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Resumo Geral

Goncalves, FMC. Efeito de uma nova formulacao contendo fosfopeptideo de caseina - fosfato

de calcio amorfo e trimetafosfato de sodio sobre a desmineralizagdo e remineralizagdo do
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esmalte: estudos in situ 2023 89f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba 2023.

RESUMO
O objetivo geral deste estudo foi avaliar in situ, uma nova formulagdo dentifricia contendo fluoreto
(F), trimetafosfato de sodio (TMP) e fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP)
em reduzir a desmineralizacdo e promover a remineralizacdo do esmalte dentério. Artigo 1 -

Desmineralizacdo in situ: blocos de esmalte bovino foram selecionados pela dureza de superficie

inicial (SHi) e a seguir voluntarios (n=10) utilizaram um dispositivo palatino contendo 4 blocos de
esmalte, durante 7 dias em 5 fases experimentais: 1) Dentifricio sem F/CPP-ACP-TMP (Placebo);
2) Dentifricio com 1100 ppm F (1100F), 3) Dentifricio 1100F + 3% TMP (1100F-TMP), 4)
Dentifricio 1100F + CPP-ACP (1100F-CPP-ACP) e 5) Dentifricio 1100F + 3% TMP + CPP-ACP
(1100F-CPP-ACP-TMP). Os desafios cariogénicos foram produzidos pela sacarose a 30%, 6x/dia.
No biofilme foi analisado o contetdo de F, Ca, P e polissacarideo extracelular insoltvel (EPS). Nos
blocos de esmalte, determinou-se a dureza de superficie final (SHf) para o célculo da porcentagem
de perda de dureza de superficie (%SH), perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN),
concentracgdo de fluoreto (F), calcio (Ca) e fésforo (P) no esmalte. A adigdo do CPP-ACP-TMP ao
dentifricio 1100F, reduziu a desmineralizagdo do esmalte (%SH) em 42% e 39% quando comparado
com os tratamentos 1100F (p < 0,001) e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001), respectivamente, além de
uma reducdo no corpo da lesdo (AKHN) em 36% quando comparado aos mesmos tratamentos (p <
0,001). O tratamento com 1100F-CPP-ACP-TMP levou a um aumento significativo nas
concentracdes de F, Ca e P no esmalte e biofilme, ¢ reduziu a concentracdo de EPS em ~ 52%,

guando comparado ao tratamento com 1100F (p < 0,001). Artigo 2 - Remineralizacdo in situ:

blocos de esmalte bovino foram selecionados pela dureza de superficie pds lesdo de carie artificial
(SH1). Voluntarios (n=10) utilizaram um dispositivo palatino contendo 4 blocos de esmalte
desmineralizados, durante 3 dias em 5 fases experimentais com os mesmos dentifricios do Artigo 1.
Apos 3 dias de remineralizacdo, determinou-se a dureza de superficie final (SH.) para o calculo da
porcentagem de recuperacdo de dureza de superficie (%SHg), AKHN, F, Ca e P no esmalte. A
superficie do esmalte tornou-se ~ 55% mais remineralizada quando tratada com o dentifricio 1100F-
CPP-ACP-TMP em relagdo ao 1100F (p < 0,001). O tratamento com 1100F-CPP-ACP-TMP levou
a remineralizagdo da lesdo de subsuperficie (AKHN) em 84% e 91% quando comparado aos
tratamentos 1100F e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001). Para as variaveis idnicas no esmalte (F, Ca e P)
houve um aumento significativo com o tratamento 1100F-CPP-ACP-TMP. Para os valores de F,
este aumento foi de ~ 63% em relagdo ao 1100F (p <0,001); Para Ca, houve um aumento de ~ 65%,
~ 28% e ~ 15% quando comparado aos tratamentos 1100F, 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP (p <

0,001). Para os dados de P, a maior concentracdo foi observada com o tratamento 1100F-ACP-CPP-
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TMP sendo superior em ~ 41% e ~ 17 % em relag@o aos tratamentos com 1100F e 1100F-TMP
respectivamente (p < 0,001). Conclui-se que a associacdo de tratamentos com trimetafosfato de
sodio (TMP) e fosfopeptideo de caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) a um dentifricio
fluoretado (1100 ppm F) promoveu um maior efeito no controle a carie e variaveis do biofilme,
podendo ser uma alternativa efetiva para melhorar a sadde bucal dos individuos, especialmente

aqueles com alto risco e atividade de carie dentaria.

Palavras-chave: Esmalte dentério. Fluor. Fosfato. Desmineralizacdo. Remineralizagdo dentéria.
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Gongalves, FMC. Effect of a new formulation containing casein phosphopeptide - amorphous
calcium phosphate and sodium trimetaphosphate on enamel demineralization and
remineralization: in situ studies 2023 89f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2023.

ABSTRACT

The general objective of this study was to evaluate in situ, a new toothpaste formulation containing
fluoride (F), sodium trimetaphosphate (TMP) and amorphous calcium phosphate casein
phosphopeptide (CPP-ACP) in reducing demineralization and promoting remineralization of dental

enamel. Manuscript 1 - In situ demineralization: bovine enamel blocks were selected by initial

surface hardness (SHi) and then volunteers (n=10) used a palatal device containing 4 enamel blocks
for 7 days in 5 experimental phases: 1) toothpaste without F/CPP-ACP-TMP (Placebo); 2)
toothpaste with 1100 ppm F (1100F), 3) toothpaste 1100F + 3% TMP (1100F-TMP), 4) toothpaste
1100F + CPP-ACP (1100F-CPP-ACP) and 5) toothpaste 1100F + 3% TMP + CPP-ACP (1100F-
CPP-ACP-TMP). The cariogenic challenges were produced by 30% sucrose, 6x/day. In the biofilm,
the content of F, Ca, P and insoluble extracellular polysaccharide (EPS) was analyzed. In the enamel
blocks, the final surface hardness (SHf) was determined to calculate the percent surface hardness
loss (%SH), integrated subsurface hardness loss (AKHN), fluoride (F), calcium (Ca) and phosphorus
(P) concentration in the enamel. The addition of CPP-ACP-TMP to 1100F toothpaste, reduced
enamel demineralization (%SH) by 42% and 39% when compared to 1100F (p < 0.001) and 1100F-
CPP-ACP (p < 0.001) treatments, respectively, in addition to a reduction in lesion body (AKHN)
by 36% when compared to the same treatments (p < 0.001). Treatment with 1100F-CPP-ACP-TMP
led to a significant increase in F, Ca and P concentrations in enamel and biofilm, and reduced EPS

concentration by ~ 52% when compared to 1100F treatment (p < 0.001). Manuscript 2 -

Remineralization in situ: bovine enamel blocks were selected by surface hardness post artificial

caries lesion (SH1). Volunteers (n=10) used a palatal device containing 4 demineralized enamel
blocks for 3 days in 5 experimental phases with the same toothpastes as in Manuscript 1. After 3
days of remineralization, the final surface hardness (SH;) was determined to calculate the
percentage of surface hardness recovery (%SHR), AKHN, F, Ca and P in the enamel. The enamel
surface became ~ 55% more remineralized when treated with the 1100F-CPP-ACP-TMP toothpaste
compared to 1100F (p < 0.001). Treatment with 1100F-CPP-ACP-TMP led to remineralization of
the subsurface lesion (AKHN) by 84% and 91% when compared to 1100F and 1100F-CPP-ACP
treatments (p < 0.001). For the ionic variables in enamel (F, Ca and P) there was a significant
increase with the 1100F-CPP-ACP-TMP treatment. For F values, this increase was ~ 63% compared
to 1100F (p <0.001); for Ca, there was an increase of ~ 65%, ~ 28% and ~ 15% when compared to
1100F, 1100F-CPP-ACP and 1100F-TMP treatments (p < 0.001). For P data, the highest
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concentration was observed with 1100F-ACP-CPP-TMP treatment being higher by ~41% and ~ 17
% compared to 1100F and 1100F-TMP treatments respectively (p < 0.001). It is concluded that the
association of treatments with sodium trimetaphosphate (TMP) and amorphous casein-calcium
phosphopeptide (CPP-ACP) to a fluoride toothpaste (1100 ppm F) promoted a greater effect on
caries control and biofilm variables, and may be an effective alternative to improve the oral health

of individuals, especially those with high risk and activity of dental caries.

Keywords: Dental enamel. Fluoride. Phosphate. Demineralization. Dental remineralization.
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1 Introducao Geral

A cérie dentéaria € uma doenca dindmica multifatorial mediada por biofilme, modulada pela
dieta, ndo transmissivel, resultando em perda mineral de tecidos dentarios duros. E determinada por
fatores bioldgicos, comportamentais, psicossociais e ambientais [Machiulskiene et al., 2020], como
dieta, niveis de calcio, fosfato, bicarbonato, flGor na saliva, bem como fatores genéticos [Puleio et
al., 2022]. Assim muitos estudos tém avaliado o uso de técnicas e produtos reduzam a
desmineraliza¢do do esmalte dentério, assim como induzam a remineralizacéo da estrutura dentaria
afetada, afim de prevenir a progressdo das lesbes de manchas brancas e o aparecimento de
cavitagdes [Danelon et al., 2017; Emerenciano et al., 2018; Gongalves et al., 2021a; Goncalves et
al., 2021b].

A partir do século XX, o fluoreto (F) foi o principal agente utilizado na prevencéo da cérie
dentéria em todo o mundo, sendo oferecido a populagdo de maneiras diversas, contribuindo para
um declinio da prevaléncia da doenga, principalmente devido a sua introdugdo nas aguas de
abastecimento publico. O F age como um importante auxiliar para a manutengdo do equilibrio
mineral dos dentes, atuando diretamente sobre a dindmica do processo de desmineralizacéo e
remineralizacdo [Amaechi et al., 2019] entretanto com efeito limitado. Sendo assim, esfor¢os tém
sido realizados no sentido de se obter produtos que possam paralisar as lesdes cariosas 0 mais
precocemente possivel [Gao et al., 2020; Alhothali et al., 2022].

A caseina fosfopeptideo, conhecida pela sigla CPP, se liga ao fosfato de calcio amorfo
(ACP), formando o complexo CPP-ACP (fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo). Esta
ligacdo, é pH-dependente, ocorrendo quando ha queda no pH bucal [Tantbirojn et al., 2008]. A CPP
apresenta a capacidade de se ligar aos ions célcio e ao fosfato, reduzindo, dessa forma, que os cristais
cresgcam até um tamanho critico e se precipitem na superficie do dente, saliva e biofilme, mantendo-
os numa forma amorfa, ou seja, biodisponivel, conhecida como ACP. O ACP apresenta a capacidade
de liberar ions calcio e fosfato no biofilme dental para manter um estado supersaturado,
favorecendo, desta maneira, o processo de remineralizagdo [Thierens et al., 2019]. Portanto, o CPP-
ACP funciona como um reservatorio de célcio e fosfato, aumentando a concentragdo desses ions
livres, colaborando para a manutencdo de um estado de supersaturacdo em relacdo ao esmalte
dentério [Gongalves et al., 2021a; Gongalves et al., 2021b]. O CPP-ACP foi demonstrado ter
atividade anticariogénica em estudos in vitro e in situ incluindo ensaio clinico randomizado
controlado [Reynolds, 2009]. O CPP-ACP quando associado ao F na concentracdo de 900 ppm, é
disponivel como uma pasta de uso profissional (MI Paste Plus®, GC Corporation, Téquio, Japdo).
Foi relatado que a associacdo de F ao CPP-ACP (ACP-CPPF) apresenta maior potencial de
remineralizacdo do que o CPP-ACP [Reynolds et al., 2008]. Isto se deve, pois, 0 CPP-ACP interage
com ions F, produzindo um efeito aditivo anticariogénico, por meio da formagao de uma fase amorfa

estabilizada de fosfato de célcio fluoretado. Sabe-se que 0 mecanismo anticariogénico do CPP-ACP
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e do F sdo distintos. Enquanto o primeiro se dissocia quando ha queda no pH, formando ions que
atuam prevenindo a desmineralizagdo, o F age formando fluorapatita, promovendo remineralizacédo
e reduzindo a desmineralizacdo dentaria [Reynolds et al., 2008].

Além de CPP-ACPF, o trimetafosfato de sodio (TMP) tem sido testado em diferentes
concentracdes de F e produtos, mostrando reduzir a perda mineral e aumentar o processo de
remineralizacdo, pois apresenta capacidade de modificar a superficie da hidroxiapatita, através de
sua adsorcdo [Danelon et al., 2017; Danelon et al., 2020]. Quando TMP é adsorvido sobre o esmalte,
essa interacdo pode alterar a permeabilidade seletiva e a difusdo de ions para seu interior [Takeshita
et al., 2009; Danelon et al., 2014]. Assim, o TMP possivelmente retém fons (CaF* e Ca?"),
substituindo o Na* da estrutura ciclica e promovendo a reducdo na difusdo de acido [Takeshita et
al., 2009; Danelon et al., 2014], bem como durante os processos des- remineralizacdo levando a
formacéo e ao fluxo de espécies neutras (CaHPO, e HF?) no esmalte, com alto poder de penetracdo
ao esmalte [Cochrane et al., 2008]. Diante do exposto sobre a acdo anticarie do TMP, e levando em
consideracdo pacientes que possuem alto risco de desenvolvimento da leséo, de Castro et al. [2015]
demonstraram em um estudo in vitro que a adi¢do de TMP na concentragdo de 3% a um dentifricio
com 1100 ppm F possui eficacia superior em reduzir a desmineralizacdo quando comparado ao seu
homologo sem TMP (1100 ppm F), achados esses confirmados por Danelon et al. [2015] utilizando
modelo de cérie em esmalte in situ, onde os autores constataram uma remineralizagdo superior a
dentifricios convencionais.

Sabendo-se das boas propriedades anticarie do CPP-ACPF e TMP, Gongalves et al. [2021a
e 2021b] avaliaram in vitro o efeito da associagdo de tratamento com dentifricio fluoretado (1100
ppm F) suplementado com 3% de TMP (1100F-TMP) seguido pela aplicacdo do fosfopeptideo de
caseina fosfato de calcio amorfo fluoretado (MI Paste Plus®) sobre a remineralizacdo de lesdes
iniciais de cérie e desmineralizacdo do esmalte dentario. Em ambos estudos, a associacdo de
tratamentos 1100F-TMP-MI Paste Plus® mostrou melhores resultados para dureza de superficie,
assim como, favoreceu a maior formacéo de Ca e P no esmalte quando comparado aos dentifricios
contendo apenas 1100F e/ou 1100F-TMP, sugerindo ser uma alternativa para pacientes com alto
risco e atividade de carie. Embora seja bem conhecido que os modelos de ciclagem de pH sejam
adequados para avaliar o impacto de novos principios ativos em dentifricios fluoretados, bem como
a sua associacdo com outros tratamentos anticarie, os protocolos in vitro tém limitac@es, incluindo
por exemplo: (1) ndo avaliam as condi¢Ges orais e a interagdo do F-TMP-CPP-ACP com as
superficies de esmalte e (2) os periodos mais rapidos de des/remineralizacdo quando comparado
com condicbes in vivo. Dessa forma, seria interessante avaliar protocolos de tratamentos que
potencializem o efeito de dentifricios fluoretados sobre a remineralizacdo e a reducdo da
desmineralizacdo do esmalte dentario. Assim sendo, o desenvolvimento de estudo in situ, fornece

um estagio maior na busca de evidéncia cientifica sobre a utilizagdo de ambos os agentes em um
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mesmo veiculo, e sua influéncia no controle a carie dentéria, trazendo evidéncias maiores que,

poderdo encorajar na conducgdo futura de estudos clinicos.
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Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar in situ, uma nova formulacéo dentifricia contendo
fluoreto (F), trimetafosfato de sédio (TMP) e fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo

(CPP-ACP) em reduzir a desmineralizacdo e promover a remineralizacdo do esmalte dentario.
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2.0 Avaliacdo in situ de uma nova formulacdo dentifricia contendo fluoreto, fosfopeptideo de
caseina fosfato de célcio amorfo e trimetafosfato de soédio sobre a desmineralizacdo do esmalte
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2.1 Resumo

Obijetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar, in situ, uma nova formulacao dentifricia contendo
fluoreto (F), fosfopeptideo de caseina fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) e trimetafosfato de sddio
(TMP) sobre o processo de desmineralizacdo dentaria e composicao do biofilme. Material e Métodos:
Blocos de esmalte bovinos (n=200) foram selecionados através da dureza de superficie inicial (SH).
Posteriormente dez voluntarios (n=10) utilizaram dispositivos palatinos contendo 4 blocos de esmalte
bovino, durante 7 dias em 5 fases experimentais, com os respectivos dentifricios: 1) sem F-CPP-ACP-
TMP (Placebo), 2) 1100 ppm F (1100F), 3) 1100 ppm F associado a 10% CPP-ACP (1100F-CPP-ACP),
4) 1100 ppm F associado a 3% TMP (1100F-TMP), e 5) 1100 ppm F associado a 10% CPP-ACP e 3%
TMP (1100F-CPP-ACP-TMP). Os desafios cariogénicos foram produzidos pelo uso de solugédo de
sacarose a 30%, 6x/dia. Apds 7 dias determinou-se a dureza de superficie final (SHf) para o calculo da
porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH), perda integrada de dureza de subsuperficie
(AKHN), concentragdo de fluoreto (F), calcio (Ca) e fosforo (P) no esmalte. Além disso, concentragido
de F, Ca, P e polissacarideo extracelular insolivel (EPS) no biofilme foram analisadas. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (1-critério) de medidas repetidas, seguido pelo teste Student-Newman-
Keuls (p < 0,001). Resultados: A adi¢cdo do CPP-ACP-TMP ao dentifricio convencional (1100F),
reduziu a desmineralizagdo do esmalte (%SH) em 42% e 39% quando comparado com 0s tratamentos
1100F (p < 0,001) e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001), respectivamente, além de uma reducdo no corpo da
lesdo (AKHN) em 36% quando comparado aos mesmos tratamentos. Ainda, o tratamento com o
dentifricio 1100F-CPP-ACP-TMP levou & um aumento significativo na concentracéo de F, P e Ca no
esmalte e biofilme, e reduziu a concentragdo de EPS em ~ 52,6, quando comparado ao tratamento
convencional (1100F) (p < 0,001). Conclusdo: Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a
formulacéo dentifricia contendo 1100F-CPP-ACP-TMP promoveu um maior efeito protetor contra a
desmineralizacdo do esmalte dentério e afetou significativamente a composicéo do biofilme formado in

situ, podendo ser uma alternativa para pacientes que apresentam alto risco a carie dentéria.

Palavras-chave: Desmineralizacdo; Esmalte dentario; Fosfatos.
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2.2 Introducéo

A cérie dentaria permanece sendo a principal problemética da Odontologia devido a sua alta
prevaléncia na populagdo mundial, considerada a doenca bucal mais comum na infancia. Quando presente,
possui um impacto muito grande na qualidade de vida das criancas, e consequentemente de suas familias,
representando uma dificuldade para a sociedade e para a satde publica, pois vem sendo uma das doencas
infantis mais prevalentes ao redor de todo 0 mundo [Colombo et al., 2019; Philip & Walsh et al., 2019;
Pitts et al., 2021]. E caracterizada como uma doenca cronica e multifatorial ocasionando a
desmineralizacdo das estruturas dentarias apos quedas constantes no pH do biofilme dental, levando a
desmineralizacdo do esmalte [de Oliveira et al., 2022]. Clinicamente, o estagio inicial da doenc¢a pode ser
observado como uma mancha branca de aspecto opaco e rugoso. Nesse estagio € importante que
estratégias sejam implementadas como, aplicacéo topica de flGor, maior controle mecénico do biofilme,
mudanga no consumo de dieta cariogénica, dentre outras medidas [Pitts et al., 2019]. O fluoreto (F)
aplicado topicamente € o principal tratamento de forma n&o-invasiva para reparar lesdes de cérie ndo
cavitadas, mas sua capacidade de promover a remineralizagdo é limitada pela disponibilidade de ions
calcio (Ca) e fosfato (P) [Pinto de Souza et al., 2018], dessa forma, a combinacao de F com agentes ativos
que sejam fontes de ions Ca e P tém sido proposto como uma estratégia eficaz para reduzir a
desmineralizacdo e favorecer a remineralizacdo de lesbes de carie em estagios iniciais da doenca
[Attiguppe et al., 2019; Goncalves et al., 2021a; Gongalves et al., 2021b]. Diante deste contexto,
fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo associado ao fluoreto (F) (ACP-CPPF) e fosfatos
ciclicos (como o trimetafosfato de sédio (TMP)) tem sido estudado, contribuindo assim para o controle
da doenca [Danelon et al., 2015; Danelon et al., 2017; Zamperini & Bedran-Russo, 2018; Attiguppe et al.,
2019; Danelon et al., 2020].

O CPP-ACPF é considerado particularmente eficaz uma vez que o CPP apresenta a capacidade
de estabilizar ions Ca e P, evitando sua precipitacdo; enquanto que o ACP apresenta a capacidade de
liberar esses ions no biofilme dental para manter um estado supersaturado, favorecendo, desta maneira, o
processo de remineralizacdo e atuando ao mesmo tempo como um reservatorio destes ions
remineralizantes. Estudos demonstram que a associagdo de F ao CPP-ACP (CPP-ACPF) apresenta maior
potencial de remineralizacdo do que o CPP-ACP [Oliveira et al., 2016]. Isto se deve, pois, 0 CPP-ACP
interage com ions F, produzindo um efeito anticariogénico aditivo através da formagdo de uma fase amorfa
estabilizada de fosfato de calcio fluoretado. Por outro lado, 0 mecanismo anticariogénico do CPP-ACP e
do F sdo distintos. Enquanto o CPP-ACP se dissocia quando ha queda no pH, formando ions que atuam
prevenindo a desmineralizacdo, o F age formando fluorapatita, promovendo remineralizagéo e reduzindo
a desmineralizacdo dentaria [Reynolds et al., 2008].

Além do CPP-ACPF, estudos tém demonstrado o potencial anticarie e remineralizador de
polifosfatos ciclicos, como o trimetafosfato de sédio (TMP) quando adicionado em diferentes veiculos
[Danelon et al., 2017; Akabane et al., 2018; Danelon et al., 2020; Oliveira et al., 2022]. Este efeito esta

associado a sua capacidade de formar complexos com cétions como Ca?* e CaF* e aumentar a atividade
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i6nica de espécies neutras como CaHPO.® e HF®. Dessa forma, o TMP nédo é usado como fonte de ions
fosfato, mas como agente ativo que contribui para a formacdo de uma barreira que altera a permeabilidade
de &cidos, ions F, Ca e P [Favretto et al., 2021], e como um material biomimético, pode induzir a
precipitacdo de fosfato de calcio no esmalte e dentina [Favretto et al., 2021; Gongalves et al., 2021a].
Sabendo-se das boas propriedades anticariogénicas do CPP-ACPF e TMP, Gongalves et al. [2021a]
avaliaram in vitro, através de ciclagens de pH, o efeito da associacdo de tratamentos com dentifricio
fluoretado (1100 ppm F) suplementado com 3% de TMP (1100F-TMP) seguido pela aplicacdo do
fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo fluoretado (M1 Paste Plus®), sobre a desmineralizacdo
do esmalte dentario, mostrando que a associacdo levou a melhora consideravel nos resultados de dureza
de superficie e em profundidade, assim como, favoreceu a maior formacao de Ca e P no esmalte quando
comparado aos dentifricios contendo apenas 1100 ppm F e/ou 1100F-TMP, sugerindo ser uma alternativa
para populagdes infantis que concentram uma alta prevaléncia de carie dentéaria.

Até o momento, nenhum estudo avaliou se a adicdo de CPP-ACP e TMP em uma mesma
formulacéo dentifricia contendo 1100 ppm F poderia reduzir a desmineralizacdo do esmalte dentério e
alterar a composigéo do biofilme sob desafio cariogénico, simulando uma condig&o de alto risco a doenca.
Assim o objetivo deste estudo foi avaliar, in situ, uma nova formulacédo dentifricia contendo fluoreto (F),
fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) e trimetafosfato de sédio (TMP) sobre o
processo de desmineralizacdo dentéaria e composi¢do do biofilme. A hipétese nula investigada foi a de
que a nova formulagdo dentifricia contendo F-CPP-ACP-TMP ndo promoveria efeitos positivos no
esmalte e biofilme quando comparado as formulagdes contendo apenas 1100F, 1100F-CPP-ACP e
1100F-TMP.

2.3 Material e Métodos
2.3.1 Delineamento experimental

O estudo foi duplo-cego e cruzado consistindo em cinco fases experimentais com duragdo de 7
dias cada e washout de 7 dias entre uma etapa e outra, para eliminar possiveis efeitos residuais dos
tratamentos [Danelon et al., 2015; Garcia et al., 2019]. O estudo foi previamente submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos pela Plataforma Brasil (NGmero CAAE: 60803722.2.0000.5420).
Dez voluntérios com idade entre 18 e 33 anos, boa salde geral e bucal e com fluxo salivar normal foram
selecionados [Garcia et al., 2019]. Blocos de esmalte (4 mm x 4 mm, n = 200) foram obtidos de dentes
incisivos bovinos e mantidos em solucdo de formol a 2%, pH 7,0 durante 30 dias previamente aos
procedimentos experimentais [Danelon et al., 2017] (Figura 1A). Esses blocos tiveram sua superficie de
esmalte polida e aqueles que apresentaram média de dureza de superficie incial (SHi) entre 320-380 HKN
foram selecionados para o estudo (Figura 1B). Foram confeccionados dispositivos para a arcada superior
com quatro espagos (4 mm x 4 mm), nos quais foram fixados quatro blocos de esmalte bovino. Os desafios
cariogénicos foram produzidos pelo uso de uma solucéo de sacarose a 30% [Emerenciano et al., 2018;

Garcia et al., 2019]. Os voluntarios escovaram os dentes com o dispositivo palatino na cavidade bucal
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utilizando os dentifricios: 1) sem F-CPP-ACP-TMP (Placebo), 2) 1100 ppm F (1100F), 3) 1100 ppm F
associado a 10% CPP-ACP (1100F-CPP-ACP), 4) 1100 ppm F associado a 3% TMP (1100F-TMP), e 5)
1100 ppm F associado a 10% CPP-ACP e 3% TMP (1100F-CPP-ACP-TMP) (Figura 1C). Nos blocos
de esmalte, foram realizadas as analises da dureza de superficie final (SHf) para o célculo da porcentagem
de perda de dureza de superficie (%SH), perda integrada de dureza de superficie (AKHN) (Figura 1D),
F, Ca e P no esmalte (Figura 1E). J& no biofilme, foi quantificada a concentracdo de F, Ca, P e

Polissacarideo extracelular insoltvel (EPS) (Figura 1F).
2.3.2 Preparacdo dos blocos de esmalte

Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos com idade
entre 2 e 3 anos e mantidos em recipientes plasticos com solucéo de formol a 2% pH 7,0 durante 30 dias.
Blocos de esmalte bovino (4 mm x 4 mm, n=200) foram obtidos a partir da por¢éo mais plana da vestibular
das coroas. Apds a aquisicdo dos blocos de esmalte, a dentina foi ajustada para obtencdo de superficies
paralelas entre esmalte e dentina (espessura £ 2 mm). Para isso, 0s blocos foram fixados em discos de
resina acrilica pré-fabricada (+ 3 cm de didmetro por £ 8 mm de espessura), com auxilio de cera pegajosa
(Cera Bastdo Kerr ou Cera em Bastdes Horus), com a superficie dentinaria voltada para cima, sendo este
conjunto levado & politriz BETA — grinder polisher (Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA). Para o desgaste
foram utilizadas lixas de granulacdo 320 (CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, BUEHLER), peso de
2 Ibs, durante 30 segundos sob baixa rotacéo e refrigeracdo. Em seguida, os blocos foram removidos e
fixados novamente com a superficie do esmalte voltada para cima, a qual foi polida de acordo com a
seguinte sequéncia de lixas: granulagdo 600, 800 e 1200 e refrigeracdo a agua constante. Na sequéncia o
esmalte foi polido com papel feltro para polimento (Polishing Cloth BUEHLER 40-7618) e suspenséo de
diamante (METADI Diamond Suspension 1 micron Blue Color Polish Spray, Water Base 40-6530), 4 Ibs,
1 minuto. A seguir, os corpos de provas foram lavados com jato de dgua deionizada durante 30 segundos
e submetidos ao ultrassom (BRANSON 2210), durante 2 minutos, imersos em solucdo de limpeza
(ULTRAMET Sonic Cleaning Solution, BUEHLER) diluida na propor¢do 20:1 em &gua destilada.
Durante todos os procedimentos e entre um passo e outro, 0s blocos permaneceram em ambiente

umedecido com formol a 2% e pH 7,0.
2.3.3 Formulacao, determinacéo do pH e concentracdo de F nos dentifricios experimentais

Os dentifricios foram manipulados no laboratério de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba FOA/UNESP contendo em sua composi¢do Fluoreto de sodio (NaF) (1100
ppm F), fosfopeptideo de caseina fosfato de calcioamorfo (10% CPP-ACP) e Trimetafosfato de sodio (3%
TMP). Um dentifricio sem adicdo de F/CPP-ACP/TMP (Placebo) também foi preparado. Para
determinagdo do pH cada dentifricio foi suspenso com agua deionizada na propor¢do 1:3 e a leitura
procedeu-se através do eletrodo de pH (2A09E, Analyser, Sdo Paulo, Brazil), sob agitacdo constante
[Gongalves et al., 2021a]. O F dos dentifricios foi dosado de acordo com o método descrito por Delbem

et al. [2012]. Foram pesados 100-110 mg de cada dentifricio, em triplicata, em tubos de polipropileno nos
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quais foram acrescentados &gua deionizada até volume final de 10 mL. Apds homogeneizacdo, para a
dosagem do F total (FT), 0,25 mL dessa suspensdo foi mantida sob agitagdo durante 1h a 45 °C com 0,25
mL de HCI 2 mol/L. Em seguida foi neutralizada com 0,5 mL de NaOH mol/L e acrescentado 1,0 mL de
TISAB Il (Tampdo ajustador de forca ibnica total). Para a dosagem de F foi utilizado um eletrodo
especifico combinado para ion F (9609 BN — Orion) acoplado ao analisador de ions (Orion 720 A),
previamente calibrado com cinco padrdes (1, 2, 4, 8 e 16 ppm F). Para a dosagem de F i6nico (FI), o

restante da suspensdo de dentifricio foi submetido da mesma forma que o FT.

2.3.4 Descricdo da fase clinica dos grupos experimentais

Voluntarios (n=10) foram selecionados considerando-se o desfecho primario a anélise da dureza
de superficie e dureza em seccdo longitudinal, diferenca média entre os grupos (30 e 1300,
respectivamente), desvio padrdo (20 e 900, respectivamente) e um erro-o de 5% e erro-p de 20% (sendo
necessarios no minimo 8 voluntarios para detectar diferencas significativas), devendo ainda preencher os
seguintes critérios de inclusdo [Emerenciano et al., 2018; Garcia et al., 2019]: idade entre 18 e 33 anos;
concordarem em participar do estudo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido; bom estado de salde geral; auséncia clinica de lesdes de cérie ativas ou doenca periodontal.
Os critérios de exclusdo inicial foram: uso de medicamentos ou portadores de alteracBes que
influenciassem no fluxo salivar e alérgicos a proteina do leite (CPP). J& os critérios de exclusdo durante o
experimento: desisténcia voluntéria, alteracdo do quadro de saude com consequente alteragcdo do fluxo
salivar ou necessidade de uso de antibiéticos e capacidade desmineralizadora similar entre Placebo e
1100F.

Uma semana antes do inicio do experimento e durante o periodo de washout de 7 dias, 0s
voluntarios utilizaram dentifricio sem F-CPP-ACP-TMP (Placebo). Cada dispositivo continha quatro
blocos de esmalte (dois em cada lado do dispositivo) fixados cuidadosamente no dispositivo intrabucal
com cera pegajosa Kota®. Para permitir o acimulo de placa bacteriana sobre os blocos de esmalte, uma
tela de polietileno foi fixada no acrilico com resina acrilica, cobrindo os blocos deixando um espaco de 1
mm entre a tela e a superficie do esmalte. Para promover o desafio cariogénico os voluntarios gotejaram
a cada 3 horas (6x ao dia) solucéo de sacarose a 30% sobre cada bloco de esmalte [Emerenciano et al.,
2018; Garcia et al., 2019]. Ap6s o gotejamento da sacarose, 0s dispositivos eram deixados por 5 minutos
em repouso antes de retornarem a cavidade bucal, a fim de que a sacarose fosse difundida pelo biofilme.
A solucdo de sacarose a 30% foi usada até 3 dias ap0s o preparo, sendo posteriormente substituida. Os
voluntérios foram instruidos a realizar a escovacao, com o respectivo dentifricio experimental de cada
fase, 3 vezes ao dia (1 minuto e 30 segundos), ap6s as principais refeicdes, com o dispositivo palatino na
cavidade oral [Garcia et al., 2019]. Foram realizadas cinco fases experimentais de 7 dias cada com os
seguintes dentifricios: 1) sem F-CPP-ACP-TMP (Placebo), 2) 1100 ppm F (1100F), 3) 1100 ppm F
associado a 10% CPP-ACP (1100F-CPP-ACP), 4) 1100 ppm F associado a 3% TMP (1100F-TMP), e 5)
1100 ppm F associado a 10% CPP-ACP e 3% TMP (1100F-CPP-ACP-TMP).
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Transcorridos 7 dias de desmineraliza¢do, na manh& do 8° dia, os voluntarios permaneceram em
jejum para a entrega dos dispositivos acrilicos. A tela que recobria o bloco do dispositivo palatino foi
removida e o biofilme coletado com auxilio de curetas plasticas, tomando-se cuidado para ndo danificar
0s blocos de esmalte [Garcia et al., 2019]. Na sequéncia, os blocos de esmalte foram limpos utilizando
gaze e agua deionizada para posteriormente serem realizadas analises de dureza de superficie final (SHf)
e célculo da porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH), perda integrada de dureza de
subsuperficie (AKHN), concentragdo de fluoreto (F), calcio (Ca) e fosforo (P) no esmalte e biofilme e

polissacarideo extracelular insolavel (EPS).

2.3.5 Analise da dureza do esmalte

A dureza de superficie foi determinada antes (SHi) e apds os experimentos (SHf) utilizando-se o
microdurémetro Shimadzu HMV-2000, sob carga de 25g por 10s. Foram realizadas inicialmente cinco
impressdes a 100 um uma da outra, na regido central do esmalte e apds o experimento, outras cinco a 100
pum em relagdo as impressdes iniciais, sendo calculada a porcentagem de perda de dureza de superficie
(%SH), [%SH = ((SHi —SHf)/SHf) x 100] [Danelon et al., 2015]. Para a analise da dureza em sec¢édo
longitudinal, os blocos de esmalte foram seccionados longitudinalmente em seu centro e embutidos em
resina acrilica com a face cortada exposta e polida gradativamente. Uma sequéncia de 14 endentacdes foi
realizada em diferentes distancias (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 e 330 um) da
superficie externa do esmalte usando um durémetro Micromet 5114 (Buehler, Lake Bluff, EUA) e o
software Buehler OmniMet (Buehler, Lake Bluff, EUA), com um penetrador de diamante Knoop sob
carga de 5g por 10s. A area integrada da dureza (KHN x um) da leséo até o esmalte higido foi calculada
utilizando a regra trapezoidal (GraphPad Prism, versdo 3.02) e subtraida da area integrada da dureza do
esmalte higido obtendo a perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN; KHN x pm) [Danelon et
al., 2015].

2.3.6 Andlise de F, Ca e P no esmalte

O F presente no esmalte foi determinado conforme descrito por Weatherell et al. [1985], e
modificado por Alves et al. [2007]. Discos de polimento autoadesivos (didmetro, 13 mm) e carboneto de
silicio de gramatura 400 (Buehler) foram fixados no fundo de tubos de cristal de poliestireno (J-10;
Injeplast, Sdo Paulo, SP, Brasil). Uma camada de esmalte (50,9 £ 0,2 um) foi removida de cada bloco, e
na sequéncia adicionado 0,5 mL de HCI 1,0 mol L*%; estes foram mantidos sob agitacdo constante por 1
hora. A andlise de F foi realizada em 0,30 mL dessa solugdo apds adi¢do do mesmo volume de TISAB I,
modificado com NaOH, utilizando um eletrodo especifico 9409BN (Thermo Scientific, Beverly, MA,
EUA) e microeletrodo de referéncia (Analyser, Sdo Paulo, Brasil) acoplado a um analisador de ions (Orion
720A+, Thermo Scientific, Beverly, MA, EUA). Os resultados foram expressos em pg/mm?® [Akabane et
al., 2018]. A andlise de Ca foi realizada utilizando o método colorimétrico Arsenazo Il [Vogel et al.,
1983]. As leituras de absorbancia foram registradas em 650 nm, com o auxilio de um leitor de placas
(PowerWave 340, Biotek, Winooski, VT, EUA). O P foi analisado de acordo com Fiske & Subbarow
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[1925], e as leituras de absorbancia registradas em 660 nm. Os resultados por sua vez foram expressos em

ug/mmé,

2.3.7 Anédlise de F, Ca, P e EPS no biofilme dentéario

O biofilme formado no esmalte foi coletado e armazenado em tubos de microcentrifuga. As
amostras de biofilme foram secas a vacuo sob P»Os (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, Brasil) por 12 h em temperatura ambiente. Apos extracdo por 3 h em temperatura ambiente com
0,5 mol/L de acido cloridrico (250 ul/mg, peso imido do biofilme) sob agitagdo constante, 0 mesmo
volume de NaOH (0,5 mol L) foi adicionado [Akabane et al., 2018]. As amostras foram entdo
centrifugadas (11.000 x g) por 1 min e o sobrenadante retido para determinacdo de F, Ca e P. O F foi
analisado usando um eletrodo i6nico especifico (Orion 9409 BN) e um potenciémetro (Orion 720 Aplus).
A concentracdo de Ca e P foi analisada por métodos colorimétricos [Vogel et al., 1983; Fiske & Subbarow,
1925]. O polissacarideo extracelular insoltvel (EPS) foi extraido pela adicéo de 1,0 mol L de NaOH (10
uL/mg peso seco) ao biofilme [Ccahuana-Vasquez et al., 2007]. A quantidade de EPS foi determinada
usando o método fenol-4cido sulfdrico [Dubois et al., 1956]. Os resultados foram expressos em mol/kg

de F, Ca e P; e mg/g de EPS (peso seco).

2.3.8 Andlise estatistica

Para analise estatistica, foram considerados como variaveis os valores de %SH, AKHN, F, Cae P
no esmalte e F, Ca, F e EPS no biofilme, e como fator de variagdo o tipo de dentifricio. As analises foram
realizadas utilizando o programa estatistico Sigma Plot (versdo 12.0) com um nivel de significancia de
5%. Os valores de %SH, AKHN, F, Ca e P no esmalte, F, Ca, P e EPS no biofilme apresentaram
distribuicdo normal (Shapiro-Wilk) e homogénea (Bartlet) e foram submetidos a ANOVA (1-critério) de

medidas repetidas, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

2.4 Resultados

A média (xdp) de SHi considerando todos os blocos foi de 370,8 (3,2) KHN. Nado foram
observadas diferencas significativas entre os grupos ap6s alocacéo (p = 0,105). A Tabela 1 apresenta os
resultados da determinacdo de fluoreto na forma ibnica (FI), total (FT) e pH nos dentifricios
experimentais, manipulados previamente ao ensaio experimental. Os valores médios apresentaram-se
dentro do aceitavel pela Anvisa (+ 10%). Os valores médios de pH de cada dentifricio experimental
previamente ao ensaio variaram entre 7,0 a 7,1, com pH neutro.

O tratamento com o dentifricio 1100F-CPP-ACP-TMP, reduziu a desmineralizagdo do esmalte
(%SH) em 42% e 39% quando comparado com os tratamentos 1100F (p < 0,001) e 1100F-CPP-ACP (p
< 0,001), respectivamente. Ja em relacdo ao grupo 1100F-TMP, a reducdo foi de 29% (p < 0,001). Ainda,
o dentifricio suplementado com 3% de TMP foi capaz de reduzir a desmineralizacdo do esmalte (%SH)

em 17% quando comparado ao grupo 1100F (p < 0,001), enquanto o dentifricio contendo 1100F-CPP-
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ACP reduziu em 4% e 15% em comparagdo com os tratamentos 1100F (p = 0,05) e 1100F-TMP (p <
0,001) (Tabela 2). Todos os grupos apresentaram uma reducgdo na lesdo de subsuperficie, exceto o grupo
Placebo que obteve o maior valor (p < 0,001). Os grupos 1100F e 1100F-CPP-ACP apresentaram valores
similares entre si, diferindo estatisticamente do grupo 1100F associado ao TMP (p < 0,001). A menor
perda foi observada para o tratamento contendo 1100F-CPP-ACP-TMP, havendo uma redugéo no corpo
da lesdo de 36% quando comparado ao 1100F e 1100F-CPP-ACP. Ja este mesmo tratamento (1100F-
CPP-ACP-TMP) quando comparado com o dentifricio suplementado com 3% de TMP (1100F-TMP),
levou a uma reducdo de 27% na lesdo de subsuperficie.

A concentracdo de F no esmalte foi similar entre os tratamentos 1100F, 1100F-TMP e 1100F-
CPP-ACP (p > 0,001), sendo a maior concentracao observada para o 1100F-CPP-ACP-TMP (p < 0,001),
levando a um aumento de 36%, 31% e 26% quando comparado aos tratamentos 1100F, 1100F-CPP-ACP
e 1100F-TMP, respectivamente (p < 0,001). Todos os tratamentos levaram a um aumento na concentragdo
de Ca no esmalte (p < 0,001), sendo que o 1100F-CPP-ACP-TMP apresentou um aumento superior em
36% e 57% quando comparado ao 1100F-TMP e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001). Valores similares foram
observados para os tratamentos com 1100F-TMP e 1100F-CPP-ACP (p > 0,001). Para os dados da
concentracdo de P no esmalte, verifica-se que esta foi superior em 62%, 21% e 30% quando comparado
ao tratamento convencional (1100F), 1100F-TMP e 1100F-CPP-ACP, respectivamente (p < 0,001)
(Tabela 2).

Quanto a composicdo do biofilme, 1100F-CPP-ACP-TMP promoveu a maior retencao de F, Ca
e P (p <0,001), quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 2) (p < 0,001); ja valores similares
para F, Ca e P foram observados para 1100F-ACP-CPP e 1100F-TMP (p > 0,001). O tratamento com
1100F-CPP-ACP-TMP reduziu significativamente a concentracdo de EPS quando comparado com 1100F
(~52%) (p < 0,001). Concentracdes semelhantes foram observadas nos grupos 1100F-CPP-ACP e 1100F-
TMP (p = 0,709), significativamente menores do que no grupo 1100F (p < 0,001) (Tabela 2).

2.5 Discussao/Conclusao

Apesar da crescente conscientizagdo mundial sobre os cuidados com a saude bucal, a prevaléncia
de cérie dentéria ainda permanece alta [Serrano-Pifia, et al., 2020]. Além dos métodos tradicionais como
visita regular ao dentista, escovagdo com dentifricio fluoretado, controle da dieta cariogénica e aplicagdo
topica de fluor profissional, outros métodos sdo destacados na literatura a fim de reduzir a incidéncia da
doenca [Bahrololoomi et al., 2019], dentre eles, produtos que contenham Ca e P em sua formulagdo tem
merecido destaque, uma vez que participam diretamente nos processos des e remineralizacdo [Cochrane
etal., 2012; Danelon et al., 2019]. O presente estudo avaliou in situ, a capacidade de uma nova formulacéao
dentifricia contendo fluoreto (F), fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) e
trimetafosfato de sodio (TMP) e em reduzir a desmineralizacdo do esmalte dentario bovino e alterar a
composicao do biofilme. Os resultados deste trabalho mostraram que o tratamento com o dentifricio 1100

ppm F associado a 10% CPP-ACP e 3% TMP promoveu uma alteragdo significativa na desmineralizacdo
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do esmalte e biofilme quando comparado aos tratamentos 1100F, 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP. Assim,
a hipdtese nula foi rejeitada.

O F tem um papel fundamental no manejo néo invasivo de lesdes de cérie, mas sua capacidade de
interferir na dindmica da cérie é limitada pela disponibilidade de ions Ca e P, assim a associa¢do de F com
fontes ricas destes ions tem sido proposta como um tratamento eficaz para os estagios iniciais da doenga
e instalacdo da mesma. No presente estudo foi avaliado uma formulacdo dentifricia contendo 1100 ppm
F e 10% de CPP-ACP. O CPP-ACP é um composto bioativo de fosfopeptideos de caseina/fosfato de célcio
amorfo obtido a partir da caseina do leite, que ao sofrer digestdo enzimética na cavidade bucal forma
fosfopeptideos de caseina (CPP). E sugerido que o clcio e o fosfato liberados pelo CPP-ACP apresentam
capacidade de formar nanocomplexos no biofilme, tornando o esmalte mais resistente a acidos e a
qualquer ataque acido adicional [Manoharan et al., 2018]. Ainda, quando o F é associado ao CPP-ACP
(CPP-ACPF) fornece efeitos superiores na remineralizagdo e maior resisténcia a desmineralizagdo
dentaria, como ja demonstrado em estudos prévios [Oliveira et al., 2016; Philip & Walsh et al., 2019]. Os
resultados do presente estudo mostram gue o regime apenas com 1100F-CPP-ACP n&o reduziu a perda
mineral em profundidade (Tabela 2) quando comparado ao regime convencional (1100F). Para este
achado, especula-se que os ions F quando associado ao CPP-ACP possam ter retardado a penetracdo dos
fons Ca e P para as areas mais profundas das lesdes causando precipitacdo precoce dos mesmos na
superficie externa do esmalte, como verificado no estudo Bakry et al. [2018] e Gongalves et al. [20213],
dificultando completamente a difusdo de HF° e CaHPO.® na lesdo do esmalte e consequentemente,
reduzindo a remineralizagdo. Portanto, embora estudos in situ e ensaios clinicos randomizados mostrem
que CPP-ACP pode interferir no processo DES-RE, ndo é significativamente diferente do F [Sharda et al.,
2021].

J& o TMP, um polifosfato de natureza ciclica, tem sido estudado extensivamente [Danelon et al.,
2015; Danelon et al., 2017; Danelon et al., 2020] em associacdo com F em produtos de higiene bucal.
Quando adicionado a dentifricios fluoretados contribui para um efeito sinérgico com o F na redugdo da
desmineralizacdo do esmalte [Danelon et al., 2015; Emerenciano et al., 2018], corroborando com achados
anteriores [Danelon et al., 2015; Emerenciano et al., 2018; Danelon et al., 2020]. Em comparag&o a outros
agentes anticarie, 0 TMP adsorve ao esmalte levando a formacao de uma camada reticular que diminui a
precipitacdo de fosfato de célcio nos poros do esmalte. Portanto, a difusdo do fosfato é facilitada
permitindo que os ions F, Ca e P conduzam a uma menor desmineralizacdo na parte externa e interna da
lesdao, como evidenciado pelos dados de %SH, AKHN, Ca e P no esmalte (Tabela 2). Dessa forma, sugere-
se que o TMP induza grande precipitacdo de fosfato de calcio no esmalte, atuando como um agente
biomimético [Favretto et al., 2018]. Esses achados também foram observados por Gongalves et al. [2021a]
pela analise de Espectroscopia de energia dispersiva de raio X (EDX); entretanto ndo foi possivel indicar
se a fase formada é cristalina (semelhante a apatita) ou amorfa. Por outro lado, foi identificado que a
associacdo do CPP-ACP ao TMP levou a maior reatividade dos agentes, sugerindo um efeito sinérgico

entre 0s mesmos (principalmente devido a capacidade desse complexo em reduzir a precipitacao de calcio
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e fosfato) contribuindo para a maior formacéo ndo sé das espécies idnicas, mas também a formagéo de
espécies neutras (CaHPO.® e HFP), assim essas precipitacdo ndo ocorreria diretamente no esmalte, o que
facilitaria a difusdo dessas espécies para o interior da lesdo, influenciando positivamente na reducéo da
desmineralizacdo do esmalte [Cochrane et al., 2008; de Castro et al., 2015; Danelon et al., 2015; Danelon
et al., 2017]. Esses achados também estdo de acordo com Reynolds [2008] o qual relatou um aumento na
relacdo Ca/P no esmalte desmineralizado ap6s 10 dias de tratamento com vérias solugdes contendo CPP-
ACP, o que foi atribuido a deposi¢do mineral na forma de hidroxiapatita e a formacao das espécies acima
mencionadas.

Em relacdo aos efeitos dos tratamentos sobre as variaveis do biofilme (F, Ca, P e EPS), destaca-
se a acdo positiva do 1100F-CPP-ACP, 1100F-TMP e 1100F-CPP-ACP-TMP em relagdo ao dentifricio
contendo apenas F (1100F) (Tabela 2). Nanocomplexos de CPP-ACP sdo facilmente sollveis na saliva e
apresentam um gradiente de difusdo que Ihes permite penetrar no biofilme dentério. Dessa forma, entende-
se que o CPP-ACP atue como um veiculo de entrega de fosfato de calcio aumentando significativamente
0s niveis de ions célcio e fosfato na saliva e no fluido do biofilme, sem causar precipitacdo dos mesmos.
Em baixas condicbes de pH (como o do presente estudo) que ocorrem durante um desafio cariogénico,
facilitam a liberacdo de ions F, Ca e P dos complexos, inibindo a desmineralizacdo e favorecendo a
remineralizacdo pela precipitagdo dos ions liberados. Além disso, o0 CCP-ACP tem a capacidade de se
ligar ao biofilme, proporcionando um consideravel reservatério de ions Ca. Em troca, isso restringe a
perda mineral durante um processo cariogénico e fornece uma possivel fonte de calcio para
remineralizacdo [Rose, 2000]. Destaca-se que o padrdo de remineralizacdo produzido pela CPP-ACP é
considerado superior a remineralizagdo predominantemente apenas superficial mediada pelo F [Shen et
al., 2011; Philip & Walsh et al., 2019]. Ainda, a literatura sugere que o CPP-ACP modifique a adesao de
microrganismos a longo prazo devido a sua capacidade de se incorporar em receptores presentes na
pelicula (por exemplo receptor de ions Ca), inibindo ou modificando a aderéncia bacteriana [Grychtol et
al., 2014]. Altas concentragdes extracelulares de ions Ca disponibilizados pelos complexos CPP-ACP
podem aumentar a permeabilidade da membrana de S. mutans e causar lise parcial [Alawadhi et al., 2020;
Sionov et al., 2021]. Além disso, as moléculas de CPP apresentam regides hidrofilicas e hidrofébicas que
podem mascarar proteinas hidrofobicas presentes na parede celular bacteriana, e consequentemente
impedir a ades&o do microrganismo as superficies dentarias [Philip & Walsh et al., 2019]. E importante
salientar, que o aumento desses ions no biofilme deve ser levado em consideracdo, uma vez que
concentracdes de Ca variando entre 1x10®a 1x10** reduzem a concentracdo de EPS, como ja constatado
em outros estudos [Boyd, 1978; Takeshita et al., 2015; Emerenciano et al., 2018] e evidenciado pelos
nossos resultados (Tabela 2). Dessa forma, a interferéncia com a fixagdo microbiana pode prevenir
alteracOes ecoldgicas prejudiciais no biofilme, inibindo ou reduzindo a desmineralizacdo do esmalte
dentario, como evidenciado no presente estudo.

Destaca-se também que na associacdo de F-CPP-ACP-TMP, o efeito foi melhor e maior para

todas as variaveis do biofilme (Tabela 2). Dessa forma, acredita-se que o TMP tenha atuado no biofilme
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indiretamente, uma vez que as altas concentracdes de F e Ca no biofilme alteram o metabolismo bacteriano
e a atividade bioldgica, bem como a formacdo de EPS [Van Loveren, 2001; Marquis et al., 2003]. Como
os fosfatos inorgénicos e organicos apresenta alta afinidade pela hidroxiapatita, € possivel que tais
substancias interferiram com a adsor¢do de materiais organicos e bactérias nas superficies dentérias
[Nordbd6 e Rolla, 1972], resultando na alteracdo da formacéo do EPS. Por outro lado, especula-se que o
TMP tenha sido absorvido no biofilme através de ligacdo com ions Ca [Rose et al., 1996; Takeshita et al.,
2015] atuando como propulsor de reservatério de Ca?* e CaF*, explicando os melhores resultados obtidos
com o dentifricio contendo 1100F-CPP-ACP-TMP, mesmo na presenca do biofilme. Isso se deve a
capacidade dos fosfatos inorganicos apresentarem alta afinidade pela hidroxiapatita, deixando a superficie
com polaridade mais negativa [Favretto et al., 2018; Neves et al., 2018], e consequentemente interferindo
com a adsorgao de produtos organicos e bactérias [Nordb6 & Rolla, 1972; Emerenciano et al., 2018].

O objetivo do desenvolvimento do modelo in situ deve ser controlar variagbes com o menor
impacto sobre relevancia clinica, além de integrar vérias analises, aumentando assim a sensibilidade e a
validade da metodologia do estudo. Um fator importante a ser considerado é gque estes dados sdo baseados
em um protocolo in situ de desmineralizacdo dentaria (isto €, com formacédo de biofilme e presenca de
saliva). Embora 0s processos quimicos basicos sejam os mesmos para todos os individuos, a
suscetibilidade a céarie dentéria difere significativamente [ten Cate, 2015], portanto o protocolo utilizado
no presente estudo apresenta algumas limitac6es, pois nosso modelo ndo simulou o controle da progressdo
da lesdo de cérie, diferentes desafios cariogénicos e a composi¢do inorganica da saliva e do fluido
biofilme. Considerando os resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que a formulacéo dentifricia
contendo 1100F-CPP-ACP-TMP promoveu um maior efeito protetor sobre a desmineralizacdo do esmalte
dentério e afetou significativamente a composi¢do do biofilme formado in situ, quando comparado as
formulagbes 1100F, 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP. Portanto, esta nova formulacdo pode ser
considerada uma alternativa eficaz para melhorar a satde bucal de individuos, especialmente aqueles que

apresentam alto risco a carie dentéria.
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Figura 1: (A) Preparo dos blocos de esmalte; (B) Dureza de superficie inicial (SHi); (C) Descricdo da
fase clinica dos grupos experimentais; (D) Dureza de superficie final (SHf) e perda integrada de dureza

de subsuperficie (AKHN); (E) Analise de F, Ca e P no esmalte; (F) Analise de EPS, F, Ca e P no

biofilme.
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Tabela 1: Média (xdp, n=3) da concentracdo de FI, FT e pH nos Dentifricios experimentais

Dentifricios
experimentais FI (ppm F) FT (ppm F) pH
Placebo 17,9 (1,5) 25,6 (1,6) 7,1 (0,1)
1100F 1102,4 (1,2) 1186,0 (4,2) 7,0 (0,2)
1100F-CPP-ACP 1102,0 (3,1) 1158,2 (2,9) 7,1(0,2)
1100F-TMP 1136,5 (2,3) 1168,3 (5,9) 7,0 (0,3)
1100F-CPP-ACP-TMP 1114,0 (2,2) 1156,6 (2,2) 7,1 (0,4)

56

**[E|: Fluoreto idnico; FT: Fluoreto total; pH: Potencial hidrogeniénico; ppm F: Partes por milhdo de

fluoreto.
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Tabela 2. Média (+dp, n=10) das variaveis analisadas de acordo com os Dentifricios experimentais
apos desafio cariogénico, in situ

Dentifricios experimentais

Analises

1100F- 1100F-  1100F-CPP-
Placebo 100F  cpp-acP  TMP ACP-TMP
9%SH -72,6° 47,20 -45,1° -39,0¢ -27,5¢
(KHN) 3.9) (2.2) (2.3) (2.8) (3.2)
AKHN 7258,1°  50004°  5044,7°  43951° 3205,4¢
(KHN x pm) (722,5) (688,8) (598,1) (682,6) (398,1)
Esmalte (ug/mm?)
- 1,6° 2,50 2,6° 2,70 3.4°
(0,6) (0.6) (0.7) (0.8) (0.,6)
ca 378,3? 695,3" 790,3° 912,1¢ 12443¢
(88,3) (91,9) (72,4) (62,4) (70,4)
o 396,6° 586,8" 735,2° 788,4° 954,1¢
(88,2) (75,6) (79,3 (92,5) (72,6)
Biofilme (mol/kg)
- 254E-04*  518E-04°  7,32-04°  696E-04°  1,37E-03
(222E-05) (3,68E-05) (2,60E-04) (2,30E-04)  (5,71E-04)
Ca 2,19E-01°  323E-01°  4,68E-01° 452E-01°  6,17E-01°
(510E-02) (8,16E-02) (LO1E-01) (1,09E-01)  (1,46E-01)
o 6,07E-02°  145E-01°  2,59E-01° 257E-01°  3,98E-01¢
(284E-02) (4,09E-02) (7,05E-02) (1,01E-01)  (1,45E-01)
Biofilme (mg/g)
Eps 3,0° 2,10 1,5° 1,6° 1,0
0,9) (0.4) (0.2) (0.1) (0,3)

**Letras minusculas indicam diferencas entre os grupos (Anova 1-critério de medidas repetidas,
Teste Student-Newman-Keuls’s; p < 0,001).

**0oSH: porcentagem de perda de dureza de superficie; AKHN: perda integrada de dureza de
subsuperficie; KHN: dureza Knoop; F: fluoreto; Ca: célcio; P: fésforo; EPS: polissacarideos

extracelulares.
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3.1 Resumo

Obijetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar, in situ, uma nova formulacdo dentifricia contendo
fluoreto (F), fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) e trimetafosfato de sdédio
(TMP) sobre o processo de remineralizacdo de lesdes iniciais de cérie. Material e Métodos: Blocos de
esmalte bovinos (n=200) foram selecionados através da dureza de superficie inicial (SH). Posteriormente
submetidos a inducdo de lesdo de cérie artificial por 16 horas e determinada a dureza de superficie pos-
desmineralizacdo (SH1). Dez voluntérios (n=10) utilizaram dispositivos palatinos contendo 4 blocos de
esmalte bovino com lesdo de cérie artificial, durante 3 dias em 5 fases experimentais, com os respectivos
dentifricios: 1) sem F-CPP-ACP-TMP (Placebo), 2) 1100 ppm F (1100F), 3) 1100 ppm F associado a 10%
CPP-ACP (1100F-CPP-ACP), 4) 1100 ppm F associado a 3% TMP (1100F-TMP), e 5) 1100 ppm F
associado a 10% CPP-ACP e 3% TMP (1100F-CPP-ACP-TMP). Apo6s 3 dias determinou-se a dureza de
superficie final (SH.) para o calculo da porcentagem de recuperacdao de dureza de superficie (%SHg),
perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN), concentragdo de fluoreto (F), calcio (Ca) e fosforo
(P) no esmalte. Os dados foram submetidos a analise de variancia (1-critério) de medidas repetidas,
seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p < 0,001). Resultados: A superficie do esmalte tornou-se ~
55% mais remineralizada quando tratada com o dentifricio 1100F-CPP-ACP-TMP em relacdo ao
dentifricio de 1100F (p < 0,001); quando comparado ao dentifricio 1100F-TMP, a remineralizagdo foi ~
22% superior (p < 0,001). Ja o tratamento com 1100F-TMP promoveu um efeito remineralizador maior
em ~ 27% e ~ 70% em relacdo aos dentifricios de 1100F e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001), respectivamente.
O tratamento com 1100F-CPP-ACP-TMP levou a remineralizacao da lesdo de subsuperficie (AKHN) em
84% e 91% quando comparado aos tratamentos 1100F e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001). Em relacdo ao
1100F-TMP, a lesdo remineralizou em ~ 62% (p < 0,001). Para as variaveis idnicas no esmalte (F, Ca e
P) houve um aumento significativo com o tratamento 1100F-CPP-ACP-TMP. Para os valores de F, este
aumento foi de ~ 63% em relagdo ao 1100F (p < 0,001); por outro lado, os grupos 1100F; 1100F-CPP-
ACP e 1100F-TMP apresentaram valores similares (p > 0,001). Para Ca, houve um aumento de ~ 65%, ~
28% e ~ 15% quando comparado aos tratamentos 1100F, 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP (p < 0,001).
Para os dados de P, os grupos 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP apresentaram valores similares entre si (p
> 0,001). A maior concentragdo de P foi observada com o tratamento 1100F-ACP-CPP-TMP sendo
superior em ~ 41% e ~ 17 % em relagdo aos tratamentos com 1100F e 1100F-TMP respectivamente (p <
0,001). Conclusao: Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a formulacdo dentifricia contendo
1100F-CPP-ACP-TMP demonstrou um maior efeito remineralizador em lesdes iniciais de carie, podendo

ser uma alternativa para pacientes que apresentam lesdes em atividade.

Palavras-chave: Remineralizacdo; Esmalte dentario; Fosfatos.
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3.2 Introducéo

A cérie dentéria € uma doenca multifatorial, ndo transmissivel, onde fatores como dieta, saliva,
exposicdo ao fluor (F), biofilme, aspectos sociais, comportamentais e econdmicos influenciam em sua
incidéncia e progressao [Sheiham & James, 2015; Pitts et al., 2019; Machiulskiene et al., 2020]. Baseado
nestas condicOes, a doenca é manifestada devido a intensos e constantes periodos de desmineralizagéo,
através da liberacdo de acidos, que resultam na dissolucdo da estrutura dentéria e quando ndo controlada
pode levar a perda do elemento dentario [AAPD, 2018/2019; Lemos et al., 2019]. Manchas brancas sdo
evidentes quando a quantidade de minerais subsuperficiais perdidos excede a quantidade de minerais
ganhos por um longo periodo de tempo [Nascimento et al., 2016; Pitts et al., 2021]. Quando nenhuma
medida preventiva é instituida nesse estdgio, a desmineralizacdo da subsuperficie progride e,
eventualmente, a camada superficial entrara em colapso levando a formacéo de cavidade. Nesse sentido,
esforcos tém sido direcionados para buscar avangos em métodos de promog¢do da remineralizacdo de
lesGes iniciais de carie, bem como para reverter o processo de cérie no estdgio mais precoce possivel
[Braga et al., 2019]. Diante deste contexto, novos agentes com potencial anticarie, como os fosfatos
ciclicos, em especial o trimetafosfato de sodio (TMP) e fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo
associado ao fluoreto (F) (CPP-ACPF) tém sido estudados, contribuindo assim para o declinio da doenga
[Danelon et al., 2015; Takeshita et al., 2016; Danelon et al., 2017; Zamperini & Bedran-Russo, 2018;
Attiguppe et al., 2019; Goncalves et al., 2021a; Gongalves et al., 2021b].

Estudos prévios tém relatado que a adi¢do de trimetafosfato de sodio (TMP) em formulacGes
dentifricias pode potencializar o efeito protetor do F sobre o processo de remineralizacdo do esmalte
dentério [Danelon et al., 2015; Takeshita et al., 2016; Emerenciano et al., 2018]. Essa acéo
remineralizadora estd diretamente relacionada com a adsor¢do deste fosfato inorgénico a superficie
dentaria, pois uma vez adsorvido, o TMP atua como um agente nucleante de célcio (Ca*?) e fluoreto de
célcio (CaF"), contribuindo para que estes se liguem em sua estrutura carregada negativamente [Favretto
etal., 2018]. Quando em pH &cido, essas liga¢des sdo quebradas, libertando-os ao meio e formando grande
quantidade de espécies neutras (CaHPO.® e HF?), que apresentam um coeficiente de difusdo mais elevado
para o esmalte [Cochrane et al., 2008; Emerenciano et al., 2018]. No estudo de Danelon et al. [2015], os
autores avaliaram in situ uma formulacdo dentifricia contendo 1100 ppm F associado a 3% de TMP,
observando um maior efeito remineralizador em lesdes artificiais de carie (AKHN: reducéo de ~ 17% e F:
aumento de ~ 24%) quando comparado ao dentifricio convencional contendo 1100 ppm F.

Além do TMP, a caseina fosfopeptideo (CPP) associada ao fosfato de calcio amorfo (ACP) (CPP-
ACP) apresenta um efeito expressivo na remineralizacdo de lesdes de mancha branca, podendo ser
classificados como um sistema de entrega [Goncalves et al., 2021b]. Isso se deve a acdo da CPP em se
ligar a ions calcio e ao fosfato mantendo-os em uma forma amorfa e ao ACP que promove a liberacdo
desses ions durante a queda do pH bucal e biofilme, favorecendo a remineraliza¢do dentéria [Tantbirojn
et al., 2008; Manoharan et al., 2018]. Dessa forma, o complexo CPP-ACP age como um reservatorio de

calcio e fosfato, aumentando a concentracdo desses ions livres, colaborando para a manutengdo de um
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estado de supersaturacdo em relacdo ao esmalte dentario [Reynolds et al., 2008; Oliveira et al., 2016;
Manoharan et al., 2018]. Quando associado ao F (CPP-ACPF) possui um maior potencial remineralizador
devido a formacdo de uma fase amorfa estabilizada de fosfato de célcio fluoretado. Assim enquanto o
complexo CPP-ACP se dissocia quando ha queda no pH, liberando ions que atuam prevenindo a
desmineralizacdo e favorecendo a remineralizagéo, o F age formando fluorapatita, tornando o esmalte e
dentina mais resistente as quedas de pH [Reynolds et al., 2008; Philip & Walsh et al., 2019].

Sabendo-se das boas propriedades anticarie do CPP-ACPF e TMP, Goncalves et al. [2021a e 2021b]
avaliaram in vitro o efeito da associacdo de tratamentos com dentifricio fluoretado (1100 ppm F)
suplementado com 3% de TMP (1100F-TMP) seguido pela aplicagdo do fosfopeptideo de caseina fosfato
de célcio amorfo (M1 Paste Plus®) sobre a remineralizacédo de lesdes iniciais de carie e desmineralizagéo
do esmalte dentario. Em ambos estudos, a associacéo de tratamentos 1100F-TMP-MI Paste Plus® mostrou
melhores resultados para dureza de superficie e em profundidade (%SH, %SHg e AKHN), assim como,
favoreceu a maior formacdo de Ca e P no esmalte quando comparado aos dentifricios contendo apenas
1100F e/ou 1100F-TMP, sugerindo ser uma alternativa para pacientes com alto risco e atividade de cérie.
Entretanto, nenhum estudo avaliou se a adi¢do de CPP-ACP e TMP em uma mesma formulacéo dentifricia
contendo 1100 ppm F poderia potencializar a remineralizacdo do esmalte dentario, simulando uma
condicdo de atividade da doenca. Assim o objetivo deste estudo foi avaliar, in situ, uma nova formulacédo
dentifricia contendo fluoreto (F), fosfopeptideo de caseina fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) e
trimetafosfato de sodio (TMP) sobre o processo de remineralizagdo dentaria. A hipdtese nula investigada
foi a de que a nova formulacéo dentifricia contendo F-CPP-ACP-TMP ndo promoveria efeitos positivos
no esmalte quando comparado as formulac¢Ges contendo apenas 1100F, 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP.

3.3 Material and Métodos
3.3.1 Delineamento experimental

O estudo foi duplo-cego e cruzado consistindo em cinco fases experimentais com duragéo de 3 dias
cada e washout de 7 dias entre uma etapa e outra, para eliminar possiveis efeitos residuais dos tratamentos
[Danelon et al., 2015; Garcia et al., 2019]. O estudo foi previamente submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos pela Plataforma Brasil (NUmero CAAE: 60800722.4.0000.5420). Dez
voluntérios com idade entre 18 e 33 anos, com boa saude geral e bucal e fluxo salivar normal foram
selecionados. Blocos de esmalte (4 mm x 4 mm, n = 200) foram obtidos de dentes incisivos bovinos e
mantidos em solugdo de formol a 2%, pH 7,0 durante 30 dias antes de qualquer procedimento
experimental [Danelon et al., 2017] (Figura 1A). Estes blocos tiveram sua superficie de esmalte polida
(remocdo de aproximadamente 120 um), permitindo sua selecdo através da determinacdo da dureza de
superficie inicial (SH) (Figura 1B). Os blocos foram desmineralizados por 16 horas (Figura 1C) e
submetidos ao teste de dureza de superficie pds-desmineralizacdo (SH;). Foram confeccionados
dispositivos para a arcada superior com quatro espagos (4 mm x 4 mm), nos quais foram fixados quatro

blocos de esmalte bovino desmineralizados. Os grupos consistiram em cinco fases experimentais com o0s
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seguintes dentifricios: 1) Placebo (sem F-CPP-ACP-TMP), 2) 1100 ppm F (1100F), 3) 1100 ppm F
associado a 3% TMP (1100F-TMP), 4) 1100 ppm F associado a 10% de CPP-ACP (1100F-CPP-ACP) e
5) 1100 ppm F associado a 10% CPP-ACP e 3% TMP (1100F-CPP-ACP-TMP) (Figura 1D). Apds trés
dias do periodo de remineralizagdo os quatro blocos foram removidos do dispositivo, e realizadas as
andlises da dureza de superficie final (SHs) para o calculo da porcentagem de recuperacao de dureza de
superficie (%SHg), perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN) (Figura 1E), F, Ca e P no esmalte
(Figura 1F).

3.3.2 Preparacao dos blocos de esmalte

Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos com idade entre
2 e 3 anos e mantidos em recipientes plasticos com solugdo de formol a 2% pH 7,0 durante 30 dias. Blocos
de esmalte bovino (4 mm x 4 mm, n=200) foram obtidos a partir da por¢do mais plana da vestibular das
coroas. Apds a aquisi¢do dos blocos de esmalte, a dentina foi ajustada para obtencdo de superficies
paralelas entre esmalte e dentina (espessura £ 2 mm). Para isso, 0s blocos foram fixados em discos de
resina acrilica pré-fabricada (+ 3 cm de diametro por £ 8 mm de espessura), com auxilio de cera pegajosa
(Cera Bastdo Kerr ou Cera em Bastdes Horus), com a superficie dentinaria voltada para cima, sendo este
conjunto levado a politriz BETA — grinder polisher (Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA). Para o desgaste
foram utilizadas lixas de granulacdo 320 (CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, BUEHLER), peso de
2 Ibs, durante 30 segundos sob baixa rotacdo e refrigeracdo. Em seguida, os blocos foram removidos e
fixados novamente com a superficie do esmalte voltada para cima, a qual foi polida de acordo com a
seguinte sequéncia: lixa de granulacdo 600, 4 Ibs, tempo de 30 segundos, refrigeracdo a agua; lixa de
granulacdo 800, 4 Ibs, tempo de 30 segundos, refrigeracdo a agua; lixa de granulacdo 1200, 4 Ibs, 30
segundos, refrigeracdo a agua (*Foi removida aproximadamente 120 pum entre os polimentos com as lixas
de diferentes granulagdes) [Emerenciano et al., 2018]. Na sequéncia o esmalte foi polido com papel feltro
para polimento (Polishing Cloth BUEHLER 40-7618) e suspensdo de diamante (METADI Diamond
Suspension 1 micron Blue Color Polish Spray, Water Base 40-6530), 4 Ibs, 1 minuto. A seguir, 0s corpos
de provas foram lavados com jato de agua deionizada durante 30 segundos. Durante todos o0s
procedimentos e entre um passo e outro, os blocos foram mantidos em ambiente umedecido com formol
a2% e pH 7,0 [Danelon et al., 2015].

3.3.3 Formulacéo, determinacgdo do pH e concentracao de F nos dentifricios experimentais

Os dentifricios foram manipulados no laboratério de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba FOA/UNESP contendo em sua composicao Fluoreto de sodio (1100 ppm F),
caseina fosfato de calciofosfopeptideo amorfo (10% CPP-ACP) e Trimetafosfato de s6dio (3% TMP).
Um dentifricio sem adicdo de F/CPP-ACP/TMP (Placebo) também foi preparado. Para determinacdo do
pH cada dentifricio foi suspenso com agua deionizada na proporcdo 1:3 e a leitura procedeu-se através do

eletrodo de pH (2A09E, Analyser, Sdo Paulo, Brazil), sob agitacdo constante [Gongalves et al., 2021a]. O
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F dos dentifricios foi dosado de acordo com o0 método descrito por Delbem et al. [2012]. Foram pesados
100-110 mg de cada dentifricio, em triplicata, em tubos de polipropileno nos quais foram acrescentados
agua deionizada até volume final de 10 mL. Ap6s homogeneizagdo, para a dosagem do F total (FT), 0,25
mL dessa suspensdo foi mantida sob agitacdo durante 1h a 45 °C com 0,25 mL de HCI 2 mol/L. Em
seguida foi neutralizada com 0,5 mL de NaOH mol/L e acrescentado 1,0 mL de TISAB Il (Tampéo
ajustador de forca idnica total). Para a dosagem de F foi utilizado um eletrodo especifico combinado para
fon F (9609 BN — Orion) acoplado ao analisador de ions (Orion 720 A), previamente calibrado com cinco
padrdes (1, 2, 4, 8 e 16 ppm F). Para a dosagem de F idnico (FI), o restante da suspensao de dentifricio

foi submetido da mesma forma que o FT.

3.3.4 Indugéo das lesdes de desmineralizacdo artificial nos blocos de esmalte

Os blocos de esmalte bovino foram isolados completamente com uma fina camada de esmalte de
unha cosmético, com excecao da superficie externa de esmalte, para a inducdo das lesdes de cérie artificial
e colocados individualmente em solucdo desmineralizadora (1,3 mmol/L Ca, 0,78 mmol/L P em tampdo
acetato 0,05 mol/L, em pH 5,0; 0,03 ppm F; 32 mL/bloco) por um periodo de 16 h, a 37 °C. Apos, foi
determinada a dureza de superficie pés-desmineralizacao (SH;) [Danelon et al., 2019].

3.3.5 Descricdo da fase clinica dos grupos experimentais

Voluntérios (n=10) foram selecionados considerando-se o desfecho primario a analise da dureza
de superficie inicial e dureza em seccdo longitudinal, diferenca média entre os grupos (30 e 1300,
respectivamente), desvio padrdo (20 e 9000, respectivamente) e um erro-a de 5% e erro-f3 de 20% (sendo
necessarios no minimo 8 voluntérios para detectar diferengas significativas), devendo ainda preencher os
seguintes critérios de inclusdo [Emerenciano et al., 2018; Danelon et al., 2019]: a) Apresentarem idade
entre 18 a 33 anos; b) Concordarem em participar do estudo através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido; ¢) Bom estado de salde geral; d) Auséncia clinica de lesfes de céarie
ativas ou doenca periodontal. Os critérios de exclusdo inicial foram [Emerenciano et al., 2018; Danelon
et al., 2019]: a) Uso de medicamentos ou portadores de alteracdes que alterem o fluxo salivar; b) Uso de
antibioticos e ¢) Alérgicos a proteina do leite (CPP). Os critérios de exclusdo durante o experimento: a)
Desisténcia voluntaria; b) Alteracdo do quadro de satde com consequente alteracdo do fluxo salivar ou
necessidade de uso de antibidticos e ¢) Capacidade remineralizadora similar entre Placebo e 1100F. Uma
semana antes do inicio do experimento e durante o periodo de washout de 7 dias, os voluntarios utilizaram
dentifricio sem F-CPP-ACP-TMP. Os voluntarios foram instruidos a realizar a escovacdo, com 0
respectivo dentifricio experimental de cada fase, 3 vezes ao dia (1 minuto e 30 segundos), sendo que o
dispositivo palatino deveria estar na cavidade oral e a escovagdo deveria ser realizada sobre os blocos de
esmalte desmineralizados e dentes da arcada superior e inferior [Danelon et al., 2019]. Foram realizadas
cinco fases experimentais com os seguintes dentifricios: 1) Placebo (Sem F- CPP-ACP-TMP), 2) 1100
ppm F (1100F), 3) 1100 ppm F associado a 3% TMP (1100F-TMP), 4) 1100 ppm F associado a 10% de
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CPP-ACP (1100F-CPP-ACP) e 5) 1100 ppm F associado a 10% CPP-ACP e 3% TMP (1100F-CPP-ACP-
TMP). Transcorridos trés dias, para promover a remineralizagdo das lesdes artificiais de carie [Danelon
et al., 2019], os dispositivos foram removidos e os blocos retirados dos mesmos. Os blocos foram limpos
utilizando gaze e &gua deionizada. Imediatamente foi avaliada a dureza de superficie final (SH2) para a
andlise da porcentagem de recuperagdo de dureza de superficie (%SHR), perda integrada de dureza de

subsuperficie (AKHN), concentracdo de fluoreto (F), célcio (Ca) e fosforo (P) no esmalte.

3.3.6 Andlise da dureza do esmalte

A dureza de superficie foi determinada utilizando-se o microdurémetro Micromet 5114 hardness
tester (Buehler, Lake Bluff, USA) e o software Buehler Omni Met (Buehler, Lake Bluff, USA), carga de
25 g por 10 s. Cinco impressdes, separadas entre si por uma distancia de 100 pm, foram realizadas na
regido central de cada bloco (SH). Apo6s a indugdo de lesdo de desmineralizagdo, foram realizadas outras
cinco impressdes (SH:) distantes a 100 pm das impressdes de SH e outras cinco para analise de SH; e a
seguir foi determinada a porcentagem de recuperacgdo de dureza de superficie %SHpg, através da seguinte
formula: [%SHgr = ((SH2— SH1/SH —SH1) x 100]. Para a analise da dureza em seccdo longitudinal, uma
seccdo foi realizada no centro de cada bloco e uma das metades incluida em resina acrilica e polida. Foi
utilizado microdurébmetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, USA) e o software
Buehler Omni Met (Buehler, Lake Bluff, USA), carga de 5 g por 10 s. Uma sequéncia de 14 impressdes
nas distancias de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 e 330 um da superficie externa do
esmalte foi realizada na area central dos blocos. A area integrada da dureza (KHN x um) da lesdo até o
esmalte higido foi calculada utilizando a regra trapezoidal (Graph Pad Prism, versdo 3.02) e subtraida da
area integrada da dureza do esmalte higido obtendo a perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN)

[Danelon et al., 2019; Gongalves et al., 2021b].

3.3.7 Andlise de F, Ca e P no esmalte

O F presente no esmalte foi determinado conforme descrito por Weatherell et al. [1985], e
modificado por Alves et al. [2007]. Discos de polimento autoadesivos (didmetro, 13 mm) e carboneto de
silicio de gramatura 400 (Buehler) foram fixados no fundo de tubos de cristal de poliestireno (J-10;
Injeplast, Sdo Paulo, SP, Brasil). Uma camada de esmalte (50,9 £ 0,2 um) foi removida de cada bloco, e
na sequéncia adicionado 0,5 mL de HCI 1,0 mol L; estes foram mantidos sob agitacdo constante por 1
hora. A andlise de F foi realizada em 0,30 mL dessa solugdo apds adi¢do do mesmo volume de TISAB I,
modificado com NaOH, utilizando um eletrodo especifico 9409BN (Thermo Scientific, Beverly, MA,
EUA) e microeletrodo de referéncia (Analyser, Sdo Paulo, Brasil) acoplado a um analisador de ions (Orion
720A+, Thermo Scientific, Beverly, MA, EUA) [Akabane et al., 2018]. Os resultados foram expressos
em pg/mm?3. A andlise de Ca foi realizada utilizando o método colorimétrico Arsenazo 111 [Vogel et al.,
1983]. As leituras de absorbancia foram registradas em 650 nm, com o auxilio de um leitor de placas
(PowerWave 340, Biotek, Winooski, VT, EUA). O P foi analisado de acordo com Fiske & Subbarow
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[1925], e as leituras de absorbéncia registradas em 660 nm. Os resultados por sua vez foram expressos em

ug/mmé,

3.3.8 Andlise estatistica

Para analise estatistica, foram considerados como variaveis os valores de %SHg, AKHN, F, Ca e
P no esmalte e como fator de variacdo o tipo de dentifricio. As analises foram realizadas utilizando o
programa estatistico Sigma Plot (versao 12.0) com um nivel de significancia de 5%. Os valores de %SHpg,
AKHN, F, Ca e P no esmalte apresentaram distribui¢do normal (Shapiro-Wilk) e homogénea (Bartlet) e
foram submetidos a ANOVA (1-critério) de medidas repetidas, seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls.

3.4 Resultados

A média (+dp) de SH ap6s a desmineralizacdo (SH1) foi de 58,2 KHN (3,7), variando entre 55,1
e 72,4 (p = 0,441). A Tabela 1 apresenta os resultados da determinacao de fluoreto na forma i6nica (FlI),
total (FT) e pH nos dentifricios experimentais, manipulados previamente ao ensaio experimental. Os
valores médios apresentaram-se dentro do esperado. Os valores médios de pH de cada dentifricio
experimental previamente ao ensaio variaram entre 7,0 a 7,1, com pH neutro.

O tratamento com o dentifricio 1100F-CPP-ACP-TMP, promoveu a remineralizacdo do esmalte
(%SHR) em 55% em relacéo ao tratamento com 1100F (p < 0,001). Quando comparado ao tratamento ao
dentifricio contendo 1100F-TMP, levou a uma remineralizacdao de aproximadamente 22% (p < 0,001). O
tratamento com o dentifricio suplementado com 3% de TMP foi capaz de promover a remineralizacdo do
esmalte (%SHR) em ~ 27% e ~ 70% quando comparado aos grupos 1100F e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001).
Todos os grupos apresentaram uma reducdo na leséo de subsuperficie, exceto o grupo Placebo que obteve
0 maior valor (p < 0,001). O grupo 1100F-CPP-ACP-TMP apresentou uma recuperagdo mineral em ~
46% e ~ 48% quando comparado aos grupos de 1100F e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001). J& quando este
grupo (1100F-CPP-ACP) foi comparado ao 1100F-TMP sua lesdo foi menor em ~ 38%. Além disso
quando o esmalte foi tratado com o dentifricio 110F-TMP reduziu o corpo da lesdo em ~ 12% e ~ 15%
guando comparado ao 1100F e 1100F-CPP-ACP (p < 0,001) (Tabela 2)

A concentracdo de F no esmalte foi similar entre os tratamentos 1100F, 1100F-CPP-ACP e
1100F-TMP (p > 0,001), sendo a maior concentracdo observada para o 1100F-CPP-ACP-TMP (p <
0,001), levando a um aumento de ~ 62,5% quando comparado ao tratamento 1100F (p <0,001). Todos os
tratamentos levaram a um aumento na concentracdo de Ca no esmalte (p < 0,001), sendo que o 1100F-
CPP-ACP-TMP apresentou um aumento superior em ~ 65%, ~ 28% e ~ 15% quando comparado a0s
tratamentos com 1100F, 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP (p < 0,001). Para os dados da concentracao de
P no esmalte, verifica-se que esta foi superior em ~ 41% e ~ 17% quando comparado aos tratamentos com

os dentifricios convencional (1100F) e 1100F-TMP, respectivamente (p < 0,001) (Tabela 2).
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3.5 Discussao/Conclusao

Diversos métodos para o controle da doenca cérie vem sendo estudados na literatura, nos quais a
associagdo de F a ions Ca e P sdo destacados, uma vez gque a presenca desses ions na saliva e biofilme
interferem positivamente no processo de remineralizacdo dos tecidos duros dentarios [Cochrane et al.,
2008; Rechmann et al., 2018; Danelon et al., 2019]. O objetivo do presente estudo foi avaliar in situ, uma
nova formulacdo dentifricia contendo fluoreto (F), fosfopeptideo de caseina fosfato de célcio amorfo
(CPP-ACP) e trimetafosfato de sddio (TMP) sobre o processo de remineralizagdo de lesdes iniciais de
carie. Os resultados deste trabalho mostraram que o tratamento com o dentifricio 1100 ppm F associado
a 10% CPP-ACP e 3% TMP promoveu uma remineralizacdo significativa das lesdes iniciais de carie
guando comparado aos tratamentos 1100F, 1100F-CPP-ACP e 1100F-TMP, assim como alterou de forma
positiva a concentracéo de F, Ca e P no esmalte. Assim, a hip6tese nula foi rejeitada.

Em relagdo as estratégias nao invasivas para remineralizacao de lesdes cariosas, 0 F tem um papel
relevante, entretanto, sua capacidade de interferir no processo des/re é reduzida pela disponibilidade de
fons Ca e P, assim a associacdo de F com fontes ricas destes ions tem sido proposta como um tratamento
eficaz para os estagios iniciais da doenca assim como de forma preventiva. No presente estudo foi avaliado
uma formulagdo dentifricia contendo 1100 ppm F e 10% de CPP-ACP. O CPP-ACP é um composto
bioativo de fosfopeptideos de caseina fosfato de calcio amorfo o qual provém da caseina do leite, e quando
sofre digestdo enzimatica na cavidade bucal forma o fosfopeptideo de caseina (CPP). O CPP estabiliza o
Ca e P mantendo-os em uma forma amorfa (ACP) causando um aumento nas concentrag@es desses ions
no esmalte dentério, favorecendo também a formacéo de espécies neutras como HF® e CaHPO® as quais
ja tem seu mecanismo de acéo estabelecidas na literatura com maior a¢do na profundidade do esmalte,
induzindo a remineralizacdo em todo o corpo da leséo [Reynolds et al., 2003].

Sugere-se que o Ca e P liberados pelo CPP-ACP apresentem capacidade de formar
nanocomplexos no biofilme adjacente a lesdo inicial de cérie, tornando o esmalte mais resistente a
qualquer ataque acido adicional [Manoharan et al., 2018], além disso estudos demonstram que esse
composto apresenta grande capacidade de agdo na remineralizacdo do corpo da lesdo em relagéo a outros
agentes [Reynolds et al., 2008; Wu et al., 2010] e ainda, quando o F é associado ao CPP-ACP (CPP-
ACPF) fornece efeitos superiores na remineralizacdo e maior resisténcia a desmineralizacdo dentaria
[Oliveira et al., 2016; Philip & Walsh et al., 2019]. Entretanto, em nosso estudo, foi observado que a
associacdo de 1100F-CPP-ACP apresentou maior efeito remineralizador em superficie do que em
profundidade, quando comparado ao dentifricio convencional (1100F) (Tabela 2). Para este resultado
pode ser especulado que tenha ocorrido uma reacdo entre o ACP e F tornando os dois componentes
ineficazes ou até mesmo reduzindo a disponibilidade de F soltvel [Oliveira et al., 2017; Gongalves et al.,
2021b]. Outra hipdtese seria que a maior liberacdo de Ca e P na superficie do esmalte desmineralizado
levaria & precipitagdo desses ions na superficie quando associado ao F, o que provavelmente levaria a
obstrucdo dos poros do esmalte e consequentemente a reducdo da remineralizacdo da lesdo de

subsuperficie [Delbem & Pessan, 2019; Gongalves et al., 2021a. Gongalves et al., 2021b].
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Estudos prévios tém demonstrado o efeito anticarie de sais de fosfatos quando adicionados a
diferentes veiculos de aplicagdo topica [Takeshita et al., 2015; Emerenciano et al., 2018; Danelon et al.,
2020]. O TMP tem um importante papel na dindmica do processo des/re e quando em associacdo ao F,
em uma propor¢do molar ideal, apresenta capacidade de se adsorver a estrutura dentéria, contribuindo
para a reducdo da desmineralizacdo do esmalte, solubilidade da hidroxiapatita e troca mineral [Takeshita
et al., 2015; Emerenciano et al., 2018; Gongalves et al., 2021a; Gongalves et al., 2021b]. Em um estudo
in situ conduzido por Danelon et al. [2015], os autores avaliaram o efeito de um dentifricio convencional
(1100F) associado a 3% TMP sobre a remineralizacdo de lesdes iniciais de cérie, sendo possivel observar
uma remineralizagdo cerca de ~ 24% superior ao dentifricio com 1100F. Em nosso estudo, o tratamento
com o0 mesmo dentifricio levou a maior remineralizacdo superficial do esmalte em ~ 13% e ~ 17% em
relacdo aos tratamentos com 1100F-CPP-ACP e 1100F (Tabela 2) e um aumento significativo de Ca e P
para o interior do esmalte, assim como a reducdo do corpo lesdo (Tabela 2). Esses achados podem ser
atribuidos ao mecanismo de agdo proposto ao TMP, ou seja: quando é adsorvido ao esmalte por meio da
interacdo entre os sitios aniénicos de sua estrutura e grupos hidroxila da hidroxiapatita [Amaral et al.,
2018] uma maior quantidade de Ca** e CaF* em sua molécula carregada negativamente ¢ retida. E
importante notar que, de acordo com os dados da Tabela 2, 0 TMP facilitou em maior proporcao a difuséo
de ions fosfato e calcio. Esses achados estdo de acordo com estudos prévios onde foi possivel observar
aumento nas concentracdes idnicas no esmalte [Takeshita et al., 2015; Takeshita et al., 2016; Gongalves
et al., 2021a; Gongalves et al., 2021b], justificando o conceito de que embora a adsor¢do do TMP no
esmalte resulte em uma barreira contra a difusdo acida [Takeshita et al., 2015], isso ndo impede a difusdo
ibnica em esmalte, resultando em um efeito acentuado nas regides mais profundas da lesdo de
subsuperficie.

Devido as boas propriedades apresentadas pelos agentes supracitados (CPP-ACP e TMP) a
literatura tem buscado associar estes compostos a fim de potencializar a acdo do F [Takeshita et al., 2016;
Akabane et al., 2018; Danelon et al., 2020; Gongalves et al., 2021a; Gongalves et al., 2021b]. Nesse
sentido, o0 estudo in vitro de Gongalves et al. [2021b] avaliou o efeito da combinacéo de tratamentos com
dentifricios contendo TMP e CPP-ACP na remineralizagdo do esmalte dentario, no qual foi possivel
observar maior remineralizagdo do esmalte em superficie e profundidade, assim como, maior
concentracdo de ions Ca e P para o interior da lesdo, semelhante aos achados de nosso estudo (Tabela 2).
Isso evidencia que, quando os agentes ativos estdo em uma mesma formulacgdo, podem atuar de forma
positiva na remineralizacdo de lesGes inicias de cérie, sem que haja competicdo por sitios da
hidroxiapatita, e isto se deve aos diferentes mecanismos de acdo apresentados por estes agentes. Dessa
forma, entende-se que o CPP-ACP atue como um veiculo de entrega de fosfato de célcio aumentando
significativamente os niveis de ions calcio e fosfato na saliva, sem causar precipitacdo dos mesmaos. 1sso
potencializa a remineralizacdo dentaria e reduz a perda mineral durante um processo cariogénico,
fornecendo uma possivel fonte de calcio para remineralizacdo [Rose, 2000]. Destaca-se ainda que o padrédo

de remineralizacdo produzido pela CPP-ACP ¢é considerado superior a remineralizacdo
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predominantemente apenas superficial mediada pelo F [Shen et al., 2011; Philip & Walsh et al., 2019].
Por outro lado, na presenca do F-CPP-ACP a reatividade do TMP é aumentada (principalmente devido a
capacidade desse complexo em reduzir a precipitacdo de célcio e fosfato) havendo maior formacao ndo
s6 das espécies idnicas mencionadas acima, mas também a formagéo de espécies neutras (CaHPO. e
HFP), assim a precipitacdo dessas espécies ndo ocorre diretamente no esmalte, mantendo os poros na
superficie abertos, o que facilita a propagacdo dos mesmos para a lesdo de subsuperficie, influenciando
positivamente na remineralizac¢do da lesdo de carie [Cochrane et al., 2008; Takeshita et al., 2016; de Castro
etal., 2015; Danelon et al., 2015; Danelon et al., 2017].

E importante enfatizar que, quando um agente remineralizante é usado em uma situac&o clinica
onde ha a presenca de lesGes inicias de carie, espera-se que sua a¢do ocorra no menor tempo possivel,
evitando assim a progressdo da doenga. O modelo in situ do presente estudo foi conduzido durante 3 dias
e sem desafio cariogénico adicional, de modo que apenas a remineralizagdo foi avaliada. Portanto, este
modelo de 3 dias foi considerado suficiente para verificar as diferengas entre os tratamentos,
demonstrando uma relacéo de dose-resposta para as diferentes concentracdes de F. Em adigéo, protocolos
in situ avaliando os efeitos remineralizantes de produtos fluoretados devem permitir que o processo de
remineralizacdo possa ocorrer pela saliva, quando associado a um tratamento com dentifricio Placebo,
indicando que a remineralizacéo sofre efeito direto de ions célcio e fosfato presentes do ambiente salivar,
como demonstrado em nosso estudo (Tabela 2). Dessa forma, com base nos resultados obtidos conclui-
se que houve acdo sinérgica ente esses agentes ativos, levando a maior remineralizacao de lesGes iniciais

de cérie, podendo ser uma estratégia para pacientes com atividade de cérie.
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Figura 1: (A) Preparo dos blocos de esmalte; (B) Dureza de superficie inicial (SH); (C) Inducéo de
lesdo artificial de cérie e dureza pds-desmineralizacdo (SH.); (D) Descricdo da fase clinica dos grupos
experimentais; (E) Dureza de superficie final (SH.) e perda integrada de dureza de subsuperficie
(AKHN); (F) Analise de F, Ca e P no esmalte.
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Tabela 1: Média (xdp, n=3) da concentracdo de FI, FT e pH nos Dentifricios experimentais

Dentifricios
experimentais FI (ppm F) FT (ppm F) pH
Placebo 17,9 (1,5) 25,6 (1,6) 7,1 (0,1)
1100F 1102,4 (1,2) 1186,0 (4,2) 7,0 (0,2)
1100F-CPP-ACP 1102,0 (3,1) 1158,2 (2,9) 7,1 (0,2)
1100F-TMP 1136,5 (2,3) 1168,3 (5,9) 7,0 (0,3)
1100F-CPP-ACP-TMP 1114,0 (2,2) 1156,6 (2,2) 7,1 (0,4)

**E|: Fluoreto iénico; FT: Fluoreto total; pH: Potencial hidrogeniénico; ppm F: Partes por milhdo de
fluoreto.
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Tabela 2. Média (+dp, n=10) das variaveis analisadas de acordo com os Dentifricios experimentais apos
remineralizacdo, in situ

Dentifricios experimentais

Analises

1100F- 1100F- 1100F-CPP-
Placebo  1100F  cpp.ace TMP ACP-TMP

15,72 34,9 26,2¢ 44,3 54,2°

76SHr (KHN) (26) 21) (2.6) (15) (19)
8055,9°  5123,9 5324,3" 4502,0° 2782,0¢

AKHN (KHN x um) (4739)  (626,7)  (5717) (677,1) (852,7)

F (ug/mmd) 1,0 2,40 2,6 2,00 3,9°
HO 02) (04) 0.9 (05) 09
Ca (ugimm?) 368,17 691,00 831,0° 990,9¢ 1137,6°
HO (67,2) (62,6) (88,3) (72,8) (70,4)

P (ugimm®) 359,3° 664,70 763,5° 803,5° 936,6°
HY (84,2) (79,9) (80,2) (86,9) (72,9)

Letras minusculas indicam diferencas entre 0s grupos (Anova 1-critério de medidas repetidas, Teste
Student-Newman-Keuls’s; p < 0,001).

%SHR: porcentagem de recuperagdo de dureza de superficie; AKHN: perda integrada de dureza de

subsuperficie; KHN: dureza Knoop; F: fluoreto; Ca: célcio; P: fésforo.
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Conclusdo Geral
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4 Conclusdo Geral

A associacdo de tratamentos com trimetafosfato de sédio (TMP) e fosfopeptideo de
caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) a um dentifricio fluoretado (1100 ppm F) promoveu
um maior efeito no controle a cérie e variaveis do biofilme, podendo ser uma alternativa efetiva
para melhorar a satde bucal dos individuos, especialmente aqueles com alto risco e atividade de
carie dentaria.
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5. ANEXOS
ANEXO A

PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE

13
B 4 —

) A

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

Polimento do
esmalte

Planificagao da Politriz BUEHLER
dentina
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ANEXO B

DOSAGEM DE FLUORETO NOS
DENTIFRICIOS EXPERIMENTAIS

l Hz0 deionizada q.5.p.10 mL

[homogeneizacao - v(‘mex]
suspensao - dentifricios

B
N

2 v

centrifugar 3000 rpm/20 miﬂ
(906g) l
0,25mLHCl 2 mol L

,25 mL sobrenadante
1 h aquecimento 145°C/agnacéo)

,25 mL HCI 2 mol L 0,5 mL NaO]

oot

1mol L?

,5mL NaOH 1 mol L? 1,0mL TISABII

= S S S
5 5
«— «— «— -— <«

,0mLTISABII leitura do F total - mV/
Eletrodo especifico para F; Orion
9409-BN

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

16 horas
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ANEXO D

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

Microdurémetro Buehler
Carga 25 gramas, Tempo 10segundos
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ANEXO E

ANALISE DA PERDA INTEGRADA DE
DUREZA DE SUBSUPERFICIE
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ANEXO F
DISPOSITIVO PALATINO (Artigo 1)

Kit fornecido ao voluntario a cada periodo experimental.
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ANEXO G

DISPOSITIVO PALATINO (Artigo 2)

Kit fornecido ao voluntario a cada periodo experimental.
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ANEXO H
ANALISE DE FLUORETO, CALCIOE
FOSFORO NO ESMALTE

microscépio
acoplada a um
micrémetro digital

0,5 mL de HCI 1,0 mol L

Agitagdo por 1 hora

0,3 mL da amostra
+

0,3 mL TISAB Il modificado com NaOH

Espectrofotdmetro de microplaca Célfi° - Método
EONC, Biotek, USA colorimétrico Arsenazo Ill,

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

Fosforo - Método colorimétrico
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ANEXO |
ANALISE DA COMPOSICAO DO BIOFILME
DENTARIO

Biofilme Coletado

Calcio - Método
colorimétrico Arsenazo IlI,
Vogel et al., 1983.

EPS - Método Fenol-Sulfurico
Dubois, 1956.

Fluoreto- Eletrodo
especifico (Orion 9409) -
Eletrodo de referéncia
(Orion 900200) - Analisador
de ions (Orion 720A+).

|

Fosforo- Método colorimétrico

Fiske e Subbarow, 1925.
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