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Miranda ML. Efeito anticarie e antibiofilme da arginina sozinha ou em associacao a
outras substancias. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

Estre trabalho esta dividido em 2 publicacdes cujos objetivos foram: a) realizar uma
revisdo sistematica da literatura sobre o efeito da arginina nos microrganismos
envolvidos na carie dentaria (publicacdo 1); b) Avaliar a capacidade anticarie e
antibiofiime da associacdo da arginina com glicerofosfato de calcio e flior em um
modelo in vitro polimicrobiano de biofilme proveniente da saliva de um doador.
Publicacao 1: Esta revisao sisteméatica foi projetada de acordo com os itens da lista
de verificacdo PRISMA e com as diretrizes da Cochrane. Foram incluidos apenas
estudos in vitro que avaliaram o efeito da arginina em diferentes concentracées nos
microrganismos da cavidade oral em modelos de biofilmes de interesse cariogénico.
As bases de dados utilizadas foram: PubMed (incluindo MedLine), Scopus, LILACS,
SciELO e Web of Science. Para capturar a “literatura cinza” e evitar o viés de
selecéo e publicacéo foram consultados o Open Gray e o OpenThesis. Publicacéo
2: Utilizou-se um indculo polimicrobiano e blocos de esmalte bovino para mimetizar o
biofilme formado in vivo. Os grupos utilizados foram: controle negativo; 110 ppm F
(F); Glicerofosfato de calcio (0,05%) (CaGP); Arginina (0,8%) (Arg); F + CaGP; Arg +
F; Arg + CaGP; Arg + F + CaGP. Foram analisadas a acidogenicidade e composi¢cao
microbiana do biofilme e a perda de dureza de superficie dos blocos de esmalte. A
arginina promoveu uma elevacdo do pH, independente da associacdo. O F
promoveu a maior reducdo de bactérias totais.; Arg; Arg + CaGP e Arg + F + CaGP
de bactérias aciduricas e, Arg + F e Arg + F + CaGP, de estreptococos do grupo
mutans. A menor perda de dureza de superficie foi observada na associacédo Arg + F
+ CaGP. A arginina apresenta uma abordagem promissora para 0 manjeo ecoldgico
da céarie dentaria e demonstrou ser capaz de controlar fatores de viruléncia do
biofiime dentaria. Sua associacdo com o glicerofosfato de calcio e fluoreto pode
potencializar seu mecanismo de acdo e agir em fatores como acidogencidade,
controle de espécies patogénicas e diminuicdo da desmineralizacdo do esmalte
dentério.

Palavras-chave: Microbiologia. Biofilmes. Carie dentéaria. Arginina.



Miranda ML. Anti-caries and antibiofilm effect of arginine alone or in association with
other substances. [Master’s Dissetation]. School of Dentistry UNESP, Araraquara.

ABSTRACT

This work is divided into 2 publications whose objectives were: a) to carry out a
systematic review about the effect of arginine on microrganisms involved in dental
caries (publication 1); b) to evaluate the anti-caries and antibiofilm capacity of the
association of arginine with calcium glycerophosphate and fluoride in an in vitro
polymicrobial model of biofilm grown from the saliva of a donor. Publication 1: This
systematic review was designed according to the itens included in the PRISMA list
and Chocrane guidelines. Only in vitro studies that evaluated the effect of arginine at
different concentrations using cariogenic biofilms were included. The searched
databases used were: Pubmed (including MedLine), Scopus, LILACS, SciELO and
Web of Science. “Gray literature” was searched on Open Gray and OpenThesis.
Publication 2: A polymicrobial inoculum and bovine enamel blocks were used to
mimic the biofilm formed in vivo. The groups used were: negative control; 110 ppm F
(F); Calcium glycerophosphate (0.05%) (CaGP); Arginine (0.8%) (Arg); F + CaGP;
Arg + F; Arg + CaGP; Arg + F + CaGP. The acidogenicity and microbial composition
of the biofilm and the loss of surface hardness of the enamel blocks were analyzed.
Arginine promoted an increase in pH, regardless of the association. F promoted the
greatest reduction in total bacteria; Arg; Arg + CaGP and Arg + F + CaGP from
aciduric bacteria and Arg + F and Arg + F + CaGP from streptococci mutans group.
The lowest loss of surface hardness was observed in the association Arg + F +
CaGP. Arginine presents a promising approach for the ecological management of
dental caries and has been shown to be able to control virulence factors of dental
biofilm. Its association with calcium glycerophosphate and fluoride can enhance its
mechanism of action and act on factors such as acidogenicity, control of pathogenic
species and decreased demineralization of tooth enamel.

Keywords: Microbiology. Biofilms. Dental caries. Arginine.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria é considerada um problema de saude publica que afeta grande
parte da populacdo mundial de todas as idades'?, com alta prevaléncia em criancas
pré-escolares!. A cérie ndo tratada em dentes deciduos e permanentes é uma das
condicdes mais prevalentes em todo o mundo?, o que pode resultar em dor, infecgéo,
dificuldades de fala e mastigagédo?®.

No processo carioso, as bactérias presentes no biofilme dentério produzem acidos a
partir dos carboidratos fermentaveis provenientes da dieta, gerando ambientes com
baixo pH no biofilme*. Os &cidos produzidos sdo responsaveis pela desmineralizagdo
na superficie dentaria e, quando esses periodos de desmineralizacdo s&o mais
frequentes do que os de remineralizacédo, ha o desenvolvimento da cérie dentaria®®.
Apesar de o seu controle individual basear-se na remog¢ado mecéanica do biofilme por
meio da escovacdo com dentifricio fluoretado, novas estratégias preventivas voltadas
para o controle ecolégico da doenca estdo sendo desenvolvidas’.

Esse olhar mais amplo voltado para o controle da carie é decorrente da sua
complexidade e etiologia multifatorial®. Nesse processo, o pH éacido causado pelo
metabolismo de acucares induz uma adaptacdo microbiana e selecdo de bactérias
acidogénicas e desempenha um papel critico em desestabilizar o equilibrio do biofilme.
Com isso, as bactérias aciduricas e acidogénicas tornam-se mais frequentes e podem
promover um ambiente patogénico com periodos frequentes de perda mineral,
promovendo o desenvolvimento da leséo cariosa®.

Em contraste, interacbes benéficas entre espécies que neutralizam os efeitos
deletérios e interferem no desenvolvimento de um biofilme cariogénico também estdo
presentes no biofilme dentario®. Um dos mecanismos envolvidos nesse processo é
producéo de compostos basicos com manutencédo de um pH préximo da neutralidade®.
Essa capacidade de gerar alcalis é fundamental para manter a hemostasia do pH e do
biofilme>10, Nesse contexto, a arginina tem sido utilizada como estratégia para
controlar a patogenia da carie dentaria.

A arginina € um aminoacido semi-essencial, secretado pelas glandulas salivares em

sua forma livre em concentragbes micromolares e disponibilizado naturalmente a partir
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de fontes de proteinas provenientes da dieta'l1?. Algumas espécies microbianas orais,
como Streptococcus gordonii, Streptococcus parassanguinis, Streptococcus rattus,
Streptococcus sanguinis e Lactobacillus spp. sdo conhecidas como “arginoliticas” e
possuem a capacidade de metabolizar a arginina por meio do sistema arginina
deiminase (ADS). Essa via metabolica € constituida por trés enzimas e cataboliza a
molécula de arginina com producdo de amdnia, ornitina, CO2 e liberacédo de ATP213,

A amonia liberada age como um aceptor de ions hidrogénio, 0 que promove um
aumento do pH no biofilme e exerce um efeito tamp&o, ajudando a manter o pH neutro
Como consequéncia do aumento do pH, ha um controle de espécies patogénicas
acidogénicas e aciduricas, com subsequente hegemonia das espécies comensais orais
gue sao menos tolerantes a um baixo pH. Adicionalmente, o ATP liberado na reacdo
contribui para o crescimento e manutencéo celular das espécies arginoliticas!?. Além
da manutencdo de uma comunidade microbiana mais saudavel, a manutencédo do pH
neutro altera o balanco quimico na interface dente e biofilme em favor da
remineralizacdo!4>. Estudos clinicos demonstraram que pacientes livres de carie
apresentam niveis mais elevados de atividade do sistema arginina deiminase
comparando com individuos carie-ativos'®>,

Além disso, estudos tem apontado para a existéncia de um sinergismo da arginina
com fluoreto e a capacidade de formacdo de complexos com ions célcio!®1®,
Entretanto, a potencializacdo da acdo anticariogénica de formulacées odontoldgicas
contendo arginina, calcio e fluoreto ainda precisa ser comprovada. Nesse contexto, a
associacdo da arginina com outras substancias com propriedades anticarie pode ser
uma estratégia satisfatéria para controlar ecologicamente biofilmes cariogénicos. Dessa
maneira, esse estudo visa avaliar in vitro a capacidade antibiofime e anticarie da

arginina em associacao a outras substancias em biofilmes polimicrobianos.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi:

1) Realizar uma revisdo sistematica da literatura de estudos in vitro, avaliando o
efeito da arginina em microrganismos envolvidos na carie dentaria;

2) Avaliar a capacidade antibiofilme e anticarie da associacdo da arginina com
glicerofosfato de calcio e fluor pela analise do pH do meio de cultura,
viabilidade bacteriana e inibicdo na desmineralizacdo do esmalte pela

microdureza de superficie.
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3 PUBLICACOES

3.1 Publicacéao 1*

Miranda ML, Silva BNS, Saloméao KB, de Oliveira AB, Gabbai-Armelin PR, Brighenti FL.
Effect of arginine on microorganisms involved in dental caries: a systematic literature
review of in vitro studies. Biofouling. 2020 Jul;36(6):696-709. doi:
10.1080/08927014.2020.1802587. Epub 2020 Aug 4. PMID: 32752889.

This is an Accepted Manuscript of an article published by Taylor & Francis in Biofouling
on July, 2020, available online:
http://www.tandfonline.com/10.1080/08927014.2020.1802587. (Anexo A)

* O artigo segue as normas da revista BIOFOULING: The Journal of Bioadhesion and Biofilm Research.


http://www.tandfonline.com/10.1080/08927014.2020.1802587
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Effect of arginine on microorganisms involved in dental caries: a
systematic literature review of in vitro studies
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The aim of this systematic review was to discuss the effects of arginine on the microorganisms
involved in the pathogenesis of dental caries in different biofilm models formed in vitro. The
eligibility criteria were in vitro studies that evaluated the effect of arginine at different
concentrations on microorganisms in the oral cavity in biofilm models of cariogenic interest.
Eighteen studies, published between 2012 and 2019 were included. Different bacterial species
were studied. Seventeen studies (94,4%) achieved a low risk of bias and only one presented a
medium risk of bias. Arginine has been shown to be a promising approach for the ecological
management of dental caries and the focus of this review was to evaluate the effects of arginine

on microorganisms involved in the mechanism of dental caries disease.

Keywords: arginine; dental caries; microorganisms, in vitro studies
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Introduction

Human oral cavity is a highly complex and diversified microbiome, consisting of
bacteria, fungus, virus, archaea and protozoa in its composition (Dewhirst et al. 2010;
Wade 2013). It is characterised as an open system frequently exposed to exogenous
bacteria originating from food, water, air and social contact, besides consisting of
different microbial niches, such as saliva, oral mucosal surface, tongue and teeth
surface (Wade 2013; Bowen et al. 2018). The dental surface is continuously bathed by
saliva with distinct and irregular surface topographies, providing retention sites for
microorganisms capable of interacting physically and metabolically, forming the dental
biofilms (Bowen et al. 2018). The primary portion of microorganisms present in the oral
cavity consist of bacteria, which play a vital role in the pathogenesis and development of
oral diseases such as dental caries (Wade 2013).

Dental caries is the most common health problem in the oral cavity, being a result
of the interaction between bacteria producers of acid present in the dental biofilm and
fermentable carbohydrates from human diet (Ferjeskov 1997). The acid produced as a
result of carbohydrate fermentation causes a reduction on environmental pH and the
consequent dissolution of the dental structure, known as demineralization (Ferjeskov
1997; Takahashi and Nyvad 2008). The ability of producing and tolerating an acid
environment is a crucial feature in microorganisms responsible for caries, with these
microorganisms having a selective advantage over other species, disturbing the biofilm
homeostasis (Takahashi and Nyvad 2011).

Establishing biofilm homeostasis can be an effective way of controlling the
disease, given that the production of acids responsible for the demineralization problem
would be controlled (Zheng et al. 2017). Some bacteria have the capacity of increasing
biofilm pH from arginine metabolization (Burne and Marquis 2000; Chakraborty and
Burne 2017). Arginine metabolism takes place through the arginine deiminase system
(ADS), which causes deterioration of the arginine molecule in ammonia and carbon
dioxide with the production of ATP, helping to neutralize intracellular and environmental
pH from this alkali production. The species that present such mechanisms are known as

arginolytic species, which are less tolerant to acid medium (Liu et al. 2012; Huang et al.
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2015; Burne and Marquis 2000). These include non-mutans streptococci species, such
as Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis, Streptococcus parassanguinis,
Streptococcus rattus, Streptococcus salivarius and Actinomyces spp. which, with
arginine hydrolysis, become predominant in the dental biofilm and prevent the
hegemony of pathogenic species (Burne and Marquis 2000; Chakraborty and Burne,
2017).

Taking into account the mechanism of action of arginine in the dental biofilm, its
application can help to control the health problem of dental caries. Several studies use
formulations containing arginine in different concentrations to analyse its effect on oral
microorganisms (Huang et al. 2012; Fu et al. 2013; Sharma et al. 2014; Kolderman et
al. 2015). Systematic reviews previously carried out evaluated clinical outcomes of
formulations containing arginine. Nevertheless, these studies evaluated only the clinical
outcomes of the treatment with arginine, as caries incidence and progression, without
considering the arginine effected on the biofilm. Moreover, these reviews pointed out to
insufficient evidence to support the use of arginine and reported that more rigorous
studies should be carried out (Li et al. 2015; Astvaldsdéttir et al. 2016). In this context,
a review of in vitro studies is important to summarize essential information about
response Vvariables involved in arginine treatment - such as pH, arginine
concentration, salt and treatment time - which may guide future clinical studies. This
systematic review aimed to discuss the effects of different concentrations and
formulations of arginine in in vitro biofilm models and to reach a better understanding
of the arginine mechanisms of action. The main questions addressed were: a) if
arginine controls the pH of the biofilm, b) if arginine promotes the ecological balance in
the oral microbiota, c) if arginine reduces the amount of cariogenic microorganisms and

d) if arginine controls virulence factors of dental biofilm.

Materials and Method

Protocol
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This systematic literature review was designed according to the items included in
the PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) list

(Liberati et al. 2009) and Cochrane guidelines (Higgins and Green 2011).

Eligibility criteria

This study only included in vitro studies that analysed the effect of arginine in
different concentrations in microorganisms of the oral cavity in biofilm models with
cariogenic interest under different growth conditions, without any restrictions regarding
the year of publication, language or publication status.

In turn, the following studies were not included: 1) studies not related to the
subject; 2) literature reviews, letters to the editor, book chapters, abstracts, case reports
and editorials; 3) studies that assessed the effects of arginine on microorganisms that
are not part of the oral microbiota; 4) studies which exclusively analysed the functioning
and regulation of the arginine deiminase system (ADS).

Information and search sources

The following databases were used as sources of information: PubMed (including
MedLine), Scopus, LILACS, SciELO and Web of Science. In order to consider the grey
literature and avoid any selection or publication bias, Open Gray and OpenThesis
databases were also consulted. In addition, a manual search was carried out in the list
of references of the eligible studies.

The review was separately carried out by two reviewers (MLS and KBS). Health
Science Descriptors (DeCS), Medical Subject Headings (MeSH) and Embase Subject
Headings (Emtree) were used for the selection of keywords. In order to potentialize the
search strategy, Boolean operators “AND3” and “OR” were used (Table 1). The
literature review was carried out in August 2019, with no search restrictions. The
records obtained were exported to EndNote™ X8 software to detect and exclude any

duplications.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003996918304606?via%3Dihub#bib0150
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003996918304606?via%3Dihub#bib0105

Table 1. Search strategies specifically designed for each electronic database.
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Data base Research strategy Results
PubMed ("arginine"[MeSH Terms] OR "arginine"[All Fields]) AND ("dental
caries"[MeSH Terms] OR ("dental"[All Fields] AND "caries"[All
Fields]) OR "dental caries"[All Fields]) AND ("biofilms"[MeSH
Terms] OR "biofilms"[All Fields] OR "biofilm"[All Fields])
("arginine"[MeSH Terms] OR "arginine"[All Fields]) AND ("dental
plaque"[MeSH Terms] OR ("dental"[All Fields] AND "plaque"[All
Fields]) OR “"dental plaque"[All Fields]) AND ("dental
caries"[MeSH Terms] OR ("dental"[All Fields] AND "caries"[All
Fields]) OR "dental caries"[All Fields]) 103
Scopus TITLE-ABS-KEY ( ( arginine ) ) AND TITLE-ABS-KEY ( ( dental
AND caries OR dental AND caries ) )
TITLE-ABS-KEY ( ( arginine ) ) AND TITLE-ABS-KEY ( ( biofilm 531
OR biofilms ) )
LILACS tw:(arginine AND dental caries OR dental AND caries) AND
(instance:"regional”) AND ( db:("LILACS")) 6
SciELO Arginine and dental caries
Arginine and biofilms 4
Web of ((“arginine” and “biofilms” or “biofilm”))
Science ((“arginine” and “dental caries”)) 11
OpenGrey arginine and biofilms 1
OpenThesis arginine and dental caries and biofilms 15
TOTAL 671

Selection of Studies

The selection of studies was carried out in three phases by two previously

calibrated reviewers (MLM, KBS). In September 2019, in the first phase, the titles were

read. Studies with titles compatible with the research subject were selected for the

second phase, which consisted in reading the abstract of the respective document. In

the third phase (September - October 2019), the full text was read. The studies with

compatible titles, though without an abstract, were also fully read in this phase. The

kappa concordance coefficient and the peer assessment rating score between authors
(MLM and KBS) was 0.96, IC 95% = [0,93 - 0,97], showing a “nearly perfect” (p < 0.01)
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agreement between the reviewers. When both reviewers were in disagreement, a third

reviewer (BNSS) was consulted for a final decision.

Data Extraction

The data was extracted by two authors (MLM and KBS), in November and
December 2019, through a form including the following information: author(s) and year
of publication, objective, control and experimental group, type of biofilm growth, main
results and conclusion. In case of disagreements between the two reviewers, a third

reviewer was consulted (BNSS).

Risk of individual bias and Level of evidence

A blind assessment of the risk of bias was carried out by two independent
reviewers, prioritizing the clear description of the methods and omitting the name of the
journals and authors to avoid any conflict of interest or bias. The articles were
separately assessed through an adapted list based on previous systematic reviews of in
vitro approach (Mask et al. 2017; Bohrer et al. 2018), considering the following items: 1-
presence of a control group, 2- sample standardization (teeth, glass slides, or other
surfaces), 3- description of statistical analysis (statistical test), 4- contamination control,
5- description of the concentration of the products tested, 6- description of the
carbohydrate source and 7- description of specific treatment time.

If an item was reported, the study was marked with a Y (yes) in the respective
item; otherwise, if the information was not found, the work was marked with an N (no).
The risk-of-bias was classified according to the sum of the number of “yes” marked, as
follows: 1 to 3 = high; 4 to 5 = average; 6 to 7 = low risk of bias.

The Level of Evidence (LoE) was determined according to the guidelines of the

Oxford University Center for Evidence-Based Medicine (Durieux et al. 2013).

Data synthesis
Due to the heterogeneity of the 18 articles selected, no compatible data was

available to enable a meta-analysis.
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Results
Selection of Studies

A systematic search on 7 different electronic databases resulted in 671 studies,
of which 501 remained after the exclusion of duplicates. Simultaneously, the grey
literature review detected 16 studies. After reading the titles and abstracts, 58 articles
were considered eligible for reading the full text. The phase consisting of the full reading
of the article excluded 40 studies. Subsequently, the list of references of the 18 articles
selected was verified. After reading the list of references, no article was considered

eligible for the quantitative analysis of the results (Figure 1).



Figure 1. Flow diagram for the systematic review based on PRISMA guidelines.
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Aspects of the studies included

Table 2 shows the main aspects of the studies presented in this systematic
review. All studies included in this review were published between 2012 and 20109.
Several bacteria species were analysed, as follows: Streptococcus mutans,
Streptococcus  sanguinis,  Streptococcus  gordonii,  Actinomyces  naeslundi,
Porphyromonas gingivalis and Streptococcus sobrinus. The microorganism most
frequently studied was S. mutans. Ten studies only used S. mutans (Fu et al. 2013;
Sharma et al. 2014; Zheng et al. 2015; Tada et al. 2016; Chakraborty and Burne 2017;
Geraldeli et al. 2017; Huang et al. 2017; Sirin Karaaslan et al. 2018; Berto et al. 2019;
Bijle et al. 2019), with one study analysing S. gordonii. (Jakubovics et al. 2015). Eight
studies used polymicrobial biofilms originating from human saliva (Huang et al. 2012;
Kolderman et al. 2015; Koopman et al. 2015; Tada et al. 2016; Zheng et al. 2017,
Agnello et al. 2017; Huang et al. 2017; Ledder et al. 2017). The control group more
frequently used was the control-without-intervention group or distilled water. The most
common source of carbohydrate used was sucrose (Huang et al. 2012; Fu et al. 2013;
Koopman et al. 2015; Zheng et al. 2015; He et al. 2016; Tada et al. 2016; Agnello et al.
2017; Huang et al. 2017; Ledder et al. 2017; Zheng et al. 2017; Sirin Karaaslan et al.
2018; Berto et al. 2019; Bijle et al. 2019), followed by glucose (Jakubovics et al. 2015;
Chakraborty and Burne 2017; Geraldeli et al. 2017). The study carried out by Sharma et
al. (2014) used sucrose, mannose and glucose, all at a concentration of 1%, while
Kolderman et al. (2015) used clarified saliva as the only source of nutrients.

In the experimental group, arginine was used in different concentrations
(0.00000871% - 10.5%), in either marketed toothpastes or solutions. Arginine
supressed S. mutans growth (Fu et al. 2013; Zheng et al. 2015; He et al. 2016; Tada et
al. 2016; Chakraborty and Burne 2017; Geraldeli et al. 2017; Huang et al. 2017; Zheng
et al. 2017; Sirin Karaarslan et al. 2018; Berto et al. 2019) and promoted and increase
in the arginolytic species S. sanguinis and S. gordonii (Zheng et al. 2015; He et al.
2016; Geraldeli et al. 2017; Zheng et al. 2017; Berto et al. 2019; Bijle et al. 2019). In
polymicrobial biofilms, arginine increased the pH to alkaline levels (1.5-1.6%; Berto et
al. 2019; Huang et al. 2012; Koopman et al. 2015; Ledder et al. 2017), reduced
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microbial viability (0.8 -1.6%; Huang et al. 2017; Kolderman et al. 2015) and reduced
biomass formation (8.71%; Tada et al. 2016).

Three different arginine salts were studied. Nine studies reported the use of L-
arginine (Sharma et al. 2014; Koopman et al. 2015; He et al. 2016; Tada et al 2016;
Agnello et al. 2017; Chakraborty and Burne 2017; Geraldeli et al. 2017; Huang et al.
2017; Berto et al. 2019), while five studies used L-arginine monohydrochloride (L-
arginine HCI) (Jakubovics et al. 2015; Kolderman et al. 2015; Zheng et al. 2015; Zheng
et al. 2017; Bijle et al. 2019) and one study used arginine-bicarbonate (Ledder et al.
2017). Four studies used marketed toothpastes containing arginine (Fu et al., 2013;
Ledder et al., 2017; Sirin Karaarslan et al., 2018; Berto et al., 2019).

Additionally, the treatment time was different among the studies, with the
constant utilization of the arginine in the culture medium (Huang et al. 2012; Jakubovics
et al. 2015; Kolderman et al. 2015; Koopman et al. 2015; Zheng et al. 2015; Tada et al.
2016; Geraldeli et al. 2017; Huang et al. 2017; Zheng et al. 2017; Berto et al. 2019),
treatment during 30 min (Tada et al. 2016), 10 min / 3x a day (He et al. 2016; Ledder et
al. 2017), 5 min / 3x a day (Zheng et al. 2017), 4 min (Sirin Karaarslan et al. 2018), 1
min (Bijle et al. 2019), 30s — 3 h (Agnello et al. 2017) and 10 s (Berto et al. 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubovics%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25855127

Table 2: Summary of the main aspects and results found.
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Author/ Experimental Control Biofilm Biofilm Energy Main results Conclusion
year groups group model growth source

Huang et al. 1.6% Arg, with / Negative Polymicrobial Anaerobiosis 0.2% Arginine gradually increases pH Sucrose, pH, buffer

2012 without Pipes derived  from Sucrose value and ammonia concentration capacity, and biofilm age
buffer (3.25 mM - saliva of the culture medium. All groups influenced pH control and
50 mM) with arginine reached an alkaline NHs  production  from

pH, more than 7, and produced @&rginine in dental
ammonia. However, the lower the biofilms. Pro_ductl_on of
buffer concentration, the longer N:_sd:ngmljaecrﬂc acid was
the time to raise the pH and P P '

ammonia production.

Fu et al. 2013 Dentifrice Negative  S. mutans 5% CO 2 1% Sucrose The group treated with arginine The application of the
containing 8% presented a less thick and dense arginine-desensititising
arginine and biofilm structure, as well as a paste directly to the
calcium carbonate decreased number of viable cells hypersensitive surfaces
/ Pumice and minor lactic acid productionin of the  teeth can

comparison with other groups. significantly suppress the
formation and maturation
of the S. mutans biofilm.

Sharma et al. L-arginine: 0.05% Negative S. mutans 5% CO 2 1% Sucrose, Biofilms grown in the presence of Arginine may influence S.

2014 /0.1% / 0.5%* mannose arginine showed a decrease in mutans adhesion to tooth

and glucose surface roughness and lower and may have anti-

density of the extracellular matrix.
As the arginine concentration was
increased, the adhesion forces
were significantly reduced.

cariogenic potential.
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Jakubovics

al. 2015

Kolderman
al. 2015

et

et

L-arginine: Negative
0.00000871% -

8.71%, with a

tenfold increase in
concentration**

Arg-HCI: 0.001% / Negative
0.01% / 0.1% /

1% /[ 21% /
5.26% / 10.5%

CPC: 0.05% /

0.01%

CPC + Arg-HCI:
0.05% + 10.5% /
0.01% + 10.5%**

S. gordonii 5% CO 2
Anaerobiosis
and
aerobiosis
Polymicrobial
derived from Not informed

saliva

0.2%
Glucose

Clarified
saliva

Biofilms supplemented with
arginine in high concentrations

(0.871% - 8.71%) significantly
modified  biofilm  architecture,
thickness and biomass. The

biofilms were became unequal
with  the increased arginine
concentration. The presence of
aggregated micro-colonies was
reduced. The number of viable
cells did not change with the
treatment, demonstrating that
arginine is not toxic against S.
gordonii.

Biofilm architecture was
substantially altered and s
arginine dose- dependent. Large
biofilm towers were reduced at
higher Arg-HCI concentrations in
favor of smaller biofilm
microcolonies with very
occasional large biofilm masses.
At concentrations = 2.1%, there
were significant reductions in
biofilm biovolume, thickness and
roughness. Biofilms grown with
1% and 10.5% reduced bacterial
viability. Association of arginine
with CPC increased CPC
penetration into the biofilm.

Arginine modulates
growth and biofilm
formation of S. gordonii.

Arginine modulates the
development of oral
biofilm of various species
and the composition of
the community  and
improves CPC activity.
The incorporation of Arg-
HCI in oral health
products can be useful for
improved biofilm control.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubovics%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25855127
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Koopman et al.

2015

Zheng
2015

et

al.

1.6% L-arginine; Negative
pH 6.8.

Arg-HCI: 0.625% / Positive
2.5% Negative

Arg + NaF: 2.5%
+ 125 ppm F /
0.625 + 31.25
ppm F
pH 7.

Polymicrobial
derived from
saliva

1 specie (S.
mutans / S.
sanguinis)

2 species (S.
mutans + S.
sanguinis)

3 species (S.
mutans, S.
sanguinis + P.
gingivalis)

Aerobiosis

Aerobiosis
and
Anaerobiosis
(3 species)

10% Sucrose

1% Sucrose

The arginine group showed a
higher similarity on bacterial
community, compared to the
highly dispersed Control. During
the resting phase, the pH in the
Arginine microcosms (7.7) was
significantly higher than in the
Control (6.5). It was observed a
higher ammonia concentration in
the biofilms treated with arginine
comparing to the control.

The association of arginine with
fluoride suppressed S. mutans in
the one-specie biofilm comparing
to the isolated agents. In the
biofilms containing 2 and 3
species, the association
suppressed S. mutans and
promoted the dominance of S.
sanguinis. Isolated arginine or its
association with fluorine inhibit the
EPS production. In the mono-
specie biofilms, the isolated
fluoride was capable of increasing
the pH; in the dual-species one,
the arginine increased even more
this parameter, and the three-
specie biofilm, the association led
to a pH increase in a dose-
dependent manner.

Arginine facilitates the
stability or oral microbial
communities in relation to
the effects of acidification.

Arginine and fluoride has
a potential synergistic
effect in maintaining the
balance of oral microflora

and, therefore, is a
promising ecological
approach to the
prevention of dental
caries.
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He et al. 2016

Tada et al. 2016

Agnello et al.
2017

Chakraborty
and Burne,
2017

L-arginine: 0.75%
1 1.5% / 3%,
pH 8 -8.5

8.71%** L-
arginine with 10
mM citrate buffer
(pH 3.5)

L-arginine: 1.3%**
/ Arg + sucrose /
Arg (sucrose after
6 h) [/ Arg
(sucrose after 20
h) / Arg (sucrose
after 48 h), pH 7

L-arginine: 1.5%

Negative

Negative

Negative

Negative

Mixed-species
containing S.

mutans, S.
gordonii  and
A. naeslundii.

S. mutans and
Polymicrobial
derived from
saliva

Polymicrobial
derived from
saliva of 7
individuals

S. mutans

Not informed

Anaerobiosis

5% CO 2

Aerobiosis

1% Sucrose

2% Sucrose

0.5%
Sucrose

0.5%
Glucose

15% or 3% of L-arginine
suppressed the dominance of S.
mutans for an increase in the
dominance of S.  gordonii,
decreased the biomass of the
biofilm and production of insoluble
EPS. The 1.5% arginine treatment
led to values of pH significantly
higher compared to the control.

The acidic structure of L-arginine
destabilized or reduced the
production of S. mutans insoluble
glucan, inhibited the formation of
S. mutans biofilm and destabilized
human oral biofilm, reducing the
biofilm mass.

The addition of arginine 6 h
before sucrose challenge resulted
in a final pH of 8. When arginine
and sucrose were added
simultaneously, no pH increase
was detected. Pre-treatment with
arginine 20 h before sucrose
challenge made the microbial
community similar to that treated
with arginine without sucrose.

Supplementing with arginine at
pH 5.5 caused a delayed growth
phase of S. mutans, slower
exponential growth and lower final
yields.

L-arginine affects the
biofilm matrix and the
dynamic microbial
interactions  associated
with the development of
pathogenic biofilm,
indicating the potential to
cause biofilm rupture.

The acidic solution of L-
arginine described can be
used as an additive that

increases the
effectiveness of
mouthwashes used in
oral hygiene.

Arginine can be effective
for treating dental caries.
Its absorbed and
metabolized by biofilm
cells and improves pH
homeostasis.

L-arginine  affects the
physiology of S. mutans
and compromises its
colonization ability.
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Geraldeli et al.
2017

Huang et al.

2017

Adhesive system
containing L-
arginine: 5% / 7%
/ 10%

L- arginine:
01% [/ 02% /
04% [/ 08% /
1.2%/1.6%

Negative

Negative

Single species
and dual
species (S.
mutans +

S. gordonii)

Biofilm single
species:

S. mutans,

S. gordonii,

S. sanguinis

S. sobrinus.
Polymicrobial
derived from
saliva

Aerobiosis

Anaerobiosis

0.2%
Glucose

0.2%
Sucrose

Bacterial growth was minimal or
absent with 7% arginine at pH 7
and, there was a slow growth at
pH 5.7, with similar growing
pattern for the mono and dual-
species biofilms. There was a
minor biofilm formation in the
presence of 7% arginine. S.
gordonii biofilms formed with 7%
arginine presented a greater
number of viable cells compared
to control, to dual-specie S.
mutans biofilms and to dual-
specie groups treated with 7%
arginine.

Arginine at 0.8% and 1.6%
reduced the biomass of
polymicrobial biofilms. 1.6%

arginine reduced EPS / bacteria

ratios and the thickness of
polymicrobial and S. mutans
biofilms.  Arginine  presented

inhibitory effect and reduced the
biomass of S. mutans biofilms.

Adhesive
containing 7%
demonstrated

system
arginine

antibacterial effects.

Arginine can contribute to

healthy  oral

biofilms

considering its capacity to
maintain pH homeostasis.
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Ledder et al.
2017

Zheng et
2017

al.

Dentifrice

containing 1.5%
Arg-bicarbonate,
1450 ppm F
(SMF) and 10%
calcium carbonate

Arg-HCI: 0.625% /
1.25% / 2.5% /
5% / 10% (dual
species biofilms),
pH 7

2.5% Arg-HCI /
NaF: 500 ppm F /
2.5% Arg-HCI +
500 ppm F
(polymicrobial
biofilms)

Positive
Negative

Polymicrobial
derived from
saliva

Negative  dual-species
(S. mutans
and S.
sanguinis)
Polymicrobial
derived from
saliva

Anaerobiosis 5% Sucrose
and

aerobiosis

Aerobiosis 1% Sucrose
(dual-
species)
Anaerobiosis
(polymicrobia

The use of toothpaste with
arginine was associated with
significant increase in pH when
compared to toothpaste without
arginine. For the culture medium
without sucrose and treated with
arginine, there was an increase of
the number of total anaerobic
bacteria and a decrease of total
streptococcus and lactobacilli. In
the medium containing sucrose
and treated with arginine, the total
number of aerobic bacteria was
reduced.

In dual-species biofilms, treatment
with 2.5% arginine inhibited S.
mutans growth and led to an
increase in the number of S.
sanguinis. In polymicrobial
biofiilms, Arg alone or in
combination with fluoride
suppressed S. mutans growth and
increased S. sanguinis growth.

The exposure of dental
microcosms to arginine in
dentifrice formulations
significantly ~ decreased
plague acidification and
cariogenic species.

The arginine treatment
promoted a favorable
change in the oral
microbiome and
represents favorable

approach for controlling
dental caries.
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Sirin
Karaarslan et
al. 2018

Berto et al.
2019

Bijle et al. 2019

Dentifrices one
of the following
active
ingredients:
Fluoride,

Ozone, Casein
phosphopeptid
e-amorphus
calcium
phosphate, 8%
Arginine,
Novamin

1.5% L-arginine
and dentifrices
containing 1450
ppm F (SMF) +
Arginine 1,5%

Dentifrices

containing L-
arginine HCI and
NaF: 2% Arg-

0.147% NaF / 4%
Arg-0,144% NaF /
8%  Arg-0.138%
NaF

Negative

Negative
Positive

Positive
Negative

S. mutans

Single- and
multispecies
biofilms (S.
sanguinis,

S. mutans,

S. gordonii
and

S. sobrinus)

5% CO2

Single-
multispecies
biofilms (S.
mutans, S.
sanguis and S.
gordonii)

Not informed

and Anaerobiosis

2% Sucrose

5% Sucrose

1% Sucrose

In comparison to the control
group, arginine treatment
decrease S. mutans counts.

In the presence of 1.5% arginine,
the pH values increased after 6 h
of incubation on S. sanguinis and
S. gordonii culture medium. CFU
counts in the cultures with 1.5%
arginine were always slightly less
than in those without. After 2, 4
and 10 weeks of daily brushing
with an arginine, the biofilm that
formed on the enamel surface
had a higher proportion of S.
sanguinis and S. gordonii. After 4
weeks, the pH in the SMF + Arg
group was higher than in the SMF
group and the control group

Arg-NaF 2% had a disruptive
effect on biofilms, inhibited S.
mutans growth and increased S.
sanguinis and S. gordonii growth.
Although Arg-NaF 4% and 8%
increased S. sanguinis and S.
gordonii growth, their inhibitory
effect on S. mutans was reduced.

Arginine-treated biofilms
showed lower bacterial
adherence.

The results suggest that
regular brushing using
dentifrices containing
arginine, calcium
carbonate and fluoride
can protect against dental
caries.

Arg-NaF 2% promoted S.
sanguinis and S. gordonii
growth, maintaining a
microbial ecology
homeostasis.

Arg: arginine; Arg-HCI: L-arginine monohydrochloride; Cetylpiridinium chloride: CPC; NaF: sodium fluoride; SMF: sodium monofluorophosphate fluoride
*values converted from mg-ml! to percentage (%); ** values converted from uM and mM to percentage (%)
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Individual Risk of Bias and Level of Evidence

Seventeen studies (94.4%) were marked as a low risk of bias and,
consequently, with high methodological quality (Table 3). Only the study carried out
by Sharma et al. (2014) exhibited an average risk of bias, as a result of not
describing the statistical analysis carried out and due to the presence of a
contamination control. All studies included the description of a control group (item 1)
and sample standardization (item 2). “no” was applied more frequently in item 4
(contamination control), followed by item 7 (specific treatment time). The articles
presented level of evidence of 3, in accordance to the guidelines from Oxford

University Center for Evidence-Based Medicine.

Table 3: Risk of bias assessed for each eligible study.

Author Item Item 2 Item 3 Item 4 ltem 5 Iltem 6 Item 7 1IRisk
of bias

Huang et al. 2012

Fu et al. 2013

Sharma et al. 2014

Jakubovics et al. 2015

Kolderman et al. 2015

Koopman et al. 2015

Zheng et al. 2015

He et al. 2016

Tada et al. 2016

Agnello et al. 2017

Chakraborty and Burne 2017

Geraldeli et al. 2017

Huang et al. 2017

Ledder et al. 2017

Zheng et al. 2017

Sirin Karaarslan et al. 2018

Berto et al. 2019
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<< |<|=<|<|<|<|z|<|<]|<|<|<|<]|<|z|z|<
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N
Y
Y
Y
Y
N
Y
Y
Y
Y
Y
Y

<[<|=<[=<|=<|<|=<|<|=<|<|<|<|<]|<|<]|z|<]|<

Bijleet al. 2019

Adapted from Mask et al. 2017; Bohrer et al. 2018.

1Risk of bias: Low — L, Medium — M, High — H.

Iltem 1: presence of a control group; item 2. sample standardization (teeth, glass
slides, or other surfaces); item 3: description of statistical analysis (statistical test);
item 4: contamination control; item 5: description of the concentration of the products
tested; item 6: description of the carbohydrate source; item 7: description of specific
treatment time.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubovics%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25855127
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Discussion

The need of new strategies for controlling dental caries is evident, as it is still
considered a world health problem and, in the absence of treatment, it can lead to
total tooth destruction (Petersen et al. 2005; Pinto-Sarmento et al. 2016). Studies
show that the risk of developing the disease is associated to the ability of
microorganisms in the oral cavity producing acids from fermentable carbohydrates
originated from diet (Takahashi and Nyvad 2011, Pitts et al. 2017). With this in mind,
monitoring the production of acids and balancing the microorganisms responsible for
the disease can be an alternative to control it. In this context, arginine can be a
promising approach for managing dental caries, as it improves pH homeostasis and
consequently alters the microbial ecology (Huang et al. 2017). Arginine or L-arginine
is a semi-essential amino acid secreted by saliva in micromolar concentrations,
accessible in proteins from diet and administered as a dietary supplement (Albaugh
et al. 2017).

This review aimed at assessing the effects of arginine in microorganisms
involved in the mechanism of dental caries, without analysing the functioning of the
arginine deiminase system (ADS) in itself, such as through genes responsible for
regulating this system and capable of capturing arginine through microorganisms.
Although many systematic reviews about the clinical effects of arginine have been
published, to date, there is no compilation about the in vitro effects of arginine. The
knowledge about the in vitro mechanisms of arginine might optimize its clinical
application in the future and contribute to improve its clinical evidence. Despite the
variations found in the arginine salt, concentration and treatment time of the included
studies, the results suggest that the treatment with arginine modifies the biofilms,
reducing their biomass, thickness and roughness, and concentration of extracellular
polysaccharides, besides increasing the local pH and maintaining the ecological
balance of the mouth microbiota, controlling the concentration of cariogenic species
and also increasing the concentration of arginolytic species.

Arginine has proven to be a promising approach for the ecological
management of dental caries, and its association with other dental formulations, such
as fluoride, has also been investigated. Fluoride interferes with the carious process
by reducing enamel demineralization and enhancing enamel remineralization (Cury
and Tenuta 2009). Fluoride also decreases S. mutans biofilm’s biomass and

thickness, and bacterial viability (Fernandez et al. 2016). When combined with
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arginine, it potentializes microbial balance and improves biofilm homeostasis (Zheng
et al. 2015, Bijle et al. 2019). The studies carried out by Zheng et al. (2015, 2017),
Ledder et al. (2017), Bijle et al. (2019) and Berto et al. (2019) analysed the effect of
the association of fluoride with arginine in different concentrations (0.625% - 8%).
These studies showed that this association has a synergic effect on the maintenance
of the equilibrium of healthy oral microbiota. Bijle et al. (2019) demonstrated that 2%
arginine-sodium fluoride disrupted both S. mutans monospecie biofiims and
multispecies biofilm (S. mutans, S. gordonii and S. sanguinis), by inhibiting S. mutans
growth and enhancing S. sanguinis and S. gordonii growth. Similar results with
0.625% and 2.5% arginine were found for the biofilm of one (S. mutans or S.
sanguinis), two (S. mutans and S. sanguinis) or three (S. mutans, S. sanguinis and P.
gingivalis) species by Zheng et al. (2015). The arginine-sodium fluoride combination
indicates a synergistic effect against S. mutans in suspension by decreasing S.
mutans / S. sanguinis ratio toward an S. sanguinis-predominant consortium and by
neutralization of biofilm acidification (Zheng et al. 2015). These authors speculate
that, although this microbial selection mechanism is not yet clear, these findings can
possibly be attributed to the contribution of fluoride in the reduction of acid production
by biofilm microbiota and to the an additional contribution of arginine in the increase
of biofilm pH, hampering the selection of S. mutans and consequently favouring the
hegemony of alkali-producing species, such as S. sanguinis.

Regarding biofilm formation, bacterial adhesion contributes to the maturation
and development process. Adhesion and colonization of bacteria can be affected by
the presence and quality of the extracellular matrix, due to specific microorganism
interactions, as well as bacterial vitality and biofilm surface roughness (Koo et al.
2013, Sharma et al. 2014, Kolderman et al. 2015). Studies demonstrated that
arginine reduced biofilm surface roughness (Sharma et al. 2014, Kolderman et al.
2015) and adhesion forces (Sharma et al. 2014). The reduction in adhesion forces
can occur due to the lower glucan production, which is one of the components of the
extracellular matrix. (Bowen et al. 2018). This lower extracellular polysaccharide
production during arginine treatment was confirmed by Zheng et al. (2015), He et al.
(2016), Tada et al. (2016) and Huang et al. (2017) in S. mutans biofilms. The
extracellular polysaccharide matrix improves biofilm stability, enabling cells to be
organised into cohesive multicellular ecosystems, modulating growth and providing

protection to pathogens, becoming a virulence factor of the biofilm (Koo et al. 2013).
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Therefore, a reduction in the quantity of extracellular polysaccharides as well
as changes in the type or in the composition of the extracellular polysaccharides
might modify the three-dimensional biofilm structure (He et al. 2016; Koo and
Yamada 2016). Changes in the architecture, thickness and biomass were found in
the study carried out by Jakubovics et al. (2015), which demonstrated a more
irregular biofilm with a reduction in thickness and biomass when treated with 8.71%
arginine. However, when treated with arginine in a lower concentration (0.00871%),
greater thickness and biovolume were verified. In addition, He et al. (2016) and
Huang et al. (2017) observed a reduction of biomass in biofilms treated with arginine,
while Kolderman et al. (2015) noted a change in biovolume and architecture as
arginine concentration increased. This architecture destabilisation promoted by
arginine (Tada et al. 2016) can allow other substances to more easily penetrate the
biofilm. In the study carried out by Kolderman et al (2015), who associated 10.5%
arginine with 0.01% cetylpyridinium chloride (CPC), a cationic antimicrobial that is
commonly used in oral healthcare products, it was demonstrated the occurrence of
greater CPC penetration in the biofilm and an almost cell death when compared with
CPC applied alone.

The increase in pH seen in biofilms occurs due to the production of ammonia
in response to arginine metabolism by microorganisms (Liu et al. 2012). The
ammonia released acts as an acceptor of hydrogen ions, which promotes an
increase in the biofilm pH and exerting a buffer effect, which helps to maintain a
neutral pH (Huang et al. 2012). Therefore, arginine hydrolysis allows acidogenic
microorganisms to remain in low concentrations in the biofilm, preventing the
emergence of pathogenic species and promoting the maintenance of a healthier
microbial community (Marsh et al. 2015; Chakraborty and Burne, 2017). Studies
demonstrated that arginine alone (He et al. 2016) or associated with fluoride (Zheng
et al. 2015) suppressed S. mutans outgrowth and promoted S. gordonii or S.
sanguinis growth. Therefore, arginine supplementation modulates biofilm
development, leading to a dominance of the species which cope better with an alkali
environment. This mechanism promotes a more ecologically balanced environment,
leads to the formation of a less virulent biofilm and highlights the potential of arginine
in controlling dental caries.

Regarding the different types of biofilms used, eleven of the studies presented

in this review used monospecies biofilms. These are more often recommended for
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studies aimed at analysing specific experimental conditions, such as the response of
a certain microorganism to some peculiar conditions in the medium or to a treatment
solution, which would be difficult to measure in a multispecies biofilm (Maske et al.
2017). S. mutans was the microorganism which was more frequently used in
monospecies biofilm models, due to its role in the development of dental caries that
includes its capacity of producing acids and extracellular polysaccharides from
sugars (Bowen et al. 2018). In S. mutans biofilm models, arginine disturbed the
architecture and inhibited biofilm formation (Zheng et al. 2015), reduced glucan
production (Tada et al. 2016) and inhibited S. mutans growth (Zheng et al. 2015,
Tada et al. 2016, Chakraborty and Burne 2017). Nevertheless, these monospecies
models have a drawback when compared to multispecies models, as the oral biofilm
is cultivated as a result of the interaction between different microorganisms and not
only as result of a specific strain (Maske et al. 2017).

On the other hand, eight studies used polymicrobial biofiims from human
saliva, which have the advantage of maintaining much of the complexity and
heterogeneity of the original sample when compared with monotypic culture or
defined consortium (McBain 2009). In this type of biofilm, microorganisms interact
and compete with each other for establishing a microbial community (Angker et al.
2011; Mei et al. 2013; Li et al. 2014; Maske et al. 2016; Signori et al. 2016).
However, this model is limited by the fact that many microorganisms from the oral
cavity are not cultivable (Rudney et al. 2012). In the studies with polymicrobial
biofilms that used saliva as inoculum, a reduction of S. mutans and an increase of S.
sanguinis was observed in the treatment with 2.5% arginine (Zheng et al. 2017), as
well as a reduction of biomass in biofilms when treated with 0.8% and 1.6% arginine
(Huang et al. 2017) and a reduction in bacterial viability for biofilms treated with
1.05% and 10.5%. Additionally, sparser and less thick biofilms in concentrations
higher than 2.1% (Kolderman et al. 2015) and a shift towards higher pH with 1.3%
(Agnello et al. 2017), 1.5% (Ledder et al. 2017) and 1.6% arginine (Huang et al.
2012) were also found.

The studies included in this review demonstrate the capacity of arginine in
acting on the dental biofilm and promoting a reduction of virulence factors, such as
the formation of the extracellular polysaccharide matrix and accumulation of an acid-
producing and tolerant microbiota, besides helping to maintain ecological equilibrium.

These results of the studies emphasize the beneficial potential of arginine in
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controlling dental caries. This is a very up to date subject, since all papers elected to
be included in this systematic review are from 2012 or later. The increased interest is
probably associated to the fact that arginine alone, or in association with fluoride or
other anti-caries substances, is able to control biofilm's virulence instead of
simply eliminating it. This is of great importance since elimination of biofilms from oral
cavity is virtually impossible. The studies included showed high methodological
quality, low risk of bias and level of evidence 3 according to the guidelines of Oxford
University Center for Evidence-Based Medicine, which provide credibility to the
results.

In vitro biofilm models are able of producing carious lesions bring a better
comprehension of the mechanisms involved in their initiation and progression (Maske
et al. 2017). Nevertheless, the bacterial interactions and the ecological diversity that
is observed in the dental biofilm, may be not be fully reproduced (Takahashi and
Nyvad, 2008). The studies included in this review show some limitations, mainly
related to the lack of standardization of important factors for the arginine mechanism
of action. Only seven studies (39%) reported the use of a buffer solution or pH
adjustment of arginine solutions (Huang et al. 2012, Koopman et al. 2015, Zheng et
al. 2015, He et al. 2016, Tada et al. 2016, Agnello et al. 2017, and Zheng et al.
2017). This is an important step, since argilolytic activity is influenced by pH
(Hoogenkamp and ten Cate 2014). Information about the salt used is lacking in eight
studies (44%; Huang et al. 2012; Fu et al. 2013; Kolderman et al. 2015; Tada et al.
2016; Chakraborty and Burne 2017; Ledder et al. 2017; Sirin Karaarslan et al. 2018;
Berto et al. 2019). Treatment time was not informed in three studies (16%; Fu et al.
2013; Sharama et al. 2014; Chakraborty and Burne 2017).

Arginine has been pointed out as a potential modulator of dental biofilm. Its
capacity of increasing environmental pH and promoting the equilibrium of alkali-
producing species by supressing aciduric species emphasizes the role of arginine in
biofilm homeostasis. The results summarized in this study show that arginine can
maintain the balance of oral microbiota and might be a strategy for controlling dental
caries under an ecological point of view. Moreover, the studies included in this
systematic review point that the frequent use of topical arginine - such as dentifrices
— would be the best form of arginine use. The compilation of the results obtained from
the in vitro studies demonstrate that several challenges need to be overcomed for an

enhanced comprehension of the arginine behavior over microorganisms in dental
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caries, such as the choice of the (i) salt, (ii) arginine concentration and (iii) duration of
the treatment. Moreover, it is necessary to improve the understanding of the
mechanism of action of arginine and its behavior when associated with other
substances. An enhanced comprehension of the arginine behavior, given these
variable responses, may help on potentializing its effect and on pointing future

directions for in situ and clinical studies.
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade antibiofilme e anticarie da arginina
(Arg; 0,8%) com glicerofostato de calcio (CaGP; 0,05%) e fldor (F; 110 ppm).
Utilizou-se um indculo polimicrobiano e blocos de esmalte bovino. Os grupos
utilizados foram: controle negativo; F; CaGP; Arg; F+CaGP; Arg+F; Arg+CaGP; Arg+
F+CaGP. Foram analisadas a acidogenicidade e composi¢do microbiana do biofilme
e a perda de dureza de superficie dos blocos de esmalte. A arginina promoveu uma
elevacédo do pH, independente da associacdo. O F promoveu a maior reducéao de
bactérias totais; Arg; Arg+CaGP e Arg+F+CaGP de bactérias aciduricas e Arg+F e
Arg+F+CaGP, de estreptococos do grupo mutans. A menor perda de dureza de
superficie foi observada na associagdo Arg+F+CaGP. Os achados do estudo
indicam um sinergismo das substancias associadas, com evidenciagdo no controle
de mecanismos anticarie como o controle de espécies patogénicas e a diminui¢cdo
da desmineralizacdo do esmalte dentario.

Palavras-chave: Arginina. Céarie dentaria. Biofilme.

* O artigo segue as normas da revista BIOFOULING: The Journal of Bioadhesion and Biofilm
Research.
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1. Introducéo

O uso da arginina para o manejo ecologico da cérie dentaria tem sido
bastante estudado pela sua capacidade de modular a composi¢cdo microbiana e
metabolismo do biofiime, além de auxiliar na inibicdo da desmineralizacdo do
esmalte e da dentina (Zheng et al. 2017). O seu uso € capaz de inibir a expresséo
de fatores de viruléncia do biofilme, como a modulagédo do crescimento, a expressao
génica e metabolismo de Steptococcus mutans (Chakraborty, B.; Burne 2017) e a
reducdo da espessura e concentracdo de polissacarideos extracelulares em
biofiimes de S. mutans e polimicrobianos (Huang et al. 2017a; Zheng et al. 2017). A
acdo da arginina em biofilmes dentarios ocorre em consequéncia do seu
metabolismo pelos microrganismos orais com consequente producéo de élcalis (Liu
et al. 2012), o que auxilia a manutencdo de uma flora menos cariogénica (Cummins
2013).

Além disso, tem sido demonstrado que, quando associada ao flior, ha uma
potencializacdo do efeito da arginina em biofilmes dentarios, com aumento mais
acentuado de espécies arginoliticas e diminuicdo de espécies cariogénicas (Zheng
et al. 2015a; Zheng et al. 2017; Bijle et al. 2018). O mecanismo de acdo dessa
associacado ndo esta totalmente estabelecido na literatura. Porém, acredita-se que o
flor reduz a producdo de acido pelos microrganismos, reforcando a acdo da
arginina (Miranda et al. 2020). Ainda, essa associacao foi capaz de aumentar a
absorcdo de flior pelo esmalte dentario em comparacdo ao fluor isolado,
contribuindo para uma maior protecdo contra a desmineralizacdo (Cheng et al.
2015).

Além de sinergir com o fldor, a molécula de arginina € capaz de formar
complexos com ions metalicos como, por exemplo, o céalcio (Vrani¢ et al. 1991;
Cheng et al. 2015). A afinidade por ions metalicos poderia promover a reagdo da
arginina com ions célcio provenientes da saliva, do fluido do biofilme ou mesmo a
partir do calcio proveniente de formulacdes odontolégicas. A capacidade de
formacdo de complexos também pode promover a afinidade da arginina com a
estrutura dentéria desmineralizada, o que aumentaria sua concentracdo nos sitios
em gue sua presenca € mais necessaria. Entretanto, os dados a respeito dessas

hipoteses sao escassos ou inexistentes.
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Dentifricios disponiveis comercialmente que associam arginina ao flaor
também possuem célcio em sua formulacdo. Porém, esse célcio é proveniente de
uma fonte insoltvel com funcéo de abrasivo, como o carbonato de calcio, e ndo é
adicionado como ingrediente ativo (Fu et al. 2013; Ledder et al. 2017; Sirin
Karaarslan et al. 2018; Bijle MNA, Ekambaram M, Lo ECM 2019). Essa fonte
insoltvel pode limitar tanto a quantidade de ions calcio disponiveis para a formacao
de complexos com a arginina quanto sua acdo no processo de des- e
remineralizagdo do tecido dentario. Com base no exposto, é interessante estudar se
uma fonte de calcio soluvel associada ao flior pode aumentar o efeito anticarie da
arginina. A hipotese levantada aqui se baseia no fato de que a arginina age como
um ligante na forma monoprotonada, mas ndo forma quelatos com o calcio,
conforme observado pelos baixos valores de constante de estabilidade descritos por
Antonili et al (Antonilli et al. 2009). Esses dados indicam que a ligacdo do calcio a
molécula de arginina é reversivel e que ndo ha sequestro do célcio presente no
meio. Portanto, a formagcdo desses complexos néo iria diminuir a biodisponibilidade
do célcio, mas poderia aumentar ainda mais o efeito anticarie de formulacfes
odontoldgicas.

Dentre as fontes de calcio solavel utilizadas como ingredientes ativos em
formulacbes odontolégicas, destaca-se o glicerofosfato de calcio (CaGP), um
polifosfato organico com propriedades anticariogénicas (Bowen 1972; Lynch 2004,
A. C.S.F. Zaze et al. 2014). Estudos na literatura demonstram varios mecanismos
pelos quais o CaGP apresenta propriedades cariostaticas, que incluem a capacidade
de: 1) aumentar a resisténcia do esmalte dentario pela sua ligacdo com radicais
fosfatos da molécula de CaGP; 2) reduzir a perda mineral (Lynch & Ten Cate 2006;
A. C.S.F. Zaze et al. 2014); 3) aumentar os niveis de calcio no biofilme (Duke et al.
1979); 4) tamponar o pH (Bowen 1972; Fernandes et al. 2018) e 5) reduzir a
biomassa do biofilme (Nordb6 & Rdélla 1972).

Apesar do potencial do uso da arginina na prevencao da carie dentaria,
revisbes sistematicas e meta-analises recentes apontam evidéncias insuficientes
para indicar seu uso clinico (Li et al. 2015; Astvaldsdéttir et al. 2016; Wang et al.
2017), além de demonstrarem a necessidade de um melhor entendimento sobre
seu mecanismo de acdo e comportamento quando associado a outras substancias
(Miranda et al. 2020). Diante do mecanismo de acdo conhecido da arginina e

considerando que sua acao € reforcada pela presenca de ions calcio e flaor, a
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associacdo desses compostos poderia provocar um efeito sinérgico benéfico na

manutencdo da homeostase do biofilme e na manutencao do equilibrio mineral do

esmalte dentario, representando uma abordagem promissora para o controle da

carie dentaria. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade

antibiofilme e anticarie da associacdo da arginina com glicerofostato de célcio e flaor

pela analise do pH do meio de cultura, viabilidade bacteriana e inibicdo na

desmineralizacdo do esmalte pela microdureza de superficie. As hipéteses nulas

testadas foram que a associacdo da arginina com o glicerofostato de calcio e fltor

em solucdo aquosa nao afeta a acidogenicidade do biofilme (Ho), ndo reduz a

viabilidade bacteriana (Ho) e ndo tem efeito na diminuicdo da perda de dureza de

superficie (Ho").

2. Materiais e métodos

O delineamento experimental do estudo esta ilustrado na Figura 1.

Figura 1: Resumo do delineamento experimental do estudo.
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Fonte: elaboracgéo propria

2.1 In6culo e condi¢cbes de crescimento

Foi utilizado um in6culo polimicrobiano obtido a partir da saliva de um doador
para mimetizar o biofilme formado in vivo (Sissons 1997). O uso da saliva foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos local (CAEE:
04863218.0.0000.5416; ANEXO B). A metodologia de coleta da saliva sera descrita
a sequir.

Para o cultivo dos biofilmes polimicrobianos, foi utilizado o meio de cultura
proposto por McBain (McBain et al. 2005), que é composto por mucina gastrica
suina (2,5 g/L), peptona bacteriolégica (2,0 g/L), triptona (2,0 g/L), extrato de
levedura (1,0 g/L) NacCl, (0,35 g/L), KCI (0,2 g/L), CaCl2 (0,2 g/L), cloridrato de
cisteina (0,1 g/L), hemina, (0,001 g/L) e vitamina K1 (0,0002 g/L), pH 7,0. O caldo
McBain foi suplementado com 0,2% de sacarose (Huang et al. 2012), 50 mM de
tampao PIPES nas primeiras 24 horas para o crescimento inicial do biofilme e 12,5
mM nos demais dias para o tratamento dos biofilmes. Os biofilmes polimicrobianos

foram cultivados a 5% CO2 e 37 °C.

2.2 Selecao do doador
2.2.1 Critérios de incluséo e ndo incluséo e coleta da saliva

O doador de saliva tem boa saude geral e bucal, com idade de 26 anos e
sexo feminino. N&o estava gestante, ndo era portadora de prétese bucal ou aparelho
ortodontico, ndo apresentava doenca periodontal (profundidade de sondagem maior
ou igual a 4 mm, presenca de sangramento gengival (Wiebe, C.B.; Puttins 2000)),
ndo era fumante, portadora de doencas sistémicas ou fazia terapia medicamentosa
com drogas que pudessem interferir com as condigbes de saude bucal, como
opibides, anti-histaminicos, antidepressivos, anti-epiléticos, ansioliticos e anti-
colinérgicos (Feio, M.; Sapeta 2005). O doador nao utilizou antibiéticos, antifangicos
ou enxaguatorios bucais nos ultimos seis meses (VAN DE SANDE 2011).

A coleta foi realizada entre 9:00 e 10:00 h da manha (Walter Luiz Siqueira et
al. 2007), com o doador em jejum de no minimo 2 h, sem escovar os dentes ha 24 h
e sem ter ingerido bebida alcodlica nas 24 horas anteriores. Foi coletada a saliva
estimulada por meio de mastigacdo de uma pelicula resistente (Parafilm®) a agua
por 5 min (Exterkate, R.A.; Crielaard, W.; Ten CateATE 2010).
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2.3 Preparo e selecao dos blocos de dentes bovinos

O uso de dentes bovinos foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (n° 36-2018; ANEXO
C).

Foram utilizados incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos
com idade entre 2 e 3 anos e mantidos previamente em formol a 2% pH 7,0 durante
30 dias. Os espécimes foram submetidos a profilaxia prévia com pasta profilatica e
analisados através de um estereomicroscopio. Os dentes que apresentaram
rachaduras, hipoplasias e manchamentos foram excluidos da amostra. Apds a
limpeza, os dentes tiveram as raizes separadas da coroa na juncao
amelocementaria. Em seguida, as coroas foram fixadas em um dispositivo acoplado
a plataforma de uma furadeira de bancada (modelo FGC-16, Ferrari, Sdo Paulo, SP,
Brasil), e com auxilio de uma ponta diamantada para corte de vidro (8 mm em
diametro, Dinser Diamond Tools Ltda, Sacoma, SP, Brasil), sob constante irrigacao,
foram obtidos blocosde esmalte com 5,7 mm de diametro a partir do terco médio da
face vestibular de cada dente. Em seguida, a dentina foi ajustada para obtencao de
um paralelismo com o esmalte utilizando uma politriz (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) e
lixas de granulacdo 320 por 20 s (CARBIMET Paper Discs, 30-5108- 320,
BUEHLER). O esmalte foi polido com auxilio de uma politriz (Buehler, Lake Bluff, IL,
EUA) e lixas de granulacdo 600, 800 e 1200 (20 s cada) e feltro com solucao
diamantada 1 um por 2 min. A cada troca de lixa, os blocos de esmalte foram
lavados em cuba ultrassbénica e agua deionizada por 2 minutos. Ap0s o0 uso da
solugcdo diamantada, os blocos de esmalte foram lavados em cuba ultrassbnica
utilizando solucdo detergente (Ultramet Sonic Cleaning Solution, Buehler) diluida
1:20 em agua deionizada (3 minutos), finalizando com lavagem durante 30 s com
jato de 4gua deionizada.

Os blocos foram submetidos ao teste de microdureza inicial (SH1), utilizando
microdurbmetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), com
penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 g e tempo de 10 s, acoplado ao
software para analise de imagem Buehler OmniMet (Buehler, Lake Bluff, EUA)
(VIEIRA 2005). Foram realizadas cinco impressfes na regido central do bloco de
esmalte, com espago de 100 um entre elas. Os blocos que apresentaram SH1

entre 320-380 KHN foram distribuidos em grupos estatisticamente homogéneos, de
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acordo com a média de dureza da populacdo total de blocos e seu intervalo de

confianga (a<0,05).

2.4 Avaliacdo da capacidade antibiofilme e anticarie da associacdo da arginina
com glicerofostato de calcio e fluor

2.4.1 Grupos experimentais
Os seguintes grupos experimentais foram utilizados:

a) Meio de cultura sem tratamento (controle negativo);

b) Solucéo contendo 110 ppm F na forma de NaF (F) (controle positivo);

c) Solucgéo contendo 0,05% de Glicerofosfato de célcio (CaGP

d) Solucéo contendo 0,8% de Arginina (Arg);

e) Solucéo contendo 110 ppm F na forma de NaF e 0,05% de Glicerofosfato de

calcio (F + CaGP);

f) Solucdo contendo 0,8% de Arginina e 110 ppm F na forma de NaF (Arg + F);

g) Solucéo contendo 0,8% de Arginina e 0,05% de Glicerofosfato de calcio (Arg

+ CaGP);
h) Solucéo contendo 0,8% de Arginina, 110 ppm F na forma de NaF e 0,05% de
Glicerofosfato de calcio (Arg + F + CaGP).

A arginina (L — Arginine, Merk, CAS: 74-79-3, Alemanha), o Glicerofosfato de
calcio (G6626, Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA) e o flior (NaF - Merck,
CAS 7681-49-4, Alemanha) tiveram suas concentracdes escolhidas com base na
literatura(A. C.S.F. Zaze et al. 2014; Chakraborty, B.; Burne 2017; Ledder et al.
2017; Wolff & Schenkel 2018), com concentracdo final equivalente a 10%, para
simular a utilizacédo prolongada de substancias(Cabral & Fernandes 2007). O pH das
solucdes foi ajustado para 7,0 para otimizacao da atividade arginolitica(Hoogenkamp
& ten Cate 2014). As solucbes de tratamento foram preparadas associadas aos

meios de cultura e autoclavadas.

2.4.2 Crescimento e tratamento dos biofilmes polimicrobianos

Para avaliacdo da capacidade antibiofiime e anticarie da associacdo da
arginina com glicerofostato de calcio e fluor, foi utilizado um modelo de aderéncia
ativa (Exterkate, R.A.; Crielaard, W.; Ten CateATE 2010) modificado (Albuquerque et
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al. 2018). A adocédo desses modelos tem como objetivo mimetizar os desafios de
aderéncia dos microrganismos a superficie dentaria.

Os blocos de esmalte foram isolados com verniz acido resistente (Colorama®),
deixando apenas a superficie do esmalte exposta. Em seguida, foram posicionados
verticalmente (Albuquerque et al. 2018) e esterilizados em micro-ondas por 3 min a
650 W em 200 ml de 4gua destilada (Viana et al. 2010).

Para o crescimento dos biofilmes, a saliva do doador foi coletada na manha
do experimento, conforme descrito anteriormente (item 2.2). Em seguida, os blocos
de esmalte bovino foram transferidos para placas de 24 pocos contendo saliva e
caldo McBain suplementado com 0,2% de sacarose e 50 mM de tampé&o PIPES na
proporcado de 1:50. Apds 8 h, o meio de cultura foi renovado com caldo McBain
suplementado com 0,2% de sacarose e 50 mM de tamp&o PIPES (Huang et al.
2012).

ApoOs o crescimento inicial do biofilme (total de 24 h), os meios foram
renovados com caldo McBain suplementado com 0,2% de sacarose, 12,5 mM de
tampédo PIPES e suas respectivas solucdes de tratamento em periodos alternados
de 8 h/ 16 h durante 4 dias. A cada troca do meio de cultura, a acidogenicidade do
biofilme foi aferida por meio da leitura do pH no meio de cultura anterior, utilizando
um eletrodo especifico acoplado a um analisador de ions (pHmetro Quimis, Diadema
— SP, Brasil).

Apé6s um total de 5 dias, os blocos de esmalte bovino contendo biofilme foram
lavados em NaCl 0,9% e o biofilme foi disperso em banho de ultrassom (cuba de
ultrassom Cristofoli, Campo Mourdo — PR, Brasil), por 10 s, em uma poténcia de 42
KHz. Os biofilmes foram analisados quanto a composi¢cao microbiolégica.

Para avaliacdo da concentracdo microbiana, uma aliquota de biofilmes
dispersos foi processada para determinagdo da concentragdo de bactérias totais em
agar Wilkins-Chalgren (McBain et al. 2005), de estreptococos do grupo mutans em
agar Mitis Salivarius suplementado com 15% de sacarose e 0,2 Ul/mL de bacitracina
(MSBS) (Gold, O.G.; Jordan, H.V.; Van Houte 1973) e de bactérias aciduricas em
agar BHI pH 4,7(Azevedo et al. 2014). As placas de agar Wilkins-Chalgren e de
MSBS foram incubadas em 5% CO2 a 37 °C por 24 h, e as placas de BHI pH 4,7 em
5% CO2 a 37 °C por 48 h. Para identificacdo das colonias de estreptococos do grupo
mutans, foram consideradas col6nias escuras, de 0,5 a 1,0 mm de diametro,

convexas, com aspecto rugoso. Colbnias atipicas foram excluidas da contagem. O
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namero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) foi obtido com o auxilio de
contador de colbnias (Phoenix Luferco CP 600 Plus, Araraquara — SP, Brasil). Os

resultados foram expressos em log (1 + UFC/mL).

2.5 Andlise da perda de dureza de superficie

Apos o crescimento e tratamento dos biofilmes, foi realizado um novo teste de
microdureza de superficie (SH2) de acordo com a metodologia descrita no item 2.3.
A porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH) foi calculada de acordo com
a seguinte férmula: %SH = 100 x (SH2 — SH1) / SH1.

2.6 Planejamento estatistico e anélise dos dados

Os dados foram analisados por meio do programa SigmaPlot versdo 12.0
(SigmaPlot, Systat Software Incorporation, San Jose, CA) versao 20.0, com nivel de
significancia de 5% para todas as analises. Para avaliacdo da acidogenicidade do
meio, foi realizado a andlise de variancia a dois fatores (ANOVA two-way), tendo
como variaveis independentes o tempo e o grupos. Para avaliacdo da viabilidade
bacteriana, os dados apresentaram distribuicdo ndo-normal (Shapiro-Wilk: p<0,05),
sendo, portanto, realizado o teste de Kruskall-Wallis. As compara¢des multiplas
foram realizadas com a correcéo de Bonferroni. Para andlise da perda de dureza de
superficie entre os diferentes grupos experimentais, foi utilizado analise de variancia
a um fator (ANOVA One-way). Os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade foram testados e confirmados (Shapiro-Wilk: p>0,05, Teste de
Levene: p>0,05). As compara¢cBes multiplas foram realizadas utilizando pos-teste de
Tukey. O poder estatistico do teste realizado para acidogenicidade dos biofilmes,
viabilidade bacteriana e perda de dureza de superficie foi de 1,0.

3. Resultados

3.1 Acidogenicidade dos biofilmes

A acidogenicidade do biofilme demonstrou uma interacdo estatisticamente
significante entre os fatores tratamento e tempo (p<0,001). No crescimento inicial do
biofilme (T: 8 h e 24 h), referente ao periodo sem tratamento, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os diferentes grupos (p>0,600 e p>0,800). Apés 8 h de
tratamento (T: 32 h), todos o0s grupos apresentaram valores de pH elevados em
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relacdo ao controle, com excecdo do CaGP. Todos os grupos tratados com fluor,
independente da associacdo, apresentaram valores de pH semelhantes e mais
elevados em relacdo ao controle, mas permaneceram abaixo do pH critico (5,5) para
0 esmalte. O tratamento com Arg + CaGP apresentou os valores de pH mais altos
nesse periodo (6,43) e estatisticamente diferente dos demais tratamentos.

Apos 24 h de exposicao ao tratamento (T: 48 h), foi observada uma elevacéo do
pH para acima de 7,0 em todos os meios contendo arginina. O tratamento com
arginina isolada e Arg + CaGP, promoveram os valores mais elevados de pH em
relacdo aos demais grupos, com pH maior que 8,0. Os biofilmes tratados com F ndo
apresentaram diferenca estatistica significante em relagéo ao controle.

No periodo de 56 h, todos os grupos apresentaram valores de pH elevados em
relacdo ao controle. Porém, todos os grupos sem arginina (F, CaGP ou F+CaGP)
apresentaram valores de pH abaixo de 5,5. Os grupos com arginina permaneceram
com valores alcalinos.

No periodo de 72 h, ndo foi observada diferenga estatistica entre o F e o
controle. Todos os grupos tratados com arginina (Arg; Arg + F; Arg + CaGP; Arg + F
+ CaGP) apresentaram valores de pH maior que 8,0, sem diferenca estatisticamente
significante entre eles. J4 no periodo de 80 h, os menores valores de pH foram
encontrados para os grupos controle (pH 5,06) e F (pH 5,65). Nao foi observada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos CaGP e F + CaGP. Todos os
biofilmes tratados com arginina apresentaram valores de pH acima de 7,0.

No periodo de 104 h, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos F e
controle. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre todos
0s grupos tratados com arginina. Ao final do experimento (T: 120 h), todos os grupos
experimentais contendo arginina apresentaram pH maior que 8,0 sem diferenca
estatistica entre eles para o fator tratamento (p>0,500) (Apéndice A). Nao foi
observada diferenga estatistica na acidogenicidade entre os grupos F e controle
(p=0,571) (tabela 1).



Tabela 1 — Resultado de anova a dois fatores para valores de pH (média + desvio padrao) (n=12).
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Tratamentos
Tempo Controle F CaGP F + CaGP Arg Arg + F Arg + CaGP AP
CaGP

8h 5,95+0,07A2 5,96+0,10~2  6,05+0,11%2% 6,04+0,1142  6,01+0,0842  6,00+0,10*2  6,05+0,0742  6,06+0,08%2
24 h 6,01+0,16A2 6,03+0,08~2  6,07+0,06%% 6,05+0,0842  6,02+0,1242  5,99+0,14*2  6,02+0,15*2  6,00+0,13%2
32h 4,79+0,17A>  547+0,15BPd 4 87+0,22AP 536+0,138P¢ 571+0,33¢P  543+0,228b  6,43+0,37PP  5,49+0,188P
48 h 4,98+0,18Ab¢  511+0,16ACC¢  546+0,268¢ 5,23+0,22¢P  8,21+0,220¢  7,91+0,358¢f  8,23+0,22P¢  7,13+0,43F¢
56 h 4,87+0,18Ab¢  548+0,308Pd  518+0,15%¢ 5,41+0,11Bb¢ 7,93+0,35°¢  7,77+0,36°°¢  7,96+0,31P¢  7,33+0,48Fd
72 h 5,13+0,26A¢4  520+0,31A¢  5,75+0,28%¢ 5,48+0,38°¢ 8,10+0,32°¢d  §8,25+0,22P4  8,30+0,21P°¢ 8,23+0,28P*9
80 h 5,06+0,094¢¢  565+0,38%°  5,28+0,15%¢ 5,38+0,09¢P¢ 7,80+0,18%¢  7,40+0,228¢ 7,82+0,21PFd  7,48+0,23%f
96 h 5,25+0,184¢d  557+0,37B>  583+0,16¢ 5,78+0,22¢¢ 8,13+0,18°¢d  8,03+0,19°f  8,17+0,19P¢  8,07+0,23P9
104 h  5,19+0,05A¢d  523+0,06*° 6,39+0,28%f  6,49+0,108¢  8,29+0,03°¢  8,24+0,07¢¢  8,26+0,08°¢  8,35+0,04C*¢
120 h 5,34+0,13A9  530+0,11~¢4  6,50+0,21Bf  6,54+0,158¢  8,29+0,08¢  8,28+0,15%¢  8,35+0,08°¢  8,36+0,07¢°

Analise de Variancia a dois fatores (ANOVA two way) (p<0,05). As variaveis analisadas foram pH e tratamentosem diferentes periodos de
tempo. Letras mailsculas: diferencas estatisticas entre tratamentos dentro de um mesmo periodo. Letras mindsculas subscritas distintas
mostram diferenca estatistica entre os tempos em cada tratamento. F: NaF (110 ppm F), CaGP: glicerofosfato de célcio 0,05%, Arg: arginina
0,8%. Fonte: elaboracéo prépria.
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3.2 Viabilidade bacteriana

A viabilidade de bactérias totais, bactérias aciduricas e de estreptococos do
grupo mutans esta representada na Figura 2. Para a viabilidade de bactérias totais,
nao houve diferencas estatisticamente significante entre os grupos controle, CaGP e
Arg + CaGP (p>0,001). N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos F + CaGP; Arg e Arg + F + CaGP (p>0,001). O grupo tratado com fldor
apresentou a menor viabilidade de bactérias totais.

Para a viabilidade de bactérias aciduricas, 0s grupos que apresentaram maior
viabilidade bacteriana foram o controle e Arg + F, sem diferenca estatistica entre
eles (p>0,001). A menor viabilidade de bactérias aciduricas encontrada nos grupos
Arg Arg + CaGP e Arg + F + CaGP, sem diferencas estatisticas entre eles (p>0,001).

Para estreptococos do grupo mutans (p<0,001), todos os tratamentos
apresentaram menor viabilidade bacteriana em comparacdo ao controle. Os grupos
gue promoveram uma menor viabilidade de estreptococos do grupo mutans foram o

F; F + CaGP; Arg; Arg + F e Arg + F + CaGP, sem diferencas estatisticas entre eles.
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Figura 2: Viabilidade microbiana (Log 1+ UFC/mL; n=12) para: a) bactérias totais;

b) bactérias aciduricas; c) estreptococos do grupo mutans.
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As diferentes letras representam diferencas estatisticas entre tratamento dentro de um
mesmo grupo microbiano. Controle: sem tratamento; F: Fltor (NaF; 110 ppm F); CaGP:
Glicerofosfato de célcio (0,05%); Arg: Arginina (0,8%). Fonte: elaboragédo propria.

Para bactérias totais, o grupo F apresentou a menor viabilidade bacteriana em
comparacao aos demais grupos (p<0,05). Nao foi observado diferenca estatistica
significante entre os tratamentos F + CaGP, Arg e Arg + F + CaGP (p>005). Os
grupos tratados com CaGP e Arg + CaGP nao apresentaram diferenca em relacao
ao meio de cultura sem tratamento (p>0,05) (Figura 2).

Para bactérias aciduricas, os grupos tratados com arginina e arginina +
glicerofosfato de célcio associados ou ndo ao fluor, apresentaram maior reducéo na
viabilidade de bactérias aciduricas, sem diferenca estatistica significante entre eles
(p>0,05). Os grupos tratados com F e F + CaGP néao apresentaram diferenca em
relacdo a viabilidade de bactérias aciduricas (p>0,05). O grupo tratado com Arg + F
nao apresentou diferenca em relacdo ao meio de cultura sem tratamento (p>0,05)
(Figura 2).

Para estreptococos do grupo mutans, os grupos F, F + CaGP, Arg, Arg + F e
Arg + F + CaGP, promoveram a maior reducdo na viabilidade de estreptococos do
grupo mutans, com Log reducédo superior a 3 Log 1 + UFC / mL, seguidos do grupo
Arg + CaGP com reducéo de 1,51 Log 1+ UFC / mL e do grupo CaGP, com reducgéo
de 0,25 Log 1 + UFC / mL.(Apéndice B).

3.3 Porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH) dos blocos de
esmalte bovino

Em relacdo a %SH, o grupo controle apresentou %SH estatisticamente maior
em relagdo aos outros tratamentos (79,6%) (p<0,001). Seguido do controle, a maior
perda de dureza de superficie foi encontrada para os grupos CaGP (50,1%); seguido
do flaor (39,8%). Nao houve diferencas estatisticamente significantes para 0s grupos
NaF + CaGP, Arg, e Arg + CaGP, que apresentaram %SH variando de 19,4% a
21,7% (p>0,2). A associacao Arg + F apresentou uma %SH de 14,2%. A menor
%SH foi observada para a associacdo Arg + F + CaGP, com perda de 10,9% e

diferenca estatistica significante entre os demais tratamentos (p<0,01) (Figura 3).
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Figura 3: Porcentagem de perda de dureza de superficie nos blocos de esmalte
apos crescimento de biofilmes polimicrobianos e exposi¢cdo aos tratamentos (%SH;
n=12).
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Andlise de Variancia a um fator (ANOVA one way) (p<0,05). As diferentes letras
representam as diferencas estatisticas ente os grupos de tratamento. Controle: sem
tratamento; F: flor (NaF; 110 ppm F); CaGP: glicerofosfato de célcio (0,05%); Arg: arginina
(0,8%). Fonte: elaboracgao propria.

4. Discussao

A carie dentaria € uma doenca complexa, mediada por biofiime cujo
desenvolvimento ocorre pela interacdo entre a estrutura dentaria e o biofilme
microbiano (Pitts et al. 2017). Apesar do flhor ser considerado o principal agente
cariostatico (Cury & Tenuta 2008), a céarie continua um problema de saude publica
mundial (Petersen et al. 2005). O principal mecanismo do flior no processo carioso &
essencialmente fisico-quimico (Fernandez et al. 2016), promovendo o aumento da
remineralizagdo e diminuicdo da desmineralizacdo dentaria (Cury & Tenuta 2009).
Logo, é desejavel o uso de substancias que auxiliem no controle de fatores de
viruléncia do biofilme, como um adjuvante para auxiliar no controle da céarie dentaria.
Esse estudo avaliou a associacdo da arginina ao glicerofosfato de célcio e flior no
controle de fatores de viruléncia do biofiime e na capacidade em impedir a
desmineralizacdo do esmalte.

No presente estudo, o grupo tratado com flior ndo apresentou diferenca do

grupo controle em relagcdo a acidogenicidade do biofilme ao final do experimento,
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enguanto os grupos contendo CaGP (CaGP e F + CaGP) apresentaram uma menor
acidogenicidade. Esses dados apontam que a menor acidogenicidade observada no
grupo F + CaGP foi promovido pelo CaGP, o que pode ser atribuido ao seu efeito
tamponante (Bowen 1972). E provavel que esse efeito esteja associado a sua
capacidade em elevar os niveis de fosfato no biofilme (Lynch 2004), refletindo em
um efeito tampao e estabilizacéo do pH. Entretanto, valores de pH acima de 5,5 para
esses grupos tratados com CaGP foram observados apenas apdés 96 h de
experimento, correspondente a 72 h de exposicdo ao CaGP. Estudos anteriores
relatam que o fldor possui a capacidade de inibir a queda do pH pela inibicdo da
enzima glicolitica enolase (Kaufmann & Bartholmes 1992; Curran et al. 1994).
Porém, essas elevacdes de pH pelo fllor aconteceram de maneira discreta,
permanecendo com valores de pH abaixo de 5,5 (Mayanagi et al. 2014; Ishiguro et
al. 2019), semelhante aos valores observados no presente estudo. Ainda, os baixos
valores de pH encontrados no presente estudo podem ser explicados pela alta
cariogenicidade do modelo utilizado (Albuquerque et al., 2018).

Por outro lado, o uso da arginina diminuiu significativamente a
acidogenicidade do meio de cultura. De modo geral, todos os biofilmes tratados com
arginina atingiram valores de pH acima de 7,0, independente da associacao utilizada
(Tabela 1). A alcalinidade foi observada a partir de 48 h de crescimento dos biofilmes
(correspondente a 24 h de tratamento) e se manteve constante durante todo
experimento. Essa alcalinidade observada € decorrente do metabolismo da arginina
pelo sistema arginina deminase (ADS) com consequente producédo de amonia (NH3).
Estudos na literatura tém demonstrado que o metabolismo da arginina promove um
aumento na atividade do sistema arginina deiminase (Nascimento et al. 2019), (Berto
et al. 2019), com aumento na producdo de metabdlitos como ornitina, putrescina e
citrulina (Agnello et al. 2017), produgcéo de ATP(Burne & Marquis 2000) e elevacéo
do pH de maneira dependente da producdo de NHs (Huang et al. 2012) e desses
metabdlitos (Berto et al. 2019).

Esse controle da acidogenicidade promovido pela arginina refletiu na
composicdo microbiana do biofilme. A maior reducdo na viabilidade de bactérias
aciduricas foi observada para os grupos Arg, Arg + CaGP e Arg + F + CaGP.
Possivelmente, a presenca de arginina promoveu o aumento do pH e producéo de
ATP pelo sistema arginina deiminase e favoreceu a sobrevivéncia de espécies

arginoliticas (que vivem bem em ambiente alcalino), com desvantagem para a
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sobrevivéncia das espécies aciduricas (Burne & Marquis 2000; Huang et al. 2017b).
A reducdo menos acentuada de bactérias aciduricas na presenca do flior pode ser
associada ao fato de que Lactobacillus spp., principais constituintes desse grupo
bacteriano, tém sido descritas como resistentes ao flior, com capacidade de crescer
na sua presenca (Bibby & Van Kesteren; Maltz & Emilson 1982; Hamilton et al. 1985;
Milnes et al. 1985). Entretanto, outros mecanismos podem estar associados a esses
achados, o que devem ser avaliados no futuro.

Ja em relacéo a viabilidade de bactérias totais dos biofilmes, a maior reducéo
foi promovida nos grupos tratados com fluor (1,46 log UFC / mL). Esses achados
podem ser explicados pela conhecida acdo antimicrobiana do flior, que inibe o
transporte e metabolizacdo de acucares e aumenta a permeabilidade de prétons das
membranas celulares (Marquis 1995; Koo 2008). Para que esses efeitos sejam
observados, é necessario que o flior penetre na célula bacteriana, o que é
favorecido em pH &cido. Em pH &cido, condicdo semelhante ao encontrado no
presente estudo, o flior € amplamente protonado como &cido fluoridrico HF, que
cruza facilmente as membranas celulares.

Por outro lado, os grupos contendo arginina apresentaram menor reducao na
viabilidade de bactérias totais (maximo de 0,85 log UFC/mL), o que sugere um
mecanismo de acado diferente daquele encontrado no grupo F. O mecanismo de
acdo da arginina esta voltado para a manutencéo do equilibrio ecolégico do biofilme
e nao para promover a morte bacteriana total. A sua principal acéo no biofilme oral é
concentrada em promover uma remodelacdo na comunidade microbiana,
prejudicando espécies patogénicas e favorecendo a dominancia de espécies
benéficas. Na presenca de arginina, ha o crescimento de espécies arginoliticas,
como S. sanguinis (Zheng et al. 2015b; Zheng et al. 2017; Berto et al. 2019; Bijle
MNA, Ekambaram M, Lo ECM 2019) e S. gordonii (He et al. 2016; Berto et al. 2019;
Bijle MNA, Ekambaram M, Lo ECM 2019). Ainda em relacdo a viabilidade de
bactérias totais, ndo foram observadas diferencas entre os grupos controle, CaGP e
Arg + CaGP. Esses achados véo de encontro com a literatura, que demosntra uma
auséncia de atividade antimicrobiana do CaGP em biofilmes heterotipicos de
Candida albicans e S. mutans (Fernandes et al., 2018).

Embora a partir de mecanismos distintos, tanto os grupos contendo flior
guanto os grupos contendo arginina reduziram a viabilidade de estreptococos do

grupo mutans, representado, predominantemente, por S. mutans e S. sobrinus.
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Especula-se que algum efeito antibacteriano do flior € obtido pela sua capacidade
de penetrar na célula bacteriana e inibir enzimas intracelulares de S. mutans (Cai et
al. 2015; Thurnheer & Belibasakis 2018). Conforme j& mencionado, para que o flior
seja capaz de penetrar na parede celular bacteriana, é necessério que esteja na sua
forma protonada (HF), que esta amplamente presente em pH abaixo de
5,5(Thurnheer & Belibasakis 2018). No presente estudo, o grupo F nao foi capaz
elevou o pH para acima de 5,5 durante a maior parte do periodo experimental, o que
pode justificar a acdo do fldor contra estreptococos do grupo mutans. J4 a arginina,
aumenta o pH do ambiente prejudicando a hegemonia de S. mutans e outras
espécies aciduricas e promove a manutencdo de espécies benéficas (Zheng et al.
2015a), permitindo o equilibrio ecoldgico no biofilme. Vale ressaltar que uma
reducdo microbiana a partir de 3 log UFC / mL, alcancada pelos grupos Arg + F e
Arg + F + CaGP, € um parametro considerado para avaliar a relevancia clinica do
tratamento (Pankey & Sabath 2004).

Essa reducdo em estreptococos do grupo mutans pode ser atribuida como um
meio para o controle da carie dentaria, uma vez que S. mutans, membro desse
grupo microbiano, esta fortemente associado a carie dentaria (Bowen et al. 2018).
Porém, essa espécie ndo é a Unica responsavel pelo desenvolvimento da cérie
dentaria (Bowen et al. 2018). Outras espécies microbianas, além de S. mutans e
Lactobacillus spp. podem colaborar para a progressao da doenca, como, por
exemplo, Candida spp.(Raja et al. 2010; Brighenti et al. 2014), Actinomyces
naeslundi i(de Oliveira et al. 2020) e espécies da familia Bifidobacteriaceae (de
Matos, Bruno Mello Brighenti et al. 2017). Segundo a teoria ecoldgica estendida da
carie, o acido produzido no biofilme induz a adaptacdo e subsequente selecédo de
bactérias ndo-mutans de “baixo pH”, o que desempenha um papel critico na
desestabilizacdo da homeostase do biofilme, facilitando uma mudanca no equilibrio
da remineralizacdo para desmineralizacdo (estagio acidogénico). Com o ambiente
acido estabelecido, S. mutans e outras bactérias aciddricas podem aumentar e
promover o desenvolvimento de lesbes ao manter um ambiente caracterizado por
desmineralizagdo (estagio acidurico) (Takahashi & Nyvad 2011). O dnico tratamento
qgue reduziu, simultaneamente, a viabilidade de bactérias aciduricas e de
estreptococos do grupo mutans foi o grupo Arg + NaF + CaGP, demonstrando que a
combinacdo dessas substancias pode ser utilizada com sucesso para controle do

estagio acidurico do biofilme.
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Além dos aspectos microbiologicos, € importante um olhar mais amplo, como
as alteracOes refletidas no esmalte dental, imprescindiveis para melhor compreender
a acao das substancias no processo carioso. Diante disso, 0 modelo experimental
realizado nesse estudo utilizou blocos de esmalte bovino para simular as alteragdes
gue acontecem durante o desafio cariogénico e avaliar como o controle dos fatores
de viruléncia do biofilme descritos nesse estudo interfere no processo de
desmineralizagdo do esmalte. No modelo proposto, todos 0s grupos experimentais
obtiveram uma perda de dureza de superficie significativamente menor quando
comparado ao controle. O uso do fluor, substancia padrdo para a prevencéao da carie
dentaria, promoveu uma perda de dureza de superficie de 40%. Os agentes
fluoretados promovem uma precipitacdo de uma camada semelhante ao fluoreto de
calcio (CaF2), que atua como reservatorio de F e Ca. Assim, esses ions sao
liberados durante desafios cariogénicos para reduzir a desmineralizacdo e promover
a remineralizacdo do esmalte (Buzalaf et al. 2011). fllior E importante ressaltar que,
apesar dos blocos de esmalte bovino terem sido expostos aos tratamentos de forma
continua, a perda de dureza dos grupos controle e F foram ajustadas para se obter
valores semelhantes aos descritos na literatura (Brighenti et al. 2006; Brighenti et al.
2012; Brighenti et al. 2013; Goncalves et al. 2020).

A associacdo do CaGP ao flior (F + CaGP) potencializou o efeito do F
isolado, promovendo uma menor perda de dureza de superficie. Isso pode ser
explicado pelo potencial do CaGP em elevar os niveis de célcio no biofilme(Duke et
al. 1979) e pela sua interacdo positiva com o esmalte dental para reduzir a sua
solubilidade. A capacidade em elevar os niveis de célcio € atribuida como um meio
eficaz para reduzir a subsaturacdo e importante para atuar no equilibrio de des e
remineralizagdo (A. C.S.F. Zaze et al. 2014; Santos et al. 2019). Além disso, foi
estabelecido que o CaGP potencializa a acdo anti-carie formula¢des contendo flior
(A. C.S.F. Zaze et al. 2014; Ana Carolina Soares Fraga Zaze et al. 2014) e ambas as
substancias possuem efeito sinérgico, com elevacgéo prolongada nos niveis de calcio
e atuacdo em conjunto na dissolucdo do esmalte (A. C.S.F. Zaze et al. 2014; Ana
Carolina Soares Fraga Zaze et al. 2014).

Quando o fluor foi associado com a arginina (Arg + F), o efeito na
desmineralizacdo do esmalte foi ainda mais evidente, com uma perda de dureza de
14,2%. Possivelmente, essa menor perda de dureza pode ser atribuida a

capacidade da arginina em diminuir a acidogenicidade dos biofilmes. Dessa maneira,
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a manutencdo de um pH alcalino ndo permitiu que periodos prolongados de
desmineralizagdo acontecesse, mesmo ha presenca de sacarose. Estudos
anteriores demonstram a capacidade da arginina em potencializar a capacidade
remineralizadora do fluoreto no esmalte dentario (Srisilapanan et al. 2013; Cheng et
al. 2015; Bijle et al. 2018). Além disso, formula¢gdes contendo arginina e fldor foram
capazes de potencializar a inibicdo da desmineralizacdo do esmalte em relacdo ao
fldor sozinho (Berto et al. 2019). Esse efeito pode ser explicado pela capacidade da
arginina em aumentar a absorcédo de fltor pelo esmalte (Cheng et al. 2015).

A associacdo da arginina ao glicerofosfato de célcio e flior (Arg + F + CaGP)
foi o tratamento mais eficaz em inibir a desmineralizacdo dentaria, promovendo a
menor %SH entre todos os tratamentos (10,9%) (Figura 3). Apesar de relatos na
literatura da potencializacao do flior pelo CaGP, ndo ha dados anteriores sobre a
potencializacdo dessas substancias com o uso da arginina. Esse € o primeiro estudo
que avaliou a associacdo da arginina com uma fonte soltvel de célcio. Estudos
anteriores tém sugerido que a associacao da arginina com o carbonato de célcio
pode exercer um efeito protetor contra a carie dentaria (Kraivaphan et al. 2013;
Souza JA et al. 2013; Yin et al. 2013; Ledder et al. 2017). Porém, o carbonato de
calcio ndo fornece calcio soluvel e os estudos realizados nédo utilizaram todos os
grupos necessarios para demonstrar que o efeito observado € devido a associagao
das duas substancias.

Os achados encontrados no presente estudo indicam um sinergismo das
substancias utilizadas e, apesar de diferentes mecanismos anticarie, seus efeitos se
somaram e serviram para evidenciar suas capacidades em controlar a
acidogenicidade dos biofilmes, em controlar a hegemonia de espécies patogénicas e
em inibir a desmineralizacdo do esmalte dentario. Um possivel mecanismo de acéo
da associacdo Arg + F + CaGP pode ser devido a capacidade da arginina em
melhorar a absor¢céo do célcio pela formacdo de complexos (Vrani¢ et al. 1991) e
também aumentar a absorcéo de flior no esmalte (Cheng et al. 2015). Além disso, 0
CaGP é reconhecido com uma fonte de célcio insolivel, o que pode ter permitido
uma maior disponibilidade do calcio para atuar no processo.

Em resumo, as hipoteses nula levantas no presente estudo que a associagao
da arginina com o glicerofostato de calcio e flior em solucdo aquosa nédo afeta a
acidogenicidade do biofilme (Ho) e ndo reduz a viabilidade bacteriana (Ho’) foram

parcialmente rejeitadas enquanto que a hipétese Ho” foi rejeitada totalmente, pois
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observou-se que a associacao dos trés agentes ativos diminuiu a perda mineral do
esmalte. Apesar de se tratar de um modelo in vitro, que ndo mimetiza totalmente o
ambiente bucal e que apresenta um modelo de exposi¢do continua as solugbes de
tratamento, o modelo possui vantagens, como a utilizagdo de um indculo
polimicrobiano proveniente da saliva, o que permite simular o comportamento de
uma microbiota diversificada (Maske et al. 2017), além de empregar um modelo de
aderéncia ativa para a formacgéo do biofilme. Além disso, o estudo in vitro é essencial
para a triagem de substancias com potencial anticariogénico e para a compreensao
dos mecanismos de acdo associados com o potencial anticariogénico. Estudos
futuros que auxiliem no melhor entendimento do mecanismo de acdo da associacao
proposta devem ser realizados. A avaliagdo da desmineralizacdo do esmalte em
seccao longitudinal, a avaliagdo de outros fatores de viruléncia do biofilme, além da
concentracdo de calcio e fosfato no fluido do biofilme podem servir como base para

fortalecer as hipoteses do estudo e servir de guia para futuros estudos clinicos.
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4 CONCLUSAO

A arginina demonstrou potencial atividade anticarie e antibiofiime quando
utilizada sozinha ou em associagéo ao glicerofosfato de calcio e fluoreto. O seu uso
isolado é capaz de promover alteracbes no biofilme, refletindo em biofilmes mais
irregulares, com menor biomassa, com controle do pH e reducdo de espécies
patogénicas e consequente aumento de espécies microbianas benéficas. Ao
associar a arginina ao glicerofosfato de caélcio e fluoreto, seus efeitos no biofilme se
tornam ainda mais evidentes e, ha uma reducdo na desmineralizacdo do esmalte

dentario com reducéo da perda de dureza de superficie.
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APENDICE A - Gréfico de variagéo de pH

pH x tempo

Controle
—F
e CaGP

F+ CaGP

—
/\h/ N

e A1 + F

e Ao+ CaGP

8h 24h 32h 48h 56h 72h 80h 96h  104h 120h Arg + F + CaGP




APENDICE B — Reduc&o bacteriana (Log 1+ UFC / mL)

Bactérias
totais

Bactérias

aciddricas

Estreptococos do

grupo mutans

Log Reducéao

Log Reducéao

Log Reducdo UFC/mL

UFC/mL UFC/mL

Controle — — -
F 1.46+0,352 0.33+0,202 2.86+0.322
CaGP 0.03+0,05P 0.73+0,42° 0.25+0,45P
F + CaGP 0.99+0,14°¢ 0.31+0,262 2.89+0,152
Arg 0.74%0,58° 1.35+0,58°¢ 2.67+0.382
Arg + NaF 0.65+0,79¢ 0.01+0,322 3.03+0,452
Arg + CaGP 0.04+0,08P 1.60+0,57¢ 1.51+0,40¢
Arg + F + CaGP 0.85%0,70¢ 1.19+0,43¢ 3.03%0,542
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Analise de variancia a um fator (ANOVA one-way) (p<0,05). Letras minusculas: diferencas estatisticas entre os tratamentos para viabilidade
(Log UFC / mL) e para reducéo (Log UFC / mL). F: NaF (110 ppm F), CaGP: glicerofosfato de calcio 0,05%, Arg: arginina 0,8%. Fonte:
elaboracéo prépria.
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