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RESUMO

OLIVEIRA, Caroline Longaray de.Efeito de um dentifricio fluoretado contendo arginina
na inibicdo da desmineralizacdo dental e na composi¢cdo microbiana do biofilme dental
formado in situ sob alto desafio cariogénico2016. 38f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagéo) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2016.

A cérie dentaria ¢ uma doenca biofilme-actcar dependente. E bem sabido que o uso de
dentifricio fluoretado (DF) tem sido considerado como um dos principais fatores responsaveis
pelo declinio da carie dental no mundo. Estudos recentes tém sugerido, porém, que a
modulacdo das quedas de pH do biofilme também é igualmente importante no controle dessa
doenca, condicdo atribuida a atividade argininolitica ou ureolitica dos microrganismos do
biofilme dental. Nesse contexto, arginina tem sido adicionada ao dentifricio fluoretado para
que, além do controle do processo de des/remineralizacdo promovidos pelo fluoreto, também
haja controle do pH do biofilme através de sua metabolizacdo por microrganismos
arginoliticos. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de um dentifricio
fluoretado contendo arginina (DFA) na inibicdo da desmineralizacdo dental e na composicao
microbiana do biofilme formado sob alto desafio cariogénico em comparacdo ao DF
convencional sem arginina por meio de um estudo in situ. Numa primeira fase experimental,
14 voluntérios adultos que regularmente faziam uso de DF utilizaram dispositivo intra-oral
palatino contendo blocos de esmalte dental bovino higidos e com dureza de superficie
previamente determinada. Esses blocos de esmalte foram recobertos por uma tela plastica para
permitir acimulo de biofilme sobre suas superficies. Solucdo de sacarose 20% foi gotejada
sobre esses blocos dentais 8x/dia durante 14 dias, e suspensdo de dentifricio fluoretado
convencional foi gotejada sobre os blocos 3x/dia. Ap6s o término da primeira fase
experimental, os mesmos voluntérios utilizaram DFA por um periodo de 2 meses. Apds esse
periodo, esses voluntarios usaram novamente um dispositivo intra-oral palatino contendo
blocos de esmalte bovino higido, sobre os quais foi gotejada solucdo de sacarose 20% 8x/dia
durante 14 dias. Suspensdo de DFA foi gotejada sobre os blocos 3x/dia. Ao final das fases
experimentais, os biofilmes formados sobre os blocos foram coletados para determinacdo da
biomassa, contagens de microrganismos totais (MT) e de estreptococos totais (ET),
porcentagem de estreptococos do grupo mutans (SM) em relacdo a estreptococos totais (ET)
(%SM/ET) e porcentagem de lactobacilos (LB) em relacdo a microrganismos totais
(%LB/MT). Nos blocos de esmalte dental determinou-se a porcentagem de perda de dureza de
superficie (%PDS) em cada uma das condi¢bes analisadas. Os dados de contagem de
microrganismos foram transformados em Log e expressos em contagem de unidades
formadoras de col6nia/mL (CFU/mL). Comparagdes entre os tratamentos foram realizadas
por meio de teste t ou de Mann-Whitney ao nivel de significancia de 5%. N&o houve diferenca
estatistica na comparagdo entre os diferentes dentifricios para cada variavel de resposta
avaliada neste estudo (média * ep): DF (biomassa: 126,3 + 22,5; MT: 6,44 £ 5,95; ET: 6,32 +
5,80 %SM/ET: 0,149 + 0,152; %LB/MT: 10,63 = 2,51; %PDS: -36,6 + 4,6) e DFA
(biomassa: 154,7 + 22,5; MT: 6,44 + 6,09; ET: 5,74 + 5,20; %SM/ET: 0,212 + 0,166;
%LB/MT: 10,32 + 3,90; %PDS: -37,4 + 3,3). Os resultados sugerem que DFA ndo promove
beneficio em termos de reducéo de desmineralizacdo nem altera contagem de microrganismos
no biofilme dental formado sob alto desafio cariogénico.

Palavras-chave: Arginina. Carie dental.Dentifricio fluoretado.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Caroline Longaray de. Effect of fluoridated dentifrice containing arginine on
the inhibition of enamel demineralization and on the microbial composition of dental
biofilm formed in situ under high cariogenic challenge. 2016. 38 p. Final paper graduation
in Dentistry — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2016.

Tooth decay is a biofilm-sugar-dependent disease. It is well known that the use of fluoridated
dentifrice (FD) has been considered as one of the main factors responsible for its decline
worldwide. Recent studies have suggested that the modulation of biofilm pH falls is also
equally important in the control of this disease, a condition attributed to arginolytic or
ureolytic activity of the biofilm microorganisms. In this context, arginine has been added to
the dentifrice that, beyond the control of the process of de / remineralization promoted by
fluoride, there is also the biofilm pH control through its metabolism by arginolytic
microorganisms. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of a fluoridated
dentifrice containing arginine (FDA) in inhibiting dental demineralization and on the
microbial composition of the biofilm formed under high cariogenic challenge compared to
conventional FD without arginine through an in situ study. In a first experimental phase, 14
adult volunteers who regularly made use of FD used palatine intraoral device containing
sound bovine dental enamel blocks with known surface hardness. These enamel blocks were
covered with a plastic mesh to allow biofilm accumulation on their surfaces. 20% sucrose
solution was dropped on enamel blocks 8x / day for 14 days, and FD slurry was dripped onto
the blocks 3x/day. After the first experimental phase, the same volunteers used FDA for a
period of 2 months. After this period, these volunteers wore an intraoral palatal appliance
again containing another set of sound bovine dental enamel blocks with known surface
hardness, on which 20% sucrose solution was also dropped 8x/day for 14 days. FDA
suspension was also dripped onto the blocks 3x/day. At the end of the experimental phase,
dental biofilm was collected for determination of biomass, total microorganism counts (TM)
and total streptococci (TS), mutans streptococci percentage (MS) in relation to the total
streptococci (TS ) (% SM / ET) and percentage of lactobacilli (LB) relative to total
microorganisms (% LB / TM). The percentage of surface hardness loss (% SHL) was
determined on the enamel blocks. Microorganisms count data were transformed into log and
counts were expressed in colony forming units/ml (CFU/ml). Comparisons between
treatments were performed by t-test or Mann-Whitney test at 5% significance level. There
was no statistical difference in the comparison between the different dentifrice for each
response variable assessed in this study (mean £ SE): FD (biomass: 126.3 + 22.5; TM: 6.44 £
5.95; TS: 6, 32 £ 5.80% SM / TS: 0.149 + 0.152;% LB / TM: 10.63 + 2.51;% SHL.: -36.6 *
4.6) and FDA (biomass: 154.7 + 22, 5: TM: 6.44 + 6.09; TS: 5.74 + 5.20;% SM / TS: 0.212 +
0.166% LB / TM: 10.32 + 3.90;% SHL.: -37, 4 + 3.3). The results suggest that DFA does not
promote any additional benefit on the inhibition of enamel demineralization not on microbial
composition of biofilms formed under high cariogenic challenge.

Keywords: Arginine, Dental caries, fluoridated dentifrice.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria é uma doenca biofilme-actcar dependente. Assim, como ja esta
estabelecido na literatura, o uso do dentifricio fluoretado (DF) é considerado um dos
principais responsaveis pelo declinio na prevaléncia de carie no mundo, porém, estudos
recentes sugerem que a modulagdo das quedas de pH do biofilme também é igualmente
importante no controle dessa doenca, condicdo atribuida a atividade argininolitica ou
ureolitica dos microrganismos do biofilme dental. Nesse contexto, arginina tem sido
adicionada ao dentifricio fluoretado para que, além do controle do processo de
des/remineralizacdo promovidos pelo fluoreto, também haja controle do pH do biofilme
através de sua metabolizacdo por microrganismos arginoliticos. Dessa forma, realizamos esse
estudo para avaliar se a incorporagdo da arginina ao dentifricio fluoretado acarretaria algum
beneficio no controle e prevencdo da doenca carie em comparacdo com o dentifricio
fluoretado convencional, uma vez que, os estudos clinicos publicados em sua maioria
apresentam viés de publicacdo devido a conflito de interesse por serem patrocinados pela

industria que fabrica o produto com essa nova formulacéo.
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2 DESENVOLVIMENTO DA CARIE DENTARIA

A carie dentaria € uma doenca cuja prevaléncia pode estar acima de 50% dentre
criancas e adolescentes brasileiros (BORGES et al., 2016; KAMBERI et al., 2016). Os danos
que o desenvolvimento desta patologia acarreta na condi¢cdo de vida da populagéo incluem a
diminuigdo do rendimento na escola e no trabalho, impactos psicologicos e de autoestima e
gastos com os tratamentos requeridos, levando a uma diminuicdo da qualidade de vida dos
individuos afetados (BORGES et al., 2016; KAMBERI et al., 2016).

E sabido que a etiologia da cérie dentaria é multifatorial e relacionada a alteragdes
microbiol6gicas e ambientais do biofilme dental que contribuem para torna-lo potencialmente
patogénico (MARSH, 2003). Ha diversos fatores relacionados ao desenvolvimento da doenca
carie, incluindo ndo apenas o acumulo de biofilme sobre a superficie dentaria, como a
influéncia do fator tempo nesse processo, a presenca de microorganismos cariogénicos no
biofilme, caracteristicas salivares, dieta e fatores socioecondmicos e comportamentais
(MANJI, 1991).

Sendo assim, para que a carie dental se desenvolva ocorre inicialmente a colonizacéo
da superficie dentaria por microrganismos que compdem o biofilme dental, que se co-
agregam por um complexo e dindmico processo formando uma comunidade
(KOLENBRANDER, 2000; PETERSON et al., 2011). Segundo Kolenbrander et al. (2006), a
formacdo do biofilme na superficie dentaria ¢ iniciada pelos “colonizadores pioneiros” que
sdo compostos principalmente por membros do grupo mitis, como Streptococcus gordonii,
colonizadores, como o S. mutans, Veilonella ssp. e o Fusobacterium ssp., e a maturagao do
biofilme envolve a colonizagdo deste por microrganismos tardios compostos principalmente
por anaerdbios e bactérias gram-negativas.

A partir da formacdo e maturacdo do biofilme dental se estabelece um processo de
selecdo microbioldgica das espécies presentes conforme a dieta do individuo. Dessa forma, o
consumo frequente de carboidratos fermentdveis gera um estresse ambiental, devido a
metabolizacdo desses compostos por microorganismos acidogénicos, levando ao
estabelecimento de um microambiente &cido, que favorece a selecdo de bactérias aciduricas e
acidogénicas no biofilme dental, resultando em altera¢cdes na composicdo e metabolismo do
biofilme (LEMOS; ABRANCHES; BUNE, 2005; TAKAHASHI; NYVAD, 2011) o que o
torna potencialmente mais cariogénico.

Dentre os microorganismos aciduricos e acidogénicos que compdem a comunidade

microbiana do biofilme dental, duas espécies estdo especialmente relacionadas ao
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desenvolvimento da cérie dentéria: os estreptococos do grupo mutans e os Lactobacillus.
Segundo Lemos, Abranches e Burne (2005), duas espécies de estreptococos do grupo mutans,
S. mutans e S. sobrinus, sdo considerados agentes etioldgicos primarios da cérie dentaria em
humanos, devido ao fato de numerosos estudos correlacionarem a presenca de carie com a
presenca desses microrganismos em nimero elevado, principalmente em lesbes cariosas em
estagio inicial (HAMADA; SLADE, 1980; LILJEMARK; BLOOMQUIST, 1996;
LOESCHE,1986). A viruléncia do S. mutans esta relacionada a sua habilidade de formar
biofilme sobre a superficie dental, a producdo de acidos organicos e a capacidade de tolerar
estresses ambientais, particularmente o baixo pH (LEMOS; ABRANCHES; BURNE, 2005;
LEMOS; BURNE, 2008). No que diz respeito aos Lactobacillus, estes sdo considerados
invasores secundarios no desenvolvimento da carie dentaria, estando presentes em contagens
especialmente elevadas em lesbes cavitadas. Além disso, sua contagem é indicativo da
presenca de uma dieta que contempla carboidratos fermentaveis (LI et al., 2015b; BADET;
DEBAUT, 2008).

Um fato importante a ser citado diz respeito a carie dentaria ser considerada uma
doenca dieta-dependente relacionada a frequente ingestdo de agUcares fermentaveis, que serdo
metabolizados pelos microrganismos presentes no biofilme dental, resultando na producéo de
acidos e queda de pH no microambiente do biofilme, estabelecendo, assim, um desequilibrio
fisico-quimico entre dente/biofilme/saliva, tendo como desfecho a desmineralizagdo dos
tecidos dentais e, a longo prazo, a formacédo da lesdo cariosa (SHEIHAM; JAMES, 2015).
Dentre os agUcares € sabido que a sacarose é considerado o mais cariogénico, a medida que
além de ser metabolizada pelas bactérias orais, ela também exerce o papel de substrato para a
sintese de polissacarideos extracelulares (PEC) e intracelulares (PIC). Sendo assim, o PEC
atua aumentando a aderéncia bacteriana a superficie dentaria e a porosidade do biofilme,
facilitando a difusdo de carboidratos e contribuindo para a integridade de sua estrutura. Desse
modo, o biofilme formado na presenca de sacarose torna-se potencialmente mais cariogénico
por apresentar mudancas na composicdo da matriz que 0 deixa mais pPoroso e espesso,
favorecendo a ligacdo microbiana, pela producdo de polissacarideos extra e intra celulares e
por apresentar baixas concentracdes de calcio, fosfato e flior (LEME et al., 2006).

Isto posto, a frequente ingestdo de carboidratos fermentaveis torna-se, dessa forma,
uma das principais causas relacionadas as modificacbes microbioldgicas e ambientais do
biofilme. Ao longo do tempo, esses episodios frequentes de queda do pH irdo produzir um

desequilibrio entre o processo de desmineralizacdo e remineralizacdo, resultando na perda
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mineral liquida dos tecidos dentais que caracteriza a lesdo cariosa (KIDD; FEJERSKOV,
2004; MARSH, 2003).
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3 O EFEITO PROTETIVO ANTI-CARIE DO DENTIFRICIO FLUORETADO

Nesse contexto de desenvolvimento e controle de lesdes cariosas, 0 uso de fluoretos
tem sido considerado como um dos principais fatores responsaveis pelo declinio da cérie
dental no mundo, uma vez que, o dentifricio fluoretado tem se mostrado capaz de controlar e
paralisar o desenvolvimento de lesdes cariosas em individuos que regularmente fazem uso
desse meio (CURY; TENUTA, 2014). Em termos fisicoquimicos, o flaor disponibilizado ao
meio bucal no momento da escovacdo dental contribui para a manutencdo da supersaturacdo
dos fluidos orais em relagdo a hidroxiapatita, que tende a ser depositada na superficie dental
em resposta as constantes variacbes de pH da cavidade oral. O flior presente de forma
constante no meio bucal ocasiona, dessa forma, uma reducdo da perda mineral liquida, uma
vez que viabiliza a formacdo de um mineral menos soltvel na superficie dental, a0 mesmo
tempo em que ativa a reposi¢do de minerais quando o pH da cavidade bucal torna-se maior
que 5,5. (DAWES, 2003).

Além disso, é sabido que existe uma relacdo dose-resposta entre a concentracao de
fldor no dentifricio e o efeito protetivo anti-carie do mesmo, uma vez que, concentracdes de
550ppm de fltuor, ou menos, ndo demonstram efeito adicional na inibicdo da desmineralizacdo
quando comparado ao dentifricio sem flor; em contrapartida, para concentragdes entre 1.000
ppm a 1.250 ppm de fluor nota-se um efeito protetivo 23% maior para os individuos que
fazem uso desse dentifricio em comparacdo ao livre de fllor e, ainda, quando essas
concentragOes ultrapassam 2.400 ppm de fluor, o efeito anti-carie passa para 36% (WALSH et
al., 2010). Sendo assim, diversas revisdes de literatura reforcam que o uso do dentifricio
fluoretado, quando apresenta uma concentracdo de pelo menos 1.000 ppm de fllor acarreta
em beneficio na inibicdo da desmineralizacdo dentaria em dentes deciduos e permanentes.
Além disso, existe um efeito adicional na prevencdo da carie dentaria quando o uso do
dentifricio é associado a outro meio que contenha flior, como vernizes ou gel (MARINHO,
2009; SANTOS et al., 2012; WALSH et al., 2010). E interessante esclarecer que o fltior
isoladamente ndo conseguira controlar perda de minerais da superficie dental se o paciente
ndo for orientado para uma eficiente remocao de biofilme da superficie dental e também se
ndo houver orientacdo de dieta que possibilite reducdo na ingestao de agucares entre as
refeicdes e, consequentemente, reducdo nas quedas de pH na superficie dental.

Atualmente existem diversas pesquisas voltadas ao desenvolvimento de fatores que
possam ser incorporados ao dentifricio com o intuito de potencializar o efeito anti-carie do

fldor.
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4 NOVA TECNOLOGIA: A INCORPORACAO DE ARGININA NO DENTIFRICIO
FLUORETADO

No que diz respeito ao desenvolvimento da leséo de carie, parece que além do papel
do fltor no controle das perdas minerais, o controle do pH do biofilme também é igualmente
importante (REYES et al., 2014). Esse controle pode ser desempenhado por microrganismos
argininoliticos ou ureoliticos que sdo capazes de degradar uréia e arginina, via sistema
arginina deiminase (ADS), levando a producdo de quantidades expressivas de amdnia por
meio de um conjunto de reacBGes quimicas. Streptococcus salivarius, S. sanguinis e S.
gordonii sdo exemplos de microrganismos capazes de sintetizarem aménia a partir de arginina
ou uréia (REYES et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2014; SANTARPIA et al., 2013). Desse
modo, a amonia atua como um aceptor de ions hidrogénio, contribuindo para a neutralizacdo
parcial dos 4&cidos produzidos pelo biofilme ap6s metabolizacdo dos carboidratos
fermentaveis da dieta (REYES et al., 2014).

A arginina é encontrada naturalmente no ambiente oral na estrutura de proteinas, que
ao sofrerem a acdo das proteases salivares liberam essa mdlecula permitindo sua
metabolizacdo por bactérias arginoliticas, o que ird originar duas moléculas de amonia que

neutralizardo o pH do meio, conforme o esquema abaixo (SANTARPIA et al., 2013).

ARGIN I NA Metaboliza¢do por bactérias AM6N|A

NH arginoliticas e ureoliticas via

JL /\/\I)Cj\ sistema arginina deiminase (ADS) Aceptor deions H
H,N OH

N
H > 101.7 pm o

NH; N
o o 107.8°
NEUTRALIZACAO e AMENIO —— F H H
DO pH rL Meio acido
H\“‘y \H
H

Fonte: do autor, 2016.

Diferentemente da acdo de compostos fluoretados, a arginina age modulando as
condigdes criticas do microambiente do biofilme, bem como a ecologia dessa comunidade
microbiana, & medida que a alcalinizacdo do meio é um fator estressante e critico para a
sobrevivéncia de bactérias cariogénicas (LEMOS et al., 2005; LEMOS; BURNE, 2008;
NASCIMENTO et al., 2014; SANTARPIA et al., 2013). Alem disso, estudos tém mostrado

que o biofilme de individuos livres de carie apresenta niveis de amoénia mais elevados do que
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o0 de individuos cérie ativos, bem como o aumento do risco de cérie quando a capacidade da
producdo de alcaloides pela microbiota esta reduzida (REYES et al., 2014).

Além disso, Nascimento et al. (2014) realizaram um estudo que avaliou o efeito da
arginina no biofilme dental em termos microbioldgicos, partindo da hipétese que um aumento
na disponibilidade de arginina no ambiente oral, ocasionaria maior atividade do sistema
arginina-deiminase, tornando favoravel niveis alcalinos de pH no microambiente do biofilme.
Esses autores conduziram um estudo randomizado controlado com duracdo de 4 semanas,
onde 38 voluntarios adultos (19 livres de cérie e 19 cérie ativos) foram divididos em 2 grupos
de tratamento: uso de dentifricio livre de flior contendo 1.5% de arginina ou uso de
dentifricio fluoretado (1450ppm de fldor) sem arginina 2x/dia. Quantidade de alcalis e &cidos
produzidos pelos microrganismos, atividade do sistema arginina-deiminase na saliva e no
biofilme dental e identificacdo de espécies bacterianas presentes na cavidade bucal dos
voluntérios foram avaliadas ao final das 4 semanas. Observou-se que houve um aumento da
atividade do sistema arginina-deiminase e producdo de amonia apenas para o biofilme dental,
ndo alterando os niveis salivares destas variaveis, com o uso do dentifricio contendo arginina,
além disso, esse efeito foi maior em voluntarios cérie ativos.Em acrescimo, foi observada
alteracdo microbiologica no biofilme dental de cérie-ativos que tornou-se semelhante a
microbiota do biofilme de individuos livres de carie. Esses resultados sugerem que a arginina
poderia promover modificacdes no biofilme capaz de reduzir seu potencial cariogénico.

Devido a esse importante papel dos microrganismos arginoliticos e ureoliticos no
controle das quedas de pH do biofilme dental, a arginina tem sido incorporada ao dentifricio
fluoretado (Colgate Maxima Protecdo Anticaries mais Neutragticar®) com o objetivo de se
associar o efeito benéfico da producdo de alcal6ides no biofilme com o efeito anti-cérie do
fldor. Estudos clinicos tém sugerido que o uso frequente desse dentifricio é capaz de reduzir o
incremento de carie dental tanto para lesGes coronarias como radiculares (KRAIVAPHAN et
al., 2013; SOUZA et al., 2013; LI et al., 2015a; PETERSON et al., 2011). Sendo assim, uma
nova formulacdo de dentifricio contendo 1450ppm de fltior na forma de MPF, um composto
insoltvel de célcio e 1,5% de arginina, tem sido estudado e avaliado.

Em 2013, Wolff et al., compararam essa nova formulacdo (grupo teste) com o
dentifricio fluoretado convencional com 1450ppm de fluor em forma de MPF (grupo
controle), em um estudo clinico com duracdo de duas semanas que objetivava analisar
mudancas no metabolismo do biofilme dental em lesdes de esmalte. As variaveis foram
analisadas ao final de 7 dias e 14 dias. Observou-se que ocorreu uma modulacdo no

metabolismo do biofilme nos individuos do grupo teste, ocasionando um aumento na
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producdo de aménia e decréscimo na producédo de &cido lactico, resultando no aumento do pH
do biofilme dental desses voluntarios.

Além disso, estudos clinicos de maior duracdo (3 a 6 meses) também foram
realizados a fim de avaliar o efeito destes dois dentifricios no controle de lesbes de carie
coronarias por fluorescéncia pelo método Quantitative Light-Induced Fluorescence
(CUMMINS et al., 2013). Um estudo de maior duracéo foi realizado por Kraivaphan et. al
(2013) que, por sua vez, foi uma pesquisa clinica que comparou o0 uso do dentifricio
fluoretado convencional com 1450 ppm de fltior e o uso do dentifricio fluoretado contendo
um composto insoltvel de célcio e 1.5 %arginina em lesdes de carie coronaria. O estudo teve
duracdo de 2 anos e o incremento de cérie foi avaliado por CPO-D e CPO-S, ao final de um
periodo de 1 ano e 2 anos. No término do primeiro ano, nao foram encontradas diferencas
estatisticas entre os dois grupos de tratamento. Entretanto, ao final do periodo experimental, o
grupo submetido ao uso de dentifricio contendo arginina apresentou incremento de carie
estatisticamente menor em termos de CPO-D e CPO-S do que o grupo que usou dentifricio
fluoretado convencional.

No que diz respeito a lesdes de céarie radicular, um estudo realizado por Souza et al.
(2013) analisou dois grupos submetidos ao mesmos tratamentos citados anteriormente
(dentifricio fluoretado convencional x dentifricio com arginina), por um periodo de 3 e 6
meses. Ao final do estudo, encontrou-se uma diminui¢do no numero de lesdes cariosas com
consisténcia de couro e aumento das lesdes com consisténcia endurecida para o grupo que fez
uso do dentifricio contendo arginina, o que representa uma menor progressao das lesbes de
carie radicular quando o dentifricio contendo arginina foi utilizado em comparacdo ao
dentifricio convencional.

Entretanto, recentemente uma revisdo sisteméatica e metanalise de estudos clinicos
considera como “questionavel” o fato de o dentifricio fluoretado contendo arginina apresentar
melhor efeito anti-carie em comparacdo ao dentifricio fluoretado convencional sem arginina.
Os autores discutem que a significancia dos resultados é comprometida pela presenca de
viéses metodoldgicos e de conflito de interesses nos estudos clinicos avaliados (LI et al.,
2015b). O mesmo € relatado em uma revisao de sistematica publicada em 2016 e realizada
por Astvaldsdottir et al., onde o objetivo foi avaliar se as evidéncias ja existentes
comprovariam que o uso do dentifricio fluoretado contendo arginina impediria a progressao e
0 surgimento de novas lesGes cariosas, entretanto, ndo esta comprovado o real beneficio do
uso dessa nova formulacdo, uma vez que grande parte dos estudos ja publicados apresentam

viés por conflito de interesses por terem sido financiados pela industria
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Dessa forma, ainda ndo existe consenso sobre o real beneficio do uso do dentifricio
fluoretado contendo arginina na prevencdo e controle da cérie dental. E sabido, porém, que
parametros bioquimicos, estruturais e microbioldgicos do biofilme dental podem modular o
seu potencial cariogénico (CURY et al., 1997; 2000; BOWEN; KOO 2011). Além disso,
estudos prévios sugerem que o potencial anticariogénico do dentifricio fluoretado pode ser
comprometido em individuos que apresentam uma dieta altamente cariogénica com elevada
frequéncia de ingestdo de carboidratos fermentaveis (DUGGAL et al., 2001; CCAHUANA-
VASQUEZ et al., 2007). N&o se sabe, porém, se o dentifricio fluoretado contendo arginina
possui um melhor efeito anticariogénico comparado ao dentifricio fluoretado convencional
em individuos que possuem dieta altamente cariogénica e que estdo sob alto risco de

desenvolvimento de carie.
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5 OBJETIVO

Considerando que, para ser efetivo, o dentifricio fluoretado deve obrigatoriamente
ser capaz de controlar cérie dental em individuos que fazem uso de uma dieta altamente
cariogénica, o presente estudo tem por objetivo avaliar por meio de um estudo in situ o papel
do dentrifricio fluoretado contendo arginina no controle de lesdes de carie desenvolvidas em
esmalte dental e a composi¢cdo microbiana do biofilme dental submetido a alto desafio
cariogénico. A hipétese nula é de que a incorporacdo da arginina ao dentifricio fluoretado nédo
promove nenhum beneficio adicional em relagdo ao dentifricio fluoretado no controle de
lesbes de carie nem induz qualquer alteracdo na composicdo microbiolégica do biofilme

dental.

51 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a composicdo microbiana do biofilme formado in situ na presenca de
dentifricio fluoretado e dentifricio fluoretado com arginina;

e Verificar a dureza de superficie nos blocos de esmalte bovino submetidos aos dois
tratamentos (DF e DFA).
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6 METODOLOGIA

6.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este foi um estudo experimental in situ com duas fases experimentais. Catorze
voluntarios adultos, que apresentavam fluxo salivar estimulado normal (>0,8 mL/minuto),
bom estado de salde geral, e auséncia de doencas sistémicas, ndo-fumantes, que ndo tenham
feito uso de medicamentos antibidticos por no minimo dois meses anteriores ao inicio do
estudo, e que faziam uso regular de dentifricio fluoretado sem arginina por pelo menos 2
meses antes do inicio do estudo foram selecionados.

Durante um periodo pré-experimental de 7 dias esses voluntarios utilizaram o
dentifricio fluoretado fornecido pelos pesquisadores do presente projeto (Colgate Maxima
Protecdo Anticéries; 1450 ppmF — monofltor fosfato de sddio — MFP) realizando uma
frequéncia de escovacgdo de 3 vezes ao dia com 0 objetivo de padronizar a exposicao ao fluor.
Em seguida, esses voluntarios utilizaram dispositivo intra-oral palatino contendo 2 blocos de
esmalte dental bovino higidos e com dureza de superficie previamente determinada, dispostos
1 de cada lado do dispositivo. Sobre esses blocos foi gotejada solugdo de sacarose 20% numa
frequéncia de 8x/dia durante 14 dias. Em acréscimo, suspensdo de dentifricio fluoretado
convencional (sem arginina) foi gotejada sobre os blocos de esmalte dental 3x/dia. Ao final
dos 14 dias, o biofilme formado sobre os blocos de esmalte foi coletado e analisado
microbiologicamente (contagem de microrganismos aerobios totais, estreptococos totais,
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos). Nos blocos de esmalte dental foi determinada
a porcentagem de perda de dureza de superficie. Decorridos os 14 dias da primeira etapa
experimental, os voluntarios foram instruidos para escovarem os dentes 3x/dia com dentifricio
fluoretado contendo arginina (Colgate Maxima Protecdo Anticaries mais Neutracucar; 1450
ppmF -monofluor fosfato de sédio; 1,5% de arginina), também fornecido pelos pesquisadores
do presente projeto de pesquisa, por um periodo de 2 meses, visando a maior ativacdo do
Sistema Arginina-Deiminase nos microrganismos arginoliticos e ureoliticos que compdem o
biofilme dental (NASCIMENTO et al., 2014). Apos esse periodo de uso do dentifricio
contendo arginina, esses voluntarios utilizaram durante 14 dias outro dispositivo intra-oral
palatino contendo outros 2 blocos de esmalte dental bovino (distribuidos da mesma forma
descrita acima) sobre os quais solucdo de sacarose 20% também serd gotejada na frequéncia
de 8 x/dia. Em acréscimo, suspensdo de dentifricio fluoretado contendo arginina também foi

gotejada sobre os blocos de esmalte dental 3x/dia. Ao final dos 14 dias, o biofilme e os blocos
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de esmalte foram coletados e analisados como descrito acima. Durante os 2 periodos
experimentais in situ os voluntarios foram orientados para escovarem seus dentes 3x/dia com
o dentifricio fluoretado (com ou sem arginina) correspondente a cada fase experimental. O

esquema de cronologia do estudo segue abaixo:

g E PRIMEIRA ETAPA SEGUNDA ETAPA
. PRE'EﬁPEIi'SMENTAL INSITU IN SITU
ULTIMOS 1 2MESES 14 DIAS 14 DIAS
2 MESES
ESCOVAGAO COM |i ESCOVAGAOCOM : |--77~ . T FASE 1 FASE 2
DF SEM ARGININA | i DF CONVENCIONAL /[ ESCOVAGAO COM [\ ESCOVAGAO COM ESCOVACAO COM
3X/DIA t| DF+ARGININA |/ DF CONVENCIONAL DF + ARGININA
‘.. 3X/IDIA " GOTEJAMENTO DE DF GOTEJAMENTO DE
Teee - -7 NOS BLOCOS DE DF+ARG NOS
ESMALTE 3X/DIA BLOCOS DE

ESMALTE 3X/DIA
Fonte: do autor, 2016.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (CAAE 47 91861 5.4.0000.5347). Antes do inicio do estudo

todos os voluntarios assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

6.2 PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE

Os blocos de esmalte foram preparados a partir da superficie vestibular de incisivos
bovinos; aqueles que apresentaram fraturas na superfie externa do esmalte, bem como
rachaduras ou hipocalcificacbes foram excluidos. Antes do preparo dos blocos, os dentes
foram submetidos a remocdo de restos teciduais e armazenados em uma solucdo 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 6 mm de didmetro com
uso de cortadeira elétrica equipada com discos de corte diamantados (CURY et al., 1997). A
parede pulpar de cada bloco foi planificada usando lixas de granulagcdo 500, 1200 e 4000. Em
seguida, a superficie externa de cada bloco foi planificada e polida (com o0 uso de suspensao
de diamante de 1 um), resultando em blocos com espessura de 2 mm. Os blocos entdo foram
limpos e imersos em solucdo detergente em ultrasom durante 1 minuto. Blocos que
apresentaram trincas, rachaduras ou hipocalcificagdes foram descartados. Ap6s o polimento
com suspensdo diamantada, os blocos de esmalte foram lavados em agua deionizada corrente,

durante 3 minutos. A seguir, passaram por ultra-som, durante 2 minutos, imersos em solucao



22

ULTRAMET® SONIC CLEANING SOLUTION diluida na proporcdo de 20:1 em &gua
destilada. Finalmente os blocos de esmalte foram lavados em &gua 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 analises de microdureza
de superficie do esmalte (CURY et al., 2001).

6.3 DETERMINACAO DA MICRODUREZA DE SUPERFICIE E SELECAO DOS
BLOCOS DE ESMALTE

Apo6s o polimento, a microdureza superficial dos blocos de esmalte foi medida. As
endentacbes foram feitas no centro da regido planificada com o longo eixo do diamante
Knoop paralelo a superficie externa do esmalte, sob um peso estatico de 50 gramas, que sera
aplicado por 05 segundos em microdurdmetro HMV-2T (Shimadzu, Japan). A partir do centro
do bloco de esmalte foi realizada uma endentacdo de referéncia, utilizando-se carga estatica
de 50g durante 05 segundos, a partir disso, foram realizadas cinco endentacdes em sequéncia,
separadas entre si por uma distancia de 100 um. As leituras da diagonal maior da endentacéo
foram transformadas no nimero de dureza Knoop (KHN) pela formula:

14224 xC

KHN ===
KHN: nimero de dureza Knoop
C= carga aplicada em gramas

L= comprimento da diagonal em pm

Desse modo, foram incluidos no estudo blocos de esmalte que obtiverem valores de
dureza de superficie igual a média geral dos blocos com variacdo de 10% acima ou abaixo da
média, com o objetivo de reduzir a variabilidade nos valores referenciais de microdureza de
esmalte.

Os blocos selecionados (n=56) foram numerados e aleatoriamente distribuidos entre
0s grupos experimentais de forma que a média de dureza inicial de superficie fosse
semelhante entre todos os grupos experimentais. O software Excel foi utilizado para a

randomizagéo.
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6.4 CONFECCAO DOS DISPOSITIVOS INTRABUCAIS

Foi realizada a confeccdo de dispositivos intrabucais palatinos removiveis,
semelhantes a aparelhos ortoddnticos (sem grampos de fixacao), sobre 0 modelo de gesso da
arcada superior dos voluntarios. Em cada dispositivo intrabucal foram confeccionadas 2
cavidades (4x2x1mm) para alocar os blocos de esmalte, sendo lcavidade para cada lado do
aparelho (CURY et al., 2003). Cada cavidade acomodou 1 bloco de esmalte, de modo que 0s
blocos de esmalte ficaram com sua superficie voltada para 0 meio ambiente bucal livre. Apds
a insercao dos blocos de esmalte nas cavidades, estes foram protegidos por uma tela plastica
de forma que houvesse 1,0 mm de distancia entre a superficie do bloco e a tela plastica para

protecdo do biofilme que seria formado (HARA et al., 2003).

6.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.5.1 Primeira fase experimental

OrientacGes foram repassadas aos voluntarios previamente a realizacdo dos
procedimentos experimentais. Cada voluntéario recebeu um frasco na cor branca, identificado
com a letra “S” contendo solucdo de sacarose a 20%, e outro identificado com a letra “D”
contendo a suspensdo do dentifricio fluoretado (Colgate Maxima Protecdo Anticaries 1450
ppmF — monoflior fosfato de sodio — MFP). A suspensdo de dentifricio foi preparada na
proporcdo de 1 parte de dentifricio para 3 partes de agua (1:3) simulando a diluicdo do
dentifricio na cavidade bucal (LEME et al., 2004). As solucGes foram entdo fornecidas
diariamente para os voluntarios em frascos do tipo conta-gotas. A solucdo de sacarose 20%
(presente no frasco branco identificado com a letra “S”) foi gotejada sobre os blocos de
esmalte dental na frequéncia de 8X/dia (CURY et al., 2001; LEME et al., 2004; PECHARKI
et al., 2005; RIBEIRO et al, 2005). A suspensdo de dentifricio (presente no frasco branco e
identificado com a letra “D”) foi gotejada sobre todos os blocos dentais 3X/dia, as 08:00h , as
12:00h e as 22:00h, mesmo horario no qual os voluntarios escovaram seus dentes com 0

mesmo dentifricio. Os horarios de gotejamento de sacarose estao descritos abaixo.
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Quadro 1 - Horérios estabelecidos para gotejamento da solugdo de sacarose de acordo com a
frequéncia
Frequéncia de exposi¢do a sacarose Horario de gotejamento da solugéo

08:00h
09:30h
11:00h
13:30h
8x/dia 15:00h
16:30h
18:00h
21:00h

Fonte: do autor, 2016.

Apl6s o0 gotejamento da solucdo de sacarose ou da suspensdo de dentifricio, os
voluntarios deveriam secar 0 excesso das solucbes, se necessario, com uma gaze. O
dispositivo seria entdo guardado numa caixa do tipo porta-aparelho por 5 minutos, e apos
reinserido na cavidade bucal. Os dispositivos foram utilizados por um periodo de 14 dias
(VALE et al., 2007), durante 24 horas diarias, sendo removidos apenas para gotejamento das
solucdes, realizacdo da higiene bucal e alimentacéo.

N&o foram fornecidas instrucdes de higiene bucal nem de dieta. Os voluntarios ndo
utilizaram nenhuma fonte adicional de fllor, além de ingestdo de &gua de abastecimento
fluoretada (0,8 ppmF) e foram orientados a escovar os dispositivos com escova dental e
dentifricio utilizado na fase experimental, sem encostar a escova sobre a tela plastica para

evitar que o biofilme formado sobre os blocos fosse desorganizado e removido.

6.5.2 Segunda fase experimental

Logo apds o termino da primeira fase experimental, os voluntarios foram instruidos a
escovar os dentes 3x/dia com dentifricio fluoretado contendo arginina (Colgate Neutragucar;
1450 ppmF). Este dentifricio foi utilizado durante 2 meses.

Ap0os esses 2 meses de uso, novos dispositivos intra-orais foram confeccionados para
cada voluntario. Dois novos blocos de esmalte dental foram colocados em cada dispositivo e
recobertos com uma tela plastica, o periodo experimental foi de 14 dias. Cada voluntario
recebeu novamente um frasco na cor branca, identificado com a letra “S” contendo solu¢ao de

sacarose a 20%, e outro identificado com a letra “D” contendo a suspensdo do dentifricio
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fluoretado (Colgate Maxima Protecdo Anticaries mais Neutragucar; 1450 ppmF -monofluor
fosfato de sddio —; 1,5% de arginina). A suspensdo de dentifricio foi preparada na proporcéo
de 1 parte de dentifricio para 3 partes de agua (1:3) simulando a diluicdo do dentifricio na
cavidade bucal (LEME et al., 2004). As solucdes foram fornecidas aos voluntarios
diariamente em frascos do tipo conta-gotas. A solucdo de sacarose 20% (presente no frasco
branco e identificada com a letra “S”) foi gotejada sobre os blocos de esmalte dental em
frequéncia de 8X/dia. A suspensao de dentifricios (presente no frasco branco identificado com
a letra “D”) foi gotejada sobre todos os blocos dentais 3X/dia, as 08:00h, as 12:00 e as 22:00h
(mesmo horéario em que os voluntarios escovaram seus dentes com o0 mesmo dentifricio). Os
horérios de gotejamento da sacarose foram 0s mesmos da primeira fase experimental
conforme apresentado no Quadro 1. Apds o gotejamento da solucdo de sacarose ou da
suspensao de dentifricio, os voluntarios deveriam secar o excesso das solucdes, se necessario,
com uma gaze. O dispositivo era guardado numa caixa do tipo porta-aparelho por 5 minutos, e
entdo foi reinserido na cavidade bucal. Os dispositivos foram utilizados durante 14 dias,
conforme a primeira fase do experimento (VALE et al., 2007), por 24 horas diarias, sendo
removidos apenas para gotejamento das solucdes, realizacao da higiene bucal e alimentacao.
N&o foram fornecidas instrucdes de higiene bucal nem de dieta. Os voluntarios ndo
utilizaram nenhuma fonte adicional de fluor, além de ingestdo de agua de abastecimento
fluoretada (0,8 ppmF), e foram orientados a escovar os dispositivos com escova dental e
dentifricio utilizado na fase experimental, sem encostar a escova sobre a tela plastica para

evitar que o biofilme formado sobre os blocos seja desorganizado e removido.

6.6 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 parte do biofilme formado sobre os
blocos de esmalte foi coletado utilizando espétula plastica estéril. As coletas de biofilme
foram sempre realizadas apdés uma noite de jejum. Aliquotas dos biofilmes foram
imediatamente transferidas para tubos de microcentrifuga pré-pesados, estéreis e identificados
com o numero do voluntario do bloco correspondente. Entdo, o peso umido do biofilme foi
determinado utilizando-se balanga analitica (£ 10 pg). Parte do biofilme imido remanescente
foi ressuspendido em 1mL de solucdo salina estéril e essa suspensdo foi usada para analise

microbiologica.
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6.7 ANALISES

6.7.1 Analise microbioldgica do biofilme

Apos a resuspensao do biofilme em 1 mL de solucdo salina estéril, uma aliquota foi
coletada e seriadamente diluida. A seguir, duas gotas de cada diluicdo foram semeadas nos
seguintes meios de cultura: Agar mitis salivarius acrescidos de sacarose e bacitracina 0,2
Ul/mL (MSB) para crescimento de Streptococcus mutans (S.mutans), Agar mitis salivarius
para crescimento de estreptococos totais, Agar Rogosa SL para crescimento de Lactobacillus
spp, agar Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de sangue de carneiro, vitamina K e hemina
para crescimento de microorganismos totais. Os meios MSB, MS, Rogosa e as placas de BHI
foram incubados a 37°C em microaerofilia durante 48 horas. Depois desse periodo, foi
realizada a contagem das unidades formadoras de colonias em cada um dos meios de cultura
acima descritos e para cada experimento realizado com auxilio de um estereomicroscépio. Os
resultados foram expressos em numero de unidades formadoras de colénia por mililitro
(UFC/mL) (VALE et al., 2007).

6.7.2 Determinacao da porcentagem de perda de dureza de superficie (%0PDS)

Apos o término dos experimentos, foi realizada a medida da microdureza superficial
final dos blocos de esmalte. Assim, foram realizadas dez endentacdes, 5 destas localizadas
100 pm a esquerda e 5, localizadas 100 um a direita das endentacfes previamente realizadas
com carga de 509 por 05 segundos. A partir do valor médio das 05 endentagdes, foi calculada
uma média de dureza pos-experimento. A porcentagem de perda de dureza superficial foi
determinada pela seguinte formula (Cury et al., 1997):

(DI — DP) x100
DI

%PDS =

Onde:
PDS = Perda de dureza superficial

DI = Dureza inicial DP = Dureza pds-experimento
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6.8 TABULACAO, ANALISE ESTATISTICA E APRESENTACAO DOS DADOS

As variaveis: porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS), biomassa,
contagem de microrganismos totais (MT), estreptococos totais (ET), porcentagem de S.
mutans (%SM/ET) e porcentagem de lactobacilos totais (%LB/MT) foram comparadas entre
os dois tratamentos: dentifricio fluoretado x dentifricio fluoretado com arginina.

Contagem de microrganismos totais (MT) e estreptococos totais (ET) foram
transformada em Log.

A normalidade dos dados (%PDS e contagem de microrganismos) foi testada por
meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis com distribuicdo normal (biomassa, MT
e %PDS) foram submetidas ao Teste T. Nos casos de ndo normalidade (%LB/MT, ET,
%SMI/ET), os dados foram submetidos ao teste Mann-Whitney. O software utilizado foi o

Sigma Plot e o nivel de significancia foi de p<0,05.

7 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos no estudo com os dois tratamentos,
comparando-os, para as variaveis: biomassa do biofilme dental (média + ep), contagem de
microorganismos totais (MT; média * ep), estreptococos totais [ET; mediana (percentil 25/
percentil 75)], porcentagem de estreptococos do grupo mutans em relacdo a ET [%SM/ET,;
mediana(percentil 25/ percentil 75)], porcentagem de lactobacilos totais em relacdo a MT
[%LB/MT mediana (percentil 25/ percentil 75)] no biofilme dental e porcentagem de perda de
dureza de superficie (%PDS; média + ep).

Tabela 1. Composicdo do biofilme dental formado in situ e desmineralizacdo dos blocos de
esmalte submetidos aos tratamentos com dentifricio fluoretado e dentifricio
fluoretado com arginina sob alto desafio cariogénico.

Variaveis DF DFA
Biomassa (mg) 126,3+225A 1547 £225 A
(n=12)
MT 6,44+ 595 A 6,44 £ 6,09 A
(LOG; UFC/mg) (n=12)
ET 6,1 (5,6/6,6) a 5,6 (4,9/5,9) a
(LOG; UFC/mg) (n=12)
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%SM/ET (n=12) 0,0 (0,0 — 0,0004) a 0,0 (0,0—0,015) a
%LB/MT (n=12) 11,9(1,1-16,4) a 15(001-12,3)a
%PDS (n=12) 36,6 £ 4,6 A 43,8+3,0A

Médias seguidas por letra maitscula A ndo diferem estatisticamente entre si na
comparacao entre os dentifricios (teste t; p>0,05). Medianas seguidas por letra mindscula a
iguais ndo diferem estatisticamente entre si na comparacdao entre os dentifricios (teste de
Mann-Whitney; p>0,05). DF: Dentifricio fluoretado; DFA: Dentifricio fluoretado contendo
arginina.

Desse modo, em relagcdo a varidvel Biomassa os resultados sugerem ndo haver
diferenca entre o biofilme formado na presenca de DF ou de DFA. O mesmo foi observado
para as varidveis: contagem de microorganismos totais (MT), estreptococos totais (ET),
porcentagem de estreptococos do grupo mutans em relagdo aos estreptococos totais
(%SM/ET), porcentagem de lactobacilos totais em relagdo aos microorganismos totais
(%LB/MT). Em acréscimo, ndo foi observada diferenca estatistica na porcentagem de perda

de dureza de superficie (%PDS) nos blocos de esmalte dental.
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8 DISCUSSAO

Vérios estudos demonstram o importante papel do dentifricio fluoretado na
paralisacdo e controle de lesdes cariosas, bem como na prevencdo da doenca cérie, beneficio
obtido através de seu mecanismo de acdo que é capaz de reduzir o pH critico de dissolucao
dos tecidos dentais e manter condigOes de supersaturacdo mineral na cavidade bucal
(MARINHO, 2009; SANTOS et al., 2012; WALSH et al., 2010). A partir disso, tem-se
estudado fatores que possam potencializar o efeito anti-carie do flior, nesse contexto, o
beneficio da incorporacdo de arginina ao dentifricio vem sendo analisado, uma vez que,
supOe-se que este composto auxilie no controle do pH do microambiente do biofilme. Assim,
encontram-se na literatura diversos estudos clinicos que avaliam essa nova formulacdo de
dentifricio e seu efeito na paralizacdo de lesdes cariosas. Exemplo disso sdo os estudos
realizados por Srisilapanan et al. (2013) e Yin et al. (2013) que apresentam metodologias
semelhantes na medida em que, avaliam e comparam o dentifricio fluoretado convencional
com o dentifricio fluoretado suplementado com 1.5% de arginina e um composto insoltvel de
calcio. Essas pesquisas tiveram duracéo total de 6 meses e mostram reducao na fluorescéncia,
profundidade e volume da leséo para os individuos que fizeram uso do dentifricio fluoretado
contendo arginina em comparagdo com o convencional.

Entretanto, os resultados do presente estudo sugerem que a incorporagdo de arginina
ao dentifricio ndo promove nenhum beneficio em termos de reducdo de desmineralizacdo do
esmalte em individuos sob alto risco de desenvolvimento de cérie representado por uma dieta
altamente cariogénica. E importante ressaltar que o presente estudo difere dos estudos clinicos
publicados, uma vez que este estudo foi realizado sob condi¢Ges experimentais in situ
controladas (frequéncia de escovacdo e exposicdo a sacarose). Em adicdo a isso, também
simulamos uma condicdo de alta cariogenicidade, que ndo estava presente nos estudos
clinicos. Sendo assim, essa pode ser a razdo da discrepancia dos nossos resultados em relacéo
aos resultados reportados na literatura. O modelo de inducdo de cérie dental usado nesse
estudo (modelo in situ) apresenta vantagens devido ao fato de possibilitar o desenvolvimento
da lesdo cariosa dentro do ambiente bucal e numa condicdo mais dindmica por estar sob
influéncia de fatores fisioldgicos do proprio individuo (como fluxo salivar), permitir o
controle de varidveis experimentais (como a frequéncia de uso de sacarose e de dentifricio) e
o fato de possibilitar que métodos mais sensiveis sejam utilizados para medirem os desfechos
de interesse (ZERO, 1995). Essas caracteristicas sdo dificeis de serem conseguidas em

estudos clinicos de base populacional. Nesse sentido, ha diversos trabalhos realizados com a
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metodologia in situ para varios fins, como avaliacdo da resposta do biofilme dental a
diferentes acUcares presentes na dieta, analises de dentifricios com baixas concentracfes de
fldor e o efeito da sacarose na formacdo e metabolismo do biofilme (CURY et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2005; AIRES et al., 2004), mostrando, assim, que esse modelo tem sido bem
utilizado tanto para avaliar potencial cariogenico da dieta quanto para elucidar mecanismo de
acao de fluor.

A literatura nos mostra que o aumento na frequéncia de esposicdo a sacarose pode
reduzir a capacidade do dentifricio fluoretado em controlar as perdas minerais da superficie
dental. No trabalho de Leme et al., 2004, observou-se que houve maior desenvolvimento de
carie em blocos de esmalte dental que foram submetidos in situ sob alto desafio cariogénico
(sacarose 8x/dia) quando comparado aqueles submetidos ao desafio cariogénico numa
frequéncia menor (4x/dia). O estudo in situ realizado por Duggal et al. (2001), avaliou o efeito
de diferentes frequéncias de exposicdo a sacarose (solugdo sacarose 12%) com 0 uso do
dentifricio fluoretado sobre a inibi¢do da desmineralizacdo do esmalte dental. As frequéncias
de exposicdo a sacarose foram determinadas em 1, 3, 5, 7 e 10 vezes ao dia, e a escovacao
com dentifricio fluoretado foi realizada 2 vezes ao dia por um periodo experimental de 5 dias.
Como resultado, observou-se desmineralizacdo evidente com o uso de dentifricio fluoretado
(1450 ppm de fldor) quando ocorre uma frequéncia de exposicao a sacarose de 7 e 10 vezes
ao dia. Em acréscimo, o trabalho de Ccahuana-Vasquez (2007) também avaliou o efeito do
uso do dentifricio fluoretado 3 vezes ao dia para inibicdo da desmineralizacdo do esmalte
dental e sua influéncia na composicao do biofilme dental quando o individuo é submetido ao
desafio cariogénico, com solucdo de sacarose 20%, em frequéncias de 0 (controle), 2, 4, 6, 8 e
10 vezes ao dia. Ao final dos experimentos, observou-se que a desmineralizagdo foi
significantemente maior em comparacdo com o0 grupo controle para as frequéncias de
sacarose maiores que 6 vezes ao dia, além disso, houve um aumento na biomassa do biofilme,
nas contagens de lactobacilos e estreptococos e polissacarideos extracelulares, em
contrapartida, as concentragdes de célcio, fosfato e flior reduziram no biofilme dental mesmo
em uma exposicdo a sacarose menor que 6 vezes ao dia.l sso nos mostra que o flor
isoladamente nédo é capaz de impedir ou controlar sozinho a doenca carie. Os pacientes devem
sempre ser orientados para uma correta higiene bucal e controle de ingestdo de carboidratos
fermentaveis.

Apesar dos estudos clinicos mostrarem uma certa superioridade do dentifricio
contendo arginina sobre o dentifricio fluoretado convencional no controle de lesbes em
esmalte (CUMMINS, 2013; YIN et al., 2013; SRISILAPANAN et al., 2013; WOLFF et al.,
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2013; SANTARPIA et al., 2013), vale ressaltar que o método utilizado para analisar a
extensdo e acompanhamento das lesdes cariosas foi 0 método de fluorescéncia Quantitative
Light-Induced Fluorescence (QLF) (CUMMINS et al., 2013; SRISILAPANAN et al. 2013;
YIN et al., 2013). Nesse método, diferencas captadas na autofluorescéncia do esmalte dental
sdo utilizadas como critério para o diagndstico de carie dental (KARLSSON;TRANAEUS,
2008). Mediante & ocorréncia de desmineralizacdo, ha aumento na porosidade subsuperficial
contribuindo para que esses poros figuem preeenchidos por agua. Isso causa um espalhamento
na luz que incide sobre o tecido dental e também altera sua autofluorescéncia. Pela diferenca
de fluorescéncia em relacdo a uma area higida, identifica-se a lesdo de carie (KARLSSON;
TRANAEUS, 2008). Sendo assim, pequenas alteragdes ao nivel mineral ultraestrutural sdo
identificadas. Nés acreditamos que, apesar do método de fluorescéncia ser de facil uso para
diagnostico de lesbes em estudos populacionais, as alteracGes de fluorescéncia identificadas
sdo tdo pequenas que duvida-se que representem algo relevante clinicamente. Recente reviséo
sistematica e meta-anélise tem sugerido que, de forma geral, métodos de deteccdo de cérie
dental baseados em fluorescéncia apresentam adequada sensibilidade (capacidade de
identificar corretamente a doenca quando ela estd presente), porém, baixa especificidade
(capacidade de identificar corretamente a auséncia de doenca) (GIMENEZ et al., 2013). Dessa
forma, pequenas alteragdes em pixels nas imagens digitais podem ser interpretadas
erroneamente como desmineralizagdo. Além disso, a fluorescéncia captada pelo método QLF
€ muito susceptivel ao grau de hidratacdo da amostra, o que pode interferir nos resultados
obtidos (ANGMAR-MANSSON; TEN BOSCH, 2001). Em acréscimo, baixa correlacéo entre
profundidade de leséo e volume mineral foram encontrados quando QLF e microradiografia
transversal (método padrdo ouro para avaliagdo de perda de minerais) sdo comparados
(ANDO et al., 2001). Ao contrario, 0 método de avaliacdo de céarie utilizado nesse estudo
(dureza de superficie) tem sido amplamente utilizado para quantificacdo de perdas minerais
que ocorrem ao nivel da superficie dos blocos dentais (CURY et al., 2000; PECHARCKI et
al., 2005; AIRES et al., 2006; CCAHUANA-VASQUEZ et al., 2007; VALE et al., 2007)
sendo capaz de representar o desenvolvimento de lesGes iniciais de forma padronizada e com
adequada correlacdo com os parametros de profundidade de lesdo e de volume mineral
fornecidos pela microradiografia (LIPPERT; LYNCH, 2014).

Isto posto, apesar de os estudos clinicos citados demonstrarem diferencas positivas
no que diz respeito a prevencdo e controle da doencga carie quando o dentifricio fluoretado
recebe adicdo de arginina em comparagdo com o dentifricio convencional, ha duvida sobre a

importancia clinica desse beneficio, o que é de extrema importancia para a indicacao de uso
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de um produto ao paciente, uma vez que, o dentifricio com essa nova formulacdo apresenta
um valor de mercado mais elevado comparado ao dentifricio convencional. Cabe ressaltar que
num periodo de 2 anos menor incremento de carie foi encontrado em individuos que usaram
dentifricio contendo arginina quando comparado ao grupo que usou dentifricio convencional
(KRAIVAPHAN et al., 2013). Porém, a diferenca encontrada no incremento de cérie em
relacdo ao grupo controle foi de 0,12 para CPO-D e de 0,15 para CPO-S. Além disso, de
acordo com revisdes sistematicas , grande parte dos estudos ja publicados apresentam baixa
qualidade devido a viés ocasionado pelo patrocinio da industria, gerando conflito de interesse
(LI etal., 2015b; ASTVALDSDOTTIR et al., 2016).

No presente estudo néo foi encontrada diferenca na inibi¢cdo da desmineralizagéo do
esmalte dental entre dentifricio contendo ou ndo arginina. O desafio cariogénico foi realizado
8x/dia durante 14 dias. Pode ser que esse alto desafio tenha se sobreposto a um eventual
beneficio da arginina em modular o pH do biofilme ou em induzir modificacbes
microbioldgicas possibilitando a coloniza¢do do biofilme por bactérias arginoliticas. Ainda,
pode ser que em periodos maiores de formacdo de biofilme a presenca de arginina
desempenhe algum beneficio. Essas questdes ndo sdo possiveis de serem respondidas neste

momento, mas certamente fornecem subsidios para que novos estudos sejam realizados.
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9 CONCLUSAO

Frente as condicdes experimentais avaliadas neste estudo, parece que a incorporacao
de arginina ao dentifricio fluoretado ndo apresentou qualquer vantagem em relacdo ao
dentifricio fluoretado sem arginina na inibicdo da desmineralizacdo dental e nem na

composigdo microbiana do biofilme formado sob um alto desafio cariogénico.
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