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RESUMO

Arginina € um aminoécido que tem sido incorporado ao dentifricio fluoretado para
potencializar seu efeito anti-carie. Esse aminoacido é convertido em aménia pela
atuacdo de sistemas enzimaticos arginina deiminase (ADS) e Agmatina Deiminase
(AgDS) presentes em bactérias do biofilme dental. A ambnia poderia atuar como
aceptora de ions hidrogénio no biofilme, exercendo assim efeito tampao de controle
de pH, o que, em termos de prevencdo de carie dental seria benéfico. O objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito de um dentifricio fluoretado contendo arginina na
ativacdo da remineralizacdo do esmalte dental e na composicdo microbiana do
biofilme dental formado in situ por um periodo de 14 dias. Este foi um estudo
experimental in situ cruzado e duplo cego (em relacdo ao uso de dentifricio) que foi
conduzido em duas fases experimentais de 14 dias cada uma. Catorze voluntarios
adultos utilizaram um dispositivo intrabucal palatino em cada fase experimental
contendo 4 blocos de esmalte dental bovino (2 blocos de cada lado do dispositivo)
sobre os quais solucéo de sacarose 20% foi gotejada numa frequéncia de 3x/dia em
horarios pré-estabelecidos. Dois meses antes do inicio do estudo (periodo pré-
experimental), os voluntarios foram aleatorizados em relacdo ao tipo de dentifricio
com o qual a escovacao dental foi ser realizada: dentifricio fluoretado convencional
(1450 ppmF) (DF) (Colgate Maxima Protecdo Anticaries) ou dentifricio fluoretado
(1450 ppmF) contendo 1,5% de arginina (DFA)(Colgate Neutracucar). Entdo, DF ou
DFA foi ser usado 3x/dia durante esse periodo de 2 meses. Ao final do periodo pré-
experimental, deu-e inicio a primeira fase experimental in situ, durante a qual os
voluntarios continuaram o uso do respectivo dentifricio fluoretado (alocado na fase
pré-experimental) 3x/dia. Ao final dessa primeira fase experimental, e considerando
um desenho experimental do tipo cruzado, os voluntarios usaram DF ou DFA por um
periodo de 2 meses (wash-out) também 3x/dia. Ao final desse periodo de wash-out,
iniciou-se a segunda fase experimental, na qual o respectivo dentifricio usado
durante o wash-out também foi usado 3x/dia. Ao final de cada fase experimental in
situ, o biofilme formado sobre os blocos dentais foi coletado e analisado em relacéo
a sua composi¢cdo microbioldgica (contagem de microrganismos totais — MT) e 0s
blocos de esmalte dental foram avaliados em relacdo a porcentagem de
recuperacdo de dureza de superficie (%RDS). Os resultados foram avaliados
considerando limite de significancia de 5%. Como resultados, observou-se que a
média de %RDS na presenca de DF foi estatisticamente semelhante a %RDS
encontrada na presenca de DFA (médiatep; 24,09+4,25 e 26,82+4,25,
respectivamente). Também ndo observou-se diferenca estatistica nas contagens de
MT (logl0 UFC/mg; médiatep) entre os biofilmes formados na presenca de DF ou
DFA (6,4610,21 e 5,88+0,51, respectivamente).Os resultados desse estudo sugerem
gue a presenca de arginina no dentifricio ndo potencializa seu efeito remineralizador
gquando comparado ao dentifricio fluoretado convencional. Ainda, n&o foram
observadas diferencas nas contagens de microrganismos totais nos biofilmes
formados na presenca ou auséncia de arginina.

Palavras-chave: Cérie dental. Remineralizagdo. Dentifricios fluoretados. Esmalte
dental.



ABSTRACT

Arginine is an amino acid that has been incorporated into toothpaste to enhance its
anti-caries effect. This amino acid is converted into ammonia by the enzymatic
activity of arginine deiminase system (ADS) and Agmatine deiminase (AgDS) present
in biofilm dental bacteria. Ammonia could act as acceptor of hydrogen ions in the
biofilm, thus exercising pH buffering effect, which in terms of prevention of dental
caries would be beneficial. The purpose of this study was to evaluate the effect of a
toothpaste containing arginine in the activation of the remineralization of the dental
enamel and in the microbial composition of the dental biofilm formed in situ for a
period of 14 days. This was an experimental double blind crossed-over study that
was conducted in two experimental phases of 14 days each. Twenty adult volunteers
wore a palatal appliance in each experimental phase containing 4 blocks of bovine
dental enamel with artificial caries lesions (2 blocks on each side of the device) over
which 20% sucrose solution was dripped at a frequency of 3x/day. Two months
before the start of the study (before the experiment period), the volunteers were
randomized in relation to the type of toothpaste with which the dental brushing should
be performed: conventional toothpaste (1,450 ppmF) (DF) (Colgate maximum caries
protection) or toothpaste (1,450 ppmF) containing 1.5% arginine (DFA) (Colgate
Neutracucar). Then, DF or DFA was used 3x/day during that 2-month period. Then,
the first experimental phase in situ began, during which the volunteers continued the
use of the respective toothpaste varnish (allocated in the before the experiment
phase) 3x/day. At the end of this first phase experimental, and considering a
crossed-over design, volunteers used DF or DFA for an additional period of 2 months
(as a wash-out period) 3x/day. At the end of this wash-out period, the second
experimental phase began, in which the respective toothpaste used during wash-out
was also used 3x/day. At the end of each experimental in situ phase, the biofilm
formed on the dental blocks was collected and analyzed in relation to its
microbiological composition (total microorganisms count; and dental enamel blocks
were evaluated in relation to the percentage of surface mineral recovery. The results
will be evaluated considering 5% significance limit. As result, it was observed that the
average of %SHR (surface hardness recovery) in the presence of DF was statistically
similar to the % SHR found in the presence of DFA (average * se; 24.09 + 4.25 and
26.82 + 4.25, respectively). There was also no statistical difference in the TM (total
microorganisms) counts (logl0 UFC/mg; average + se) between the biofilms formed
in the presence of DF or DFA (6.46 = 0.21 and 5.88 + 0.51, respectively). The results
of this study suggest that the presence of arginine in the toothpaste does not
enhance its remineralizing effect when compared to conventional varnish toothpaste.
Also, no differences were observed in the counts of total microorganisms in the
biofilms formed in the presence or absence of arginine.

Keywords: Dental caries. Remineralization. Toothpastes fluorinated. Dental enamel.
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1 INTRODUCAO

Uma das doencas que mais afeta a populacdo mundial tem sido a carie
dental; estima-se que 95% da populacdo ja foi acometida por essa doenca
multifatorial causada pelo desequilibrio no balanco entre o contetdo mineral do
dente e o fluido do biofilme (KRASSE, 1998; KASSEBAUM et al., 2015). Em vista
disso, apesar dos avancos na odontologia preventiva, a carie dentaria ainda
permanece como um problema de saude publica em diversos paises (SINGLA et al.,
2016). Estudos de Fure (2003) e Broadbent (2006) apontam a céarie dentaria como
uma das principais causas de perda dentaria, atingindo majoritariamente jovens e
adultos. A doenca carie apresenta desenvolvimento de progressédo lenta para a
maioria dos individuos, sendo raramente auto-limitante e, quando néo tratada, pode
evoluir a ponto de destruir totalmente a estrutura dentéria (FEJERSKOV, KIDD,
2005).

Sendo assim, para que haja a instalacdo da doenca cérie é necesséria a
interacdo de alguns fatores, sendo estes o0 hospedeiro a partir da estrutura dentaria
e saliva, a microflora bucal, carboidratos fermentaveis advindos da dieta e que
servem como substrato cariogénico, além do fator tempo (KEYES, 1962; KRASSE,
1998; NEWBRUN, 1988). Porém, sabe-se que alguns outros determinantes como
nivel sécio-econémico, e o0 ambiental, também exercem grande influéncia no
desenvolvimento da doenca, visto que trazem a tona questbes como o grau de
informacao do individuo em relagdo a saude bucal, seu acesso a meios de controle
de céarie como escova dental e dentifricios fluoretados além do acesso ao
abastecimento publico com agua fluoretada (FEJERSKOV, 2008).

Em 2004, a Organizacao Mundial da Saude realizou um estudo sobre a carga
de doenca bucal no mundo e, para tanto, levando em consideracdo 188 paises,
observou-se que a experiéncia média mundial de carie (considerando dentes
cariados, obturados ou perdidos por céarie) aos 12 anos foi de 1,6. Na regido
correspondente as Américas, a média ficou em 2,8 e, na Europa, em 1,6. As regides
responsaveis pela baixa média mundial sdo a Africa e o Sudeste Asiatico, que
apresentam valores meédios baixos, de modo geral associados ao baixo consumo de
acucares (WHO, 2004). Segundo dados da Pesquisa Nacional de Saude Bucal (SB

BRASIL, 2010), criangas brasileiras com 5 anos de idade possuem em média 2,43
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dentes com experiéncia de cérie, e aos 12 anos de idade apresentam uma média de
2,07 dentes com experiencia de carie e adolescentes entre 15 a 19 anos
apresentam indice de 4,25 dentes com experiéncia de carie dentaria, sendo os
menores indices dessa faixa etaria encontrados nas regides Sudeste e Sul,
enquanto médias mais elevadas encontram-se nas regibes Norte, Nordeste e
Centro-Oeste. Ja para a populacdo adulta, a faixa etaria de 35 a 44 anos possui em
média 16,75 dentes com experiéncia de céarie, sendo que 44,7% desses dentes
foram perdidos por céarie. A faixa de 65 a 74 anos possui em média 27,53 dentes
com experiéncia de carie, sendo que 92% desses dentes foram perdidos por cérie
(SB BRASIL, 2010).

Sobre a superficie dentéria forma-se um micro ecossistema, o biofilme
dental, composto principalmente por comunidades bacterianas heterogénicas que
apresentam interacdes metabolicas e fisioldégicas de forma a permitir o crescimento
simultaneo de espécies microbianas que possuem exigéncias nutricionais distintas
(MARSH, 1994). A presenca frequente de carboidratos fermentaveis na dieta e
consequente producdo de &cidos pelas bactérias do biofiime dental ocasiona
desmineralizacdo na superficie dentaria, uma vez que, quando o pH diminui biofilme
dentario e a saliva tornam-se subsaturados em relacdo a superficie dentaria,
provocando a perda de ions calcio e fosfato do dente em direcdo ao biofilme/saliva
(CURY, TENUTA, 2008). Nesse sentido, fatores de protecdo, como a capacidade
tampdo da saliva e sua concentracdo supersaturante de ions calcio e fosfato
permitem que os minerais perdidos durante as quedas de pH sejam parcialmente
repostos na superficie dental quando o pH salivar e do biofilme aumenta, num
evento denominado de remineralizacdo (CURY, TENUTA, 2008). Dessa forma, €
importante que eventos de desmineralizacdo e de remineralizacdo estejam em
equilibrio, limitando assim o desenvolvimento da leséo de carie.

Quando o desequilibrio entre o biofilme dentéario e a superficie dentaria ocorre
de modo mais intenso por um periodo maior, o processo de desmineralizacao
acentua-se, havendo perda de estrutura dental atingindo, primeiramente, esmalte,
progredindo para formacdo de cavidade e exposicdo e acometimento dentinério
(BJORNDAL, MJOR, 2001). Inicialmente, a desmineralizacdo acontece em nivel
subclinico. Na medida em que a desmineralizacdo progride a destruicdo tecidual
torna-se clinicamente visivel. Todo esse processo de iniciacdo e progressédo da

bY

doenca carie possui tempo e intensidade relativos & cada paciente, devido aos
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fatores envolvidos no processo saude-doenca (BJORNDAL, MJOR, 2001). Para
tanto, a dieta do hospedeiro tem papel fundamental nesse processo, tendo em vista
estar diretamente correlacionada a producdo de acidos por microrganismos que
compdem o biofilme e que utilizam como substratos acglcares e carboidratos da
dieta (BOWEN, 2002; CUMMINS, BOWEN, 2006).

Especificamente em relacéo a dieta, seu potencial cariogénico € determinado
pela presenca de carboidratos, principalmente a sacarose, que servem de substrato
para que o0s microrganismos da cavidade bucal sintetizem polissacarideos
extracelulares com um importante papel na formacédo do biofilme, além da producéo
de acidos organicos que promovem a desmineralizacdo do esmalte com as quedas
de PH e que dessa forma podem desencadear o processo de desenvolvimento de
carie quando em alta frequéncia (SREEBNY, 1982; BURT, 1988; MANUJI,
FEJERSKOV, 1990). Os polissacarideos extracelulares insolUveis produzidos pelos
microrganismos através da sacarose, tornam o biofilme mais poroso e auxiliam na
difusdo das substancias acidas por toda a matriz microbiana, o que faz com que as
quedas de pH sejam mais rapidas e intensas na interface dente/biofilme. Por induzir
essas alteracbes na matriz do biofilme dental, a sacarose é considerada o
carboidrato mais cariogénico da dieta (PAES LEME et al., 2006). Para tanto, a dieta
do hospedeiro compde parte fundamental das condicbes que se aplicam aos
eventos de baixas de pH e, desse modo, ocasionando a perda mineral da superficie
dentaria, sendo assim, de extrema importancia na determinacdo do processo de
desenvolvimento da doenca carie (CURY et al., 2016).

Em decorréncia das frequentes quedas de pH no biofilme, a comunidade
microbiana passa por um processo de adaptacdo fisiologica e de selecdo de
microrganismos aciduricos e acidogénicos, o que favorece o desenvolvimento da
lesd@o cariosa, ja que esses microrganismos sao capazes de ativamente produzirem
acidos mesmo em ambientes de reduzido pH, o que é uma vantagem frente aos
microrganismos acido-sensiveis (MARSH et al., 1994).

Durante muitos anos, existiam duas escolas de pensamento que discutiam o
papel das bactérias na etiologia da carie. A “Hipétese da Placa Especifica”,
propunha que independente da diversidade de microorganismos que compreendem
o biofilme dental, apenas um numero muito reduzido de espécies, dentre elas os
Streptococcus mutans, estaria envolvido com o desenvolvimento da doencga.

Contrastando com essa teoria, a “Hipotese da Placa Nao-Especifica” considerava,
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porém, que a doenca era o resultado de uma atividade geral de toda microbiota
formadora do biofilme, e ndo apenas daquelas bactérias acidogénicas. Sendo assim,
uma mistura heterogénea de microrganismos poderia ter participacdo na doenca
carie.

Mais recentemente uma outra hipétese foi proposta por Marsh (1994; 2003),
gue reconcilia os elementos fundamentais das duas outras hipéteses ja descritas. A
“Hipotese da Placa Ecologica” propde que os organismos associados a doenga
também podem estar presentes em sitios sadios, mas em niveis muito baixos para
serem clinicamente relevantes. A doenca é o resultado de uma mudanca no
equilibrio da microbiota residente, guiada por uma transformacdo nas condicdes
ambientais. No caso da carie dentéria, condicdes repetidas de pH baixo no biofilme
dental apos a ingestéo frequente de acucar favorecerdo o crescimento de espécies
acidogénicas (capazes de produzirem &acidos a partir da fermentacdo de
carboidratos da dieta) e aciduricas ou acido-tolerantes (capazes de crescerem em
condicdes de baixo pH) (MARSH et al., 1994; 2003). Nesse sentido, em adi¢cdo aos
S. mutans, microrganismos como Rothia ssp, Scardovia ssp, Propionibacterium ssp
e outros também tém sido encontrados em biofilmes de individuos carie-ativos
sugerindo que desempenham papel no desenvolvimento da lesdo de carie
(THOMAS et al., 2012; WOLFF et al., 2013), levando ao entendimento de que a
carie dental é resultado de uma disbiose induzida pela dieta.

Tendo em vista 0s muitos aspectos que envolvem o processo de
desenvolvimento da doenca céarie, em relacdo ao ponto de vista preventivo e
terapéutico, o flior tem sido considerado como o principal agente cariostatico
disponivel, e nesse contexto, o dentifricio fluoretado (com concentracéo de 1.100 a
1.500 ppm F) tem sido considerado o agente fundamental na reducdo de prevaléncia
de carie dental no mundo (CURY et al., 2004). Através de dentifricio e agua
fluoretados, temos a principal medida de exposicédo a concentracdes terapéuticas de
flior (MARINHO, 2009). Segundo Limeback et al. (1998) e Featherstone (1999), o
mecanismo de acdo do fluor se da através do seu efeito tOpico, inibindo a
desmineralizacdo e potencializando a remineralizacdo da estrutura dentaria. Apds o
uso de qualquer produto fluoretado cuja concentracdo de fllor seja superior a 100
ppm (como no caso de dentifricios), ha formacdo de globulos de fluoreto de calcio
sobre a superficie dental que atua como um reservatorio mineral. No momento em

gue houver queda no pH na cavidade bucal, esses glébulos se dissolvem, liberando
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flior que inibe a desmineralizacdo e potencializa a remineralizacdo do tecido
dentario (DUSCHNER et al., 1997; ROLLA, 1989). Dessa forma, o flor aumenta a
rapidez com que o processo de remineralizagdo ocorre, visto que adsorve ao cristal
parcialmente dissolvido da superficie dentéria, atraindo ions célcio livres no meio em
solucédo, intensificando a remineralizacéo da lesdo cariosa. Para que isso aconteca,
o fldor deve ser mantido em concentracdes minimas e constantes na cavidade
bucal, principalmente entre biofime e esmalte, e saliva e esmalte
(FEATHERSTONE, 1999; TEN CATE, 1997), o que é conseguido pelo uso frequente
do dentifricio fluoretado pelo paciente ou pela ingestdo de agua de abastecimento
otimamente fluoretada.

No entanto, o fluoreto ndo impede a producdo de &cido pelas bactérias
presentes no biofilme cariogénico, que é o primeiro passo para desenvolvimento de
lesbes carie (PAGE, 1991; LYNCH et al., 2004). Em vista disso, hovos métodos
devem ser estudados em busca de um agente com potencial de complementar e
reforcar os efeitos do fluoreto, levando em consideragao especificamente o biofilme
dental cariogénico, com o intuito de reduzir a sua patogenicidade (SILVA, 2015).

Nesse sentido, diversos produtos tém sido formulados com o objetivo de
melhorar os fatores que atuam na prevencdo de lesGes de céarie a partir de uma
abordagem com combinacédo de dois agentes, um tendo como alvo o biofilme afim
de combater seus efeitos nocivos, e outro visando a protecédo da superficie dentéria,
como o fluoreto que ja possui seu efeito comprovado (SILVA, 2015).

Desse modo, recentemente alguns estudos tém sido desenvolvidos com o
objetivo elaborar novos compostos que atuem de maneira a complementar e
potencializar o efeito anticarie do fltor. Dentre essas novas concepc¢des, dentifricios
fluoretados com 1.450ppm de fltor e que tém 1,5% de arginina e calcio insoluvel em
sua composicao tém sido implementados e merecem destaque (CUMMINS, 2013).

A justificativa para o uso da arginina nesses dentifricios baseia-se na
capacidade de bactérias arginoliticas, como Streptococcus salivarius, de catabolizar
esse aminoacido (através de uma enzima denominada de arginina deiminase)
levando a produgdo de amodnia. O propésito da quebra da arginina em amonia por
esses microrganismo nao acidogénicos é de neutralizar acidos produzidos por
microrganismo acidogénicos que também compde o biofilme e, dessa forma,
preservar 0 meio em que estéo inseridos sobre a superficie dentaria em um estado

favoravel para aqueles ndo tém afinidade pelo ambiente acido, mantendo o biofilme
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compativel com um ambiente saudavel apos o desafio cariogénico (WIJEYEWEERA,
KLEINBERG, 1989; NASCIMENTO et al., 2009).

A amonia atuaria como aceptora de ions hidrogénio promovendo assim um
aumento do pH do biofilme neutralizando os efeitos deletérios dos acidos produzidos
pelo metabolismo bacteriano (HUANG et al.,, 2012; CUMMINS, 2013). Isso
acarretaria numa modulacdo do processo de desminearalizacdo dental, visto que
haveria um maior controle do pH na interface dente/biofiime. Esse processo de
conversdo da arginina em amodnia € mediado pelos sistemas ADS (arginina
deiminase) ou pelo sistema AgDS (agmatina deiminase) presentes em bactérias
arginoliticas e ureoliticas. J4 o calcio disponivel no dentifricio atuaria como reserva
iGnica para ser absorvido na estrutura dental durante o processo de remineralizagao
(SOUZA et al., 2013; YIN et al., 2013).

Nessa perspectiva, como 0s mecanismos de acdo da arginina e fluoreto sédo
complementares, a adicdo de arginina a uma base de calcio e a um dentifricio
fluoretado de 1450ppm aumentaria a eficacia anticarie em comparagcdo com a
eficacia de dentifricos de fluoreto com a mesma concentracao de fluor isoladamente
(SILVA, 2015). Estudos foram realizados e demonstraram que dentifricios contendo
1,5% de argininae 1450ppm de fldor modulam o metabolismo do biofilme ao
aumentar a producdo de amoénia, e que isso auxilia no processo de neutralizacéao
dos acidos produzidos por bactérias a partir da sacarose, aumentando o pH da placa
e criando um ambiente mais saudavel para os dentes (CANTORE et al., 2013;
WOLFF et al., 2013).

Souza e colaboradores (2013) compararam a eficacia de dois dentifricios em
paralisar e reverter lesdes de céarie primaria. Um desses dentifricios continha 1,5%
de arginina, um composto de calcio insolivel e 1450ppm de fldor, como
monofluorofosfato de sddio. O outro dentifricio como controle positivo continha
apenas 1450ppm de fluor. Obteve-se uma amostra de 284 individuos com pelo
menos uma lesdo primaria de cérie radicular, sendo selecionada uma lesdo para
cada individuo, sendo essa avaliada no inicio do estudo, apés 3 e 6 meses. Ao final
do estudo a amostra foi de 253, com 129 de 144 individuos do grupo que utilizou o
dentifricio com arginina e 124 de 140 do grupo de controle positivo. Ap6s 6 meses
de uso do produto, 70,5% das lesbes de carie radicular se tornaram mais
mineralizadas em individuos que usaram o dentifricio contendo arginina, em

comparacao com 58,1% para individuos que usaram o controle positivo. A diferenca
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no numero de lesBes de carie radicular tornando-se endurecidas nos dois grupos foi
estatisticamente significante de forma que o dentifricio contendo 1,5% de arginina
obteve eficacia estatisticamente superior em relagdo ao grupo que utilizou o controle
positivo com 1450ppm de flGor apenas.

Em dois estudos (YIN et al., 2013; SRISILAPANAN et al., 2013) foi utilizado o
meétodo de qualificacéo de lesdes de céaries de superficie lisa por laser-fluorescéncia
(QLF) para medir alteracbes em lesdes cariosas iniciais em criangas. Em ambos,
demonstrou-se o dentifricio contendo 1,5% de arginina e 1450ppm de F sendo
significativamente mais eficaz em reverter lesdes ativas de carie. Yin e
colaboradores (2013) comparam uma formulacéo de dentifricio com dois dentifricios
controles; um controle positivo contendo 1.450ppm de fluoreto e um controlo
negativo sem fluoreto. ApGs seis meses de uso dos dentifricios, melhorias da linha
de base no parametro DQ (volume de leséo) foram 50,6%, 34,0% e 13,1% para o
novo dentifricio contendo arginina, controle positivo e o dentifricio controle negativo,
respectivamente. Mais uma vez, as diferencas entre o controle negativo e dois
dentifricios contendo fluoreto (p <0,001), bem como as diferencas entre a nova
formulacdo de dentifricio e o controle positivo (p = 0,008), foram estatisticamente
significantes. Srisilapanan e colaboradores (2013) realizaram um estudo onde um
dentifricio contendo arginina foi comparada com um controle positivo contendo 1.450
ppm de fluoreto. Apds seis meses, 0 volume de lesdo para o grupo de dentifricio
contendo arginina apresentou uma diminuicdo do volume da lesdo em 44,6%. Para o
grupo controle positivo de fluoreto somente, o volume reduziu em 28,9% em relagao
a média inicial. A diferenca entre o dentifricio contendo arginina 1,5% e o controle
positivo com 1.450 ppm de fluoreto foi estatisticamente significativa (p <0,001).

Hu e colaboradores (2013) compararam o dentifricio contendo arginina com
dois dentifricios controles; um controle positivo contendo 1450 ppm F e um
dentifricio ndo fluoretado, como controle negativo. ApGs seis meses de uso, medidas
clinicas de avaliacdo da dureza da lesédo cariosa demostraram que apenas uma
lesdo (0,7%) ndo foi revertida no grupo do dentifricio contendo arginina em
comparagdo a 9,0% e 18,2% dos grupos controle positivo e negativo,
respectivamente. Ademais, 61,7% das lesdes mostraram melhora para o dentifricio
contendo arginina, 56,0% para o dentifricio fluoretado (controle positivo) e 27,0%
para dentifricio ndo fluoretado (controle negativo), corroborando com a perspectiva

de maior eficacia do dentifricio contendo 1,5 % de arginina.



18

Kraivaphan e colaboradores (2013) realizaram um estudo clinico duplo-cego,
randomizado, de dois anos de acompanhamento com trés grupos paralelos e que
comparou a eficacia anticarie de trés dentifricios, um contendo 1,5% de arginina,
1,450 ppm F e um composto insoluvel de célcio ou fosfato dicalcico (dentifricio 1);
outro contendo 1,5% de arginina, 1,450 ppm F como sédio monofluorofosfato e
carbonato de calcio (dentifricio 2); e um dentifricio controle contendo 1.450 ppm F a
base de silica (dentifricio 3). Foram 6.000 participantes de Bangkok, na Tailandia e
com idades entre 6 e 12 anos inicialmente, e que foram instruidos a escovar duas
vezes ao dia, de manha e a noite, com o dentifricio designado aleatoriamente. Para
a avaliacdo, trés dentistas treinados e calibrados examinaram as criancas antes e
apos um e dois anos de acompanhamento, por meio do indice CPO-D e CPO-S. O
namero de dentes cariados, perdidos e obturados (CPO-D) e as superficies (CPO-S)
para os trés grupos de estudo eram muito semelhantes no inicio do estudo, sem
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Apés um ano, ndo houve
diferengas estatisticamente significantes no incremento de cérie entre os grupos. Ao
final de dois anos, os grupos que utilizaram os dentifricios 1 e 2 que contém 1,5% de
arginina e 1450 ppm de F em comum, obtiveram 0s incrementos estatisticos
significativamente mais baixos de CPO-D (p <0,02) (21,0% e 17,7% de reducao,
respectivamente) que o grupo contendo apenas 1.450 ppm de F. Em relacdo ao
CPO-S, tanto o grupo que utilizou o dentifricio 1 e quanto o grupo que utilizou o
dentifricio 2, apresentaram reducfes estatisticamente significantes (16,5% e 16,5%
de reducdo, respectivamente), quando comparado ao grupo que foi alocado o
dentifricio controle. A partir disso, os resultados desse estudo apontaram que o
dentifricio contendo 1,5% de arginina e 1450 ppm de fluoreto foi significativamente
mais eficaz na prevencdo da formacdo de lesdes de carie do que um dentifricio
contendo apenas 1.450 ppm de F, dando suporte a concepcdo de que o dentifricio
pode proporcionar uma protecdo superior contra lesdes de carie quando sua
composicdo é combinada a 1,5% de arginina. Apesar do incremento ter sido
estatisticamente menor em relacdo aquele encontrado no grupo que usou dentifricio
sem arginina, a relevancia clinica desses achados € questionada devido ao pequeno
efeito clinico observado. Em vista disso, os resultados obtidos em termos de
prevencdo de carie dental apds uso de dentifricio contendo arginina sé&o

guestionaveis clinicamente.
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Petersen et al. (2015), também testaram o efeito anticarie do dentifricio
fluoretado contendo arginina em comparacdo ao dentifricio fluoretado sem arginina
num grupo de criancas com idade entre 4 a 6 anos. O grupo de criangas que usou o
dentifricio contendo arginina também recebeu orientacdes frequentes de higiene
bucal e a escovacdo dental na escola era realizada de forma supervisionada. Em
contraste, o grupo de criancas que usou dentifricio fluoretado sem arginina nao
recebeu qualquer orientacdo/supervisdo de escovacao, e ainda, dentifricio de baixa
concentracdo de flor também poderia ser usado por elas. Ao final de 2 anos de
estudo, observou-se menor incremento de carie no grupo que usou dentifricio
fluoretado contendo arginina. Contudo, esse estudo possui viés metodolégico,
principalmente em relacdo ao inadequado grupo controle. Apesar de melhor efeito
em termos de reducdo no incremento de carie dental ter sido encontrado mediante
uso de dentifricio fluoretado contendo arginina, o delineamento adotado pelos
pesquisadores ndo permite excluir o efeito da orientacdo de higiene e supervisao de
escovacao recebidos pelos pacientes. Além disso, o mal desempenho do dentifricio
fluoretado convencional na reducdo do incremento de carie pode ter sido devido ao
uso de dentifricios de baixa concentracdo pelas criancas além de caréncia de
orientacdo quanto a uma correta higiene bucal.

Li et al. (2015), fizeram um estudo randomizado, duplo cego, com 5.500
criancgas, na Provincia de Sichuan na China, e teve por objetivo também comparar o
efeito anti-carie de dentifricos fluoretados contendo ou néo arginina. Apds 1 ano de
uso dos dentifricios (2x/dia), ndo foi possivel observar diferencas estatisticas nos
indices CPOS e CPOD entre os grupos. Apés os dois anos de acompanhamento, o
CPOS e o CPOD das criancas que usaram dentifricio fluoretado contendo arginina
apresentaram reducdo de cerca de 19,6% e 20,5%, respectivamente, quando
comparados com o grupo que usou dentifricio fluoretado sem arginina. A revelancia
clinica dessa reducdo no desenvolvimento de carie também tem sido questionada,
uma vez que, embora as porcentagens de reducdo nos indices acima sejam
significativas, a diferenca entre os grupos foi menor do que 1 dente ou superficie
acometidos por carie.

Wolff e Schenkel (2018) relatam que a céarie dentaria continua sendo uma
doenca mundial, apesar da distribuicdo global de fldor, e que isso evidenciou que a
introducdo de niveis significativos de acgucar (carboidrato fermentavel) na dieta

resultou em uma mudanca no biofilme, promovendo a producdo de acido. Segundo
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esses pesquisadores, houve uma mudanca na microbiota do biofilme para uma flora
que produz acidos e que prospera e se reproduz nesse ambiente. A partir disso,
apresentaram 8 estudos clinicos com diferentes delineamentos, medindo diferentes
desfechos clinicos, para uma populacdo diversa e mundial. Como resultado, cada
um desses estudos demonstrou maior reducéo na formacao de céarie pelo dentifricio
contendo arginina do que o observado com fllor apenas, sendo que alguns
apresentaram a reversao de lesdes precoces de carie. Para tanto, pesquisas clinicas
significativas demonstraram que 1,5% de arginina combinada com dentifricio
fluoretado tem eficacia superior contra a céarie dentaria em relacdo ao creme dental
contendo somente flior. No entanto, dentre os conflitos de interesse, a companhia
Colgate-Palmolive - detentora da marca Colgate Neutracica que contém 1,5% de
arginina - financia atividades, consultorias e palestras do Dr. Mark Wolff, autor dessa
pesquisa.

Cabezas e Fernandez (2018) relatam que numerosos estudos demonstraram
a eficicia de remineralizacdo de terapias com flior, bem como suas limitacdes em
alguns grupos da populagéo. Por conseguinte, o desenvolvimento de novas terapias
para repor a perda mineral das lesbes cariosas tém sido uma prioridade nas ultimas
duas décadas. Nesse sentido, 0os autores citados acima realizaram uma revisédo de
literatura com o intuito de resumir e discutir brevemente alguns dos mais recentes
avangos nas terapias de remineralizacdo de lesbes cariosas. A maioria das novas
terapias tenta aumentar o efeito do fldor adicionando outros ingredientes
potencialmente ativos a formulacdo, como calcio, fosfato, estanho, xilitol e arginina.
Para tanto, embora muitas das novas estratégias de remineralizacdo tenham
progredido significativamente nos dltimos anos, para a maioria delas, as evidéncias
ainda séo insuficientes para avaliar seu verdadeiro potencial clinico.

Em demais revisbes sistematicas também € discutido o fato que os
dentifricios com arginina, de modo geral, possuem um custo cerca de 40% superior
em relagéo ao dentifricio que n&o possui esse aminoacido na sua composigao (LI et
al., 2015; ASTVALDSDOTTIR et al., 2016). Além disso, os autores abordam que nao
seria adequado realizar um estudo clinico no qual os individuos sejam privados de
uso de dentifricio fluoretado, como observado no grupo controle de alguns dos
estudos clinicos citados acima onde os individuos usaram dentifricio placebo.
Ademais, considera-se prematuro dizer que a arginina quando incluida na

formulagcéo de dentifricios melhora o efeito anti-cérie do flior, uma vez que muitos
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autores das pesquisas feitas até agora fazem parte do corpo de pesquisadores da
empresa que detém a patente do produto. Em razdo disso, torna-se indispensavel,
um maior nimero de estudos sobre a arginina no controle da doenca carie, com
menor dependéncia de interesses comerciais e que sejam delineados de forma
independente. Apesar do nivel de evidéncia fornecido por estudos in situ ser menor
guando comparado aos estudos clinicos controlados e randomizados, 0s estudos in
situ permitem que fatores relacionados ao desenvolvimento da leséo de carie sejam
estudados de forma mais controlada. Sendo assim, o efeito anti-carie do fldor (tanto
sob o ponto de vista de reducdo de desmineralizacdo, quanto de ativacdo da
remineralizacado) presente no dentifricio poderia ser potencializado o que contribuiria
para avaliar o seu mecanismo de agao.

Um estudo in situ sugere que o dentifricio fluoretado contendo arginina
apresenta potencial de inibicdo de desmineralizacdo similar ao observado pelo uso
de dentifricio fluoretado sem arginina (SANCHEZ et al., 2018). Nesse estudo,
mesmo em condicfes de elevado desafio cariogénico de exposicdo a sacarose
8x/dia (simulando individuos com alto risco de desenvolvimento de carie dental)
ambos dentifricios apresentaram o0 mesmo efeito em termos de reducdo de
desenvolvimento de cérie em esmalte. Para tanto, ainda se torna necessario
esclarecer se este dentifricio contendo arginina apresenta efeito benéfico em termos

de ativar a remineralizacdo do esmalte dental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de um dentifricio fluoretado
contendo arginina na potencializacdo da remineralizacdo do esmalte dental e na
quantificacdo microbiana do biofilme dental formado in situ por um periodo de 14
dias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar se a presenca de arginina no dentifricio fluoretado exerce algum efeito no
processo de remineralizacdo do esmalte dental com lesédo cariosa, em termos de
recuperacdo da dureza de superficie em comparacdo ao dentifricio fluoretado
convencional;

b) Avaliar se a presenca de arginina no dentifricio fluoretado exerce algum efeito na
guantidade de bactérias no biofilme dental, em termos de microrganismos totais em

comparacao ao dentifricio fluoretado convencional.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Este foi um estudo experimental in situ cruzado e duplo cego (em relacdo ao
uso de dentifricio) conduzido em duas fases experimentais de 14 dias cada uma.
Catorze voluntarios adultos utilizaram um dispositivo intrabucal palatino em cada
fase experimental contendo 4 blocos de esmalte dental bovino (2 blocos de cada
lado do dispositivo) sobre os quais solucdo de sacarose 20% foi gotejada numa
frequéncia de 3x/dia em horéarios pré-estabelecidos. O voluntario foi orientado a
manter o dispositivo intra-oral fora da boca por 5 minutos ap6s o gotejamento das
solugdes. Nesse momento, os dispositivos foram guardados dentro de caixas porta-
aparelho. Entdo, o excesso de solucdo que eventualmente estivesse presente no
dispositivo foi limpo com uma gaze e o dispositivo reinserido na boca do voluntario.

Dois meses antes do inicio do estudo (periodo pré-experimental), os
voluntarios foram aleatorizados em relacdo ao tipo de dentifricio com o qual a
escovacao dental foi realizada: dentifricio fluoretado convencional (1450 ppmF) (DF)
(Colgate Maxima Protecdo Anticaries) ou dentifricio fluoretado (1450 ppmF)
contendo 1,5% de arginina (DFA)(Colgate Netracucar). Entdo, DF ou DFA foi usado
3x/dia durante esse periodo de 2 meses. Ao final do periodo pré-experimental,
iniciou-se a primeira fase experimental in situ, durante a qual os voluntarios
continuaram com o uso do respectivo dentifricio fluoretado (alocado na fase pré-
experimental) 3x/dia.

Ao final dessa primeira fase experimental, e considerando um desenho
experimental do tipo cruzado, os voluntarios usaram DF ou DFA por um periodo de 2
meses (wash-out) também 3x/dia. Ao final desse periodo de wash-out, iniciou-se a
segunda fase experimental, na qual o respectivo dentifricio usado durante o wash-
out também foi usado 3x/dia.

Um dos pesquisadores foi o responsavel por revestir os dentifricios com uma
fita adesiva branca-opaca de alta-fixacao, de forma a impossibilitar sua identificagao,
e codifica-los para que os demais pesquisadores e 0s voluntarios fossem incapazes
de identificar qual produto esta sendo usado. Ao final de cada fase experimental in
situ, o biofilme formado sobre os blocos dentais foi coletado e analisado em relagéo

a sua composicdo microbiolégica (contagem de microrganismos totais e os blocos
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de esmalte dental foram avaliados em relacdo a porcentagem de recuperacédo de

dureza de superficie (%RDS).

3.2 POPULACAO E AMOSTRA

A amostra foi composta por catorze voluntarios, adultos, alunos do Programa
de POs-Graduacdo e do curso de graduagdo da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A amostra foi escolhida por
conveniéncia. A idade dos voluntarios variou de 19 a 35 anos. O numero de
voluntarios necessario para esse estudo foi estimado baseados em outros estudos in
situ previamente realizados (REZENDE et al.,, 2017; FERNANDEZ et al.,, 2017;
CALVO et al., 2012, VALE et al., 2011; AIRES et al., 2008).

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

3.3.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos no presente estudo alunos da Faculdade de Odontologia,
com mais de 18 anos de idade, que apresentaram condicbes de saude bucal e
sistémicas favoraveis e disponibilidade para comparecerem ao local da pesquisa
quando solicitados. Os voluntarios também deveriam estar em bom estado de saude
geral e ndo apresentar doencas sistémicas. Além disso, os voluntarios ndo deveriam
ser fumantes, ndo deveriam apresentar xerostomia, ndo deveriam utilizar qualquer
tipo de aparelho ortodéntico ou que ter feito uso de medicamentos antibidticos por

no minimo dois meses anteriores ao periodo pré-experimental.

3.3.2 Critérios de Exclusao

Seriam excluidos do estudo aqueles individuos que néo fossem colaborativos
com a utilizacdo dos dispositivos intrabucais e aqueles que fizessem uso de
medicamentos antibidticos ou de enxaguatérios em geral a partir do periodo pré-

experimental.
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3.4 PROCEDIMENTOS E COLETA DE DADOS

3.4.1 Preparo dos Blocos de Esmalte

Os blocos de esmalte foram preparados a partir de incisivos bovinos. Foram
excluidos da amostra os dentes que apresentaram fraturas na superficie externa do
esmalte, bem como rachaduras e hipocalcificagdes. Antes do preparo dos blocos, 0s
dentes foram submetidos a remocdo de restos teciduais. Os dentes foram
armazenados em uma solucédo de formol a 2% e pH 7,0, preparada com tampao
fosfato, por um periodo minimo de 30 dias para esterilizacdo (CURY et al., 1997).

Os blocos de esmalte foram preparados com dimensdes de 6mm diametro
por 2mm de espessura. Os dentes foram seccionados 2 mm acima da juncao
amelocementaria, para separar as coroas das raizes, através do uso de discos de
carborundum acoplados em peca reta e motor de baixa rotacao.

Para obtencdo de um bloco de esmalte com 2 mm de altura e com maior area
possivel de esmalte plano, primeiramente a por¢do dentinaria do bloco foi aplainada.
Para tal, a maior area de esmalte foi fixada com cera pegajosa contra a superficie de
um disco de resina acrilica pré-fabricado (3 cm x 8 mm). A dentina foi aplainada
utilizando-se lixa de granulacdo 320 (CARBIMET® Paper Discs — n.30-5108-320 -
BUEHLER®) e politriz APL-4 AROTEC®. As dimensdes dos blocos foram conferidas
com auxilio de um paquimetro digital (DIGIMESS® - CHINA).

Apoés o aplainamento da dentina o bloco foi removido, sendo a seguir fixado
novamente no centro do disco com a superficie da dentina voltada para o acrilico.
Foi utilizada na politriz, baixa rotagéo, lixa de granulagdo 600, 1 peso, o tempo de 7
segundos e refrigeracdo a agua. ApoOs o polimento com a lixa 600, os blocos de
esmalte foram submetidos ao ultrassom em agua deionizada (200mL) para cada 12
blocos, durante 2 minutos. A seguir, foi colocada na politriz, baixa rotagéo, lixa de
granulacdo 1200, durante 15 segundos. Novamente os blocos de esmalte foram
submetidos ao ultrassom, imersos em agua deionizada durante 2 minutos. Para o
polimento final, foi utilizado na politriz disco de papel feltro e suspensédo de
diamante, baixa velocidade, por 1 minuto. Nesta fase nao foi utilizada agua para
refrigeracdo, apenas uma quantidade de suspensdo de diamante suficiente para
umedecer totalmente o papel feltro, quantidade esta que permitiu o polimento de 12

blocos de esmalte. Apdés o polimento com suspensdo diamantada, os blocos de
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esmalte foram lavados em agua deionizada corrente, durante 3 minutos. A seguir,
foram submetidos ao ultrassom, durante 2 minutos, imersos em solucéo
ULTRAMET® SONIC CLEANING SOLUTION diluida na proporcao de 20:1 em 4gua
destilada. Finalmente os blocos de esmalte foram lavados em agua deionizada
corrente, durante 3 minutos, identificados e armazenados em recipientes plasticos
fechados, com 100% de umidade, conservados em geladeira a 4°C até serem

realizadas as andlises de microdureza de superficie do esmalte (CURY et al., 2001).

3.4.2 Determinacao da Microdureza de Superficie e Selecdo dos Blocos de Esmalte

A determinagdo inicial da microdureza de superficie do esmalte teve o
objetivo de selecionar os blocos de esmalte para o estudo e, além disso, permitir o
calculo da porcentagem de perda de dureza de superficie apos 0s experimentos.

Aposs o polimento, foi medida a microdureza superficial dos blocos de esmalte.
As endentagOes foram feitas no centro da regido planificada com o longo eixo do
diamante Knoop paralelo & superficie externa do esmalte, sob um peso estético de
50 gramas, que foi aplicado por 10 segundos em microdurbmetro HMV-2T
(Shimadzu, Japan). A partir do centro do bloco de esmalte, 1000 um abaixo do limite
superior e 1500 um a direita do limite esquerdo foi realizada uma endentacdo de
referéncia, utilizando-se carga estatica de 100 g durante 10 segundos. Foram
realizadas cinco endentacfes em sequéncia, separadas entre si por uma distancia
de 100 um. As leituras da diagonal maior da endentacdo foram transformadas no

namero de dureza Knoop (KHN) pela formula:

14224x C

KHN =

KHN: nidmero de dureza Knoop
C= carga aplicada em gramas
L®= comprimento da diagonal em pm

As medi¢cOes de microdureza determinaram a perda ou ganho de mineral. O
comprimento da endentacdo aumentou conforme maior foi a perda mineral.
Foram incluidos no estudo blocos de esmalte que obtiveram valores de

dureza de superficie igual & média geral dos blocos com variacdo de 10% acima ou
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abaixo da média, com o objetivo de reduzir a variabilidade nos valores referenciais

de microdureza de esmalte.

3.4.3 Inducao de leséo cariosa artificial em esmalte.

Previamente a inducdo da lesdo de carie, uma area de aproximadamente 2
mm? da superficie dos blocos de esmalte foi recoberta com verniz de unha &cido-
resistente afim de manter uma parte da superficie de esmalte higida. Os blocos
foram individualmente suspensos em tubos plasticos de 50mL (tipo Falcon) por meio
de um fio de arame preso as tampas dos tubos, de forma que apenas a superficie de
esmalte ficasse exposta, sendo as demais areas protegidas com cera pegajosa.
Para inducéo da lesdo de cérie, os blocos permaneceram em solucdo de tampéo
acetato 0,05mol/L, pH 5,0, contendo 1,28 mmol/L de calcio, 0,74 mmol/L fésforo e
0,03 pg de F/ml por 24 horas a 37°C (modificado de QUEIROZ et al., 2008 e
NOBREGA et al., 2016) numa proporcéo de 2mL de solugdo para cada mm? de area
de esmalte exposta.

3.4.4 Determinacdo da Microdureza de Superficie apds a inducado de lesédo de cérie

e Selecédo dos Blocos para a etapa in situ

Ao final da fase de inducéo das lesGes cariosas, a dureza de superficie dos
blocos de esmalte foi novamente avaliada por meio de cinco endentacdes em
sequéncia, separadas entre si por uma distancia de 100 um e distantes 100 um das
endentacdes iniciais. Calculou-se entdo a porcentagem de perda de dureza de
superficie (%PDS) apds a inducdo da lesdo de carie de acordo com a seguinte
férmula (CURY et al., 2001):

% PDS = ((DC — DI) / DI)) X 100
Onde:
PDS = Perda de dureza superficial
DI = microdureza de superficie inicial

DC = microdureza de superficie apos inducao de cérie
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Foram incluidos no estudo blocos de esmalte que obtiveram valores de
%PDS igual a média geral dos blocos com variacdo de 15% acima ou abaixo da
média, com o0 objetivo de reduzir a variabilidade nos valores referenciais de

microdureza de esmalte.

3.4.5 Confeccéo dos Dispositivos Intrabucais

Foram confeccionados dispositivos intrabucais palatinos removiveis,
semelhantes a aparelhos ortoddnticos (sem grampos de fixacdo), sobre o modelo de
gesso da arcada superior dos voluntarios. Em cada dispositivo intrabucal foram
confeccionadas 2 cavidades para alocar dois blocos de esmalte medindo 14 x 8 x 2
mm, sendo 2 cavidades para cada lado do aparelho (SANCHEZ et al., 2018). Os
blocos de esmalte ficaram voltados para o meio ambiente bucal livre e estardo
localizados 0 mais perto possivel dos dentes posteriores. Cada cavidade possuia 1
dos blocos de esmalte com dureza de superficie previamente determinada e com
lesdo artificial de cérie. Apos a insercdo dos blocos de esmalte nas cavidades, estes
foram protegidos por uma tela plastica de forma a se ter 1,0 mm de distancia entre a
superficie do bloco e a tela plastica para protecdo do biofilme que foi formado
(HARA et al., 2003).

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.5.1 Periodo pré-experimental

Dois meses antes do inicio da primeira fase experimental, os voluntarios
foram aleatorizados em relacdo ao tipo de dentifricio com o qual a escovacao dental
foi realizada: dentifricio fluoretado convencional (1450ppmF) (DF) (Colgate Maxima
Protecdo Anticéaries) ou dentifricio fluoretado (1450ppmF) contendo 1,5% de arginina
(DFA) (Colgate Netragucar). Entdo, DF ou DFA foi usado 3x/dia por um periodo de 2
meses. A aleatorizacdo foi realizada com uma tabela de numeros aleatérios

fornecida pelo website OpenEpi.
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3.5.2 Primeira fase experimental

Decorridos 2 meses de periodo pré-experimental, aos voluntarios foram
fornecidas orientacOes para a realizacdo dos procedimentos experimentais. Cada
voluntario recebeu um aparelho palatino contendo 4 blocos de esmalte dental
(dispostos 2 de cada lado do dispositivo) e um frasco na cor branca, identificado com
a letra “S” contendo solugcdo de sacarose a 20%. As solugdes foram fornecidas
diariamente em frascos do tipo conta-gotas. A solucéo de sacarose 20% foi gotejada
sobre os blocos de esmalte dental na frequéncia de 3x/dia (as 08:00h, 14:00h e
19:00h) (FERNANDEZ et al., 2017).

Apbés o gotejamento da solucdo de sacarose, os voluntarios secaram o
excesso das solugbes, quando foi necessario, com uma gaze. O dispositivo foi
guardado numa caixa do tipo porta-aparelho por 5 minutos, e entdo foi reinserido na
cavidade bucal. Os dispositivos foram utilizados durante 14 dias, por 24 horas
diarias, sendo removidos apenas para gotejamento das solucdes, realizacdo da
higiene bucal e alimentagao.

Nado foram fornecidas instrucbes de higiene bucal nem de dieta. Os
voluntarios ndo utilizaram nenhuma fonte adicional de flior, além de ingestdo de
agua de abastecimento fluoretada (0,8ppmF). Os voluntarios foram orientados para
escovarem o0s dispositivos com escova dental e dentifricio utilizado na fase
experimental 3x/dia, sem encostar a escova sobre a tela plastica para evitar que o
biofiilme formado sobre os blocos fosse desorganizado e removido. Ao final da
primeira fase experimental os voluntarios receberam remoc¢ao mecanica profissional
de biofilme supragengival com uso de escovas Robinson e de tacas de borracha

com pasta profilatica e calculo supragengival foi removido com uso de curetas.
3.5.3 Wash-out
Ao final da primeira fase experimental, teve inicio o periodo de wash-out no

qual os voluntarios usardo DF ou DFA de acordo com a randomizacao realizada no

item 3.5.1. Os dentifricios foram usados 3x/dia por um periodo de 2 meses.
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3.5.4 Segunda fase experimental

Apés o periodo de wash-out, novos dispositivos intra-orais foram
confeccionados para cada voluntario. Quatro novos blocos de esmalte dental foram
colocados em cada dispositivo, esses blocos foram recobertos com uma tela plastica
e 0s voluntarios utilizaram o dispositivo durante 14 dias. Cada voluntario recebeu um
frasco na cor branca, identificado com a letra “S” contendo solu¢cao de sacarose a
20%. As solugbes foram fornecidas diariamente em frascos do tipo conta-gotas. A
solucéo de sacarose 20% (presente no frasco branco e identificada com a letra “S”)
foi gotejada sobre os blocos de esmalte dental da mesma forma descrita
anteriormente.

N&do foram fornecidas instrugcbes de higiene bucal nem de dieta. Os
voluntarios néo utilizaram nenhuma fonte adicional de flior, além de ingestdo de
agua de abastecimento fluoretada (0,8ppmF). Os voluntarios foram orientados para
escovarem o0s dispositivos com escova dental e dentifricio utilizado na fase
experimental 3x/dia, sem encostar a escova sobre a tela plastica para evitar que o
biofilme formado sobre os blocos fosse desorganizado e removido. Ao final da
segunda fase experimental os voluntarios receberam remocao mecanica profissional
de biofilme supragengival com uso de escovas Robinson e de tacas de borracha

com pasta profilatica e calculo supragengival foi removido com uso de curetas.

3.6 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Ao final de cada fase experimental, as telas plasticas sobre os blocos de
esmalte foram removidas com lamina de bisturi nimero 15, e entdo foi coletado
utilizando-se uma espatula plastica estéril. As coletas de biofilme foram sempre
realizadas ap6s uma noite de jejum. Aliquotas dos biofiimes foram imediatamente
transferidas para tubos de microcentrifuga pré-pesados, estéreis e identificados com
0 numero do voluntario e a condicdo experimental correspondente. O peso umido do
biofilme foi determinado utilizando-se balanca analitica (+ 10 pg) e o biofilme foi
ressuspendido em 1mL de solucdo salina estéril e essa suspensao foi utilizada para

determinacao microbioldgica.
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3.7 ANALISES

3.7.2 Analise Microbiolégica do Biofilme

Apoés a resuspensao do biofiilme em 1 mL de solucdo salina estéril, uma
aliquota foi coletada e seriadamente diluida. A seguir, duas gotas de cada diluicdo
foram semeadas em meio agar Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de sangue de
carneiro na concentracéo final de 5% para crescimento de microorganismos totais.
As placas de BHI foram incubadas a 37°C em microaerofilia durante 48 horas.
Depois desse periodo houve a contagem das unidades formadoras de colénias com
auxilio de um estereomicroscopio. Os resultados foram expressos em numero de

unidades formadoras de colonia por miligrama (UFC/mg).

3.7.3 Determinacdo da porcentagem de recuperacdo de dureza de superficie
(%RDS)

Apoés o término dos experimentos, foi medida a microdureza superficial final
dos blocos de esmalte com dureza de superfiicie previamente determinadas (2
blocos por voluntario). Foram realizadas 5 endentacdes (ap0s o tratamento com DF
ou DFA), localizadas 100 um a esquerda das endentagdes previamente realizadas
com carga de 50g, por 10 segundos. A partir do valor médio das 5 endentacdes de
cada bloco foi calculada a porcentagem de recuperacdo de dureza de superficie
(%RDS) para cada voluntario em cada uma das fases experimentais in situ. A
porcentagem de recuperacao de dureza de superficie foi calculada pela seguinte
formula (CURY et al., 2004):

%RDS = ((DF - DC) / (DI — DC)) x 100

Onde:
RDS = Recuperacao de dureza de superficie
DF: Microdureza de superficie final apds fase in situ
DC: Microdureza de superficie apos inducéo de lesdo de carie

DI: Microdureza de superficie inicial
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4 ANALISE ESTATISTICA

As médias, medianas, erro-padrao, intervalos de confianca e quartis 25 e 75
para as variaveis em estudo (%RDS e contagem de microrganismos totais) foram
calculados em cada uma das condi¢des testadas e analisados estatisticamente. Os
dados de microrganismos totais (MT Log UFC/mg) foram transformados em
logaritmo. Os dados foram analisados usando a Equagdo de Estimativa
Generalizada (GEE). O software Statistical Package for Social Science v.18 (SPSS,
PASW Statiscs for Windowns; SPSS inc., Chicago, IL, USA) foi usado para a analise
estatistica e o nivel de significancia foi de 5%. Todas as analises foram feitas com
base nos dados obtidos de cada voluntario, em cada fase.
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5 RESULTADOS

Os resultados da Tabela 1 sugerem que as contagens de microrganismos
totais nos biofilmes foram estatisticamente iguais entre os diferentes dentifricios
(p>0,05). Aléem disso, ndo foi observada diferenca estatistica na %RDS entre os

dentifricios fluoretados convencional e contendo arginina (p>0,05).

Tabela 1. Contagem de microrganismos totais (MT) e porcentagem de recuperacdo de dureza de
superficie (%RDS) nos blocos de esmalte de acordo com o tipo de dentifricio:

Tipo de dentifricio
DF DFA
Variaveis Media Mediana 95% IC n Meédia Mediana 95%IC n
(EP) (quartil 25/ (EP) (quartil 25/
75) 75)
MT 8,46 6,85 (6,01- 13 5,88 6,26 (563-  (4,79- 1
(log (0,21) (6,14/7,03) 6,91) (0,51) 6,93) 6,97) 4
UFC/mg)
%RDS 24,09 19,64 (10,33- (14,91- 14 26,82 20,56 (16,98 - 1
(4,25) 42.12) 33,27) (4,25) (13,12/41,96) 36,67) 4

IC: Intervalo de Confianga de Wald (95%); DF: Dentifricio fluoretado convencional; DFA: Dentifricio
Fluoretado contendo arginina.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo in situ demonstrou que o dentifricio convencional com
1450ppm de fldor e o dentifricio com 1,5% de arginina e 1450ppm de fldor
apresentaram efeito remineralizador semelhante, n&o havendo diferenca
estatisticamente significante e, ndo sendo, dessa forma, promovido efeito adicional
no processo de remineralizacdo pelo o dentifricio contendo 1,5% de arginina.
Nobrega e colaboradores (2016) avaliaram o efeito do dentifricio fluoretado no
processo de remineralizacdo. Nesse estudo cruzado, duplo-cego, in situ, realizado
em 4 fases de 14 dias cada, 18 voluntarios utilizaram aparelhos palatinos contendo
blocos de esmalte e dentina, cariados e ndo cariados. O acumulo de biofilme na
superficie bloco foi possibilitada, e uma solucdo de sacarose a 20% foi gotejada 3 e
8 vezes por dia nos blocos cariados e nos blocos nao cariados, respectivamente. Os
voluntarios usaram dentifricio fluoretado (1.100 ug F / g) nas frequéncias 0
(dentifricio com fldor-placebo), 1, 2 e 3 vezes por dia. A remineraliza¢do ocorrida nos
blocos cariados foi estimada pela porcentagem de recuperacdo de dureza de
superficie (% SHR). Para tanto, como resultado desse estudo, obteve-se,
aproximadamente, 30% de ganho de minerais com a utilizacdo do dentifricio
fluoretado. Esses resultados s&o semelhantes aos resultados encontrados no
presente estudo quando foi utilizado dentifricio fluoretado convencional, mostrando
gue o modelo é reprodutivel e que pode ser utilizado com o propdsito de se avaliar a
remineralizacdo da superficie de blocos de esmalte.

Sanchez e colaboradores (2018) ressaltam que estudos in situ com exposi¢cao
frequente a sacarose favorecem o processo de desmineralizacdo. Isso se deve ao
fato que, apesar do carbonato de calcio presente no dentifricio contendo arginina
fornecer ions de célcio livres que atuam como reservatorio e auxiliam na paralizacao
e na reversao da carie dentaria, aumentando o grau de saturacado mineral de saliva e
fluido de biofilme, as quedas frequentes de pH produzidas pela exposi¢cédo sucessiva
a desafios cariogénicos somada ao acesso limitado a saliva com os dispositivos
palatais, acarretam dificuldades para o processo de remineralizagéo

Dois estudos clinicos de longa duracédo (2 anos) mostram efeito anti-céarie
superior do dentifricio contendo arginina quando comparado ao dentifricio

convencional sem arginina.Emborase tenha apresentado efeito anti-carie superior
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com o uso de dentifricio com arginina 1,5%, o incremento de carie encontrado na
presenca de dentifricio com arginina foi muito préximo do encontrado na presenca
de dentifricio fluoretado convencional, além de apresentarem resultados clinicos
questionaveis. O estudo de Kraivaphan e colaboradores (2013), comparou a eficacia
anti-carie de trés dentifricios, um contendo 1,5% de arginina, 1,450ppm F e um
composto insoluvel de calcio ou fosfato dicélcico; outro contendo 1,5% de arginina,
1,450ppm F como sddio monofluorofosfato e carbonato de calcio; e um dentifricio
controle contendo 1.450ppm F a base de silica. Ao final do acompanhamento de
dois anos, os individuos que usaram os dentifricios com 1,5% de arginina em sua
composicdo, obtiveram incrementos estatisticos significativamente mais baixos de
CPO-D (p <0,02), com redugdes de 21,0% e 17,7%, respectivamente, em relagcdo ao
grupo contendo apenas 1.450ppm de F. Quanto ao CPO-S, os grupos que fizeram
uso dos dentifricios com 1,5% de arginina apresentaram reducfes estatisticamente
significantes de 16,5% quando comparados ao grupo que foi alocado o dentifricio
controle. Os resultados desse estudo apontaram que o dentifricio contendo 1,5% de
arginina e 1450ppm de fluoreto teve significativamente mais eficacia na prevencao
da formacéo de lesdes de carie do que um dentifricio contendo apenas 1.450 ppm
de F. No entanto a relevancia clinica desses achados é questionada devido ao
pequeno efeito clinico observado. Em outro estudo, de Petersen et al. (2015),
também foi realizado teste referente ao efeito anti-carie do dentifricio fluoretado
contendo arginina em comparacao ao dentifricio fluoretado sem arginina num grupo
de criancas com idade entre 4 a 6 anos. O nivel de significancia estatistica foi
p<0,05. O grupo de criancas que usou o dentifricio contendo arginina recebeu
orientacdes frequentes de higiene bucal e a escovagdo dental na escola era
realizada de forma supervisionada. Em contraste, o grupo de criangas que usou
dentifricio fluoretado sem arginina ndo recebeu qualquer orientacdo/supervisdo de
escovacao, e ainda, dentifricio de baixa concentracdo de flior também poderia ser
usado por elas. Ao final de 2 anos de estudo, observou-se menor incremento de
carie no grupo que usou dentifricio fluoretado contendo arginina. Em relacdo ao
namero de dentes com lesdes de carie em esmalte e dentina, a reducdo do
incremento foi de 12,6% (p=0,005). O percentual de incremento reduziu 26,9% para
dentes com lesdes de carie apenas em esmalte (p=0,005). O nimero de superficies
dentarias com lesGes de carie em esmalte e dentina teve reducdo em seu

incremento de 16,8% (p=0,001), e para superficies com lesbes de carie apenas em
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esmalte a reducdo foi de 34,1% (p=0,001). No entanto, o delineamento adotado
pelos pesquisadores ndo permite excluir o efeito da orientacdo de higiene e
supervisao de escovacao recebidos pelos pacientes.

Yin e colaboradores (2013) realizaram um estudo clinico comparando a
eficacia do dentifricio com 1450 ppm de flior com o dentifricio com 1,5% de arginina,
um composto insolavel de célcio e 1450ppm de fluor, em relacdo a paralisacdo e
reversdo de lesdes cariosas em 438 criangas chinesas. O método de fluorescéncia
induzida por luz quantitativa (QLF) foi utilizado para avaliar lesGes de carie bucal no
inicio e apos 3 e 6 meses de uso do produto. Esse estudo demonstrou eficacia
estatisticamente superior do dentifricio contendo arginina em paralisar e reverter
lesdes de céarie comparado ao dentifricio convencional contendo 1450ppm de fltor
apenas. Em um estudo clinico, duplo cego, randomizado (LI et al., 2015), também foi
comparada a eficacia anti-carie de dois dentifricios, um contendo 1,5% de arginina,
1450ppm e célcio insoluvel, e o outro um dentifricio com 1450ppm apenas. Esse
estudo teve acompanhamento de 2 anos. O grupo que utilizou o dentifricio que
continha arginina apresentou superior eficacia de protecdo contra caries em relacéo
ao dentifricio com somente 1450ppm de fldor. Em 2013, Cummins também
demonstrou superioridade do mecanismo de protecdo contra carie em dentifricios
acrescidos de arginina em relacdo aos convencionais. O autor relata em sua revisao
que a arginina vem sendo identificada para prevencdo do desenvolvimento e
progresséao de lesdes de cérie, reduzindo os fatores patolégicos do biofilme dental.
Hu e colaboradores (2013) também atestaram a perspectiva de maior eficacia do
dentifricio contendo 1,5% de arginina na paralizacdo de lesGes cariosas radiculares,
realizando-se um estudo comparativo entre um dentifricio contendo arginina e dois
dentifricios controles: um controle positivo contendo 1450 ppm F e um dentifricio ndo
fluoretado, como controle negativo, apdés 6 meses de uso. Os resultados
demostraram que apenas uma leséo (0,7%) néo foi revertida no grupo do dentifricio
contendo arginina em comparacao a 9,0% e 18,2% das lesGes presentes nos grupos
controle positivo e negativo, respectivamente. Ademais, 61,7% das lesbes
mostraram melhora para o dentifricio contendo arginina, 56,0% para o dentifricio
fluoretado (controle positivo) e 27,0% para dentifricio ndo fluoretado (controle
negativo).

Cantore e colaboradores (2013), realizaram trés estudos in situ onde foi

avaliada a eficacia de dentifricios contendo 1,5% de arginina, um composto de célcio
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insoluvel e flior em sua capacidade de promover a remineralizacdo do esmalte
desmineralizado e evitar a perda mineral de amostras de esmalte. Também foram
analisados os efeitos no metabolismo do biofiime com relagdo a conversao de
arginina em amonia e sacarose em acido latico. No Estudo 1, um modelo clinico de
remineralizacdo / desmineralizacéo intra-oral foi utilizado para avaliar a capacidade
de promover remineralizacdo do esmalte de dois dentifricios contendo 1,5% de
arginina e 1450 ppm de fluor, como o monofluorofosfato de sédio (MFP), em relacéo
ao controle positivo com dicalcio fosfato di-hidratado (Dical) e 1450 ppm de fluoreto,
e um controle negativo com Dical e 250 ppm de fluoreto. Um dos dentifricios com
arginina continha Dical e o outro continha carbonato de calcio como fonte de célcio
insolavel. Microrradiografia e andlise de imagens foram usadas para medir as
mudanc¢as minerais. O estudo utilizou um desenho cruzado duplo-cego, com um
periodo de experimento de duas semanas. Cada periodo de tratamento foi
precedido por um periodo de wash-out de uma semana. Cada produto foi usado
duas vezes ao dia por duas semanas. Nos outros dois estudos, a capacidade dos
dentifricios contendo 1,5% de arginina e flior para prevencédo da desmineralizacao
dos blocos de esmalte foi avaliada usando um modelo clinico de desmineralizacao /
remineralizacdo intraoral e um desenho cruzado duplo-cego com um periodo de
tratamento de cinco dias. Um periodo de wash-out minimo de uma semana
precedeu cada fase de tratamento. A microdureza foi usada para avaliar as
mudanc¢as minerais. Os desafios cariogénicos foram procedidos mergulhando-se
cada retentor intraoral em uma solucdo de 10% de sacarose quatro vezes por dia.
Cada dentifricio foi usado duas vezes por dia durante o periodo de tratamento. O
biofilme dental formado foi recolhido dos espécimes para medir sua capacidade para
converter arginina em amonia (Estudos 2 e 3) e sacarose em &cido lactico (Estudo
3) no final de cada periodo de tratamento. No Estudo 2, um dentifrico contendo 1,5%
de arginina, Dical e 1450 ppm de fluoreto como MFP foi comparado com um controlo
positivo combinado contendo 1450 ppm de fluoreto e com um controle negativo
correspondente contendo 250 ppm de fluoreto. No Estudo 3, um dentifrico contendo
1,5% de arginina, carbonato de célcio e 1000 ppm de fluoreto como MFP foi
comparado com um controlo positivo combinado contendo 1000 ppm de fluoreto e
com um controle negativo correspondente contendo O ppm de fluoreto. Como
resultados, no Estudo 1, as alteracdes minerais percentuais mostraram o0s dois

produtos teste contendo arginina foram estatisticamente significativamente melhores



38

do que o controlo positivo (p <0,05). Nenhuma diferenca significativa foi observada
na eficacia dos dois produtos, indicando que a eficacia na promocdo da
remineralizagdo foi independente da escolha de calcio ou carbonato de calcio como
fonte de calcio insolavel. Nos Estudos 2 e 3, foi demonstrado que o dentifricio
contendo arginina mostrou ser estatisticamente significativamente melhor na
prevencado da desmineralizacdo do esmalte do que o controle positivo. Os resultados
dos trés estudos mostram que estes dentifricios contendo arginina 1,5%, um
composto de calcio insoluvel, e fluoreto tem uma capacidade significativamente
melhorada para promover a remineralizacdo e desmineralizacdo do esmalte em
relacdo a dentifricios com a mesma porcentagem de fllor apenas. Duas fontes
diferentes de calcio insoluvel foram avaliadas, Dical e carbonato de calcio, e para
ambas, uma em combinagdo com 1,5% de arginina e fluoreto, proporcionou uma
eficacia superior, em relacdo ao dentifricio que apresentava apenas o fluoreto, e os
dois produtos demonstraram eficacia na promocdo da remineralizacdo. Os
resultados destes estudos demonstram que a adigcdo de 1,5% de arginina para
fluoreto de base Dical ou carbonato de célcio, fornece eficacia superior na
prevencado da desmineralizacdo e promocéao da remineralizacdo, além de indicar que
dentifricios contendo arginina aumentam a capacidade do biofilme de metabolizar a
arginina em amonia.

Apesar da literatura reportar eficacia superior do dentifricio com 1,5% de
arginina, Li et al. (2015) e Astvaldsdottir et al. (2016) relatam em suas revisbes
sistematicas que grande parte dos estudos foram realizados por autores que fazem
parte do corpo de pesquisadores da empresa que detém a patente do produto,
apresentando recorrentes conflitos de interesses e que idealmente esses estudos
deveriam ser independentes de interesses comerciais. Além disso, também nas
revisdes sistemaéticas de Li et al. (2015) e Astvaldsdéttir et al. (2016) é mencionado
que, em muitos estudos, os voluntarios sdo privados do uso de dentifricios
fluoretados, fazendo uso de dentifricios placebo, o que ndo é indicado para uma
adequada comparacao de eficacia, posto que o dentifricio livre de fluoretos néao
possui eficacia na prevencdo e tratamento de lesdes cariosas. Esses autores
também relatam que os estudos deveriam ser mais rigorosos em sua metodologia. A
maioria dos estudos clinicos publicados usa o método de fluorescéncia QLF para
quantificar as lesdes de carie. Esse método apresenta algumas limitagdes, como

relatado por Saches et al. (2018), onde na andlise de lesdes incipientes foram
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encontradas diferencas clinicas pequenas quando avaliado profundidade e volume
da lesdo em esmalte, pondo em questao sua significancia clinica para essas lesoes,
que por outro lado, apresentaram resultados clinicos similares a outros estudos
prévios quando avaliadas pelo método de ensaio de dureza superficial para andlise
da perda mineral de superficie (PAES LEME et al., 2004; CCAHUANA-VASQUEZ et
al., 2007), sugerindo que o método de ensaio de dureza superficial € mais o
apropriado para avaliar lesdes incipientes.

Além de induzir uma maior atividade do sistema arginina-deiminase, 0 uso
prolongado de arginina também induz alteragcbes microbianas na cavidade bucal,
levando a selecdo de uma comunidade microbiana mais saudaveis como as
espécies bacterianas arginoliticas S. sanguinolinis e S. gordonii (NASCIMENTO et
al., 2014). A quebra da arginina em aménia por bactérias argenoliticas neutraliza os
acidos produzidos por microrganismo acidogénicos como o S. mutans, que também
compdem o biofilme e provem, desse modo, a preservacdo do meio em que estao
inseridos sobre a superficie dentaria em um estado favoravel para aqueles ndo tém
afinidade pelo ambiente &cido, mantendo o biofilme compativel com um ambiente
saudavel apés o desafio cariogénico (WIJEYEWEERA, KLEINBERG, 1989;
NASCIMENTO et al., 2009).

Cantore et al. (2013) e Wolff et al. (2013) demonstraram que a presenca de
arginina no dentifricio modula o metabolismo do biofilme ao aumentar a producéo de
amonia, e que isso auxilia no processo de neutralizacdo dos acidos produzidos por
bactérias a partir da sacarose, aumentando o pH da placa e criando um ambiente
mais saudavel para os dentes. Existe um equilibrio dindmico com as defesas do
hospedeiro e as comunidades microbianas colonizadoras que, de modo geral, se
expressam em niveis compativeis com saude bucal. Ha uma forte correlacao entre a
alteracdes da composicdo microbiana do biofilme a transicdo para o estado de
doenca da cérie dentaria. (MARSH, 1994; BRADSHAW, MARSH, 1997). No entanto,
no presente estudo, a contagem total de microrganismos foi semelhante para ambos
0S grupos e, em vista disso, se houve alteracdo qualitativa do biofilme, nao foi
possivel detecta-la. Dentre as razfes pode estar o fato de terem ocorrido seguidos
desafios cariogénicos devido a exposicdo regular a sacarose, que promoveu
frequentes quedas de pH que produziram um ambiente constantemente acido. I1sso
foi demonstrado previamente no estudo de Sanches et al. (2018), onde os

constantes desafios de baixa de pH nao permitiram uma alteragéo para um biofilme
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menos cariogénico, sendo mantida a prevaléncia de microrganismos acidogénicos.
Em contrapartida, alguns estudos que avaliam essas alteracbes, como o de
Nascimento et al. (2014), relacionam apenas a introducdo de arginina no ambiente
bucal, sem o acréscimo de desafios cariogénicos nesse desenvolvimento. Sendo
assim, parece que em condicbes de cariogenicidade produzida pelos frequentes
desafios acidos na cavidade bucal podem ter se sobreposto a qualquer alteracdo
microbiologica qualitativa que fosse capaz de reduzir o potencial cariogénico do
biofilme e de viabilizar a remineralizacdo dos blocos com lesao artificial de carie.
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7 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo sugerem que a presenca de arginina no
dentifricio ndo potencializa seu efeito remineralizador quando comparado ao
dentifricio fluoretado convencional. Ainda, ndo foram observadas diferencas nas
contagens de microrganismos totais nos biofilmes formados na presenca ou

auséncia de arginina.
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