga, principalmente devido a sua
introducdo nas aguas de abastecimento publico. O F age como um importante auxiliar
para a manutencdo do equilibrio mineral dos dentes, atuando diretamente sobre a
dindmica do processo de desmineralizacdo e remineralizacdo [ten Cate,1990]. Além do F,
atualmente, novos agentes ativos contendo calcio (Ca) e fosfato (P), veem sendo
estudados no sentido de se obter formulagdes que apresentem maior eficacia a efetividade
em paralisar as lesdes cariosas 0 mais precocemente possivel [Reynolds, 2009; Danelon et
al., 2019].

A caseina fosfopeptideo, conhecida pela sigla CPP, se liga ao fosfato de caélcio
amorfo (ACP), formando o complexo CPP-ACP (fosfopeptideo de caseina-fosfato de
calcioamorfo). Esta ligacdo, é pH-dependente, ocorrendo quando ha queda no pH bucal.

A CPP apresenta a capacidade de se ligar aos ions Ca e ao P, prevenindo, dessa
forma, que os cristais crescam até um tamanho critico e se precipitem na superficie do
dente, saliva e biofilme, mantendo-os numa forma amorfa, ou seja, biodisponivel,
conhecida como ACP. O ACP apresenta a capacidade de liberar ions Ca e P no biofilme
dental para manter um estado supersaturado, favorecendo, desta maneira, o processo de
remineralizacdo[Tantbiroin et al., 2008]. Portanto, o CPP-ACP funciona como um

reservatorio desses ions, aumentando a concentracéo livre dos mesmos, colaborando para

! Novais, SMA, Batalha RP, Grinfeld S, Fortes TM, Pereira MAS. The relationship between dental caries and sweetness
preference: Prevalence in children. Pesq Bras Odontoped Clin Integr 2004;4:199-203.

2 Sheiham A, James WP. Diet and Dental Caries: The Pivotal Role of Free Sugars Reemphasized. J Dent Res 2015;94:1341-1347.°
% Martins C, Buczynski AK, Maia LC, Siqueira WL, Castro GF. Salivary proteins as a biomarker for dental caries--a systematic review.
J Dent 2013;41:2-8.

*Fejerskov O; Kidd E. Cérie dentaria: a doenca e seu tratamento clinico. Sio Paulo: Santos, 2005.

5Ten Cate, JM. In vitro studies on the effects of fluoride on de-and remineralization. J Dent Res 1990;69:614-619.

® Reynolds EC, Walsh LJ. Additional aids to the remineralisation of tooth structure//Mount GJ, Hume WR. Preservation and
restoration of tooth structure. 2nd ed. Brishane: Knowledge Books and Software 2005:111-118.

" Danelon M, Garcia, LG, Pessan JP, Passarinho A, Camargo ER, Delbem ACB. Effect of fluoride toothpaste containing Nano-
Sized sodium hexametaphosphate on enamel remineralization: An in situ study Caries Res 2019;53:260-267.
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a manutencdo de um estado de supersaturacdo em relacdo ao esmalte dentério [Adebayo
et al., 2008]. O CPP-ACP foi demonstrado ter atividade anticariogénica em estudos in
vitro e in situ incluindo ensaio clinico randomizado controlado [Reynolds et al., 2003;

Reynolds et al., 2008; Reynolds, 2009]. Quando associado ao F na concentracao de 900

ppm, é disponivel como uma pasta de uso profissional (MI Paste Plus®, GC Corporation,
Tbquio, Japdo). Foi relatado que a associacdo de F ao CPP-ACP (CPP-ACPF) apresenta
maior potencial de remineralizacdo do que o CPP-ACP [Reynolds et al., 2008]. Isto se
deve, pois, 0 CPP-ACP interage com ions F, produzindo um efeito aditivo anticariogénico,
por meio da formacdo de uma fase amorfa estabilizada de fosfato de célcio fluoretado.
Sabe-se que o mecanismo anticariogénico do CPP-ACP e do F sdo distintos. Enquanto o
primeiro se dissocia quando h& queda no pH, formando ions que atuam prevenindo a
desmineralizacdo, o F age formando fluorapatita, promovendo remineralizacdo e
reduzindo a desmineralizacao dentaria [Reynolds et al., 2008].

Além de CPP-ACPF, o trimetafosfato de sdédio (TMP) tem sido testado em
diferentes concentragdes de F e veiculos, mostrando reduzir a perda mineral e aumentar o
processo de remineralizacdo, pois apresenta capacidade de modificar a superficie da
hidroxiapatita, através de sua adsor¢do [Manarelli et al., 2011; Danelon et al., 2014].
Quando TMP é adsorvido sobre o esmalte, essa interacdo pode alterar a permeabilidade
seletiva e a difusdo de ions para seu interior [Takeshita et al., 2009; Danelon et al., 2014].
Assim, o TMP possivelmente retém ions carregados positivamente de fluoreto de calcio
(CaF") e Ca?*, substituindo o fon sédio (Na*) da estrutura ciclica e promovendo a reducgo
na difusdo de &cido [Takeshita et al., 2009; Danelon et al., 2014], bem como durante 0s
processos des- remineralizacdo levando a formacdo e ao fluxo de espéecies neutras
(CaHPO,” e HF®) no esmalte, as quais apresentam alto coeficiente de difusdo, sendo

maior do que os seus homologos carregados [Cochrane et al., 2008].

8 Tantbirojn D, Huang A, Ericson MD, Poolthong S. Change in surface hardness of enamel by a cola drink and a CPP-ACP
paste. J Dent 2008;36:74-79.

° Adebayo OA, Burrow MF, Tyas MJ. Dentine bonding after CPP-ACP paste treatment with and without conditioning. J Dent
2008;36:1013-1024.

10 Reynolds EC, Cai F, Shen P, Walker GD. Retention in plaque and remineralization of enamel lesions by various forms of
calcium in a mouthrinse or sugar-free chewing gum J Dent Res 2003;82:206-211.

1 Reynolds EC. Casein phosphopeptide—amorphous calcium phosphate: the scientific evidence. Adv Dent Res 2009;21:25-29
12 Reynolds EC, Cai F, Cochrane NJ et al. Fluoride and casein phosphopeptide— amorphous calcium phosphate. J Dent Res
2008; 87:344-348.

3 Manarelli MM, Vieira AEM, Matheus AA, Sassaki KT, Delbem ACB. Effect of mouth rinses with fluoride and
trimetaphosphate on enamel erosion: an in vitro study. Caries Res 2011;45:506-509.
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1 Danelon M, Takeshita EM, Peixoto LC, Sassaki KT, Delbem AC. Effect of fluoride gels supplemented with sodium
trimetaphosphate in reducing demineralization. Clin Oral Investig 2014;18:1119-1127.

5 Takeshita EM, Castro LP, Sassaki KT, Delbem, ACB. In vitro evaluation of dentifrice with low fluoride content
supplemented with trimetaphosphate. Caries Res 2009;43:50-56.

Takeshita et al. [2009] demonstraram in vitro, que a suplementacdo com 1% TMP em
um dentifricio de reduzida concentracdo de F (500 ppm F) proporcionou acao
semelhante a de um dentifricio padrdo (1100 ppm F) em reduzir a desmineralizacdo
do esmalte. Takeshita et al. [2015] avaliaram a acdo do mesmo dentifricio na reducéo
da desmineralizacdo do esmalte e biofilme, in situ. Na analise do esmalte, a perda de
dureza de superficie (%SH) e em profundidade (AKHN) o efeito foi similar para os
dentifricios 1100 ppm F e 500 ppm F associado a 1%TMP (500 1%TMP). Para a
analise do biofilme, similares valores de F, Ca e polissacarideos extracelulares (PEC)
foram observados para 1100 ppm F e 500 1%TMP, sendo significativamente mais
baixo quando comparado com o de 500 ppm F, apenas. Pensando em pacientes que
possuem alto risco de desenvolvimento da lesdo, de Castro et al. [2015]
demonstraram em um estudo in vitro que a adi¢do de TMP na concentracdo de 3% a
dentifricios convencionais (1100 ppm F) possui eficacia superior em reduzir a
desmineralizacdo quando comparado ao 1100 ppm F. Apesar da existéncia de
inimeras fontes de F, ainda existem populagdes infantis que concentram uma alta
prevaléncia da doenca [Cruz & Narvai, 2018]. Sabendo-se das boas propriedades do
TMP e ACP-CPPF, seria interessante avaliar protocolos de tratamentos que visem
potencializar o efeito de dentifricios fluoretados sobre a desmineralizacdo e
remineralizacdo do esmalte dentério, principalmente aqueles pacientes com alto risco

e atividade de carie.

16 Takeshita EM, Castro LP, Sassaki KT, Delbem, ACB. In vitro evaluation of dentifrice with low fluoride content
supplemented with trimetaphosphate. Caries Res 2009;43:50-56.

7 Danelon M, Takeshita EM, Peixoto LC, Sassaki KT, Delbem AC. Effect of fluoride gels supplemented with sodium
trimetaphosphate in reducing demineralization. Clin Oral Investig 2014;18:1119-1127.

18 Takeshita EM, Danelon M, Castro LP, Sassaki KT, Delbem AC. Effectivenessof a Toothpaste with Low Fluoride Content
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Combined with Trimetaphosphate on Dental Biofilm and Enamel Demineralization in situ. Caries Res 2015;49:394- 400.

1% de Castro LP, Delbem AC, Danelon M, Passarinho A, Percinoto C. In vitro effect of sodium trimetaphosphate additives to
conventional toothpastes on enamel demineralization. Clin Oral Investig 2015;19:1683-1687.

» Narvai CP, Frazdo P, Roncalli AG, Antunes JLF. Cérie dentéria no Brasil: declinio, iniquidade e excluséo social. Rev Panam
Salud Publica/Pan Am J Public Health 2006;19:386-393.
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2.1 Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar se a associacao de tratamentos com dentifricios fluoretados e
suplementados com trimetafosfato de sodio (TMP) e fosfopeptidio de caseina-fosfato de célcio
amorfo (CPP-ACPF) (MI Paste Plus®) podem aumentar a remineralizacio de lesdes inicias de
carie. Blocos de esmalte bovinos (4 mm x 4 mm, n = 60) foram selecionados pela dureza de
superficie inicial (SH). A seguir foram submetidos a inducdo de lesdes de cérie artificial e
determinada a dureza pds-desmineralizacdo (SH1). Os blocos foram divididos em 5 grupos de
tratamentos (n=12): 1) Dentifricio sem F-TMP-MI Paste Plus® (Placebo); 2) Dentifricio com
1100 ppm F (1100F), 3) MI Paste Plus®, 4) Dentifricio com 1100 ppm F associado a MI Paste
Plus® (1100F-MI Paste Plus®) e 5) Dentifricio com 1100 ppm F + 3%TMP associado a Ml
Paste Plus® (1100F-TMP-MI Paste Plus®). Os blocos foram submetidos a 6 ciclagens de pH por
6 dias. Para todos os grupos, os tratamentos foram realizados 2x/dia por 1 minuto, exceto para
0S grupos 4 e 5, o quais apos o tratamento com 1100F e 1100F-TMP, foi aplicado MI Paste
Plus® por 3 minutos. Ap6s as ciclagens de pH, foram determinadas a dureza de superficie final
(SH2), para o céalculo da porcentagem de recuperacdo de dureza de superficie (%SHR), perda
integrada de dureza de subsuperficie (AKHN), andlise do perfil e profundidade das lesdes de
subsuperficie através da microscopia de luz polarizada (PLM), microsopia confocal de
varredura a laser (MCVL), microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de
energia dispersiva (EDS) e concentracdo de fluoreto (F), célcio (Ca) e fésforo (P) no esmalte.
Os dados foram submetidos a ANOVA (1-critério), seguido pelo teste Student-Newman-Keuls
(p < 0,001). Os grupos 1100F e 1100F-TMP-MI Paste Plus® apresentaram valores semelhantes
de %SHR (p = 0,150). A menor profundidade da lesdo (AKHN e PLM) foi observada para o
grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® quando comparado aos demais (p < 0,001). O grupo 1100F-
TMP-MI Paste Plus® apresentou superficie mais uniforme e integra em relagdo aos demais
tratamentos (MCVL e MEV). Os grupos 1100F-0,5%CaGPm e 1100F-0,25%CaGPn
apresentaram superficie mais uniforme e integra em relacdo aos demais tratamentos (MEV). A
concentracéo de F foi similar entre os grupos 1100F, 1100F-MI Paste Plus® e 1100F-TMP-MI
Paste Plus® (p > 0,001). O tratamento com 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoveu um aumento
na concentragdo de Ca no esmalte em ~ 51% e ~ 21% respectivamente, quando comparado
aos grupos 1100F e MI Paste Plus® (p < 0,001). Valores semelhantes de P no esmalte foram
observados nos grupos MI Paste Plus®, 1100F-MI Paste Plus® (p > 0,001), exceto o grupo
1100F-TMP-MI Paste Plus®, que apresentou alta concentragdo (p < 0,001). Concluiu-se que a
associacdo de 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoveu um aumento significativo na
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remineralizacdo de lesdes inicias de carie, podendo ser uma alternativa efetiva para melhorar a

saude bucal dos individuos, especialmente aqueles com alto risco e atividade de cérie dentéria.

Palavras-chave: Esmalte dentario, Fluoreto, Fosfato, Remineralizacdo, ACP-CPP.
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2.2 Introducao

A carie dentaria permanece o principal problema da Odontologia devido a alta
prevaléncia entre a popula¢do mundial [Golubnitschaja et al., 2016], sendo que na infancia, tem
sido considerada a doenga bucal mais comum e prevalente [AAPD, 2018/2019]. Ela resulta da
dissolucdo da estrutura dentaria por metabolitos acidos da fermentacao bacteriana do agucar no
biofilme [Nyvad et al., 2013], sendo caracterizada como uma doenca de carater multifatorial,
biofilme-agUcar-dependente [Sheiham & James, 2015]. Ainda, na auséncia de remocdo de
biofilme, consumo de dieta cariogénica, baixo fluxo salivar, em associagdo com fatores
secundarios, inicia-se as primeiras evidéncias macroscopicas em esmalte da carie (lesdo de
mancha branca) [Bowen et al., 2018]. Manchas brancas sdo evidentes quando a quantidade de
minerais subsuperficiais perdidos excede a quantidade de minerais ganhos por um longo
periodo de tempo [Brdchner et al., 2010; Bertassoni et al., 2011]. Quando nenhuma medida
preventiva € instituida nesse estagio, a desmineralizacdo da subsuperficie progride e,
eventualmente, a camada superficial entrard em colapso levando a formacao de cavidade. Nesse
sentido, esforcos tém sido direcionados para buscar avangos em métodos de promocao da
remineralizacdo de lesdes iniciais de cérie [Braga et al., 2019]. Dessa forma, novos agentes com
potencial anticéarie, como os fosfatos ciclicos, em especial o trimetafosfato de sodio (TMP) e
fosfopeptideo de caseinafosfato de célcio amorfo associado ao fluoreto (F) (ACP-CPPF) tém
sido estudados, contribuindo assim para o declinio da doenca [Takeshita et al., 2016; Danelon
et al., 2015; de Castro et al., 2015; Danelon et al., 2017; Zamperini & Bedran-Russo, 2018;
Attiguppe et al., 2019].

Nos ultimos anos tém-se observado estudos avaliando a associacdo do TMP e F em
formulacGes dentifricias [de Castro et al., 2015; Takeshita et al., 2016; Danelon et al., 2015;
Danelon et al., 2017; Emerenciano et al., 2018], mostrando um efeito benéfico e adicional em
relacdo a formulacdes contendo apenas F. No estudo de Danelon et al. [2015], os autores
avaliaram in situ uma formulacdo dentifricia contendo 1100 ppm F associado a 3% de TMP,
observando um efeito remineralizador adicional em lesdes artificiais de carie, sendo superior
em 17% (AKHN: dureza de subsuperficie) quando comparado ao dentifricio contendo apenas
1100 ppm F. J& Emerenciano et al. [2018], avaliaram a a¢&o do mesmo dentifricio no processo
de desmineralizacdo dentéria e formacg&o do biofilme, concluindo que essa formulacdo reduziu
consideravelmente a desmineralizacdo do esmalte (22%, AKHN: dureza de subsuperficie), e
afetou significativamente a composi¢do do biofilme formado in situ quando comparado ao
dentifricio contendo 1100 ppm F, podendo ser uma alternativa vidvel para pacientes com alto
risco de desenvolvimento da lesdo de cérie. Sobre 0 mecanismo de a¢do do TMP, pode ser
sugerido que ap6s sua adsorcdo ao esmalte ocorra maior ligacdo de Ca*? e CaF* em sua
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estrutura carregada negativamente, sendo que em pH 4&cido, essas ligacGes sdo quebradas,
liberando esses fons ao meio e formando grande quantidade de espécies neutras (CaHPO,® e
HF®), que apresentam um coeficiente de difusdo mais elevado para o esmalte [Cochrane et al.,
2008; Emerenciano et al., 2018].

A caseina fosfopeptideo, conhecida pela sigla CPP, se liga ao fosfato de calcio amorfo
(ACP), formando o complexo CPP-ACP (caseina fosfato de calcio fosfopeptideo amorfo). Esta
ligacdo, € pH-dependente, ocorrendo quando ha queda no pH bucal. O ACP apresenta a
capacidade de liberar ions Ca e P no biofilme dental para manter um estado supersaturado,
favorecendo, desta maneira, o processo de remineralizacdo [Tantbiroin et al., 2008]. Portanto, o
CPP-ACP funciona como um reservatorio de Ca e P, aumentando a concentracdo desses ions
livres, colaborando para a manutencdo de um estado de supersaturagcdo em relagcdo ao esmalte
dentério [Reynolds et al., 2008; Meyer-Lueckel, et al., 2015; Oliveira et al., 2016], e quando
associado ao F na concentracdo de 900 ppm, é disponivel como uma pasta de uso profissional
(M1 Paste Plus®, GC Corporation, Téquio, Japao). Foi relatado que a associacdo de F ao CPP-
ACP (CPP-ACPF) apresenta maior potencial de remineralizacdo do que o CPP-ACP [Reynolds
et al., 2008; Oliveira et al., 2016]. Isto se deve, pois, 0 CPP-ACP interage com ions F,
produzindo um efeito aditivo anticariogénico, por meio da formacdo de uma fase amorfa
estabilizada de fosfato de calcio fluoretado. Sabe-se que 0 mecanismo anticariogénico do CPP-
ACP e do F séo distintos. Enquanto o primeiro se dissocia quando ha queda no pH, formando
fons que atuam prevenindo a desmineralizacdo, o F age formando fluorapatita, promovendo
remineralizacdo e reduzindo a desmineralizacdo dentaria [Reynolds et al., 2008].

Apesar da existéncia de inumeras fontes de F, ainda existem populacdes infantis que
concentram uma alta prevaléncia da doenca [Cruz & Narvai, 2018]. Sabendo-se das boas
propriedades do TMP e ACP-CPPF, seria interessante avaliar protocolos de tratamentos que
visem potencializar o efeito de dentifricios fluoretados sobre a remineralizacdo do esmalte

dentario, principalmente aqueles pacientes com alto risco e atividade de carie.
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2.3 Objetivo

O objetivo desse estudo foi avaliar a associagdo de tratamentos com dentifricios

fluoretados e suplementados com trimetafosfato de sddio (TMP) e fosfopeptideo de caseina-

fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) (MI Paste Plus®) em remineralizar lesdes artificiais de

carie. A hipotese nula do estudo foi:

o A associagdo de tratamentos: 1100F-TMP-MI Paste Plus® ndo promoveria um
aumento na remineralizacdo de lesGes iniciais de carie quando comparado aos

tratamentos: a) Dentifricio 1100 ppm F e b) Ml Paste Plus®:
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2.4 Materiais e Métodos

2.4.1 Preparacéo dos Blocos de Esmalte
Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos com idade

entre 2 e 3 anos e mantidos em recipientes plasticos com solugdo de formol a 2% pH 7,0
durante 1 més. Blocos de esmalte bovino (4 mm x 4 mm, n=60) foram obtidos a partir da
porcdo mais plana da vestibular das coroas. Apos a obtencdo dos blocos de esmalte, a dentina
foi ajustada para obtencéo de superficies paralelas entre esmalte e dentina (espessura £ 2 mm).
Os blocos foram fixados em discos de resina acrilica pré-fabricados (+ 3 cm de didmetro por +
8 mm de espessura), com auxilio de cera pegajosa (Cera Bastdo Kerr ou Cera em Bastdes
Horus), com a superficie dentinaria voltada para cima, sendo este conjunto levado a politriz
BETA — grinder polisher (Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA). Para o desgaste foram utilizadas
lixas de granulacdo 320 (CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, BUEHLER), peso de 2 Ibs,
durante 30 segundos sob baixa rotacdo e refrigeracdo. Em seguida, os blocos foram removidos
e fixados novamente com a superficie do esmalte voltada para cima sendo polidos de acordo
com a seguinte sequéncia: lixa de granulagdo 600, 4 Ibs, tempo de 30 segundos, refrigeracdo a
agua; lixa de granulacdo 1200, 4 Ibs, 30 segundos, refrigeracdo a agua. Entre cada polimento,
os blocos foram submetidos ao ultra-som (BRANSON 2210), em agua deionizada durante 2
minutos. Na sequéncia, o esmalte foi polido com papel feltro para polimento (Polishing Cloth
BUEHLER 40-7618) e suspensdo de diamante (METADI Diamond Suspension 1 micron Blue
Color Polish Spray, Water Base 40-6530), 4 Ibs, 1 minuto. A seguir, os blocos foram lavados
com jato de &gua deionizada durante 30 segundos e submetidos ao ultra-som (BRANSON
2210), durante 2 minutos, imersos em solucdo de limpeza (ULTRAMET Sonic Cleaning
Solution, BUEHLER) diluida na propor¢do 20:1 em A&gua destilada. Durante todos os
procedimentos e entre um passo e outro, os blocos foram mantidos em ambiente umedecido
com formol 2% pH 7,0 [Vieira et al., 2005].
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2.4.2 Formulacdo, Determinacdo do pH e Concentracdo de F nos Dentifricios

Experimentais e M1 Paste Plus®

Os dentifricios foram manipulados e avaliados no laboratério de Odontopediatria da
FOA-UNESP, com os seguintes componentes: didxido de titanio, carboximetilcelulose, metil-
p- hidroxibenzoato de sddio, sacarina, 6leo de menta, glicerina, silica abrasiva, lauril sulfato de
sodio e &gua. Foi preparado dentifricio contendo TMP (Aldrich Chemistry, CAS 68915-31-1,
Reino Unido) na concentracdo de 3% com adicdo de F na concentracdo de 1100 ppm F sob a
forma de NaF (Merck, CAS 7681-49-4, Alemanha). Um dentifricio sem adicdo de F (Placebo)
e um dentifricio com 1100 ppm F (sem TMP) foram preparados utilizando a mesma formulacdo
que os demais, e foi utilizada uma pasta comercial contendo CPP-ACP associado a 900 ppm F -

M1 Paste Plus® (MI Paste Plus®, GC Corporation, Téquio, Japéo).

Para determinacdo do pH cada dentifricio e MI Paste Plus® foi suspenso com é&gua
deionizada na proporcdo 1:3 (peso:peso) e foi realizada a leitura através do eletrodo de pH
(Orion 290A, Orion Research Inc., Boston, EUA), sob agitacdo constante [Moretto et al.,2010].
O fluoreto dos produtos foi dosado de acordo com o método descrito por Delbem et al. [2012].
Foram pesados 100-110 mg de cada produto em triplicata, em tubos de polipropileno aos quais
foi acrescentada dgua deionizada até volume final de 10 mL. Ap6s homogeneizacédo, para a
dosagem de fluoreto total (FT), 0,25 mL dessa suspensdo foi mantido sob agitacdo durante 1h a
45°C com 0,25 mL de HCI 2 mol L™t. Em seguida foi neutralizado com 0,5 mL de NaOH mol L
! ¢ acrescentado 1,0 mL de TISAB Il (Tampao ajustador de forga idnica total). Para a dosagem
de F foi utilizado um eletrodo especifico combinado para ion F (9609 BN — Orion) acoplado ao
analisador de ions (Orion 720 A), previamente calibrado com cinco padrdes (1,2, 4, 8 e 16 ug
F/mL). Para a dosagem de fluoreto i6nico (FI), o restante da suspensdo dos produtos foi
submetido a centrifugacdo a 906 xg durante 20 min. Foi pipetado 0,25 mL do sobrenadante e
acrescentado 0,25 mL de HCI 2 mol L, 0,5 mL de NaOH mol Lt e 1,0 mL de TISAB lleo F

dosado da mesma forma que o FT.

2.4.3 Inducdo das lesbes de carie artificial nos blocos de esmalte

Os blocos de esmalte bovino foram isolados completamente com uma fina camada de
esmalte de unha com excecdo da superficie externa de esmalte, para a indugédo das lesdes de
carie artificial [Queiroz et al., 2008] e colocados individualmente em solucéo
desmineralizadora (1,3 mmol.L™* Ca, 0,78 mmol.L"* P em tampéo acetato 0,05 mol/L, em pH
5,0; 0,03 ppm F; 32 mL/bloco) por um periodo de 16 h, a 37°C. Apds, foi determinada a dureza
de superficie pos-desmineraliza¢do (SH1).
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2.4.4 Ciclagem de pH (RE>DES) e tratamento com os dentifricios

Os blocos foram submetidos em frascos individuais, a 6 ciclagens de pH, a temperatura
de 37°C, durante 6 dias [Vieira et al., 2005]. Os tratamentos ocorreram 2x/dia por 1 minuto,
exceto 0s grupos 4 e 5, 0s quais apos o tratamento com 1100F e 1100F-TMP, foi aplicado Ml
Paste Plus® por mais 3 minutos, e a seguir os blocos foram lavados com agua deionizada.
Imediatamente os blocos (n=60) foram imersos na solucdo remineralizadora (RE — Ca 1,5
mmol L%, P 0,9 mmol L, KCI 0,15 mol L, em tamp&o cacodilato 0,02 mol L, 0,05 png F/mL
em pH 7,0 — 1,1 mL/mm?) a qual foi trocada 2 vezes ao dia (8 e 16 h). Os desafios cariogénicos
foram realizados com a solugéo DES (Ca e P 2,0 mmol L™* em tamp&o acetato 0,075 mol L7,
0,04 pug F/mL em pH 4,7 — 2,2 mL/mm?) durante 2 horas (das 12 as 14 h). Os blocos foram
lavados com jatos de &gua deionizada por 30 segundos, apos serem removidos das solugbes
DES-RE, sendo secos em seguida com papel absorvente [Vieira et al., 2005]. Ap6s 6 dias de
ciclagem de pH, foi determinada a dureza de superficie pos-ciclagem (SH2) para o calculo da

porcentagem de recuperacdo de dureza de superficie (%SHR).

2.4.5 Andlise da dureza do esmalte

A dureza de superficie foi determinada utilizando-se o microdurémetro Micromet 5114
hardness tester (Buehler, Lake Bluff, USA) e o software Buehler Omni Met (Buehler, Lake
Bluff, USA), com penetrador tipo Knoop, carga estéatica de 25 g e tempo de 10 segundos. Cinco
impressdes, separadas entre si por uma distancia de 100 pm, foram realizadas na regido central
de cada bloco, para a analise da dureza de superficie inicial (SH). Apos a inducdo de lesdo de
carie outras cinco impressdes foram realizadas (SH1) a 100 um das impressoes de SH. Apds as
ciclagens de pH foram realizadas outras cinco impressdes para a analise da dureza final (SH2)
distantes a 100 um das impressdes de SH1, e a seguir calculado a porcentagem de recuperagao
de dureza de superficie (%SHR). Para a analise da dureza longitudinal, uma seccdo foi
realizada no centro de cada bloco e uma das metades incluida em resina acrilica e polida. Foi
utilizado microdurébmetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, USA) e o
software Buehler Omni Met (Buehler, Lake Bluff, USA), carga de 5 g por 10 s. Uma sequéncia
de 14 impressdes nas distancias de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 ¢ 330 um
da superficie externa do esmalte foi realizada na area central dos blocos [Spiguel et al., 2009].
A éarea integrada da dureza (KHN x um) da lesdo até o esmalte higido foi calculada utilizando a
regra trapezoidal (Graph Pad Prism, versdo 3.02) e subtraida da area integrada da dureza do

esmalte higido obtendo a perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN).
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2.4.6 Analise do perfil e profundidade das lesGes de subsuperficie pela microscopia
de luz polarizada (MLP)

Para a andlise do perfil e profundidade das lesdes de subsuperficie, apos a determinacéo
da perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN), as bases contendo os blocos de esmalte
form seccionadas, obtendo-se inicialmente slices de 300 um de espessura, os quais foram
desgastados até uma espessura de ~ 100 um. O desgaste inicial das fatias foi realizado com lixa
de granulacdo 400 (CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, BUEHLER) em uma politriz
BETA — grinder polisher (Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA) sob constante refrigeracéo.
Posteriormente, os slices de esmalte foram manualmente polidos utilizando lixas de granulagao
600, 800 e 1200, respectivamente. Imediatamente apds, foram colocados em laminas de vidro,
imersos em agua deionizada, sendo as bordas vedadas com resina sintética (Entellan, Merck,
Darmstadt, Alemanha) e levados para visualizacdo e recuperacdo de imagens em ampliacédo de
400X em MLP (AxioPhot, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) para a obtencdo das lesbes de
subsuperficie. Ainda, trés areas nas regides centrais das fatias froam analisadas para verificar a
presenca e espessura (micrometro) da camada superficial do esmalte (MLP superficial) e a
profundidade de desmineralizacdo profundidade (MLP profundidade) [Afonso et al., 2013;
Danelon et al., 2014; Medeiros et al., 2018].

2.4.7 Andlise da concentracdo de F, Ca e P presente no esmalte

Uma das metades dos blocos seccionados longitudinalmente foi seccionada novamente
a fim de se obter blocos com espessura de 2 mm x 2 mm. Um dos blocos foi fixado com cola
adesiva em mandril para peca reta e uma camada de esmalte (~50 um) foi removida por
microabrasdo [Weatherell et al., 1985]. Utilizou-se uma base de microscépio modificada com
mandmetro acoplado (Pantec, Sdo Paulo, Brazil) e disco de lixa auto-adesiva (13 mm de
diametro) de granulacéo 400 (silicon-carbide, Buelher) em frascos de poliestireno cristal (J-10,
Injeplast, Brasil). Ao p6 do esmalte adicionou-se 0,5 mL de HCI 1,0 mol L™, e os frascos foram
mantidos sob agitagdo constante durante 1 hora sendo por fim adicionado 0,5 mL de NaOH 1,0
mol L™ [Alves et al., 2007; Takeshita et al., 2009]. As concentracdes de F, Ca e P foram
determinadas e os resultados 0s expressos em pg/mm?®.

Para analise de F foi utilizado um eletrodo especifico 9409BN (Thermo Scientific,
Beverly, MA, USA) e microeletrodo de referéncia (Analyser, Sdo Paulo, Brasil) acoplados a
um analisador de ions (Orion 720A+, Thermo Scientific, Beverly, MA, USA). Os eletrodos
froam previamente calibrados com 5 padrdes contendo 1, 2, 4, 8 ¢ 16 ug F/mL, nas mesmas

condicBes das amostras. As leituras foram realizadas, em duplicata, com aliquotas de 500 pL da
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solugdo da biopsia acrescidas com o mesmo volume de TISAB I1l. O calcio foi determinado
pelo método colorimétrico utilizando-se Arsenazo |11, como descrito por VVogel et al. [1983].
Para calibracdo, foram utilizados padrdes contendo 40 a 200 pg Ca/mL. Aliquotas de 3 pL
(duplicata) foram dispostas em placas de 96 poc¢os (Placa para cultura de células de fundo chato
- Modelo 92096 — TPP, Switzerland) acopladas em leitor de placas (PowerWave 340, Biotek),
utilizando comprimento de onda de 650 nm. O P foi dosado utilizando uma aliquota de 0,1 mL
através do metodo colorimetrico descrito por Fiske & Subbarow [1925]. As leituras em
duplicata foram realizadas em placas de 96 pogcos da mesma forma que na dosagem de Ca,
utilizando-se espectrofotémetro (Hitachi U-1100 UV/Vis spectrophotometer - Hitachi High

Technologies, Tokyo, Japan) no comprimento de onda de 660 nm.

2.4.8 Analise da morfologia e composicdo quimica do esmalte através do CLSM e
MEV/EDS

Blocos de esmalte (n = 2) foram analisados por Microscopia Confocal de Varredura a
Laser (CLSM, Olympus LEXT OLS 4000- Carl Zeiss, Alemanha) com ampliacdo de 100 x
para obter imagens topograficas tridimensionais da superficie do esmalte. Imagens altamente
ampliadas da superficie dos blocos de esmalte foram avaliadas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Todos os blocos foram desidratados gradualmente em uma série de etanol
ascendente (50, 60, 70, 80 e 100%) e banhados a ouro (Quorum - Q150T E). O modo de
operacdo de elétrons secundarios foi realizado para identificar a morfologia dos blocos de
esmalte apos a ciclagem de pH e tratamentos. O instrumento utilizado para isso foi um MEV-
PHILIPS (XL-30 FEG, Philips, Amsterda, Holanda) equipado com EDS (Energy dispersive
spectroscopy). A microssonda EDS anexada ao MEV apresenta analise qualitativa e
quantitativa da composicdo quimica com uma tipica resolucéo lateral de um micrometro e uma
resolucdo de profundidade tipica de alguns décimos de micrometro e foi utilizada para verificar
as composi¢fes quimicas na superficie dos blocos de esmalte [Bakry & Abbassy, 2018].
Ambos equipamentos localizados no Laboratdrio de Caracterizagdo Estrutural-Departamento de
Materiais-UFScar (LCE-UFSCar/DEMa).

2.4.9 Andlise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico Sigmaplot® versdo 12.0 (versdo 12.0, Systat
Software Inc., San Jose, CA, EUA), com significancia ao nivel de 5%. Para anélise estatistica,

foram considerados como variaveis os valores de %SHR, AKHN, PLM, F, Ca e P presente no
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esmalte; e como fator de variagéo o tipo tratamento. Os dados apresentaram distribuicdo normal
(teste de Shapiro-Wilk) e homogéneo (teste de Cochran) e, portanto, foram analisados por
ANOVA 1-critério, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

2.5 Resultados

A concentracdo média (DP) de fluoreto total (FT) e fluoreto i6nico (FI) (n=3) foi:
Placebo - 10,5 (0,1) e 10,0 (1,2), 1100 ppm F - 1186,0 (33,2) e 1102,4 (28,5), 1100F-TMP -
1112,6 (13,2) e 1110,3 (17,6) e MI Paste Plus®- 918,3 (18,4) e 913,3 (18,4). O valor de pH dos
grupos foi de 7,4 (0,1) variando de 7,3 a 7,5.

A média de dureza de superficie(SH) para todos os blocos foi de 367,5 (2,5), variando
de 365,3 (7,9) e 371,2 (5,2) KHN nos grupos experimentais (p = 0,051). A média (DP) da
dureza de superficie pds- desmineralizacdo (SH1) foi 58,4 KHN (5,2), variando de 50,4 e 64,6
(p = 0,093). Nao houve diferencas significativas entre os grupos apos a distribuicdo (p = 0,077).
Para a %SHR, o grupo Placebo apresentou os menores valores (p > 0,001). Os grupos 1100F e
1100F-TMP-MI Paste Plus® apresentaram valores semelhantes (p = 0,150), assim como 0s
grupos MI e 1100F-MI Paste Plus® (p = 0,065). O grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus®
remineralizou a superficie do esmalte em ~ 38% em relacdo ao MI Paste Plus® (p < 0,001) e
similar ao tratamento com 1100F (p > 0,001). A fotomicrografia da microscopia de luz
polarizada mostrou lesdes de subsuperficie em todos 0s grupos, mas estas estavam presentes
em menor extensdo no grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® (Tabela 1, Figura 1). A menor
profundidade da lesdao (AKHN) foi observada para o grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® quando
comparado aos demais (p < 0,001), sendo inferior em 32% quando comparado ao grupo 1100F
(Tabela 1 e Figura 1).

A concentracdo de F foi similar entre os grupos 1100F, 1100F-MI Paste Plus® e 1100F-
TMP-MI Paste Plus® (p > 0,001). O tratamento com 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoveu
um aumento na concentracdo de Ca no esmalte em 1 51% ¢ [1 21% quando comparado aos
grupos 1100F e MI Paste Plus® (p < 0,001), respectivamente. N&o foram observadas diferencas
significativas entre os grupos MI Paste Plus®, 1100F-MI Paste Plus® (p > 0,001) (Tabela 2).
Valores semelhantes de P no esmalte foram observados nos grupos Ml Paste Plus®, 1100F-Ml
Paste Plus® (p > 0,001), exceto o grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus®, que apresentou alta
concentragédo (p < 0,001).

A morfologia da superficie do esmalte de acordo com os tratamentos € mostrada por
CLSM e MEV (Figura 2A-2E; Figura 3A-3E). Os blocos tratados com 1100F-TMP-MI Paste

Plus® apresentaram uma superficie mais lisa e plana e menos erodida, em relacdo aos demais
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tratamentos. Além disso, mesmo na presenca de Ca e P as superficies também se mostraram
muito rugosas, porem em menor grau do que no grupo Placebo. Néo foi observado aumento
significativo na razdo Ca/P (EDS) na superficie do esmalte ap6s os diferentes tratamentos
(Figura 3A-3E).

2.6 Discussao

Diversas terapias no controle a carie tém sido propostas na literatura, dentre elas
destacam-se a utilizacdo F em associa¢do com Ca e P, uma vez que a presenca desses ions no
meio salivar e biofilme interferem positivamente nos processos de remineralizagdo e
desmineralizacdo dentéria [Cochrane et al., 2008; Cochrane et al., 2012; Rechmann et al., 2018;
Danelon et al., 2019]. A hipotese nula do estudo foi a de que a associacdo de tratamentos:
1100F-TMP-MI Paste Plus® ou seja, fontes ricas de Ca e P, ndo promoveria um aumento na
remineralizacdo do esmalte quando comparado aos tratamentos com dentifricio 1100 ppm F e
M1 Paste Plus®. Diante dos resultados obtidos a hipétese nula foi negada.

O CPP-ACP ¢é um composto bioativo de fosfopeptideos de caseina/fosfato de célcio
amorfo obtido a partir da caseina do leite, que ao sofrer digestdo enzimatica na cavidade bucal
forma fosfopeptideo de caseina (CPP). O CPP estabiliza o Ca e P mantendo-os em uma forma
amorfa (ACP) causando um aumento nas concentracbes desses ions no esmalte dentério,
favorecendo também a formacdo de espécies neutras como HF® e CaHPO,’ permitindo a
difusdo dos mesmos em profundidade, induzindo a remineralizacdo em todo o corpo da lesédo
[Reynolds et al., 2003]. Pesquisas anteriores mostraram que o CPP-ACP apresenta boa
capacidade de penetrar e remineralizar o corpo da lesdo em relacdo a outros agentes
remineralizantes [Reynolds et al., 2008; Wu et al., 2010]. Sugere-se que o Ca e P liberados pelo
CPP-ACP apresentam capacidade de formar nano-complexos no biofilme adjacente a lesdo
inicial de cérie, tornando o esmalte mais resistente a acidos a qualquer ataque acido adicional
[Manoharan et al., 2018]. Ainda, quando o F é associado ao CPP-ACP (CPP-ACPF) fornece
efeitos superiores na remineralizagdo e maior resisténcia a desmineralizagdo dentéaria [Oliveira
et al., 2016]. Entretanto, nossos resultados mostraram que o uso isolado da MI Paste Plus®,
apenas, levou a uma remineralizacdo superior ao tratamento com o dentifricio Placebo, e
inferior quando associado ao regime convencional de escovacao (1100F; 2x/dia-representando
a condicdo clinica), tanto em superficie quanto em profundidade (ou seja: corpo da lesdo),
sendo cerca de 60% inferior em relacdo ao dentifricio 1100F, mesmo apresentando maior

concentracdo de Ca e P no esmalte.
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Pode ser especulado que os ions F quando associado ao ACP-CPP possam ter retardado
a penetracdo dos ions Ca e P para as areas mais profundas das lesdes de mancha branca
causando precipitacdo precoce dos mesmos na superficie externa do esmalte, como verificado
no estudo Bakry et al. [2014], dificultando assim a difusdo de HF® e CaHPO,® na lesdo do
esmalte. Uma outra especulacdo seria a reducdo da quantidade de F sollvel disponivel
[Karlinsey et al., 2009; Oliveira et al., 2017]. Dessa forma, uma possivel alternativa para
aumentar a capacidade remineralizadora da MI Paste Plus®, seria o aumento de aplicacbes
diérias nos regimes de remineralizacdo, sendo que essa alternativa corrobora com os achados de
Thepyou et al. [2013], que avaliaram diferentes tempos de regime de remineralizacéo,
confirmando que a aplicacdo por 4 semanas leva a uma remineralizacao significativa do esmalte
desmineralizado. Em nosso modelo de ciclagem de pH, houve aplicacdo 2x/dia por 6 dias,
dessa forma novos regimes de tratamentos devem ser comparados em estudos futuros.

Em situagdes de alto risco de carie, a combinacdo de métodos topicos pode ser sugerida
[Zimer et al., 2001]. Durante o desenvolvimento desse trabalho, ndo foi possivel encontrarmos
na literatura estudos que associassem o uso do dentifricio convencional (1100F) com a Ml
Paste Plus®, sobre a remineralizagdo de lesdes iniciais de carie o que é de grande significancia,
uma vez que simularia a condic¢do clinica cotidiana de um individuo. Meyer-Lueckel et al.
[2015] avaliaram em um estudo in situ os efeitos remineralizantes induzidos pela aplicacdo da
MI Paste, sem F, ap6s o uso de dentifricio fluoretado (1400 ppm F), sobre a remineralizacdo de
lesBes de carie em esmalte. Os autores concluiram que o uso adicional de uma pasta CPP-ACP
parece ser menos eficaz em remineralizar les6es de carie do que o uso continuo com dentifricio
fluoretado. Estudo realizado por Reynolds et al. [1995] mostraram que ratos que receberam
0,5% de CPP-ACP e a seguir 500 ppm F apresentaram escores de carie significativamente mais
baixos do que aqueles que recebem 0,5% de CPP-ACP ou apenas 500 ppm F. Ja Sinfiteli et al.
[2017] avaliaram o efeito da MI Paste Plus® com dentifricio fluoretado (1100 ppm F) em
prevenir a desmineralizagdo do esmalte, usando um modelo de ciclagem de pH. Os autores
concluiram que o dentifricio fluoretado associado a M1 Paste Plus® inibiu a desmineralizag&o
do esmalte apenas em subsuperficie. Nossos achados mostram que a associa¢do de 1110F-Ml
Paste Plus® ndo aumentou a remineralizacdo das lesdes tanto em superficie como em
profundidade, evidenciando ainda, que essa associacdo pode piorar o efeito do uso diario de
1100F (Tabela 1 e Figura 1). Acredita-se que ao ocorrer precipitacdo desses ions rapidamente
nas zonas superficiais da lesdo, haja impedimento de que o processo de remineralizacdo ocorra
no corpo da lesdo [Oliveira et al., 2014]. Esses dados evidenciam que é importante repensar nos
protocolos que sdo propostos na literatura visando potencializar tratamentos na remineralizacéo

de lesbes de mancha branca.
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No presente estudo, para minimizar as diferencas entre metodologias, a MI Paste Plus®
foi aplicada por trés minutos (seguindo a recomendacao do fabricante) 2x/dia, entretanto esse
protocolo ndo trouxe efeito adicional quando a MI Paste Plus® foi associada ao dentifricio
1100F na remineralizacéo dentaria. O tratamento com M Paste Plus® e 1100F-MI Paste Plus®,
embora tenha contribuido para maior concentracdo de Ca (aproximadamente 25%) no esmalte
em relacdo ao dentifricio 1100F, levou as maiores lesdes de subsuperficie (exceto quando
comparado ao Placebo) (Tabela 1 e Tabela 2). Para esta observacao, varios fatores importantes
devem ser considerados: modelos de ciclagem de pH ndo simulam fielmente a situacéo bucal, o
que acaba interferindo diretamente nas trocas ibnicas do ambiente e superficie dentéria; a
auséncia de biofilme e, consequentemente, um melhor ambiente para a atuacdo do ACP-CPPF
para criar um estado de supersaturagdo de ions Ca e P poderia ter impedido que este sistema
exercesse adequadamente acdo remineralizadora; periodo de tratamento [Hegde & Moany,
2012]. Esses resultados estdo de acordo Karlinsey et al. [2009] e Souza et al. [2014], sugerindo
que pode ocorrer uma reacdo quimica entre ACP e F tornando os dois componentes inorganicos
ineficazes [Karlinsey et al., 2009]. Especula-se também, que tenha ocorrido uma maior
liberacdo de Ca e P na superficie do esmalte desmineralizado no experimento atual, porém
houve precipitacdo desses ions na superficie, retardado a penetracdo em profundidade e
consequentemente reduzindo a remineralizacdo [Bakry & Abbassy, 2018].

J& a adicdo de TMP em produtos de aplicacdo topica de F, especialmente dentifricios,
tem demonstrado melhorar o seu efeito sobre a desmineralizacéo e remineralizacdo do esmalte
[Danelon et al., 2015; Takeshita et al., 2015; Danelon et al., 2017; Emerenciano et al., 2018].
Danelon et al. [2015] avaliaram o efeito de dentifricio contendo 1100F associado a 3%TMP
sobre a remineralizacdo de lesGes iniciais de carie através de um estudo in situ, onde foi
possivel observar uma remineralizacdo cerca de ~ 24% superior ao dentifricio com 1100F. Em
nosso estudo, a associacdo 1100F-TMP-MI Paste Plus® levou & maior remineralizacdo do
esmalte ~ 32% e 58% em relacéo aos tratamentos com 1100F e MI Paste Plus® (Tabela 1 e
Figura 1). Além da maior remineralizagdo houve maior fluxo de Ca e P para o interior da leséo
(Tabela 2). Esses achados podem ser explicados devido ao possivel mecanismo de acédo
proposto ao TMP, ou seja: quando o TMP ¢ adsorvido ao esmalte por meio da interacdo entre
os sitios anidnicos do TMP e grupos hidroxila da hidroxiapatita [Delbem et al., 2014; Amaral et
al., 2018] uma maior quantidade de Ca™ e CaF" em sua estrutura carregada negativamente é
retida. Na presenca do ACP-CPPF, essa reatividade ¢ aumentada (principalmente devido a
capacidade desse complexo em reduzir a precipitagdo de célcio e fosfato) havendo maior
formacdo ndo sO das espécies ibnicas mencionadas acima, mas também a formacao de espécies

neutras (CaHPO,” e HF®), assim a precipitacdo dessas espécies ndo ocorre diretamente no
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esmalte, mantendo os poros na superficie abertos, o que facilita a difusdo dos mesmos para o
interior da leséo, influenciando positivamente na remineralizacdo da lesdo de carie [Cochrane et
al., 2008; Takeshita et al., 2016; de Castro et al., 2015; Danelon et al., 2015; Danelon et al.,
2017]. Esses achados também estdo de acordo com Reynolds [2008] o qual relatou um aumento
na relacdo Ca/ P no esmalte desmineralizado ap6s 10 dias de tratamento com varias solucdes
contendo CPP-ACP, o que foi atribuido a deposi¢cdo mineral na forma de hidroxiapatita e a
formagcdo das espécies acima mencionadas.

A avaliacdo da remineralizacdo in vitro também pode ser verificada utilizando outros
métodos, além da dureza. Os métodos MEV/EDS e CLSM foram utilizados em nosso estudo
com o objetivo principal de comparar as alteracdes ap6s remineralizacdo mediante os diferentes
tratamentos. A morfologia da superficie do esmalte das amostras de cada grupo de tratamento é
mostrada por imagens em 3D (CLSM) na Figura 2A-2E. Para 0 1100F-TMP-MI Paste Plus®, a
imagem por CLSM mostrou superficies muito mais suaves e menos erodidas, em relacdo aos
demais grupos. Além disso, mesmo na presenca de Ca e P (grupos MI Paste Plus®, 1100F-MI
Paste Plus® e 1100F-TMP-MI Paste Plus®), as superficies também se mostraram rugosas,
porém em menor grau do que no grupo Placebo, no qual também foi verificado além de
defeitos de superficie como areas asperas, espacos vazios e rachaduras em maior intensidade.

No aumento de x 5000 (MEV-EDS), foram reveladas numerosas depressées no esmalte,
com um padrdo de favo de mel nos cristais de hidroxiapatita, que correspondiam as
observacdes feitas por outros investigadores [Arends & Christoffersen, 1986; Kamath et al.,
2017]. O potencial para induzir remineralizacdo foi verificado em todos os grupos fluoretados,
independente da presenca ou ndo de Ca e P na formulacdo. As Figuras 2E e 3E mostram que 0
grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® apresentou uma superficie mais uniforme e integra em
relacdo aos demais tratamentos. Pequenas diferencas na morfologia da superficie para o0s
demais grupos puderam ser observadas atribuindo-se a seus diferentes mecanismos de
remineralizacdo [Huang et al., 2009; Roveri & lafisco, 2010]. Ainda Mendes et al. [2003]
também relataram a maior porosidade (consequentemente maior exposi¢do, assim como
aumento, nos espagos interprismaticos) com a diminui¢do do conteddo mineral, colaborando
com nossos achados (Tabela 1, Figura 2A e Figura 3A). O EDS foi utilizado com o intuito de
estimar o conteddo mineral em superficie pds-remineralizacdo. A razdo Ca/P na superficie apos
os diferentes tratamentos ndo aumentou. Esses achados sugerem que apenas o F provoca
modificagdes estruturais nos cristais de apatita, restritas a substituicdo parcial do grupo
hidroxila por ions F, sem afetar consideravelmente a rede estrutural de Ca/P assim como seu

teor. Além disso, isso reforca o fato de que o F na presenca de Ca e P é mais eficaz na condugéo
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do mineral para remineralizacdo, o que pode ser comprovado devido ao aumento na
concentracdo de Ca e P no esmalte (Tabela 2).

E importante ressaltar que muitos protocolos que utilizam a MI Paste Plus® para o
tratamento de leses de cérie, ndo associam ao tratamento com dentifricio convencional, e dessa
forma nédo se simula a ideal condicdo clinica de escovagdo. Outro aspecto importante € que a
MI Paste Plus® ndo é um dentifricio que deva ser diluido e aplicado durante a escovagao;
segundo o fabricante a mesma deve ser aplicada apds a higiene bucal do paciente, usando o
dedo nas &reas dentéarias afetadas [Behnan et al., 2010], o que a diferencia da aplicacdo dos
dentifricios utilizados em nosso trabalho. Ainda, estudos in vitro ndo podem simular todas as
complexidades de um ambiente cariogénico bucal in vivo. Portanto, os resultados obtidos neste
estudo séo a evidéncia inicial para encorajar uma maior exploragdo da filosofia de multiplos
mecanismos que atuam em conjunto para a prevencao da carie. Alguns exemplos de estudos
futuros que devem ser conduzidos destacam-se: 1) quantidade do produto retido no esmalte
apos enxague bucal; 2) presenca de saliva humana; 3) diferentes protocolos (tempo de aplicacédo
x quantidade/dia); 4) presenca de biofilme e, consequentemente, um ambiente propicio ao CPP-
ACPF para que contribua a um estado de supersaturacéo de ions Ca e P, através de estudos in
situ e in vivo e 5) verificar se o efeito dessa associacdo também pode ser modulado por

diferentes tempos de aplicacdo.

2.7 Conclusdo

Conclui-se que a associacdo de 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoveu um aumento
significativamente maior na remineralizacdo de lesdes inicias de carie, podendo ser uma
alternativa efetiva para melhorar a satde bucal dos individuos, especialmente aqueles com alto

risco e atividade de carie dentaria.
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Lista de figuras

Figura 1: (A) Fotomicrografia com luz polarizada da lesdo formada apds tratamento com (A)
Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus® (x
40).

Figura 2: Imagens topogréficas tridimensionais obtidas por CLSM ap0és tratamento com: (A)
Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-Ml; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus® (x
100).

Figura 3: Imagens obtidas através do MEV e andlise EDS do esmalte ap0s tratamento com:
(A) Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus®
(x 5000).
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Tabela 1: Média (xdp) das variaveis analisadas no esmalte de acordo com os

tratamentos
PLM PLM
%SHR AKHN L
Tratamentos Superficial Depth
(KHN) (KHN x um) () (um)
Placebo 14,82 7.451,0% 1,32 27,02
(3,0) (1.112,4) (0,3) (5,3)
3,3° b
36,4° 3.513,9° ’ 17,6
1100F 6.1)  (710,6) )
® 24,2° 5.607,4° 2,5° 17,0°
MI Paste Plus (3.3) (519.6) (0.6) (4.0)
) ® 28,4°  4.769,6° 2,7° 12,6°
1100F- MI Paste Plus (3.8) (950,5) 0.8) 2.4)
1100F-TMP-MI Paste 33,4° 2.388,0° 3,7° 11,4°
Plus® (6,2) (681,1) (1,0) (2,6)

Letras sobrescritas distintas indicam significancia estatistica entre os tratamentos
em cada analise (ANOVA, 1 critério, teste de Student-Newman-Keuls; p < 0,001).
Valores entre parénteses indicam o desvio padrdo da média. %SHR: porcentagem
de recuperacdo de dureza de superficie. AKHN: perda integrada de dureza de
subsuperficie. PLM superficial: espessura da camada superficial de esmalte.
Profundidade PLM: espessura da profundidade de desmineralizacdo. KHN:
Dureza Knoop. pm: micrometros.
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Tabela 2: Média (xdp) de F, Ca e P no esmalte de acordo com 0s

tratamentos
F Ca P

VIELEmE e (Mg/mm?)  (ug/mm®)  (ug/mm?)
Blacebo 1,52 277,82 296,42
0,2) (50,7) (44,2)

3,5° 501,0° 424 5°

L= 1,4)  (852)  (46,1)
® 2,2° 622,4° 536,8°

) ® 3,1° 626,1°  518,9°
1100F- MI Paste Plus 0.9) (173.9) (97.7)
1100F-TMP-MI Paste 3,4° 755,64 674,9¢
Plus® (0,8) (154,9) (98,4)

Letras sobrescritas distintas indicam significancia estatistica entre os
tratamentos em cada analise (ANOVA, 1 critério, teste de Student-
Newman-Keuls; p < 0,001). Valores entre parénteses indicam o
desvio padrdo da media. F: fluoreto no esmalte. Ca: célcio no
esmalte. P: fosforo no esmalte.
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A: Placebo C: MI Paste Plus®

D: 1100F-MI Paste Plus® E: 1100F-TMP-MI Paste Plus®

Figura 1: (A) Fotomicrografia com luz polarizada da lesdo formada ap0s tratamento com
(A) Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste
Plus® (x 40).
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A: Placebo

D: 1100F-MI Paste Plus® E: 1100F-TMP-MI Paste Plus®

Figura 2: Imagens topograficas tridimensionais obtidas por CLSM apds tratamento com:
(A) Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste
Plus® (x 100).
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Figura 3: Imagens obtidas através do MEV e anélise EDS do esmalte apds tratamento com:
(A) Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste
Plus® (x 5000).
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3.1 Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro o efeito da associacao de tratamentos com
dentifricios fluoretados e suplementados com trimetafosfato de sodio (TMP) e
fosfopeptideo de caseina-fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) (MI Paste Plus®) sobre a
reducdo da desmineralizacdo do esmalte dentario. Blocos de esmalte bovinos (4 mm x 4
mm, n = 60) foram selecionados pela dureza de superficie inicial (SHi) e a seguir divididos
em 5 grupos de tratamentos (n=12): 1) Dentifricio sem F-TMP-MI Paste Plus® (Placebo);
2) Dentifricio com 1100 ppm F (1100F), 3) M1 Paste Plus®, 4) Dentifricio com 1100 ppm
F + MI Paste Plus® (1100F-MI Paste Plus®) e 5) Dentifricio com 1100 ppm F + 3%TMP
+ MI Paste Plus® (1100F-TMP-MI Paste Plus®). Os blocos foram tratados 2x/dia com os
dentifricios e/ou MI Paste Plus, sendo submetidos a 5 ciclagens de pH durante 7 dias. Para
todos 0s grupos, os tratamentos foram realizados 2x/dia por 1 minuto, exceto para 0s
grupos 4 e 5, o quais apds o tratamento com 1100F e 1100F-TMP, foi aplicado MI Paste
Plus® por 3 minutos. Apés a ciclagem de pH, foram determinadas a dureza de superficie
final (SHf) para o célculo da porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH), perda
integrada de dureza de subsuperficie (AKHN), analise do perfil e profundidade das lesdes
de subsuperficie através da microscopia de luz polarizada (PLM), microsopia confocal de
varredura a laser (MCVL), microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de
energia dispersiva (EDS) e concentracdo de fluoreto (F), célcio (Ca) e fosforo (P) no
esmalte. Os dados foram submetidos a ANOVA (1-critério), seguido pelo teste Student-
Newman-Keuls (p < 0,001). O grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® reduziu a
desmineralizacdo do esmalte (%SH) em 20% e 30% quando comparado aos tratamentos
1100F e 1100F-MI Paste Plus® (p < 0,001), respectivamente. A menor profundidade da
lesdo (AKHN, PLM) foi observada para o grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® quando
comparado aos demais (p < 0,001). O grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® apresentou a
maior concentracio de F quando comparado aos grupos MI Paste Plus®, 1100F, 1100F-
MI Paste Plus® (p > 0,001). O tratamento com 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoveu um
aumento na concentracdo de Ca no esmalte em [1 30% e [1 20% quando comparado aos
grupos 1100F e MI Paste Plus® (p < 0,001), respectivamente. Valores semelhantes de P
no esmalte foram observados nos grupos 1100F, M1 Paste Plus®, 1100F-MI Paste Plus® (p
> 0,001), exceto o grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus®, que apresentou a maior
concentracdo (p < 0,001). Conclui-se que a associacdo de 1100F-TMP-MI Paste Plus®
promoveu uma reducdo significativa na desmineralizacdo do esmalte, podendo ser uma
alternativa para criangas com alto risco e atividade de cérie dentaria.

Palavras-chave: Esmalte dentario, Fluoreto, Fosfato, Desmineralizacdo, ACP-CPP.
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3.2 Introducéo

A carie dentéria ainda continua sendo um problema de salde publica [Golubnitschaja et
al., 2016]. As superficies dentarias sdo colonizadas por microrganismos cariogénicos, capazes
de produzir &cidos orgénicos através do metabolismo dos carboidratos. A troca de minerais
(perda ou ganho) continua na superficie do esmalte, desde que o biofilme na superficie crie um
ambiente favoravel a desmineralizacdo ou remineralizacdo. Dessa forma fatores como:
concentracdo de célcio, fosfato, ions hidroxila presentes na saliva e pH do biofilme associados a
fatores secundérios, podem determinar a mudanca do equilibrio e o desenvolvimento ou nédo da
lesdo cariosa [Bandekar et al., 2019]. A les&o inicia-se com aspecto de mancha branca, sendo a
primeira manifestacdo clinica. Normalmente, a camada superficial do esmalte permanece
intacta durante a desmineralizacdo da subsuperficie, mas sem tratamento, a perda da
subsuperficie continuara e, eventualmente, a camada superficial entrara em colapso e levara a
uma formagéo de cavidade [Mann & Dickinson, 2006; Featherstone, 2008].

Existem muitas possibilidades de intervir no processo de desmineralizacdo do esmalte
com o objetivo de interromper ou até reverter o progresso da lesdo [Featherstone, 2008;
Thierens et al., 2019]. O fluoreto (F) tem sido o principal agente usado na prevencao da carie
dentéria em todo o mundo. O uso de dentifricios fluoretados é considerado o principal motivo
da reducdo da prevaléncia de cérie observada nas ultimas décadas [Walsh et al., 2019]. No
entanto, o F como o Unico agente de prevencdo de cérie ndo fornece uma solucdo completa,
uma vez que a formacédo dos reservatorios de F e o potencial de remineralizagdo da saliva séo
limitados pela disponibilidade de ions célcio e fosfato. Portanto, para aumentar o potencial de
prevencdo de foram adicionados ions calcio e fosfato em formulagdes com o objetivo de
aumentar a retencdo desses ions no ambiente oral [Danelon et al., 2017; Attiguppe et al., 2019;
Danelon et al., 2019].

O sistema fosfopeptidio de caseina-fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) usa
fosfopeptideos de caseina (CPP) para estabilizar ions de célcio e fosfato (e F) em altas
concentragfes como fosfato de célcio amorfo (ACP) ou fosfato de fluoreto de célcio CPP-
amorfo (CPP-ACPF) [Rechmann et al., 2018]. O mecanismo de acdo do CPP-ACP baseia-se
nos seguintes principios: (1) supersaturacdo de ions de fosfato e ions de céalcio na saliva de
forma a modular a sua biodisponibilidade; (2) capacidade de tamponar o biofilme dentario e a
saliva atraves da manutencdo dos niveis i6nicos altos, impedindo quedas no pH; (3) promogéo
da remineralizagcdo da hidroxiapatita (HA); (4) prevencdo e reducdo da desmineralizacdo da
HA; (5) atuacdo nos microrganismos do biofilme dentario e (6) manutencdo da concentracéo
ibnica sob a superficie da lesdo cariosa com intuito de remineralizacdo da mesma [Cochrane &
Reynolds, 2012; Shetty et al., 2014].
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O trimetafosfato de sodio (TMP), um polifosfato ciclico, também tem sido estudado
com a proposta de interferir na dinamica do processo de des-remineralizagdo, reduzindo a
incidéncia de lesbes de carie [Takeshita et al., 2015; Danelon et al., 2017]. Seu principal
mecanismo esta associado a diminuic¢do da solubilidade da HA e troca mineral [Amaral et al.,
2018] e alterando a afinidade entre a superficie do esmalte e proteinas salivares [Nordbé e
Rolla, 1972]. Takeshita et al. [2015, 2016] comprovaram que a adi¢do de TMP em dentifricios
com reduzida concentracdo de F (500 ppm F) resultou em uma eficacia semelhante & de um
dentifricio convencional (1100 ppm F) na remineralizacdo e desmineraliza¢do in situ do
esmalte dentario. Na tentativa de potencializar dentifricios convencionais, Danelon et al. [2015]
e Gongcalves et al. [2018], avaliaram o efeito de dentifricios convencionais, suplementados com
3% de TMP sobre a remineralizagdo e desmineralizagdo in situ do esmalte dentario. Ambos 0s
estudos demonstraram que essa associacdo potencializou o efeito da nova formulagéo
dentifricia, interferindo ndo s6 nos processos de des-remineralizacdo, mas também afetando
significativamente a composicao do biofilme dentario, podendo ser uma alternativa vidvel para
pacientes com alto risco de desenvolvimento da lesdo de céarie. Diante dos bons resultados
obtidos com o uso do ACP-CPPF e TMP na cérie dentéria, seria interessante avaliar se a
associacdo desses agentes ativos poderia ser uma estratégia viavel na reducdo de lesdes de

carie.
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3.3 Objetivo

O objetivo do estudo foi avaliar a associacdo de tratamentos com dentifricios

fluoretados e suplementados com trimetafosfato de sodio (TMP) e fosfopeptideo de caseina-

fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) (MI Paste Plus®) em reduzir a desmineralizacdo do

esmalte dentario. A hipétese nula do estudo foi:

o A associacdo de tratamentos: 1100F-TMP-MI Paste Plus® néo promoveriauma reducédo
na desmineralizacdo do esmalte dentario quando comparado aos tratamentos: a)

Dentifricio 1100 ppm F e b) Ml Paste Plus®-

3.4 Materiais e Métodos

3.4.1 Preparacao dos Blocos de Esmalte

Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos
com idade entre 2 e 3 anos e mantidos em recipientes plasticos com solucao de formol a 2% pH
7,0 durante 1 més. Blocos de esmalte bovino (4 mm x 4 mm, n=60) foram obtidos a partir da
porcdo mais plana da vestibular das coroas. Apds a obtencdo dos blocos de esmalte, a dentina foi
ajustada para obtencdo de superficies paralelas entre esmalte e dentina (espessura = 2 mm). Os
blocos foram fixados em discos de resina acrilica pré-fabricados (+ 3 cm de didmetro por + 8
mm de espessura), com auxilio de cera pegajosa (Cera Bastdo Kerr ou Cera em Bastdes Horus),
com a superficie dentinaria voltada para cima, sendo este conjunto levado a politriz BETA —
grinder polisher (Buehler, Lake Bluff, lllinois, USA). Para o desgaste foram utilizadas lixas de
granulacdo 320 (CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, BUEHLER), peso de 2 Ibs, durante
30 segundos sob baixa rotacdo e refrigeracdo. Em seguida, os blocos foram removidos e
fixados novamente com a superficie do esmalte voltada para cima sendo polidos de acordo com
a seguinte sequéncia: lixa de granulacdo 600, 4 Ibs, tempo de 30 segundos, refrigeracdo a agua;
lixa de granulacdo 1200, 4 Ibs, 30 segundos, refrigeracdo a adgua. Entre cada polimento, os
corpos de provas foram submetidos ao ultra-som (BRANSON 2210), em agua deionizada
durante 2 minutos. Na sequéncia o esmalte foi polido com papel feltro para polimento
(Polishing Cloth BUEHLER 40-7618) e suspensdo de diamante (METADI Diamond
Suspension 1 micron Blue Color Polish Spray, Water Base 40-6530), 4 Ibs, 1 minuto. A seguir,
os corpos de provas foram lavados com jato de agua deionizada durante 30 segundos e
submetidos ao ultra-som (BRANSON 2210), durante 2 minutos, imersos em solucdo de
limpeza (ULTRAMET Sonic Cleaning Solution, BUEHLER) diluida na propor¢do 20:1 em
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agua destilada. Durante todos os procedimentos e entre um passo e outro, os blocos foram

mantidos em ambiente umedecido com formol 2% pH 7,0 [Vieira et al., 2005].

3.4.2 Formulacdo, Determinacdo do pH e Concentracdo de F nos Dentifricios

Experimentais e M1 Paste Plus®

Os dentifricios foram manipulados e avaliados no laboratério de Odontopediatria da
FOA-UNESP com os seguintes componentes: dioxido de titanio, carboximetilcelulose, metil-p-
hidroxibenzoato de sodio, sacarina, 6leo de menta, glicerina, silica abrasiva, lauril sulfato de
sodio e agua. Foram preparados dentifricios contendo TMP microparticulado (Aldrich
Chemistry, CAS 68915-31-1, Reino Unido) na concentracdo de 3% com adicdo de F na
concentracdo de 1100 ppm F sob a forma de NaF (Merck, CAS 7681-49-4, Alemanha). Um
dentifricio sem adi¢do de F/TMP/ACP-CPPF (Placebo) e um dentifricio com 1100 ppm F (sem
TMP) foram preparados utilizando a mesma formulagdo que os demais, e foi utilizada uma pasta
comercial contendo CPP-ACP associado a 900 ppm F - Ml Paste Plus® (Ml Paste Plus®, GC
Corporation, Toquio, Jap&o).

Para determinacdo do pH cada dentifricio foi suspenso com &gua deionizada na
proporcdo 1:3 (peso:peso) e foi realizada a leitura através do eletrodo de pH (Orion 290A,
Orion Research Inc., Boston, EUA), sob agitacdo constante [Moretto et al., 2010]. O F dos
dentifricios foi dosado de acordo com o método descrito por Delbem et al. [2012]. Foram
pesados 100-110 mg de cada dentifricio em triplicata, em tubos de polipropileno aos quais foi
acrescentado agua deionizada até volume final de 10 mL. Ap6s homogeneizacdo, para a
dosagem do fluor total (FT), 0,25 mL dessa suspensao foi mantido sob agitacdo durante 1h a
45°C com 0,25 mL de HCI 2 mol L. Em seguida foi neutralizado com 0,5 mL de NaOH mol L-
! e acrescentado 1,0 mL de TISAB Il (Tampao ajustador de forca idnica total). Para a dosagem
de F foi utilizado um eletrodo especifico combinado para ion F (9609 BN — Orion) acoplado ao
analisador de ions (Orion 720 A), previamente calibrado com cinco padrdes (1, 2,4, 8 e 16 ug
F/mL). Para a dosagem de fluor idnico (FI), o restante da suspensdo de dentifricio foi
submetido a centrifugacdo a 906 xg durante 20 min. Foi pipetado 0,25 mL do sobrenadante e
acrescentado 0,25 mL de HCI 2 mol L, 0,5 mL de NaOH mol Lt e 1,0 mL de TISAB lleo F

dosado da mesma forma que o FT.

3.4.3 Ciclagem de pH (DES>RE) e Tratamento com os Dentifricios

Os blocos foram submetidos, em frascos individuais durante sete dias, a cinco ciclagens
de pH, a temperatura de 37 °C, permanecendo os ultimos dois dias em solugdo remineralizadora
[Vieira et al., 2005]. Os tratamentos ocorreram 2x/dia por 1 minuto, exceto os grupos 3 e 6, 0s
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quais apds o tratamento com 1100F e 1100F/TMP, foi aplicado MI Paste Plus® por mais 3
minutos, e a seguir os blocos foram lavados com agua deionizada. ApoOs 0s tratamentos 0S
blocos foram imersos em solugdo desmineralizadora (6 horas — Ca e P 2,0 mmol L™ em tampéo
acetato 0,075 mol L2, 0,04 pg F/mL em pH 4,7 — 2,2 mL/mm?) e remineralizadora (18 horas —
Ca 1,5 mmol L%, P 0,9 mmol L, KCI 0,15 mol L™ em tamp&o cacodilato de sddio 0,02 mol L
10,05 pg F/mL em pH 7,0 — 1,1 mL/mm?). Os blocos foram lavados com jatos de &gua
destilada/deionizada por 30 segundos, tanto ap6s remocéo das solucBes de ciclagem como das

suspensoOes de dentifricio/agua.

3.4.4 Andlise da Dureza de Superficie do Esmalte

A dureza de superficie foi determinada utilizando-se 0 microdurébmetro Micromet 5114
hardness tester (Buehler, Lake Bluff, USA) e o software Buehler Omni Met (Buehler, Lake
Bluff, USA), com penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 g e tempo de 10 segundos. Cinco
impressoes, separadas entre si por uma distancia de 100 um, foram realizadas na regido central
de cada bloco, para a analise da dureza de superficie inicial (SHi). Apds a ciclagem de pH foram
realizadas outras cinco impressoes para a analise da dureza final (SHf) distantes a 100 um das
impressdes de SHi e a seguir calculado a porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH).
Para a andlise da dureza em seccdo longitudinal, uma seccdo foi realizada no centro de cada
bloco e uma das metades incluida em resina acrilica e polida. Foi utilizado microdurémetro
Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, USA) e o software Buehler Omni Met
(Buehler, Lake Bluff, USA), carga de 5 g por 10 s. Uma sequéncia de 14 impressdes nas
distancias de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 e 330 um da superficie externa
do esmalte foi realizada na area central dos blocos [Spiguel et al., 2009]. A area integrada da
dureza (KHN x pum) da les@o até o esmalte higido foi calculada utilizando a regra trapezoidal
(Graph Pad Prism, versdo 3.02) e subtraida da area integrada da dureza do esmalte higido

obtendo a perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN).

3.4.5 Andlise do perfil e profundidade das les6es de subsuperficie pela microscopia de luz
polarizada (MLP)
Para a andlise do perfil e profundidade das lesbes de subsuperficie, apos a determinacéo

da perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN), as bases contendo os blocos de esmalte
form seccionadas, obtendo-se inicialmente slices de 300 um de espessura, os quais foram
desgastados até uma espessura de ~ 100 um. O desgaste inicial das fatias foi realizado com lixa
de granulacdo 400 (CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, BUEHLER) em uma politriz
BETA — grinder polisher (Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA) sob constante refrigeragéo.
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Posteriormente, os slices de esmalte foram manualmente polidos utilizando lixas de granulacao
600, 800 e 1200, respectivamente. Imediatamente apds, foram colocados em laminas de vidro,
imersos em agua deionizada, sendo as bordas vedadas com resina sintética (Entellan, Merck,
Darmstadt, Alemanha) e levados para visualizacdo e recuperacdo de imagens em ampliacdo de
400X em MLP (AxioPhot, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) para a obtencdo das lesdes de
subsuperficie. Ainda, trés areas nas regides centrais das fatias froam analisadas para verificar a
presenga e espessura (micrometro) da camada superficial do esmalte (MLP superficial) e a
profundidade de desmineralizacdo profundidade (MLP profundidade) [Afonso et al., 2013;
Danelon et al., 2014; Medeiros et al., 2018].

3.4.6 Analise da concentracdo de F, Ca e P presente no esmalte

Uma das metades dos blocos seccionados longitudinalmente foi seccionada novamente a
fim de se obter blocos com espessura de 2 mm x 2 mm. Um dos blocos foi fixado com cola
adesiva em mandril para peca reta e uma camada de esmalte (~50 um) foi removida por
microabrasdo [Weatherell et al., 1985]. Utilizou-se uma base de microscépio modificada com
mandmetro acoplado (Pantec, S&o Paulo, Brazil) e disco de lixa auto-adesiva (13 mm de
diametro) de granulacdo 400 (silicon-carbide, Buelher) em frascos de poliestireno cristal (J-10,
Injeplast, Brasil). Ao p do esmalte adicionou-se 0,5 mL de HCI 1,0 mol L, e os frascos foram
mantidos sob agitacdo constante durante 1 hora sendo por fim adicionado 0,5 mL de NaOH 1,0
mol L™ [Alves et al., 2007; Takeshita et al., 2009]. As concentracdes de F, Ca e P foram
determinadas e os resultados os expressos em pg/mm?®.

Para analise de F foi utilizado um eletrodo especifico 9409BN (Thermo Scientific,
Beverly, MA, USA) e microeletrodo de referéncia (Analyser, Sdo Paulo, Brasil) acoplados a
um analisador de ions (Orion 720A+, Thermo Scientific, Beverly, MA, USA). Os eletrodos
froam previamente calibrados com 5 padroes contendo 1, 2, 4, 8 ¢ 16 pg F/mL, nas mesmas
condicBes das amostras. As leituras foram realizadas, em duplicata, com aliquotas de 500 pL da
solucéo da biopsia acrescidas com o mesmo volume de TISAB II. O célcio foi determinado
pelo método colorimétrico utilizando-se Arsenazo 111, como descrito por Vogel et al. [1983].
Para calibracdo, foram utilizados padrdes contendo 40 a 200 pg Ca/mL. Aliquotas de 3 pL
(duplicata) foram dispostas em placas de 96 pocos (Placa para cultura de células de fundo chato
- Modelo 92096 — TPP, Switzerland) acopladas em leitor de placas (PowerWave 340, Biotek),
utilizando comprimento de onda de 650 nm. O P foi dosado utilizando uma aliquota de 0,1 mL
através do método colorimétrico descrito por Fiske & Subbarow [1925]. As leituras em
duplicata foram realizadas em placas de 96 pocos da mesma forma que na dosagem de Ca,
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utilizando-se espectrofotometro (Hitachi U-1100 UV/Vis spectrophotometer - Hitachi High

Technologies, Tokyo, Japan) no comprimento de onda de 660 nm.

3.4.7 Analise da morfologia e composicdo quimica do esmalte através do CLSM e
MEV/EDS

Blocos de esmalte (n = 2) foram analisados por Microscopia Confocal de Varredura a
Laser (CLSM, Olympus LEXT OLS 4000- Carl Zeiss, Alemanha) com ampliacdo de 100 x
para obter imagens topograficas tridimensionais da superficie do esmalte. Imagens altamente
ampliadas da superficie dos blocos de esmalte foram avaliadas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Todos os blocos foram desidratados gradualmente em uma serie de etanol
ascendente (50, 60, 70, 80 e 100%) e banhados a ouro (Quorum - Q150T E). O modo de
operacdo de elétrons secundarios foi realizado para identificar a morfologia dos blocos de
esmalte apos a ciclagem de pH e tratamentos. O instrumento utilizado para isso foi um MEV-
PHILIPS (XL-30 FEG, Philips, Amsterda, Holanda) equipado com EDS (Energy dispersive
spectroscopy). A microssonda EDS anexada ao MEV apresenta analise qualitativa e
quantitativa da composicdo quimica com uma tipica resolucéo lateral de um micrometro e uma
resolucdo de profundidade tipica de alguns décimos de micrometro e foi utilizada para verificar
as composi¢es quimicas na superficie dos blocos de esmalte [Bakry & Abbassy, 2018].
Ambos equipamentos localizados no Laboratorio de Caracterizagdo Estrutural-Departamento de
Materiais-UFScar (LCE-UFSCar/DEMa).

3.4.8 Andalise Estatistica

Foi utilizado o programa estatistico Sigmaplot® versdo 12.0 (versio 12.0, Systat
Software Inc., San Jose, CA, EUA), com significancia ao nivel de 5%. Para analise estatistica,
foram considerados como variaveis os valores de %SH, AKHN, PLM, F, Ca e P presente no
esmalte; e como fator de variagéo o tipo tratamento. Os dados apresentaram distribuicdo normal
(teste de Shapiro-Wilk) e homogéneo (teste de Cochran) e, portanto, foram analisados por

ANOVA 1-critério, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

3.5 Resultados

A concentracdo média (DP) de fluoreto total (FT) e fluoreto iénico (FI) (n=3) foi:
Placebo - 10,5 (0,1) e 10,0 (1,2), 1100 ppm F - 1186,0 (33,2) e 1102,4 (28,5), 1100F-

Francyenne Maira Castro Gongalves



74

TMP- 1112,6 (13,2) e 1110,3 (17,6) e MI Paste Plus® - 918,3 (18,4) e 913,3 (18,4). O
valor de pH dos grupos foi de 7,4 (0,1) variando de 7,3 a 7,5.

A média de dureza de superficie inicial (SHi) para todos os blocos foi de 369,0
(2,4), variando de 361,2 (6,2) e 377,2 (5,2) KHN nos grupos experimentais (p = 0,051).
N&o houveram diferencas significativas entre os grupos apés a distribuicdo (p = 0,737).
Os grupos 1100F, MI Paste Plus® e 1100F-MI Paste Plus® apresentaram valores
semelhantes de %SH (p > 0,001). O grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® reduziu a
desmineralizacdo do esmalte (%SH) em 20% e 30% quando comparado aos tratamentos
1100F e 1100F-MI Paste Plus® (p < 0,001), respectivamente. A fotomicrografia da
microscopia de luz polarizada mostrou lesbes de subsuperficie em todos os grupos, mas
estas estavam presentes em menor extensdo no grupo 1100F-TMP-MI Paste Plus® (Tabela
1, Figura 1). A menor profundidade da lesdo (AKHN) foi observada para o grupo 1100F-
TMP-MI Paste Plus® quando comparado aos demais (p < 0,001), sendo inferior em 53%
guando comparado ao grupo 1100F (Tabela 1 e Figura 1).

A concentracdo de F foi similar entre os grupos M1 Paste Plus®, 1100F, 1100F-MI
Paste Plus® (p > 0,001), sendo a maior concentragdo observada para o grupo 1100F-TMP-
MI Paste Plus® (p < 0,001). O tratamento com 1100F-TMP-MI Paste Plus® promoveu um
aumento na concentracdo de Ca no esmalte em [ 30% e [J 20% quando comparado aos
grupos 1100F e MI Paste Plus® (p < 0,001), respectivamente. N&o foram observadas
diferencas significativas entre os grupos 1100F, M1 Paste Plus®, 1100F-MI Paste Plus® (p
> 0,001) (Tabela 2). Valores semelhantes de P no esmalte foram observados nos grupos
1100F, MI Paste Plus®, 1100F-MI Paste Plus® (p > 0,001), exceto o grupo 1100F-TMP-
MI Paste Plus®, que apresentou a maior concentracéo (p < 0,001).

A morfologia da superficie do esmalte de acordo com os tratamentos é mostrada
por CLSM e MEV (Figura 2A-2E; Figura 3A-3E). Os blocos tratados com 1100F-TMP-
MI Paste Plus® apresentaram uma superficie mais lisa e plana e menos erodida, em
relacdo aos demais tratamentos. Além disso, mesmo na presenca de Ca e P as superficies
também se mostraram muito rugosas, porém em menor grau do que no grupo Placebo.
N&o foi observado aumento significativo na razdo Ca/P (EDS) na superficie do esmalte

apos os diferentes tratamentos (Figura 3A-3E).

3.6 Discussao

Apesar da crescente conscientizacdo mundial sobre os cuidados com a saude bucal, a
prevaléncia de carie dentaria ainda permanece alta [Chen et al., 2019; Serrano-Pifa, et al.,

2020]. Além dos métodos tradicionais como visita regular ao dentista, escovacdo com
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dentifricio fluoretado, controle da dieta cariogénica e aplicagdo topica de fldor profissional,
outros métodos sdo destacados na literatura a fim de reduzir a incidéncia da doenca
[Bahrololoomi et al., 2019], dentre eles, produtos que contenham Ca e P em sua formulacédo
tem merecido destaque, uma vez que participam diretamente nos processos DES e
Remineralizacdo [Cochrane et al., 2012; Danelon et al., 2019]. A hipotese nula do estudo foi a
de que a associacdo de tratamentos: 1100F-TMP-MI Paste Plus®, n&o promoveria reducéo na
desmineralizacdo do esmalte quando comparado aos tratamentos com dentifricio 1100 ppm F e
MI Paste Plus®. Diante dos resultados obtidos a hipétese nula foi negada.

O F tem um papel fundamental no manejo ndo invasivo de lesdes de cérie, mas sua
capacidade de interferir na dindmica da carie é limitada pela disponibilidade de ions célcio e
fosfato, assim a associagdo de F com fontes ricas de Ca e P tem sido proposta como um
tratamento eficaz para os estagios iniciais da doenca de cérie. No presente estudo foi avaliado a
MI Paste Plus®, a qual é constituida por CPP-ACP associado a 900 ppm F. O ACP-CPP é um
composto bioativo de fosfopeptideos de caseina/fosfato de calcio amorfo obtido a partir da
caseina do leite, que ao sofrer digestdo enzimatica na cavidade bucal forma fosfopeptideos de
caseina (CPP). O CPP estabiliza o célcio e fosfato mantendo-os em uma forma amorfa (ACP)
causando um aumento nas concentracdes desses ions no esmalte dentario o que facilita a
remineralizagdo, além de favorecer a formacdo de espécies neutras como HF® e CaHPO,’
permitindo a difusdo dos mesmos em profundidade, reduzindo dessa forma a desmineralizacéo
do esmalte [Reynolds et al., 2003].

E sugerido que o célcio e o fosfato liberados pelo CPP-ACP apresentam capacidade de
formar nano-complexos no biofilme adjacente a lesdo inicial de carie, tornando o esmalte mais
resistente a acidos e a qualquer ataque &cido adicional [Manoharan et al., 2018]. Ainda, quando
0 F é associado ao ACP-CPP (ACP-CPPF) fornece efeitos superiores na remineralizacdo e
maior resisténcia a desmineralizacdo dentéria [Oliveira et al., 2016]. Os resultados do presente
estudo mostram que o regime apenas com a MI Paste Plus® ndo melhorou a perda mineral
(Tabela 1, Figura 2) quando comparado ao regime convencional (1100F), semelhante ao
encontrado no estudo de Bakry et al. [2014]. Pode ser especulado que os ions F quando
associado ao ACP-CPP possam ter retardado a penetracdo dos ions Ca e P para as areas mais
profundas das lesbes causando precipitacdo precoce dos mesmos na superficie externa do
esmalte, como verificado no estudo Bakry et al. [2014], dificultando assim a difusdo de HF® e
CaHPO,’ na lesdo do esmalte. Uma outra especulacdo seria a reducdo da quantidade de F
soltivel disponivel [Karlinsey et al., 2009; Oliveira et al., 2017]. E importante esclarecer que o
desenho do presente estudo ndo se concentrou em mostrar 0 impacto dos produtos na

remineralizacdo de lesdes pré-formadas de carie de esmalte, mas na prevencdo da
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desmineralizacdo. Em nosso estudo, a M1 Paste Plus® foi aplicada 2x/dia, por trés minutos, ou
seja, tratamento superior ao recomendado pelo fabricante (1x/dia) entretanto, os resultados ndo
foram satisfatorios. Nossos achados corroboram com pesquisas anteriores que recomendam
multiplas aplicacdes da MI Paste Plus® com periodo relativamente longo de regime, podendo
chegar até 4 semanas para obter remineralizacdo significativa do esmalte desmineralizado
[Thepyou et al., 2013]. Dessa forma, embora estudos in situ e ensaios clinicos randomizados
mostrem, que o ACP-CPP possa interferir no processo DES-RE, ndo parece ser
significativamente diferente do F [Yengopal & Mickenautsch, 2009; Li et al., 2014]. De fato,
ndo existem evidéncias cientificas do beneficio da aplicacdo do CPP-ACP em conformidade
com o Revisdes sistematicas [Chen et al., 2013; Li et al., 2014; Indrapriyadharshini et al.,
2018].

Para maximizar o efeito benéfico do F, principalmente em criancas com atividade ou em
risco a cérie dentaria, a combinacdo de métodos topicos pode ser sugerida [AAPD, 2017]. Em
nosso estudo a associacdo de tratamentos com dentifricio convencional (1100F) e MI Paste
Plus® foi utilizada com o intuito de simular uma condicdo clinica, assim como, avaliar se essa
associacao poderia potencializar o efeito do uso diario do dentifricio convencional para
pacientes com risco a carie. Através de nossos achados, neste estudo in vitro, constata-se que a
associacdo de 1110F-MI Paste Plus® ndo melhorou a reducdo da desmineralizagdo do esmalte
dentério em relacdo ao 1100F, tanto em superficie como em profundidade, mesmo a pasta
comercial apresentar em sua formulacdo alto nivel de calcio e fosfato soltvel, evidenciando
ainda, que essa associacdo pode reduzir o efeito direto do uso diario de 1100F (Tabela 1 e
Figura 1). Nossos resultados estdo de acordo com Gopalakrishnan et al. [2017], cujo autores
ndo encontraram nenhum beneficio adicional dessa associacdo. Acredita-se que ao ocorrer
precipitacdo desses ions rapidamente nas zonas superficiais da leséo, haja impedimento de que
0 processo de remineralizagcdo ocorra no corpo da leséo [Oliveira et al., 2014]. Ainda, diversos
estudos [Arends & Christoffersen, 1990; Featherstone et al., 1990; Hicks et al., 2004]
demonstram a necessidade de um nivel baixo e constante de F para reduzir a desmineralizacao e
consequentemente promover a remineralizagdo, ao inveés de uma exposi¢cdo aguda a um alto
nivel de F. Ainda existem hipoteses de que a deposi¢do de F ocorre principalmente na camada
superficial, levando ao bloqueio dos poros da camada superficial. Isso pode explicar por que a
alta dose de F fornecida ao esmalte neste estudo foi incapaz de reduzir significativamente a
desmineralizacdo nas camadas mais profundas. Dessa forma, mais estudos com diferentes
protocolos devem ser realizados para confirmar os achados até o momento, assim como,

repensar nos protocolos que sao propostos na literatura ao controle da cérie dentaria.
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Um outro achado importante de nosso estudo é que, embora a M1 Paste Plus® apresente
alta concentracdo de Ca e P na formulacgdo, a retencdo desses ions ao esmalte foi similar aos
tratamentos com 1100F e 1100F-MI Paste Plus® (Tabela 2). Para esta observacdo, alguns
fatores devem ser considerados: modelos de ciclagem de pH n&o reproduzem fielmente a
situacdo bucal; a auséncia de biofilme e, consequentemente, um melhor ambiente para a
atuacdo do CPP-ACPF para criar um estado de supersaturacdo de ions Ca e P poderia ter
impedido que este sistema reduzisse adequadamente a desmineralizagdo do esmalte. Portanto,
em estudos futuros o efeito da M1 Paste Plus® deve ser testado in situ para mostrar se a reacao
com a superficie dentaria seria melhor na presenca de saliva humana, pelicula adquirida e
biofilme. Esses resultados estdo de acordo Karlinsey et al. [2009] e Souza et al. [2014],
sugerindo que pode ocorrer uma rea¢do quimica entre ACP e F tornando os dois componentes
inorgénicos ineficazes [Karlinsey et al., 2009]. Especula-se também, que tenha ocorrido uma
maior liberacdo de Ca e P na superficie do esmalte desmineralizado no experimento atual,
porém houve precipitacdo desses ions na superficie, retardado a penetracdo em profundidade e
consequentemente reduzindo a remineralizagdo [Bakry & Abbassy, 2018].

O TMP, um polifosfato ciclico tem sido muito estudo em associacdo ao F em produtos
de higiene oral. Quando adicionado em dentifricios fluoretados [Takeshita et al., 2015; Danelon
et al.,, 2015; Danelon et al., 2017; Emerenciano et al., 2018] tem demonstrando melhorar o
efeito do F em reduzir a desmineralizagcdo do esmalte [de Castro et al., 2015; Danelon et al.,
2017; Emerenciano et al., 2018]. Em nosso estudo, a associacdo 1100F-TMP-MI Paste Plus®
levou a menor desmineralizacdo do esmalte tanto em superficie quanto em profundidade, sendo
superior em ~ 20% (%SH) e ~ 53% (AKHN) ao tratamento com 1100F (Tabela 1 ¢ Figura 1).
Além da reducdo da desmineralizacdo observou-se maior fluxo de Ca e P para o interior da
lesdo como também de fluoreto (Tabela 2), esses achados estdo de acordo com o estudo de
Takeshita et al. [2011] que também observou maior fluxo desses ions quando o TMP foi
associado ao F. Nossos resultados podem ser explicados devido ao mecanismo de agéo que tem
sido proposto ao TMP. Sabe-se que, quando em contato com a superficie dentaria, esse
polifosfato possui a capacidade de se aderir por meio da interagdo entre os sitios aniénicos do
TMP e grupos hidroxila da hidroxiapatita, reduzindo a difusdo acida para o interior do esmalte,
afetando consideravelmente a mineralizacdo na regido mais profunda da lesdo de carie de
subsuperficie [Danelon et al., 2014; Akabane et al., 2018; Amaral et al., 2018]. Ainda apds essa
ligacdo uma maior quantidade de Ca™ e CaF’ em sua estrutura carregada negativamente é
retida. Pode se observar que na presenca do ACP-CPPF, essa reatividade & aumentada
(principalmente devido a capacidade desse complexo em reduzir a precipitagdo de célcio e

fosfato) levando a maior formacdo ndo sé das espécies iGnicas mencionadas acima, mas
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também a formacao de espécies neutras (CaHPO,’ e HFY), assim a precipitacdo dessas espécies
ndo ocorre diretamente no esmalte, mantendo os poros na superficie abertos, o que facilita a
difusdo dessas espécies para o interior da lesdo, influenciando positivamente reducdo da
desmineralizacdo do esmalte [Cochrane et al., 2008; Takeshita et al., 2016; de Castro et al.,
2015; Danelon et al., 2015; Danelon et al., 2017]. Esses achados também estdo de acordo com
Reynolds [2008] o qual relatou um aumento na relacdo Ca/P no esmalte desmineralizado ap6s
10 dias de tratamento com varias solucGes contendo CPP-ACP, o que foi atribuido & deposicao
mineral na forma de hidroxiapatita e a formag&o das espécies acima mencionadas.

Apbs o desafio promovido pela ciclagem de pH e tratamento com os dentifricios
experimentais, foi possivel observar através da CLSM e MEV/EDS alteracdes morfolégicas e
estruturais para todos os grupos de tratamentos (Figura 2A-2E; Figura 3A-3E). Para o 1100F-
TMP-MI Paste Plus®, identificou-se superficies muito mais suaves, em relacdo aos demais
grupos. Além disso, mesmo na presenca de Ca e P (grupos MI Paste Plus®, 1100F-MI Paste
Plus® e 1100F-TMP-MI Paste Plus®), as superficies também se mostraram rugosas, porém em
menor grau do que no grupo Placebo, sendo verificado aumento da porosidade superficial,
depressoes e irregularidades significativas. Esses achados corroboram com o estudo de Mendes
et al. [2003], onde os autores também relataram a maior porosidade (consequentemente maior
exposicdo, assim como aumento, nos espacos interprismaticos) com a diminuicdo do contetdo
mineral (Tabela 1, Figura 2A e Figura 3A). O EDS foi utilizado com o intuito de estimar o
contedo mineral em superficie pds-desmineralizacdo. Nao foi possivel observar aumento na
razdo de Ca/P na superficie do esmalte dentério, sugerindo que apenas o F provoca
modificagdes estruturais nos cristais de apatita, restritas a substituicdo parcial do grupo
hidroxila por ions F, sem afetar consideravelmente a rede estrutural de Ca/P assim como seu
teor.

Deve-se ressaltar que os dados obtidos até o presente momento, embora ndo simulem
totalmente a complexidade de um ambiente bucal, fornecem evidéncia inicial para encorajar
uma maior exploracdo dos multiplos mecanismos que atuam em conjunto para a prevencgéo da
carie, principalmente aqueles pacientes de alto risco. Alguns exemplos de estudos futuros que
devem ser conduzidos destacam-se: 1) avaliagdo da associagdo sobre a remineralizagdo de
lesBes iniciais de cérie; 2) presenca de saliva humana através de estudos in situ; 3) diferentes
protocolos (tempo de aplicagio x quantidade/dia); 4) presenca de biofilme e,
consequentemente, um ambiente propicio ao CPP-ACPF para que contribua a um estado de
supersaturacdo de ions Ca e P, através de estudos in situ e in vivo e 5) verificar se o efeito dessa
associacao também pode ser modulado por diferentes tempos de aplicacéo.
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3.7 Conclusdo

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que a associacdo de 1100F-TMP-MI
Paste Plus® promoveu uma reducéo significativa na desmineralizacdo do esmalte podendo ser

estratégia a ser utilizada em pacientes de risco ou atividade de cérie.
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Lista de Tabelas
Tabela 1: Média (xdp) das variaveis analisadas no esmalte de acordo com os tratamentos

Tabela 2: Média (xdp) de F, Ca e P no esmalte de acordo com os tratamento
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Lista de figuras

Figura 1: (A) Fotomicrografia com luz polarizada da lesdo formada apos tratamento com (A)
Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus® (x
40).

Figura 2: Imagens topograficas tridimensionais obtidas por CLSM apds tratamento com: (A)
Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus® (x
100).

Figura 3: Imagens obtidas através do MEV e anélise EDS do esmalte apds tratamento com:
(A) Placebo; (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D) 1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus®
(x 5000).
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Tabela 1: Média (xdp) das varidveis analisadas no esmalte de acordo com 0s

tratamentos
PLM PLM
%SH AKHN .

Tratamentos (KHN) (KHN x um) Su?irrz;:ual Ii()irr);f)]
Placebo 82,22 7.451,02 1,62 41,42
(1,0 (1.112,4) (0,6) (6,3)

3,7° b

49,2° 4.663,8° : 14,2

1LEel> 61)  (1.317.2) ©3) 2l
® 55,9° 5.169,9¢ 3,2° 22.3°

MI Paste Plus (33)  (876.7) 08  (56)
) ® 51,3  5.512,9° 33"  20,9°
1100F- MI Paste Plus (3.8) (413.7) 0.8) 2.7)
1100F-TMP-MI Paste 39,3° 2.189,3° 7.8° 9,8¢
Plus® (1,6) (575,0) (0,5) (1,3)

Letras sobrescritas distintas indicam significancia estatistica entre os tratamentos
em cada analise (ANOVA, 1 critério, teste de Student-Newman-Keuls; p <
0,001). Valores entre parénteses indicam o desvio padrdo da média. %SH:
porcentagem de perda de dureza de superficie. AKHN: perda integrada de dureza
de subsuperficie. Superficial PLM: espessura da camada superficial de esmalte.
Depth PLM: espessura da profundidade de desmineralizacdo. KHN: Dureza

Knoop. pm: micrometros.
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Tabela 2: Média (+dp) de F, Ca e P no esmalte de acordo com 0s

tratamentos
E Ca P

Tratamentos (ng/mm®  (ug/mm®  (ug/mmd)
Placebo 0,92 114,4*  138,7°
(0,4) (11,9) (12,5)

2.6° 252,8°  204,5°

1100F (0,6) (37,0) (22,1)
® 20 2727 179,9°

MI Paste Plus (0,2) (39,4) (34,0)
® 23  2733"  1816°

1100F- MI Paste Plus 0,6) (61,0) (40,9)
1100F-TMP-MI Paste 3,2° 328,5°  290,5°
Plus® 08 (421  (30.6)

Letras sobrescritas distintas indicam significancia estatistica entre os
tratamentos em cada analise (ANOVA, 1 critério, teste de Student-
Newman-Keuls; p < 0,001). Valores entre parénteses indicam o
desvio padrdo da média. F: fluoreto no esmalte. Ca: célcio no
esmalte. P: fosforo no esmalte.
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o N\
SRR A
EioN "3 5 oy

A: Placebo B: 1100F C: MI Paste Plus?

D: 1100F-MI Paste Plus® E: 1100F-TMP-MI Paste Plus®

Figura 1: (A) Fotomicrografia com luz polarizada da lesdo formada apos tratamento
com (A) Placebo (sem F-TMP-MI Paste Plus®); (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D)
1100F-Ml; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus® (% 40).
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A: Placebo B: MI Paste Plus® C: 1100F

%

o~
D: 1100F-MI Paste Plus® E: 1100F-TMP-MI Paste Plus®

Figura 2: Imagens topogréficas tridimensionais obtidas por CLSM ap6s tratamento
com: (A) Placebo (sem F-TMP-MI Paste Plus®); (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D)
1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus® (x 100).
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Figura 3: Imagens obtidas através do MEV e andlise EDS do esmalte apds tratamento
com: (A) Placebo (sem F-TMP-MI paste Plus®); (B) 1100F; (C) MI Paste Plus®; (D)
1100F-MI; (E) 1100F-TMP-MI Paste Plus® (x 5000).
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Conclusdo Geral
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4. CONCLUSAO GERAL

Diante dos resultados obtidos, é possivel concluir que a associacdo de
tratamentos com dentifricios fluoretados e suplementados com trimetafosfato de sodio
(TMP) e fosfopeptideo de caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) (MI Paste
Plus®) (1100F-TMP-MI Paste Plus®) promoveu um efeito adicional significativo no
processo de des-remineralizacdo, podendo ser uma alternativa de tratamento eficaz para

pacientes em risco e atividade de cérie.
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Anexos
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5.1 ANEXO A

PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE

-
CEnEd B

Colagem em placa Separagdo da superficie Superficie vestibular Blocos de 4mm x 4mm
de acrilico vestibular/lingual

Polimento do
esmalte

Planificagao da Politriz BUEHLER
dentina
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5.2 ANEXO B

DOSAGEM DE FLUORETO NOS DENTIFRICIOS
EXPERIMENTAILS

l HZ0 deionizada q.5.p.10 mL
homogeneizagao - vortex
suspensao - dentifricios
|
7 v
centrifugar 3000 rpm/20 min 0,25 mL suspensdo
(%06g) l
‘L 0,25 mL HCI 2 mol L%
0,25 mL sobrenadante|
\l, 1 h aquecimento l45°c | agitacéo)
0,25mL HCI2 mol L? 0,5mL NaOH 1 mol L+
0,5mLNaOH 1 mol L? 1,0mL TISABII
LOmLTISABII leitura do F total - mV|

Y

leitura do F i6nico - mV/

Eletrodo especifico para F; Orion
9409-BN

Microeletrodo de referéncia
Analisador de ions
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5.3 ANEXO C
INDUCAO DE LESAO DE CARIE ARTIFICIAL

16 horas
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5.4 ANEXO D

ANALISE DA DUREZA INICIAL, POS-
DESMINERALIZACAO E POS-
REMINERALIZACAO

Microdurémetro Buehler
Carga 25 gramas, Tempo 10segundos
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5.5 ANEXO E

ANALISE DA PERDA INTEGRADA DE DUREZA
DE SUPERFICIE

§Bseasssrsrsy
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5.6 CICLAGEM DE pH

Ciclagem de pH RE>DES e Tratamentos J

Solucdo - k / Solucdo

Remineralizadora = Remineralizadora

DIA (4 ml) ﬁ - DIA (4 mi)
8:00-10:00 hs i

o 10:00-12:00 hs
Solucdo Tratamentos ‘
Remineralizadora
NOTURNA (4 mIl) Solucdo Solucdo
14:00-8:00 hs s Remineralizadora Desmineralizadora
DIA (4 ml) (12 mI)
14:00-16:00 hs 12:00-14:00 hs

Vieira et al.. 20085.

Ciclagem de pH DES>RE e Tratamentos J

Tratamento dos =

+ 48 horas de blocos oS
RE- NOVA iminuto e/ou 3 minutos /
i ]

7 DIAS

1775 mibloco _ 5 dias Solugdo
desmineralizadora

— \35.5 mL/bloco
e
%
‘ i blocos
— il b Vieira et al. 2005.
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5.7 ANALISE DE FLUORETO, CALCIO E FOSFORO
NO ESMALTE

Micrometro eletronico digital com saida acoplado a Desgaste ~50um Lixa 400

uma base de microscopio e blocos fixados (CARBIMET - BUEHLER)

| osmideHCIImoL |

l Agitacao por 1 hora I

0.25 mL da amostra + 0.25 mL
TISAB 1l modificado com NaOH.

Akabane et al., 2018.

Calcio - Método

Espectrofotometro de microplaca R
EONC, Biotek, USA colorimétrico Arsenazo I,

Fiske e Subbarow, 1925. Fiske e Subbarow, 1925.

Fosforo - Método colorimétrico
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