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Spinola MS. Avaliagdo do efeito protetor, remineralizante e antimicrobriano de
dentifricios contendo particulas bioativas [tese]. S&o José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial protetor contra a desmineralizacéo e
o efeito remineralizante de dentifricios experimentais contendo diferentes
concentracbes de particulas de vidro ionomérico pré-reagido (S-PRG - surface
prereacted glass ionomer cement). Adicionalmente, o potencial antimicrobiano foi
avaliado. Foram preparados 168 espécimes cilindricos (4mm - didmetro; 2mm - altura)
de esmalte bovino higido e polido para avaliacdo do potencial protetor (n=84) e
remineralizante (n=84). Estes foram estratificados nos seguintes grupos de tratamento
(n=12), de acordo com a concentracao das particulas bioativas (S-PGR) incorporadas
nos dentifricios: 0%; 1%; 5%; 20% e 30%. Um dentifricio contendo NaF (1450 pg
F/mL) foi utilizado como controle positivo e a agua ultrapurificada foi utilizada como
controle negativo. Os tratamentos com as suspensdes de dentifricios (1:3 com saliva
artificial) foram realizados 2x/dia — 5 min/8 dias, intercalados com a ciclagem
des/remineralizante. Para avaliacdo do potencial protetor dos tratamentos contra a
desmineralizacdo, os espécimes foram imersos em solucao desmineralizante por 4 h
e em solugao remineralizante por 20 h. Para a avaliagdo do potencial remineralizante
dos dentifricios, os espécimes foram submetidos a formacéo de lesdo de mancha
branca artificial em solugcédo desmineralizante por 20 h e entdo foram submetidos aos
mesmos tratamentos e ciclagem des/re (2 h em solucéo des e 22 h em solucéo re).
Apés a ciclagem, os espécimes foram analisados quanto a dureza superficial,
subsuperficial. Adicionalmente, o pH da suspensao de dentifricio preparada em agua
destilada foi determinado. A avaliacdo do efeito dos dentifricios sobre a adesédo
bacteriana e crescimento do biofilme foi realizada por meio de testes em uma cepa
padrdo de S. mutans (UA159) e em uma cepa clinica de S mutans. Para cada cepa,
35 espécimes de esmalte bovino polido (6mm - didametro; 2mm - altura) foram
distribuidos aleatoriamente nos mesmos grupos de tratamento (n=5), porém para a
avaliacdo do efeito antimicrobiano, um dentifricio contendo 1450 pg F/mL + triclosan
foi utilizado como controle positivo. Os espécimes foram tratados com as suspensoes
(5 min) e entédo inseridos em uma placa contendo sacarose, saliva artificial e uma
suspensao S. mutans (padrao e clinica) para permitir a formacgao do biofilme. Entéo,
foi realizada a contagem de unidades formadoras de colénias por mL (UFC/mL) apos
48 h. O efeito antimicrobiano sobre um biofilme recém-formado e maduro também foi
avaliado. Para isso, 35 blocos de esmalte bovino foram distribuidos aleatoriamente
nos sete grupos citados anteriormente (n=5). Os espécimes foram inseridos em uma
placa contendo sacarose, saliva artificial e uma suspensao S. mutans para permitir a
adesao bacteriana. Apés 4 h e 24 h da formacéao inicial do biofilme, os espécimes
foram tratados com um dos dentifricios contendo diferentes concentragdes de S-PRG
e controles e retornaram ao meio de cultura. Apés 48 h, a contagem de UFC/mL foi
realizada. Andlises estatisticas independentes foram realizadas entre os grupos para
cada estudo. Os dados foram analisados com ANOVA e teste de Tukey (5%). Os
dentifricios contendo S-PRG apresentaram potencial protetor contra a



desmineralizacdo e o dentifricio com 30% S-PRG foi o mais eficaz, diferindo do
controle positivo (p<0,05). Para a remineralizacdo, dentifricios contendo S-PRG
diferiram do controle negativo (p<0,05), mas nao diferiram entre si e ndao foram
superiores ao dentifricio contendo NaF. Uma diminuicdo significativa na adesao de
microrganismos foi observada para todos os grupos tratados com os dentifricios
contendo S-PRG e para a cepa UA159 os dentifricios com 20 e 30%S-PRG
apresentaram efeito superior ao dentifricio contendo NaF+Triclosan (p<0,05). Efeito
antimicrobiano sobre o biofilme recém-formado (4 h) também foi observado para os
grupos tratados com dentifricios contendo S-PRG, mas nao foi observado efeito
superior ao dentifricio contendo NaF+Triclosan (p>0,05). Para o biofilme maduro,
efeito antimicrobiano dos dentifricios contendo S-PRG foi observado apenas para a
cepa clinica (p<0.05), sendo inferior ao exercido pelo controle positivo. Concluiu-se
que os dentifricios contendo S-PRG apresentam capacidade de proteger o esmalte
contra a desmineralizacdo, bem como capacidade remineralizante, além de serem
capazes de impedir a adesédo bacteriana e atuar sobre o crescimento do biofilme
cariogénico.

Palavras-chave: Carie dental. Desmineralizacdo. Remineralizacdo dentéaria. Particula
bioativa. S-PRG. Biofilme dental.



Spinola MS. Evaluation of the protective, remineralizing and antimicrobial efficay of
toothpastes containing bioactive particles [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos
(SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2021.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the protective, remineralizing, and
antimicrobial potential of experimental toothpastes containing different concentrations
of pre-reacted glass ionomer particles (S-PRG). Cylindrical specimens (n=84, 4mm-
diameter, 2mm-height) of sound and polished bovine enamel were prepared to
evaluate the protective and remineralizing potential of the toothpastes. These were
stratified into the following treatment groups (n=12), according to the concentration of
bioactive patrticles (S-PGR) incorporated to the toothpastes: 0%; 1%; 5%; 20%; and
30%. A toothpaste containing 1450 pyg F/mL was used as a positive control and distilled
water as a negative control. Treatments with toothpastes’ slurries (1:3 with artificial
saliva) were performed 2x/day - 5 min / 8 days, interposed with de/remineralization
cycling. To evaluate the protective potential of the toothpastes, specimens were
immersed in demineralizing solution for 4 h and in a remineralizing solution for 20 h.
To evaluate the remineralizing potential of toothpastes, the specimens were submitted
to the formation of white spot lesion in demineralizing solution for 20 h and then
submitted to the same treatments de- and remineralizing pH-cycling (2 h in de- and 22
h in remineralizing solution). Specimens were analysed for surface and cross-sectional
hardness. Additionally, the pH of the slurries prepared in deionized water was
assessed. The effect of toothpastes over microorganisms adhesion and their
antimicrobial potential over a newly formed and mature biofilms were also evaluated.
To evaluate the effect of toothpastes on microorganisms adhesion and biofilm
development, two different studies were performed using a S mutans strain (UA159)
and a S mutans clinical strain. 35 specimens of polished bovine enamel (6mm-
diameter, 2mm-height) were randomly distributed in the same treatment groups (n=5).
The specimens were treated with the suspensions and then inserted into a plate
containing sucrose, artificial saliva and a standard suspension of S. mutans to allow
microorganisms adhesion and then colony forming units per ml (CFU/mL) counting
was performed after 48 h. The antimicrobial effect on a newly formed and mature
biofilms was also evaluated. For this, 35 blocks of bovine enamel were randomly
distributed into the seven previously mentioned groups (n=5). The specimens were
inserted into a plate containing sucrose, artificial saliva and a standard suspension of
S. mutans to allow biofilm formation. After 4 h and 24 h of the initial formation of the
biofilm, the specimens were treated with one of the toothpastes containing different
concentrations of S-PRG and were return to the culture medium. After 48 h the
CFU/mL counting were performed. Independent statistical analyses were performed
for each study. Data were analysed with ANOVA and Tukey test (5%). The S-PRG
containing toothpastes presented protective potential and the 30% S-PRG was the
most effective, differing from the positive control (p<0.05). For remineralization,
toothpastes containing S-PRG differed from the negative control and 0% S-PRG
(p<0.05), but did not differ from each other and were not superior to toothpaste



containing NaF (p>0.05). A significant decrease in the adhesion of microorganisms
was observed for all groups treated with the S-PRG containing toothpastes and for the
UA159 strain the 20 and 30% S-PRG toothpastes had a superior effect than the
NaF+Triclosan (p<0.05). Antimicrobial effect on the newly formed biofilm (4 h) was also
observed for the groups treated with S-PRG, but no greater effect was observed than
that of NaF+Triclosan (p>0.05). For mature biofilm, antimicrobial effect of S-PRG
toothpastes was observed only for the clinical strain (p<0.05), and were inferior than
NaF+Triclosan toothpaste. It could be concluded that, toothpastes containing S-PRG
presented higher efficacy in protecting enamel against demineralization and in
promoting remineralization, as well as inhibiting the cariogenic biofilm development.

Keywords: Dental caries. Demineralization. Remineralization. Bioactive particles. S-
PRG. Dental biofilm.
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1 INTRODUCAO

A carie dental € uma doenca multifatorial, que resulta no desequilibrio entre
0s minerais do dente e 0s minerais presentes nos fluidos orais (fluido do biofilme e
saliva). Esse desequilibrio ocorre pela diminuigdo do pH no interior do biofilme dental
guando este € exposto a agucares provenientes da dieta (Dawes, 2003). Nos ultimos
anos, o declinio da prevaléncia de carie dental vem sendo associado a diferentes
fatores, como mudancas nos habitos alimentares, melhores condi¢bes de higiene
bucal e, adicionalmente, devido ao desenvolvimento de produtos que visam inibir a
desmineralizacdo inicial do esmalte, promover sua remineralizacdo e atuar como
agente antimicrobiano diminuindo a quantidade de microrganismos cariogénicos
(Bratthall et al., 1996).

Além dos produtos fluoretados, comumente presentes no mercado com
potencial anticérie, produtos contendo diferentes agentes bioativos tém se mostrado
altamente promissores no controle da carie dentaria. Sao considerados compostos
bioativos aqueles capazes de produzir uma resposta biolégica especifica resultando
na interagdo entre os tecidos circunjacentes e o material (Vallittu et al., 2018).
Diferentes materiais bioativos tém sido utilizados na odontologia, como os vidros
bioativos, que séo capazes de induzir a formacédo de hidroxiapatita para reparo 6sseo,
bem como do esmalte e dentina comprometidos; materiais bioceramicos, que
estimulam a formacéao de dentina terciaria e fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio
amorfo (CPP-ACP), com potencial de promover a prote¢cao contra a desmineralizacao
do esmalte e remineralizacdo de lesdes de mancha branca (Ramadoss et al., 2021;
Attiguppeet al., 2019; Thierens et al., 2019).

Dentre os compostos bioativos, destacam-se ainda as particulas de vidro pré-
reagido denominado S-PRG (surface pre-reacted glass ionomer). Seu processo de
obtencdo envolve inicialmente a fabricagdo de um vidro a base de
fluorboroaluminosilicato, que € triturado para obtencdo de particulas micro e
nanomeétricas. Estas sdo entdo tratadas com uma solugdo contendo polisiloxano e
alcool, sob alta temperatura, que resulta na formagdo de uma camada superficial

modificada de silica porosa. Posteriormente, o material € pulverizado com solucao
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aquosa de &cido poliacrilico para se obter as particulas com superficie pré-reagida.
Este tratamento gera uma reacdo acido-base na subsuperficie da particula,
promovendo a formacdo de uma camada intermediaria de hidrogel ionomérico
(Nakatsuka et al., 2003). A particula de S-PRG entdo possui uma estrutura trilaminar,
composta por um nuacleo de vidro funcional, circundado por uma fase de ionémero de

vidro e por fim, apresentando a camada superficial modificada (Figura 1).

Figura 1 — llustracdo da particula de S-PRG formada a partir da tecnologia GIOMER

Superficie i
Pré Reagida :

LIBERAGAO @

E RECARGA

DE [ONS

Fonte: Esquema apresentado pelo fabricante (Shofu Inc., 2021).

As particulas de fluorboroaluminosilicato sdo formadas, dentre outros
compostos, por fluoreto de estréncio e carbonato de estroncio (Fujimoto et al., 2010).
Por apresentarem fluoreto na sua composicdo, essas particulas sdo capazes de
liberar fldor (F), bem como se recarregar desse ion quando expostos a produtos
fluoretados, com potencial de elevag&o dos niveis de F~ nos fluidos orais para interferir
com os processos de des e remineralizacédo do esmalte (Kamijo et al., 2009). Dentre
seus mecanismos de acéao, os fluoretos podem estar relacionados a dificuldade de

crescimento e adeséo das bactérias cariogénicas, como 0s estreptococos do grupo
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mutans (S. mutans) (Buzalaf et al., 2011), além de inibir a metabolizacdo de agucar

por essas bactérias (Kitagawa et al., 2018).

O diferencial desta particula consiste em liberar também os demais ions que
fazem parte da sua composicdo como estroncio (Sr?*), aluminio (Al**), silicato (SiO*
3), sédio (Na*) e borato (BO?*3) (Fujimoto et al., 2010). A liberacéo do SiO?3 e Sr?* esta
associada a capacidade de remineralizacao, induzindo a formacg&o de hidroxiapatita e
estroncio-apatita. Além disso, estudos demonstraram que o Sr?*, Na* e AI** liberados
pelas particulas de S-PRG sao capazes de aumentar o pH do meio (Kaga et al., 2014;
Shimizubata et al., 2020), atuando na neutralizacdo de &cidos provenientes da
metabolizacdo de carboidratos por bactérias da cavidade oral, por exemplo (Ma et al.,
2021). O Na* também € responsavel por catalisar as reacdes dos demais ions
liberados pelas particulas de S-PRG (Fujimoto et al., 2010). J4 a liberacédo de BO33
estéa relacionada ao efeito antimicrobiano dos produtos contendo S-PRG, pois dificulta
a adesdo da placa bacteriana ja que inibe 0 mecanismo de comunicacao entre as
células microbianas (Dembitsky et al., 2011), enquanto o AI** liberado tende a formar
complexos com o F, o que parece interessante para a obliteracdo de tubulos
dentinarios (Etsuo et al., 2013).

O fabricante denomina Giomer o grupo de materiais odontolégicos que
possuem a tecnologia S-PRG em sua composi¢cao, devido a fase ionomérica (Glass
IONOMER). Estudos com resinas compostas, sistemas adesivos, selantes e vernizes
tém mostrado resultados favoraveis quanto a prevencéao da cérie, por atuarem como
agente inibidor da formacdo do biofiime (Tadayuki et al., 2004; Saku et al., 2010;
Yoneda et al., 2015; Nomura et al., 2018) e da desmineralizacédo de esmalte e dentina
(Mukai et al., 2009; Kawasaki, Kambara, 2014; Spinola et al., 2020). Este fato
encorajou a adicdo de particulas de S-PRG a agentes de uso topico continuo, como
dentifricios e enxaguatdrios bucais. Estudos prévios com produtos experimentais
demonstraram que dentifricios contendo S-PRG apresentaram efeito contra a
desmineralizacdo do esmalte frente a desafios acidos a que os dentes sdo expostos
diariamente e na presenca de biofilme (lijima et al., 2017; Amaechi et al., 2017).
Entretanto, apesar da particula de S-PRG apresentar resultados promissores na
prevencdo de carie, pouco ainda se sabe sobre quais concentracfes dessas

particulas sdo as mais favoraveis quando incorporadas aos dentifricios para atuar
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frente a prevencdo da desmineralizacdo do esmalte. Além disso, parece ndo haver
nenhum estudo que demonstrou qual a melhor concentracédo de S-PRG adicionada a
dentifricios que pode favorecer o processo de remineralizagdo do esmalte e
apresentar maior potencial antimicrobiano sobre a formag&o do biofilme dental

cariogénico.

Assim, a investigagao de dentifricios contendo diferentes concentracdes de S-
PRG torna-se relevante como alternativa para a futura disponibilizacdo de agentes
anticarie que possam ser eficazes na protecado contra a desmineralizacdo do esmalte,
bem como na ativacao da remineralizacao, além de exibirem potencial efeito sobre o

biofilme de S. mutans.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Com base nos artigos apresentados, observou-se que os dentifricios
contendo S-PRG séo agentes promissores no controle da carie, pois foram capazes
de apresentar efeito protetor, remineralizante e antimicrobiano.

Dentre todas as concentracdes de S-PRG testadas (1, 5, 20, 30% S-PRG),
podemos considerar que o dentifricio contendo 30% S-PRG foi 0 mais promissor, pois
apesar de ndao ter diferido dos outros dentifricios com diferentes concentracdes de S-
PRG na capacidade de promover a remineralizacdo ou nao ter sido superior ao
controle positivo (dentifricio contendo NaF+triclosan) no efeito antimicrobiano sobre
biofilmes recém formado e maduro, foi o que apresentou melhor resultado para inibir
a perda mineral inicial do esmalte e inibir a adeséo dos microrganismos para formacao
do biofilme.

Assim, podemos sugerir que a adicao de particulas bioativas de S-PRG em
dentifricios € uma abordagem promissora como alternativa capaz de mostrar efeito
protetor contra a céarie dental. Porém ainda devem ser testados em investigacfes
futuras, utilizando modelos in situ capazes de simular condicdes mais préoximas as
condicdes clinicas e também em ensaios clinicos, para confirmar a efetividade desses
dentifricios. Ainda, analises adicionais envolvendo o potencial abrasivo de tais
dentifricios, efeitos sobre os tecidos moles e custo devem ser considerados para que

estes produtos possam efetivamente ser disponibilizados no mercado.
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