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Resumo

RESUMO

A cérie ¢ ainda uma das doengas mais prevalentes em todo o mundo e € imperativo
que se desenvolvam métodos de prevencao e limitagdo da doenca. A medicina dentéria
preventiva tem procurado a remineralizag¢do, tratamento nao invasivo de lesdes iniciais
de carie, em detrimento da realizagdo de restauragdes. Produtos com elevadas
concentragdes de calcio e de fosfato, como o sistema CPP-ACP, promovem a
remineralizacao e inibem a desmineralizagdao do esmalte. O complexo CPP-ACP resulta
da ligacdo de um fosfopéptido de caseina (com o motivo acidico Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-
Glu-Glu), com fosfato de calcio amorfo. O sistema CPP-ACP aumenta as concentragdes
de fosfato de calcio no meio, promovendo a remineralizacao dos cristais de hidroxiapatite
desmineralizados presentes no corpo da lesdo. Desta forma, o CPP-ACP tem um papel
profilatico contra a carie, previne a erosdo dentdria e tem capacidade de remineralizar
white spot lesions. O complexo ja foi incorporado em diversos veiculos de entrega como
dentifricos, colutorios, pastilhas elasticas, comprimidos orodispersiveis, leite, bebidas
acidas, entre outros.

Concluiu-se que o complexo CPP-ACP ¢ um agente de remineralizacdo eficaz,
promove a remineraliza¢do e inibe a desmineralizag¢do. A utilizagdo do sistema CPP-ACP
mostrou-se segura ¢ vantajosa quando comparada com outros agentes de remineralizagao

disponiveis no mercado.

Palavras-chave: Carie, CPP-ACP, Desmineraliza¢do, Remineralizagio



Remineralizacdo preventiva primaria do esmalte através do sistema CPP-ACP

ABSTRACT

Tooth decay is still within the most prevalent diseases in the world and it is
necessary to develop methods of prevention and limitation of this disease. Preventive
dentistry has sought remineralization, as a non-invasive treatment of incipient carious
lesions, instead of performing restorations. Products with high concentrations of calcium
and phosphate, such as CPP-ACP, promote remineralization and inhibit demineralization
of dental enamel. The CPP-ACP complex results from the binding of a casein
phosphopeptide (with the acidic motif Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu) with amorphous
calcium phosphate. The CPP-ACP system increases calcium phosphate concentration in
the oral cavity, promoting remineralization of demineralized hydroxyapatite crystals
present in the body of the carious lesion. Therefore, CPP-ACP has a prophylactic role
against dental caries, dental erosion, and has the ability to remineralize white spot lesions.
The complex has been incorporated into various delivery vehicles such as dentifrices,
mouthwashes, chewing gums, orodispersible tablets, milk, acidic beverages, and others.

This review has revealed that the CPP-ACP complex is an effective remineralizing
agent, promotes remineralization and inhibits demineralization. The use of CPP-ACP
system was shown to be safe and advantageous compared with other remineralizing

agents available on the market.

Keywords: Caries, CPP-ACP, Demineralization, Remineralization.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

A carie dentéria e a doenga periodontal sdo provavelmente as doengas cronicas
mais prevalentes em todo o mundo (Selwitz, Ismail, & Pitts, 2007; Nongonierma &
FitzGerald, 2012). A carie ¢ uma constante desde os tempos primordios, no entanto,
sofreu um aumento significativo com a mudanga dos habitos alimentares, principalmente
aquando da inclusdo de agucares na dieta. A medicina dentaria preventiva tem procurado
a remineralizacao em detrimento da realizacao de restauracdes, que obrigam ao desgaste
acrescido da estrutura dentdria. Aproximadamente no fim dos anos 70 e inicio dos anos
80, notou-se um declinio na prevaléncia da cérie dentéria cuja causa ndo esta ainda bem
definida, porém pensa-se estar relacionada com a fluoretagdo da d4gua de consumo publico
e a de produtos de higiene oral apo6s a descoberta dos beneficios do flior na prevengao da
doenca (Roberson, Heymann & Swift, 2006; Reynolds, 2008a). Nao obstante, a
diminui¢do da prevaléncia da doenga verifica-se em maior escala nas classes
socioeconomicas média e alta e em menor escala na classe baixa. Desta forma, classes
mais baixas e com menor acesso ao tratamento da doenga apresentam maior prevaléncia
da mesma (Selwitz et al., 2007).

Embora a necessidade da limitagdo e erradica¢do da doenga seja notavel, ainda ndo
foi implementado um plano de satide publica que seja 100% eficaz ja que o flior ndo ¢
capaz de erradicar a doenga (Rose, 2000). Assim, torna-se imperativa a procura de novos
produtos, mais eficazes que o flaor por si sO, que auxiliem neste sentido. Além disto, o
fltor tem efeitos toxicos quando utilizado em concentracdes elevadas e pode provocar
fluorose, tornando-se portanto crucial a descoberta de produtos alternativos menos
toxicos. No passado, o uso clinico dos ides de célcio e de fosfato nao foi bem sucedido
devido a sua baixa solubilidade, que os torna instaveis e de rapida precipitacdo,
promovendo a formacdo de tartaro dentdrio (Reynolds, 2008a; Cochrane, Cai, Hugq,
Burrow & Reynolds, 2010). Surgiu a necessidade de procurar novas terapias que
aumentassem a solubilidade dos ides de calcio e fosfato e a sua estabilidade. A capacidade
anticariogénica (diminui¢cdo da desmineralizagdo e aumento da remineralizacao) do leite
e dos lacticinios ¢ ja conhecida desde os anos 50 e deve-se a presenca de célcio, fosfato e
caseina no leite (Gurunathan, Somasundaram & Kumar, 2012) Neste seguimento, foi
descoberto em 1998 o sistema CPP-ACP (fosfopéptidos de caseina com fosfato de célcio
amorfo) preveniente da juncdo de produtos da caseina do leite com fosfato de calcio

amorfo, cujos ides apresentam maior solubilidade e estabilidade (Reynolds, 1998a;
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Gurunathan et al., 2012). O sistema CPP-ACP tem ag¢ao de remineralizacdo depositando
10es de célcio e de fosfato na rede cristalina do esmalte (Reynolds, 2008a). Este método
¢ claramente ndo invasivo e permite a gestdao de lesdes de carie ndo cavitadas sem que se
recorra a restauracao do dente. Para compreender o mecanismo de remineralizagdo e as
vantagens do sistema CPP-ACP ¢ necessario conhecer a estrutura do esmalte bem como
a sua interacdo com a saliva e com a placa bacteriana presentes no ambiente da cavidade
oral.

O presente trabalho de revisdo bibliografica é realizado no ambito da
remineralizacdo do esmalte através do sistema CPP-ACP tendo como objetivo a
compreensdo dos mecanismos de remineralizacdo e desmineralizacdo, vantagens e
desvantagens dos produtos com adi¢do de CPP-ACP e apresentagao de estudos realizados

neste sentido.

12



Desenvolvimento

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. DESMINERALIZACAO

Os dentes sdo constituidos por varias estruturas (figura 1). A coroa anatémica do
dente tem na sua por¢do mais externa uma camada de esmalte, estrutura cristalina,
mineralizada e de dureza elevada. Internamente ao esmalte encontra-se a dentina, também
mineralizada. A porg¢ao radicular da dentina encontra-se recoberta por cimento. A dentina
envolve a polpa dentéria, formada pela polpa coronal e pela polpa radicular. A polpa
contém vasos sanguineos e nervos que garantem a nutricdo e conferem sensibilidade ao
dente. A rigidez e a forma do esmalte contribuem para a prote¢do da dentina e da polpa
que se encontram sob a sua estrutura. Assim, para manter os 6érgaos dentarios saudaveis,
¢ necessario primariamente manter o esmalte saudavel, impedindo a sua

desmineralizagao.

Figura 1 — Componentes do dente e suas estruturas adjacentes.(1) esmalte; (2)
dentina; (3a) camara pulpar; (3b) corno pulpar; (3c) polpa radicular; (4)
foramen apical; (5) cimento; (6) fibras do ligamento periodontal; (7) osso
alveolar; (8) seio maxilar; (9) mucosa; (10) submucosa; (11) vasos sanguineos;
(12) gengiva); (13) linhas de Retzius. (Roberson et al., 2006)

2.1.1 ESMALTE

O esmalte recobre a porcdo corondria dos dentes sendo portanto a estrutura
dentaria mais exposta as variagdes do ambiente. A sua espessura varia no proprio dente,
sendo maior na face oclusal ou incisal e diminuindo em dire¢ao a regido cervical do dente

(figura 1). A espessura do esmalte varia ainda de dente para dente, apresentando-se mais
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espessa nos molares e menos espessa nos incisivos inferiores. Os bordos incisais de
incisivos tém aproximadamente 2 mm de espessura de esmalte, as cuspides de pré-
molares cerca de 2,3 a 2,5 mm e as ctspides de molares cerca de 2,5 a 3 mm (Roberson
et al., 2006). Adicionalmente, o esmalte apresenta cores maioritariamente acinzentadas e
possui uma translucidez caracteristica.

A origem do esmalte € ectodérmica. A ectoderme, uma parte do germe embrionario,
origina, entre outros, células denominadas ameloblastos. Estas células tém extensdes do
esmalte para a juncao amelodentinaria (JAD) as quais se chama processos de Tomes. Os
processos de Tomes formam-se no ameloblasto maduro e sdo responsaveis pela secrecao
da matriz proteica de esmalte e sua mineralizagao e orientacao dos prismas de esmalte.
Apo6s a mineralizacdo do esmalte e formagdo dos prismas, o ameloblastos degenera. Desta
forma, o esmalte ndo apresenta capacidade regeneradora por si so.

Quimicamente, o esmalte ¢ constituido por matéria inorganica (95-98% do peso),
matéria organica (1-2% do peso) e agua (~4% do peso) (Roberson et al., 2006;
Featherstone & Lussi, 2006; Hilton, Ferracane & Broome, 2013). A matéria inorganica ¢
principalmente constituida por célcio (34-39% do peso do esmalte) e por fosforo (16-18%
do peso do esmalte) (Attin, 2006), presentes na forma de cristais de hidroxiapatite [HA,
Cai0(PO4)s(OH)2] que ocupa 86-92% do volume total do esmalte (Roberson et al., 2006;
Hilton et al., 2013). A restante matéria inorganica ¢ constituida por diferentes minerais
em quantidades residuais. A matéria ou matriz organica, formada por proteinas e lipidos,
juntamente com a dgua representam cerca de 6% do volume do esmalte (Roberson et al.,
2006). A matriz organica apresenta uma rede de microporos localizada entre os cristais
de HA, a qual contém agua suficiente para permitir a entrada de acidos e outros
componentes para o interior do dente, assim como a saida de produtos da
desmineralizacdo para o exterior (Featherstone & Lussi, 2006; Hilton et al., 2013). O
sistema de microporos forma uma liga¢ao dindmica entre o meio oral, o esmalte, a dentina
e a polpa, fazendo do esmalte um tecido semipermeavel (Baratieri et al., 2003; Hilton et
al., 2013). Desta forma, os fenomenos de desmineralizagao e remineralizacao, bem como
os processos de acdo topica de produtos remineralizantes ndo ocorrem unicamente ao
nivel da superficie de esmalte mas sim em profundidade através do sistema de
microporos. Com a idade, esta permeabilidade diminui, assim como o volume dos poros,
a solubilidade aos 4cidos e o contetido de 4gua (Hilton et al., 2013).

Embora o mineral presente nos dentes seja a HA, de formula quimica

Cai0(PO4)s(OH)z2, alguns dos seus ides estao sujeitos a constante substitui¢do originando
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Desenvolvimento

formas mais soluveis na presenga de acido do que a forma original. Esta HA resultante
tem menos calcio e ¢ carbonatada, apresentando uma formula quimica geral
Cai10xNax(PO4)6.y(CO3)z(OH)2-uFu, onde X, Y, Z e U representam os nimeros variaveis de
ides constituintes. O Ca** é principalmente substituido por Na* (sédio), mas também por
Mg?" (magnésio) ou K' (potassio). Os ides OH™ podem ser substituidos por ides F-
(fluoreto), formando apatite fluoretada ou fluorapatite (FA). A FA corresponde a cerca
de 10 % de substitui¢do de HA por FA (Baratieri et al., 1993). A substituicio mais
frequente é de ides PO4* (fosfato) por ides CO3* (carbonato), embora ndo na proporgio
1:1 devido a diferenca na carga idnica. Estas substitui¢cdes destabilizam a HA e conferem-
lhe uma ja referida maior solubilidade em meio &cido devido as alteracdes na estrutura
(Baratieri et al., 2003; Featherstone & Lussi, 2006).

Estruturalmente, o esmalte ¢ constituido maioritariamente por prismas cilindricos,
correspondentes a agrupamentos de HA. Na sua estrutura estd também presente o esmalte
interprismatico, onde os cristais de HA estdo organizados em diferentes direcdes. Estes
dois componentes, prismas de esmalte e esmalte interprismatico, formam um padrao
simétrico e altamente organizado (figura 2), padrdo este cuja concentragdo de prismas
aumenta em dire¢do a JAD. Em redor dos prismas encontra-se uma fina camada de matriz
organica designada por bainha de esmalte. A funcdo da matriz ¢ servir de suporte aos
cristais de HA (Fawcett, 1995). O nimero de prismas de esmalte varia entre dentes, sendo
que um incisivo inferior tem aproximadamente 5 milhdes e um molar superior tem cerca
de 12 milhdes. Os prismas de esmalte estdo organizados de uma forma extremamente
densa e entrelagada, alinhando-se paralelamente entre si e perpendicularmente a
superficie do esmalte e a JAD, exceto na regido cervical onde os prismas se encontram
alinhados para fora e apicalmente. Os prismas de esmalte medem 4 a 8 um de didmetro,

perto da JAD e perto da superficie dentéria, respetivamente (Roberson et al., 2006).

Figura 2 — Prismas de esmalte. (R) prisma; (IR) esmalte interprismatico. (Hilton et al., 2013).
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Quando seccionados transversalmente, os prismas de esmalte apresentam uma
cabeca ou corpo de ~5 um de didmetro orientada para incisal ou oclusal, ¢ uma cauda
com ~5 um de comprimento orientada para cervical, formando uma série repetitiva de
primas interligados. Os prismas de esmalte sdo constituidos por milhdes de cristais de
apatite, de tamanhos variaveis, cujo longo eixo se encontra disposto paralelamente ao
longo eixo do prisma de esmalte, na por¢ao do corpo do prisma. Na regido da cauda do
prisma, os cristais de apatite aumentam a inclinacdo gradualmente até 65° em relagdo ao
eixo do prisma. O processo de dissolucao por acido ou processo carioso ocorre mais na
regido do corpo do prisma do que na regido da cauda ou na periferia do corpo. A camada
mais externa do esmalte, com cerca de 30 um de espessura, nao esta estruturada, ¢
aprismatica, ¢ mais mineralizada do que o restante esmalte, ocorre principalmente na
regido cervical e forma-se no final da amelogénse (Roberson et al., 2006; Poggio,
Lombardini, Dagna, Chiesa & Bianchi, 2009). A JAD, por contrario, ¢ uma zona de cerca
de 30 um de espessura cuja mineralizagdo ¢ menor (Roberson et al., 20006).

Como ja mencionado, o esmalte ¢ soltivel quando exposto a um meio acido. A sua
solubilidade ndo ¢ uniforme, sendo maior junto da JAD e menor junto a superficie do
dente, devido aos diferentes graus de mineralizagdo da sua estrutura. Quando sdo
utilizados agentes de remineralizagdo, tais como o flior ou o sistema CPP-ACP,
diminui-se a solubilidade, aumenta-se a resisténcia do esmalte a desmineralizacao ¢

promove-se a remineralizacao.

2.1.2. CARIE DENTARIA

A carie dentdria ¢ uma doenga infeciosa de origem microbiana, de carater
multifatorial, que consiste na destruicao localizada dos tecidos dentérios e pode afetar o
esmalte, a dentina ¢ o cimento. Uma tal destruicao dos tecidos dentarios calcificados
define-se por desmineralizagdo. A desmineralizagdo resulta da acao de acidos produzidos
por bactérias presentes na cavidade oral aquando da fermentagao dos hidratos de carbono
da dieta. A acumulacdo de 4cidos provoca uma descida do pH do meio oral e uma
desmineraliza¢do do esmalte (inicialmente), que por sua vez origina uma cavitagdo no
dente ou dentes afetados. A desmineralizagdo ¢ um processo que pode ser revertido, quer
contrariando as condi¢des que a favoreceram, quer agravando essas mesmas condigdes
de modo a dificultar a sua indugdo. O processo inverso da desmineralizagao corresponde

a remineralizagdo.
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A lesdo cariosa apenas ocorre se existir uma concentracdo bacteriana capaz de
produzir a quantidade de acido suficiente para desmineralizar a estrutura dentéria. A placa
bacteriana consiste numa massa gelatinosa que se forma na superficie do dente e que
metaboliza os hidratos de carbono da dieta para obter energia, libertando acidos para o
meio oral. S3o estes acidos que, exacerbando a descida do pH, provocam perda de
minerais da estrutura dentéria, provocando desmineralizacao da HA e cavitagao. Quando
o substrato deixa de estar disponivel, o metabolismo bacteriano diminui e o pH da placa
bacteriana aumenta. Quando o pH se eleva acima dos 5,5 com o auxilio da saliva, inicia-
se a regeneragdo da estrutura perdida ou remineraliza¢do. O caracter multifatorial das
lesdes cariosas justifica a detecdo da presenga de bactérias cariogénicas sem que haja
manifestagao clinica de carie.

A doenga carie diz-se multifatorial por necessitar que se reunam varios fatores para
que haja evidéncia clinica da mesma (presencga de lesdes cariosas): suscetibilidade do
hospedeiro (individuo), presenga de substrato e acdo bacteriana. A suscetibilidade ¢ a
apeténcia que cada individuo tem para desenvolver lesdes de carie, tal como o pH da
saliva, o fluxo salivar, os ides presentes na saliva, os habitos de higiene oral, a placa
bacteriana, ou a propria anatomia dentaria. Esta suscetibilidade pode ser diminuida com
a introdugdo de programas de remineralizacdo, os quais sdo baseados no uso de agentes
(como o fluor ou o sistema CPP-ACP) que diminuem o pH critico de desmineralizagao
do esmalte e obrigam a uma maior producdo de acido por parte dos microrganismos para
superar a supersaturacdo de minerais (Featherston & Lussi, 2006). A carga bacteriana
pode ser reduzida através de um controlo da mesma e de uma higiene oral cuidada. A
escovagem dos dentes provoca uma disrup¢ao na placa bacteriana, desorganizando as
colodnias nela presentes. O substrato esta relacionado com os residuos alimentares e com
o tipo de dieta ingerida pelo individuo. Este parametro pode ser controlado diminuindo a
quantidade e frequéncia de ingestdo de alimentos agucarados. A elevada frequéncia de
ingestdo de agucar ndo permite retomar aos niveis de pH favoraveis a remineralizagao.

Ainda ndo foi identificado um tnico microrganismo que fosse o responsavel direto
pelo processo da doenca cariosa. As bactérias presentes na flora oral vivem em
comunidade entre varias espécies € ndo unicamente em colonias solitarias. Porém, os
Streptococcus mutans sao uma estirpe frequentemente associada as lesdes cariosas, pelo
que a detegdo de niveis elevados de S. mutans indica a necessidade de a¢des preventivas

tais como o ajuste da dieta, a aplicacdo de selantes, a melhoria da higiene oral, entre
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Figura 3 — A carie dentaria como doenga multifatorial. A produgéo de acidos por bactérias
da placa bacteriana contribuem para a desmineralizag@o. A saliva, o fluor, a higiene oral
e uma dieta adequada contribuem para a remineralizagao. (Selwitz et al., 2007).

outros. Os Lactobacillus sdo, por outro lado, as bactérias mais frequentemente associadas
a progressao da cavitagdo em si e sdo indicadores da presenca de lesdes de caries ativas
(Kuribayashi et al., 2012).

A figura 4 mostra uma lesdo cariosa inicial na qual a superficie do esmalte se
encontra aparentemente intacta. Abaixo desta zona, encontra-se o corpo da lesdo, regiao
desmineralizada. As lesdes cariosas iniciais como as ilustradas na figura 4 denominam-

se White spot lesions e caracterizam-se pela sua coloragdo esbranquicada e opacidade.
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Tais lesoes perdem a sua translucidez devido a porosidade sob a superficie, causada pela
desmineralizagdo. Pode demorar cerca de 4 a 5 anos para que ocorra desmineralizagao
suficiente para formar cavitacao (Hilton et al., 2013). As lesdes cariosas iniciais podem
ser remineralizadas através de melhorias na higiene oral e utilizagdo de agentes de

remineralizacdo, regenerando o esmalte afetado.

Glucose, sucrose

¥y

Lactate (HL) pH<5.5

Bacteria

White-spot
lesion

HY + L

v 4

Demineralization,

Figura 4 — White spot lesion. O metabolismo bacteriano resulta na produgéo de acido (lactato).
O 4cido libertado dissocia-se formando H* que provoca a desmineralizagéo sob a superficie do
esmalte (corpo da lesdo), dissolvendo calcio e fosfato. Devido & precipitagdo que se segue,
forma-se uma superficie de esmalte aparentemente intacta (seta vermelha). As curvas brancas na
superficie de esmalte indicam a permeabilidade da mesma aos ides. (Hannig & Hannig, 2010)

Quando as lesoes sob a superficie atingem um ponto critico de desmineralizacdo, a
superficie do esmalte cede e ocorre a cavitagdo. Este processo ocorre devido a um
desequilibrio entre a desmineralizacdo e a remineralizacdo, onde a desmineralizagdo ¢
dominante. A cavitagdo do esmalte ndo pode ser revertida e normalmente acelera a
progressdo da lesdo cariosa devido a acumulacdo de residuos alimentares no local. Nesta
situacdo, a remineralizagdo ndo ¢ vidvel. Na figura 5 encontra-se representado um
esquema que visa elucidar acerca das lesdes remineralizaveis e ndo remineralizaveis. As
lesdes passiveis de remineralizagdo, lesdes que podem ser alvo dos produtos de CPP-ACP
e/ou de F, sdo as lesdes subclinicas e as lesdes no esmalte sem cavidade (ditas como

reversiveis). As restantes (irreversiveis) obrigam a tratamentos restauradores.

19



Remineralizagdo preventiva primaria do esmalte através do sistema CPP-ACP

Featherstone & Lussi (2006) estudaram a interacgao entre acido e o contetido mineral
do esmalte e verificaram que as a medida que o pH aumenta, as concentragdes de fosfato
de célcio necessérias para manter um estado de supersaturacdo diminuem. A figura 6
mostra os resultados obtidos neste estudo, representados na forma de grafico da varia¢ao

das concentragdes em solugdo de ides calcio e de ides fosfato com o pH do meio do

NIVEL DE PERDA MINERAL

IRREVERSIVEL

REVERSIVEL

Figura 5 — Nivel de perda mineral. Lesdes de esmalte sem cavitacdo sdo reversiveis e nio
necessitam de restauracdo. Lesdes cavitadas no esmalte e na dentina sdo irreversiveis e apenas
tratadas com recurso a materiais restauradores. (Baratieri et al., 2003)

esmalte (curva a cheio), a HA (curva a ponto-tracejado) e FA (curva a tracejado). Acima
de cada curva tem-se a supersaturagao dos ides de célcio e de fosfato (zona onde estes
10es ndo se encontram soluveis) e abaixo a subsaturacdo, pelo que o esmalte apresenta
sempre menor resisténcia a dissolugdo que a HA e esta que a FA, qualquer que seja o pH
do meio. Na figura estdo ainda representados os quatro passos (identificados com os
numeros 1-4) que ocorrem quando se dd um ataque 4cido: Inicialmente o pH a superficie
dentdria desce de 7,3 para 4,5 (passo 1), provocando a dissolucao de célcio e fosfato e
aumentando a concentracdo destes ides em solucdo (passo 2); devido a sua capacidade
tampao, a saliva na superficie dentaria afetada aumenta o pH local para ~7 (passo 3). A
um pH neutro, ja € possivel dar-se a remineralizagdo do esmalte afetado, diminuindo
assim os niveis de fosfato e célcio disponiveis em solu¢do. Caso estejamos na presenca
de fluor, esta remineralizagdo origina FA (passo 4). O ciclo repete-se continuamente.
Uma conclusio relevante a retirar deste estudo € a importancia da concentragdo de

calcio e fosfato em solugdo. Se estas concentragdes estiverem elevadas, mesmo em pH
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acido, ¢ possivel permanecer acima das linhas de solubilidade. Assim, a adi¢ao de célcio

e fosfato aos produtos de higiene oral ou mesmo a produtos alimentares pode auxiliar na

remineralizacdo do esmalte dentario.
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Figura 6 — Linhas de solubilidade do esmalte (curva a cheio), HA (curva a
ponto-tracejado) e FA (curva a tracejado). As setas indicam o sentido da

evolugdo nos passos 1-4 de um ataque acido. (Featherstone & Lussi, 2006)

2.1.3. PLACA BACTERIANA

A placa bacteriana ¢ um biofilme que se forma na superficie dentaria e ¢

considerada um fator crucial no desenvolvimento da doenca carie. A placa bacteriana ¢

uma acumulacdo organizada de microrganismos, entre os quais se destacam os

Streptococcus mutans, localizada e aderida a superficie dentdria. Para além de

microrganismos, na placa bacteriana estdo também presentes uma matriz de polimeros

extracelulares, ides, nutrientes sequestrados do meio oral envolvente e ainda metabolitos

resultantes da atividade dos microrganismos presentes.

A maioria dos organismos presentes na placa bacteriana ndo é encontrada em

qualquer outro local do corpo humano. Assim, a sobrevivéncia destes depende da sua

capacidade de aderéncia aos tecidos da cavidade oral, especificamente a superficie

dentaria. Os microrganismos ndo aderidos a superficie dentaria sao facilmente eliminados
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pela degluti¢do frequente da saliva ou mesmo pelo fluxo salivar. Os microrganismos com
maior capacidade de adesdo a superficie dentaria sdo os Streptococcus pelo facto de
produzirem uma matriz que os une mutuamente e por apresentarem recetores especificos
de adesdo a estrutura dentaria. A adesdo destes microrganismos a superficie dentaria e o
seu crescimento ¢ desenvolvimento permitem a adesdo de outras bactérias, tais como
bactérias filamentosas e espirais. A adesao dos microrganismos entre si origina pequenas

coldnias interdependentes no biofilme. Num biofilme encontram-se microrganismos

Bacteria

¥ '_—Receptor

Figura 7 — Organizagao estrutural da placa bacteriana. As bactérias aderem a pelicula adquirida
e entre si através de pontes de calcio e recetores especificos (roxo e vermelho). As bactérias estdo
envoltas numa matriz extracelular (linhas unindo-as) e “comunicam” entre si (setas). (Hannig &
Hannig, 2010)

aerobios, na regido mais superficial da placa bacteriana, ¢ microrganismos anaerobios,
nas camadas mais perto da estrutura dentaria. Nao obstante a sua densidade, o biofilme
possui canais de 4gua que permitem a passagem de pequenas moléculas em profundidade.

A placa bacteriana pode coexistir em dinamismo saudavel com as estruturas
dentarias desde que sejam mantidas as condi¢des de equilibrio entre ambas. No entanto,
a transi¢do de um estado de saude oral para um estado de doenga relaciona-se com
alteracdes na composi¢cdo e metabolismo das espécies bacterianas presentes na placa.

A modificagdo de um sé fator na placa bacteriana, como a consumo de agticar, pode
provocar um desequilibrio em todo o dinamismo da mesma. Se o consumo de agucar for

frequente, os produtos do metabolismo dos microrganismos da placa bacteriana
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provocam uma descida de pH para valores abaixo de 5,5 e da-se uma mudanga ecologica
no biofilme, dominando os Streptococcus mutans e os Lactobacillus, cujo potencial
cariogénico ¢ elevado, propiciando a desmineralizacdo da estrutura de esmalte. Por outro
lado, se o consumo de agtcar for moderado, o pH a superficie dentaria mantém-se acima
de 5,5, o que favorece uma comunidade microbiana rica em Streptococcus sanguis e
Streptococcus oralis, de potencial cariogénico inferior. Neste caso, propicia-se um

ambiente de remineralizagao do esmalte (Baratieri et al., 2003).

2.1.4. EROSAO DENTARIA

A erosdo dentaria ¢ a perda localizada de estrutura dentaria provocada pela acao
quimica de 4cidos ndo relacionados com o metabolismo bacteriano. Estes acidos podem
ter origem intrinseca ou extrinseca. Um acido de origem intrinseca pode ser, por exemplo,
0 suco gastrico, que por refluxo gastroesofagico chega a cavidade oral em pacientes
sofrendo de bulimia, anorexia, gastrite cronica, entre outros. Os acidos de origem
extrinseca sao os acidos presentes na dieta, medicagdo, ambientais ou inerentes ao estilo
de vida do individuo. Na dieta, os 4cidos estdo presentes em bebidas energéticas, sumos
citricos, vinho, vinagre, refrigerantes gaseificados e dgua gaseificada. A profissdo pode
ser também um fator relevante, nomeadamente quando ha exposi¢do didria a compostos
4cidos organicos e/ou inorganicos no ambiente de trabalho. E o caso dos funcionarios de
fabricas envolvidas em processos de limpeza ou em fermentagdes bacterianas a escala
industrial. Outro exemplo ¢ o dos nadadores profissionais, que apresentam maior
propensao para a erosdo dentdria por estarem em constante contacto com agua tratada
com produtos descontaminantes a base de cloro, os quais diminuem o pH do meio.

O grau de erosdo esta relacionado com varios fatores como o meio, a frequéncia e
a duragdo da mesma, assim como o método de contacto entre o dente e o acido. O grau
de erosdo pode estar também relacionado com fatores da cavidade oral do individuo,
como o fluxo salivar, o pH, a composi¢ado e a capacidade tampao da saliva, ou mesmo a
anatomia dentaria (Poggio et al., 2009). A erosdo dentéria pode afetar apenas o esmalte
dentério, como atingir propor¢des que afetam a dentina subjacente. A prevencdo da
erosao deve ser fomentada através da diminuicdo da ingestdo de alimentos acidos,
controlo de doengas que provocam refluxo gastroesofagico e escovagem dos dentes uma

hora apos o ataque acido.
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Figura 8 — Eroséo dos prismas de esmalte. Na presenca de concentragdes elevadas de H', baixo
pH, ocorre dissolugdo dos cristais de esmalte (azul claro) resultando na libertagdo de calcio e
fosfato. (Hannig & Hannig, 2010)
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2.2. REMINERALIZACAO

2.2.1. SALIVA

A saliva ¢ um fluido secretado pelas glandulas salivares, diretamente na cavidade
oral, ¢ ¢ composto principalmente por dgua, mas também por matéria organica e
inorganica. A matéria organica consiste em proteinas (principalmente glicoproteinas e
enzimas digestivos), aminodcidos, ureia, imunoglobulinas, entre outros. Uma das
proteinas presentes na saliva ¢ a estaterina, responsavel por manter altas as concentragdes
de ides de calcio e de fosfato no meio ambiente oral e por impedir a sua precipitagdo
descontrolada (Llena, Forner & Baca, 2009; Cochrane et al., 2010) (como se vera mais a
frente neste trabalho, o sistema CPP-ACP funciona muito a semelhanga desta proteina).
A matéria inorganica da saliva ¢ composta por anides (ido cloreto, o bicarbonato, o
monofosfato, o bifosfato, o sulfato, o flior, entre outros) e catides (sédio, o calcio, o
potassio, a amodnia, 0 magnésio, entre outros). Os ides calcio, bicarbonato, monofosfato e

bifosfato sdo importantes na capacidade tampao da saliva.

Tabela 1 — Fun¢des dos principais componentes da saliva. (Adaptado de Levine, 2011)

Componente da saliva Fungao

Mucinas Lubrificante da mucosa oral e dos alimentos; Inibigo da
colonizagdo bacteriana

Agua Facilita a clearance; Inibi¢&o da colonizagdo bacteriana

o-amilase, lipase lingual Digestao de amido (principalmente) e de lipidos (residual)

Bicarbonado de sédio, anidrase carbdnica, Estabilizac&o da superficie do dente

estaterina

Lisozima, lactoferrina, peroxidases, Acéo imunologica inata, ndo especifica e antibacteriana

histatinas,

Aglutinina € mucina salivares Agao imunoldgica inata que favorece a clearance bacteriana

Imunoglobulina secretéria (IgA) Acao imunoldgica adquirida, especifica, que favorece a

clearance bacteriana

A saliva desempenha diversas fungdes, ndo so digestivas, mas também lubrificantes
e protetoras do trato gastrointestinal superior (tabela 1). Destas tltimas, e no contexto do
presente trabalho, destacam-se a capacidade de tamponizacao do meio oral, a limpeza
mecanica das superficies orais, e a agdo antimicrobiana. A a¢do antimicrobiana da saliva

¢ devida por um lado a presenca de enzimas (por exemplo o lisozima), que interferem
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com o metabolismo bacteriano e impedem o crescimento celular, por outro a presenca de
imunoglobulinas como a IgA, que apresentam capacidade de adesdao a microrganismos,
facilitando a sua remog¢do mecanica ou clearance.

O fluxo salivar e a capacidade tampao da saliva sdo dois importantes pardmetros
para avaliar o risco de carie de um individuo. O fluxo salivar obtém-se medindo a
quantidade de saliva produzida num determinado periodo de tempo e ¢ variavel ao longo
do dia, sendo menor durante o sono e maior nas refeicdes. A capacidade tampao esta
relacionada com a concentragdo do ido bicarbonato e com a capacidade de neutralizar os
acidos produzidos, ou seja, manter o pH a niveis mais perto do neutro (pH 7,0). Durante
as refeicdes aumenta o fluxo salivar, aumentando, consequentemente, o conteido em
carbonato para neutralizar os acidos produzidos imediatamente apds ingestdo de actcar
(Baratieri et al., 1993).

Devido a presenca de ides de fosfato e de célcio na saliva, ides constituintes do
esmalte dentério, esta tem capacidade de protecdo natural da estrutura dentaria. A elevada
concentracdo destes ides permite uma troca constante dos mesmos entre o esmalte e a
saliva, troca esta que se inicia imediatamente apos a erup¢ao do dente na cavidade oral.
Este processo denomina-se maturacdo do esmalte. O esmalte maduro apresenta maior
resisténcia a desmineralizagdo, menor permeabilidade e maior dureza na sua superficie.
Assim, ap6s um ataque acido ao esmalte, os i1des presentes na saliva atuam na
remineralizacdo dos locais afetados. No entanto, a capacidade de remineralizagdo da
saliva ¢ dependente do pH, sendo que a alteracdo do pH devido a dieta e produgdo de
acidos pelos microrganismos determina o limite desta capacidade de regeneragdo.
Define-se como pH critico o valor de pH abaixo do qual a saliva ndo tem capacidade de
reverter a perda mineral do esmalte. Acima do pH critico, os minerais presentes em
solugdo na saliva e a superficie do dente estdo em supersaturacdo quando comparados
com a HA. Também ¢ importante referir que a presenga de fluor influencia o pH critico.
A tabela seguinte (tabela 2) mostra as relagdes entre o pH do meio, a presenga de fluor,
dissolu¢do de HA e FA, formacdo de FA, dissolucdo de FA e consequéncias para o
esmalte. De acordo com a tabela 2, o pH critico diminui na presenca de fluor, isto ¢, na
presenca de flior e consoante o pH do meio, a remineralizagcao encontra-se aumentada ou
a desmineralizagdo diminuida. Tomando como exemplo um pH entre 4,5 ¢ 5,5, na
presenca de F~ ocorre dissolu¢do de HA e FA, mas também formacdo de FA que permite

a reposicao de minerais perdidos como fosfato, calcio e fllior, prevenindo parcialmente a
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desmineralizacdo. Por outro lado, num ambiente com o mesmo pH mas na auséncia de

F, ndo ocorre formacao de FA e portanto a desmineralizagdo € superior.

Tabela 2 — Relagoes entre pH, F, dissolugdo de HA e FA, formacdo de FA e efeito no esmalte. As setas 1 e
| significam “aumentada” e “reduzida”, respetivamente. (Adaptado de Baratieri et al., 2003)

pH Presenca Dissolugdode Dissolugdo Formagdo Dissolugdo  Consequéncia no
de Fluior  minerais mais de HA e FA de FA de FA esmalte
soluveis
70 Nao Néo Nao N&o Remineralizagéo
Sim N&o Néo Sim N&o Remineralizagdo 1
Nao Sim Néo Nao N&o Remineralizagéo
59-65 Sim Sim Néo Sim N&o Remineralizagdo 1
4555 N&o Sim Sim N&o N&o Desmineralizagdo
Sim Sim Sim Sim N&o Desmineralizagéo |
<4,5 Indiferente Sim Sim Nao Sim Cérie aguda

Embora necessaria, a saliva ndo ¢ suficiente para a protecdo do esmalte por ndo
apresentar a capacidade de iniciar o processo de aumento dos niveis de ides de célcio,
fosfato e fluor (Shetty, Hegde & Bopanna, 2014). As perdas minerais vao ocorrendo
lentamente até que existe colapso da estrutura dentaria, devido ao desequilibrio entre a
perda e a reposi¢ao dos minerais, facilitada pela acumulagdo de placa bacteriana, maus
habitos de higiene oral, ndo utilizagdo de produtos fluoretados, existéncia de restauragdes

desbordantes e/ou elevado consumo de agucares, entre outros fatores.

2.2.2. A SALIVA E A REMINERALIZACAO

A saliva e 0 meio oral estdo, geralmente, supersaturados com ides de fosfato e de
calcio cuja tendéncia para precipitar ¢ elevada. Adicionalmente, a saliva contem na sua
composi¢ao um péptido com o nome estaterina que estabiliza as formas soltiveis dos ides
fosfato e calcio, prevenindo a sua precipitacdo. Tal precipitacio daria origem a uma massa
mineral depositada em redor das estruturas dentarias e a rapida formagdo de tartaro. A
estaterina permite que a deposi¢cdo de ides na superficie dentéria seja controlada e que,
portanto, a remineraliza¢do seja continua. Garantindo-se um valor de pH acima de 5,5 e
na presenca de ides fosfato, cdlcio e flior, a desmineralizagdo sofrida pelo esmalte ¢

revertida pela remineralizagdo da estrutura afetada (Roberson et al., 2006).
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As lesoes de esmalte ndo cavitadas apresentam uma rede cristalina intacta, tal como
os seus prismas. O calcio e o fosfato da saliva podem atravessar a superficie de esmalte e
precipitar nas regides desmineralizadas dos cristais de HA. A supersaturacdo da saliva
permite que este processo seja uma constante, promovendo a remineraliza¢do das lesdes.
As lesdes remineralizadas apresentam uma coloragdo mais escura, manchas negras ou
castanhas, embora sejam clinicamente intactas, sem cavitagao.

A presencga de fllior durante a remineralizag@o resulta na incorporacao deste ido na
HA formando-se FA, que apresenta maior resisténcia a ataques acidos subsequentes.
Adicionalmente, a presenga de flior promove a precipitagdo de fosfato e de calcio

(Cochrane et al., 2010).

Figura 9 — Remineralizagdo de lesdo inicial de esmalte. Esmalte antes (A) e depois (B) da
remineralizacdo. (C) esquema do esmalte antes (painel esquerdo) e depois de remineraliza¢do
(painel direito). (1) zona translucida; (2) zona escura, remineralizada a direita; (3) corpo da lesdo;
(4) esmalte superficial. (Roberson et al., 2006)

Na figura 9 pode observar-se uma lesao inicial sob a superficie de esmalte antes (A)
e depois (B) de remineralizagdo. A imagem C corresponde a uma representagdo
esquematica das anteriores. Na imagem A, a zona mais clara sob a superficie de esmalte
corresponde a zona desmineralizada. Na imagem B, a zona anteriormente
desmineralizada apresenta-se de cor escura devido a remineralizagdo. Na imagem C
podem observar-se circulos de tamanhos variados que representam o tamanho dos poros

nos diferentes locais da lesdo (Roberson et al., 2006).

2.2.3. SISTEMA CPP-ACP

Os fosfopéptidos de caseina (CPP) sdo péptidos bioativos derivados da caseina que
possuem fosforo ligado por ligagdes monoéster a residuos de serina (Nagamani, Hiremath

& Murthy, 2012). Dizem-se péptidos bioativos por serem inativos na sequéncia proteica
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onde se encontram e por sofrerem ativagdo por hidrdlise enzimdatica ou quimica (Kitts,
2006). Estes biopéptidos ligam catides bivalentes, nomeadamente calcio, mas também
magnésio, ferro, ou mesmo zinco, bario, cromio, niquel, cobalto e selénio (FitzGerald,
1998; Zong, Peng, Zhang, Lin & Feng, 2012), e ao se ligarem aumentam a solubilidade
desses i0es, interferindo com diversas fun¢des bioldgicas na cavidade oral, tais como o
equilibrio desmineralizacao/remineralizagdo do esmalte e a capacidade tampao da saliva
(Llena et al., 2009; Nongonierma & FitzGerald, 2012; Farooq, Moheet, Imran & Farooq,
2013). Tal capacidade tem sido explorada no desenvolvimento de agentes profilaticos
para a carie dentaria, erosdo dentaria ¢ mesmo para regressao de white spot lesions. Os
CPP nao sao toxicos, podendo ser utilizados como suplementos alimentares, preparagdes
farmacéuticas, conservantes alimentares e produtos nutrac€uticos derivados do leite
(Clare & Swaisgood, 2000 citados por Nagamani et al., 2012).

O sistema CPP-ACP (patenteado com o nome Recaldent™) foi introduzido em
1998 como agente de remineralizagdo do esmalte (Reynolds, 1998b). Este composto
remineraliza a estrutura dentaria favorecendo a difusdo de ides minerais até aos locais
desmineralizados do esmalte (Reynolds, 1998a). O sistema CPP-ACP ¢ um agente
cariostatico util no controlo da doenga carie, reduz a erosdo dentaria em pacientes com
refluxo gastroesofagico, reduz a desmineralizacdo, regenera white spot lesions e reduz a
hipersensibilidade (Reynolds, 2008b). Uma vantagem desta terapia ¢ o facto dos produtos
ndo serem toxicos, serem ingeriveis (ao contrario dos produtos fluoretados), serem
insipidos e apresentarem baixa antigenicidade (Azarpazhooh & Limeback, 2008;
Cochrane et al., 2010). A citotoxicidade dos CPP-ACP foi testada por Bussadori et al.
(2010), tendo-se estimado uma viabilidade de 70% em células expostas durante 7 dias ao
CPP-ACP (estes resultados foram considerados aceitaveis pelo facto do produto ter uma
aplicacao essencialmente topica) (Nongonierma & FitzGerald, 2012). Embora alguns
autores afirmem que o complexo pode ser utlizado por pacientes com intolerancia a
lactose (Azarpazhooh & Limeback, 2008), existe ainda alguma controvérsia neste ambito
(Farooq et al., 2013). Em 1999 a Food and Drug Administration (FDA) aceitou a
Recaldent como ““generally recognized as safe”” (Azarpazhooh & Limeback, 2008;
Cochrane et al., 2010).
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2.2.4. ESTRUTURA DOS CPP

Os CPP sao estruturas peptidicas ricas em aglomerados com a sequéncia primaria
padrao (motivo acidico) Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu, apresentando numerosos residuos
de serina fosforilados e por vezes também treonina (Reynolds, 1998a, 1998b; Huq, Cross
& Reynolds, 2000; Gravaghi et al., 2007; Poggio et al., 2009; Cochrane et al., 2010;
Nongonierma & FitzGerald, 2012; Zong et al., 2012). Os residuos de serina fosforilados
sdo os locais preferenciais das ligacdes dos ides de calcio (Kitts, 2006; Zong et al., 2009).
No entanto, uma vez que os CPP tém capacidade de se ligar a mais ides do que os
atribuiveis aos motivos acidicos (Cross, Huq, Palamara, Perich & Reynolds, 2005), outros
locais da sequéncia poderdao também ligar e estabilizar o célcio (Cochrane et al., 2010).

Os fosfopéptidos sdo provenientes da caseina (descoberta nos anos 80), uma
proteina presente no leite cuja grande capacidade ¢ a de estabilizar fosfato de calcio,
normalmente bastante insoluvel (Reynolds, 1998a; Azarpazhooh & Limeback, 2008;
Gurunathan et al., 2012), formando fosfato de célcio amorfo (ACP, descoberto nos anos
90) em nanocomplexos numa solu¢ao metastavel (Cai, Shen, Morgan & Reynolds, 2003;
Cross et al., 2005; Poggio et al., 2009; Cochrane et al., 2010; Gurunathan et al., 2012;
Zheng, Zheng, Zhang, Qian & Zhou, 2013). A caseina constitui 80% das proteinas
presentes no leite bovino (Silva & Malcata, 2005; Azarpazhooh & Limeback, 2008;
Cochrane et al., 2010). Foi demonstrado que a caseina nao hidrolisada ¢ anticariogénica
e antiplaca, no entanto apenas quando em doses elevadas, doses cerca de dez vezes
superiores as necessarias de CPP para o mesmo efeito (Reynolds, 1998a; Azarpazhooh &
Limeback, 2008; Nongonierma & FitzGerald, 2012) e dai a atratividade dos CPP
relativamente a sua proteina original.

As micelas de caseina sdo estruturas grosseiramente esféricas, apresentando uma
cavidade central com cerca de 100 nm de raio e contendo centenas de pequenos agregados
(nanocomplexos) de fosfato de calcio (Cross et al., 2005; Gravaghi et al., 2007). Esta
proteina tem sido associada ao calcio, sendo que um ter¢o do calcio presente no leite
bovino se encontra livre ou ligado a fosfatos, enquanto os restantes dois ter¢os se
encontram na forma de fosfato de cdlcio amorfo parcialmente ligado a caseina (Kitts,
2006). Cerca de dois tercos do calcio presente no leite bovino e metade do fosfato
inorganico encontram-se ligados as diferentes caseinas formando micelas coloidais com
uma razdo molar célcio:fosfato:caseina de 30:21:1 (Cross et al., 2005; Gravaghi et al.,

2007).
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As caseinas sdo fosforiladas durante a biossintese do leite na glandula mamaria
(FitzGerald, 1998) e o numero de residuos de serina ou treonina fosforilados ¢
influenciado pelo polimorfismo genético das proteinas, o que faz com que existam
diferentes caseinas consoante o grau de fosforilagdo das mesmas (Nongonierma &
FitzGerald, 2012). Existem quatro fragcdes primarias de caseinas no leite bovino, asi, os2,
B e x, correspondendo cada uma a aproximadamente 38%, 10%, 36% e 12% da caseina
ndo fosforilada, respetivamente (Kitts, 2006). Segundo Kitts (2006) e Nongonierma &
FitzGerald (2012), de acordo com a fracdo de caseina, assim varia o numero de grupos
fosfato presentes no péptido (tabela 3). O grau de fosforilagdo afeta diretamente a
capacidade de quelagao de minerais do CPP (Kitts, 2006), variando esta no sentido

K<P<os1<os2.

Tabela 3 — Numero de grupos fosfato em diferentes
caseinas. (Nongonierma & FitzGerald, 2012)

Caseina Nimero de grupos fosfato
as1-CN 8a9
as2-CN 10a13

B-CN 5

k-CN 1a2

Os CPP correspondem apenas a 10% da sequéncia total da caseina (Cochrane et al.,
2010) e derivam desta por hidrolise enzimatica, principalmente pela tripsina (McDonagh
& FitzGerald, 1998; Nagamani et al., 2012). Os péptidos obtidos por digestdo sucessiva
com tripsina e pepsina tém uma maior capacidade de se ligar ao célcio, sendo 248 mg de
10es de calcio por g de péptido, enquanto os péptidos em conformagao triptica t€ém uma
capacidade de quelagao de 168 mg por g de péptido (Kitts, 2006). Os CPP sequestram
fosfato de calcio numa solu¢do de pH entre 7 e 10,5 (neutro a alcalino) impedindo assim
que este se precipite sob a forma de ACP insoluvel (Kitts, 2006; Llena et al., 2009;
Cochrane et al., 2010; Nongonierma & FitzGerald, 2012). Nesta gama de pH, o ACP liga-
se através do calcio aos residuos de serina fosforilados ficando estavel (Rose, 2000;
Cochrane et al. 2010). O CPP tem capacidade de estabilizar cem vezes mais fosfato de
calcio do que normalmente € possivel em solugdo aquosa, neutra ou alcalina, antes de se
atingir a concentragdo a partir da qual se inicia a precipitacdo espontanea (Jayarajan,

Janardhanam, Jayakumar & Deepika, 2011).
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Uma solucao de CPP a 1% e pH 7, tem a capacidade de estabilizar 60 mM de célcio
e 36 mM de fosfato (Reynolds, 1998a; Cochrane et al., 2010). O péptido as1(59-79)
liga-se, no maximo e por molécula, a 24 ides de célcio e 16 de fosfato (Reynolds, 1998a).
Sob condig¢des de pH neutro ou alcalino, os CPP tém a capacidade de se ligarem a ides de
fosfato e de célcio equivalentes ao seu peso (Reynolds, 1998a; Cross et al., 2005).

Em solugdo, os ides livres e os ides ligados aos CPP existem em equilibrio,
equilibrio este que depende dos fatores do meio, tais como pH, concentragdo de ides e
presenca de superficies de ligacdo competitivas para os CPP. As ligag¢des dos ides de
calcio e de fosfato aos CPP sdo relativamente fracas, o que permite a sua dissociagao,
conduzindo a um equilibrio dinamico entre os ides livres e os ides associados, oferecendo
um reservatorio de ides biodisponiveis (Cochrane et al., 2010).

A um pH neutro, o motivo acidico encontra-se altamente carregado negativamente,
0 que além de permitir que se liguem os catides bivalentes acima referidos, também
aumenta a resisténcia do CPP a nova hidrélise (Silva & Malcata, 2005). Os péptidos
bioativos apresentam esta resisténcia a hidrdlise enzimatica devido aos grupos fosfato
ligados por ligacdes covalentes e aos residuos de prolina (Kitts, 2006).

Num estudo dos efeitos da estrutura molecular dos fosfopéptidos nas propriedades
de ligagdo ao calcio, Zong et al. (2012) mostraram que, tanto a quantidade de serina
fosforilada, como o seu arranjo no fosfopéptido, sdo fatores importantes na prevencgao da
precipitacdo de fosfato de célcio. Este estudo, realizado utilizando seis fosfopéptidos
sintetizados contendo maioritariamente residuos de serina, com diferentes graus de
fosforilacdo, e de glutamato, revelou que quanto mais residuos de serina fosforilada
estiverem presentes € quanto mais intercalados se apresentarem na sequéncia, maior a
capacidade de ligagdo ao calcio e maior a capacidade de inibigdo de precipitacdo do
fosfato de célcio. Adicionalmente, o fosfopéptido sintético contendo o motivo acidico
presente nos CPP, Ser(P);-Gluz , foi o que demonstrou menor libertagdo de fosforo
organico e o segundo menor libertador de calcio por mol de fosfopéptido. O mesmo
estudo revelou ainda que um fosfopéptido contendo duas serinas forforiladas solubiliza
menos célcio por mol de fosforo organico e liberta mais calcio por mol de fosforo
organico quando comparado com um fosfopéptido com trés serinas fosforiladas,
sugerindo que os fosfopéptidos contendo trés serinas fosforiladas formam complexos
mais estaveis com o célcio do que os que contém apenas duas serinas fosforiladas (Zong

et al., 2012).
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Tabela 4 — Sequéncia dos fosfopéptidos sintéticos utilizados no estudo. (Zong et al., 2012)

Sequéncia Numero de serinas fosforiladas
Ser-Ser-Ser-Glu-Glu Nenhuma
Ser-Ser-Ser(P)-Glu-Glu Uma

Ser-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu Duas consecutivas
Ser(P)-Ser-Ser(P)-Glu-Glu Duas intercaladas
Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu Trés consecutivas
Ser(P)-lle-Ser(P)-Ser-Ser(P)-Glu-Glu Trés intercaladas

Os complexos CPP-ACP sdo compostos por seis fosfopéptidos no maximo e a sua
formula depende do péptido envolvido. Exemplificando, a caseina as1(59-79) liga-se a
sete ACP enquanto a caseina (1-25) liga-se a oito, os quais formam complexos de seis
fosfopéptidos. Este ultimo complexo apresenta um raio médio de 1,526 + 0,44 nm a pH

6 e 1,923 + 0,082 nm a pH 9 (Nongonierma & FitzGerald, 2012).

2.2.5. OBTENCAO DE CPP

Como ja foi referido, os CPP estdo presentes na sequéncia primaria da caseina e
necessitam ser libertados para se tornarem ativos. Existem diferentes abordagens para
libertar os CPP: (1) hidrélise enzimatica in vitro, seguida de protedlise por enzimas de
mamiferos, microbios e plantas, ou recorrendo a processos fisicos (ultrassons, micro-
ondas) ou tratamentos quimicos; (2) hidrolise por bactérias proteoliticas durante a
manufatura de lacticinios fermentados (hidrdlise esta que pode ocorrer in vivo aquando
da acdo da flora microbiana intestinal de humanos); ¢ (3) digestdo in vivo por agdo de
hidrolases pancredticas e gastricas durante o transito gastrointestinal. Varios estudos
demonstraram a formacdo de CPP em humanos, porcos e ratos apos ingestao de leite e
produtos lacteos (Nongonierma & FitzGerald, 2012). A primeira abordagem ¢ a mais
usual para a obtengdo de preparacdes disponiveis no mercado e a enzima mais
comummente utilizada € a tripsina, cujos CPP obtidos apresentam uma capacidade de
ligagdo ao célcio de 0,60 mg de ides de calcio por mg de CPP, bem como uma capacidade
de solubilizar o célcio de 14,7 mg de ides de calcio por mg de CPP (McDonagh &
FitzGerald, 1998). Sendo uma abordagem de extrema importancia para a criagdo de
produtos comerciais contendo CPP, serd seguidamente descrita em mais pormenor.

O primeiro passo do processo de obtencdo dos CPP através de procedimentos

quimicos e fisicos consiste na hidrolise do caseinato de sddio pela enzima tripsina, apos
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o qual ¢ adicionado acido cloridrico ajustando o pH a 4,7 (pl da caseina) de forma a
precipitar a caseina nao hidrolisada. Apos centrifugagao, os CPP em solug¢do sao
separados da caseina precipitada, que é removida. A fragdo solivel ¢ adicionado um sal
de célcio (BaClz ou CaCl) e etanol para que se formem complexos insoluveis de célcio
com os fosfopéptidos fosforilados (a combinagdo de etanol e célcio induz a precipitagdo
seletiva de CPP com o motivo acidico). O sedimento obtido por centrifugacdo ¢ entdo
ressuspendido com &cido cloridrico a pH 3,5. Com o intuito de aumentar o grau de pureza
da solucdo de CCP, seguem-se ciclos de precipitagdo com mistura acetona:NaOH,
centrifugacdo e ressuspensao do precipitado com acido. Por fim, o sobrenadante contendo
CPP ¢ submetido a uma dialise e uma secagem por atomizagdo (spray drying), obtendo-
se assim um p6 de CPP estdvel (McDonagh & FitzGerald, 1998; Nongonierma &
FitzGerald, 2012). No fim do processo ¢ necessario basificar o pH para que o CPP possa
ligar-se ao ACP.

McDonagh & FitzGerald (1998) analisaram a produg¢do de CPP utilizando
diferentes preparagdes de proteases comercializadas, nomeadamente alcalases,
pancreatina, proteases fingicas, quimotripsina, tripsina, entre outras, e concluiram que
tanto as preparagdes enzimaticas de mamiferos, como as fingicas ou as bacterianas
podem ser utilizadas, com sucesso, na produgdo de CPP a partir de caseinato de sédio.
De facto, em qualquer dos ensaios a ligacao ao calcio variou apenas entre 0,4 ¢ 0,61 mg
de célcio por mg de CPP, e a capacidade de solubilizagao do célcio variou entre 7,4 e 24,0
mg de célcio por mg de CPP. O mesmo estudo permitiu ainda verificar que as
caracteristicas dos CPP obtidos se relacionam diretamente com o conteudo enzimatico
presente nas preparacoes de proteases, permitindo a produg¢dao de CPP com capacidades
de ligacdo e de solubilizagdo de calcio diferentes entre si. De acordo com os autores, tais
diferencas sdo devidas a variagdes nos flancos das regides fosforiladas das sequéncias de

aminoacidos.

2.2.6. OBTENCAO DE CPP-ACP

O processo de manufatura de complexos CPP-ACP foi inicialmente descrito por
Reynolds (2008b). Este processo inicia-se com uma solu¢do de hidrolisado de caseina
(CPP) como descrito anteriormente (ver obtengao de CPP), ao qual se adiciona lentamente
CaClz como fonte de célcio, NaOH para ajustar o pH entre 5 e 7 ¢ Na2HPO4 como fonte

de fosfato na formag¢do de complexos CPP-ACP. Por serem soluveis em agua, os
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complexos de CPP-ACP sao passiveis de serem separados por filtragdo dos restantes
compostos presentes em solugdo (impurezas, tais como outros péptidos provenientes da
caseina e sais), usando uma membrana com um tamanho de poro tal (~0,1 pm) que
retenha os complexos de CPP-ACP, permitindo a passagem das impurezas. Este
complexo, de dimensdes na gama dos nanometros (nanocomplexo) forma-se a um pH
entre 5 ¢ 9, sendo que a quantidade de ACP ligado aumenta com o pH até que o
equivalente peso de fosfato de calcio esteja ligado ao CPP (Nongonierma & FitzGerald,

2012).

2.2.7. MECANISMO DE ACAO

A capacidade anticariogénica do CPP-ACP prende-se com a apeténcia do CPP para
localizar o ACP na superficie dentaria (Nongonierma & FitzGerald, 2012; Farooq et al.,
2013; Shetty et al., 2014), assim como na superficie da lesdo (Cochrane et al., 2010). O
ACP, Ca3(PO4)*3H20, ¢ o percursor da HA, [Cai10(PO4)s(OH)2], e quando na presenca de
agua, o primeiro ¢ convertido no segundo. Esta capacidade ¢ dependente da dose
(Azarpazhooh & Limeback, 2008), sendo considerada maxima a uma concentracio de
CPP de 10 mg/ml (Kanekanian et al., 2008 citado por Nongonierma & FitzGerald, 2012).

O mecanismo de a¢do do CPP-ACP baseia-se nos seguintes principios: (1)
supersaturagdo de i0es de fosfato e ides de célcio na saliva de forma a modular a sua
biodisponibilidade; (2) capacidade de tamponizar a placa bacteriana e a saliva através da
manuten¢do dos niveis i6nicos altos, impedindo descidas de pH; (3) promog¢do da
remineralizacdo da HA; (4) prevengdo e redugdo da desmineralizacdo da HA; (5) atuagdo
nos microrganismos da placa bacteriana; (6) manutencdo da concentracao idnica sob a
superficie da lesdo cariosa com intuito de remineralizagdo da mesma (Rose, 2000; Llena
et al., 2009; Nongonierma & FitzGerald, 2012; Goswami, Saha & Chaitra, 2012; Farooq
et al., 2013; Shetty et al., 2014).

A grande maioria dos microrganismos patogénicos presentes na placa bacteriana
supra gengival e na superficie dentdria possuem acdo cariogénica. Os estudos de Rose
(2000) comprovaram a eficacia do composto CPP-ACP contra a formacdo de placa
bacteriana. O CPP-ACP eleva em cerca de cinco vezes os niveis de célcio e fosfato na
placa bacteriana (Gurunathan et al., 2012). O composto € incorporado na pelicula aderida
e na placa bacteriana (Reynolds, 1998a; Caruana, Mulaify, Moazzez & Bartlett, 2009)

atuando como um reservatorio de calcio e fosfato (Yengopal & Mickenautsch, 2009).
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Apesar do aumento significativo de ides de calcio e de fosfato (e de fluor, quando este ¢
fornecido juntamente com o fosfato de calcio) na placa bacteriana, ndo ha formagao de
tartaro, constatando-se que o CPP-ACP estabiliza os ides a superficie dentaria impedindo
que estes passem a sua fase cristalina, mantendo-os disponiveis (Cochrane et al., 2010).
A atuacao do CPP-ACP na placa bacteriana ¢ devida principalmente a sua capacidade
tampao, contrariando a descida de pH provocada pela producdo de &cidos pelo
metabolismo bacteriano (Nongonierma & FitzGerald, 2012). De facto, um estudo in vivo
realizado por Caruana et al. (2009) mostrou que o uso de pasta dentifrica contendo CPP-
ACP antes do consumo de hidratos de carbono tem capacidade de impedir a descida dos
niveis de pH da placa bacteriana, pelo menos a curto prazo. Marchisio, Esposito &
Genovesi (2010) realizaram um estudo in vivo onde concluiram que 48% dos pacientes
apresentaram um aumento do pH da placa bacteriana e 76% dos pacientes apresentaram
um aumento do pH da saliva apos utilizagdo de um produto com CPP-ACP. O CPP-ACP
liga-se as bactérias da placa bacteriana, inibe a sua adesdo ao esmalte e a atividade das
suas enzimas diminuindo a patogenicidade da placa, cujo metabolismo sera afetado
(Rose, 2000; Azarpazhooh & Limeback, 2008; Llena et al., 2009; Cochrane et al., 2010;
Nongonierma & FitzGerald, 2012). O composto liga-se a parede celular das bactérias
assim como a substancia intercelular, ficando a placa bacteriana colonizada por bactérias
menos cariogénicas, diminuindo a capacidade de producao de acidos do seu metabolismo
e conduzindo a uma menor desmineralizacdo da HA (Llena et al., 2009). O CPP-ACP
atua nos Streptococcus mutans e nos Streptococcus sobrinus dificultando a sua adesdo a
superficie dentaria e o seu crescimento, podendo mesmo diminuir a contagem de S.
mutans (Rose, 2000; Llena et al., 2009; Nongonierma & FitzGerald, 2012; Farooq et al.,
2013; Shetty et al., 2014).
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Figura 10 — CPP-ACP na matriz da placa bacteriana e na superficie de células
bacterianas. (Farooq et al., 2013)
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Figura 11 — Inibigdo da adesdo bacteriana através do CPP-ACP. O CPP-ACP (roxo e azul) liga-se a
pelicula adquirida competindo com os locais de ligacao do célcio a placa (I). O CPP-ACP liga-se a
superficie das bactérias (castanho) interferindo com a ligagdo das mesmas a superficie dentéria (II).
O CPP-ACEP liga-se também a macromoléculas da pelicula adquirida (vermelho) impedindo a adesao
das bactérias. A viabilidade das bactérias fica diminuida (III). (Hannig & Hannig, 2010)
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Rose (2000) sugeriu que na presenga de CPP-ACP a taxa de difusdo de célcio na
placa bacteriana estaria reduzida, tanto a pH neutro como &cido, permitindo uma
diminui¢do na perda de calcio aquando de um desafio cariogénico. De facto, o CPP-ACP
limita a perda de célcio da placa bacteriana, diminui ou previne a desmineralizagdo e
permite uma rapida remineralizacdo devido as altas concentragdes de calcio que
providencia (Rose, 2000; Caruana et al., 2009; Nongonierma & FitzGerald, 2012). A
ligagdo do complexo CPP-ACP as bactérias foi inicialmente descrita como sendo
mediada pelo calcio, onde aproximadamente trés ides de calcio de uma molécula de CPP-
ACP estariam envolvidos na coordenagdo a célula bacteriana (Rose, 2000). No entanto,
outros estudos sugerem que a maior parte das ligacdes do CPP-ACP a parede celular
bacteriana seja através de ligacdes hidrofobicas e/ou mediadas por hidrogénio (Reynolds
et al., 2003 citados por Cochrane et al., 2010).

Os CPP-ACP funcionam como um reservatorio de ides, especialmente ides de
fosfato e de calcio, que se encontram em supersaturagdo na saliva e no biofilme quando
comparados com o esmalte, o que promove a remineralizacdo em detrimento da

desmineralizacdo (Rose, 2000; Azarpazhooh & Limeback, 2008; Llena et al., 2009;
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Yengopal & Mickenautsch, 2009; Cochrane et al., 2010; Nongonierma & FitzGerald,
2012; Farooq et al., 2013).

Devido ao seu tamanho, os complexos CPP-ACP conseguem difundir-se pela placa
bacteriana, pelicula aderida e esmalte e penetrar nas porosidades da superficie da lesdo
cariosa de esmalte, invadindo o interior da lesdo (Cochrane et al., 2010; Nongonierma &
FitzGerald, 2012), ao contrario do flior que apenas remineraliza a superficie da lesdo e
ndo atua em profundidade (Jayarajan et al., 2011; Nongonierma & FitzGerald, 2012). A
remineralizacdo em profundidade melhora a estética da lesdo, a sua forca e promove a
formagao de esmalte mais resistente a futuros ataques acidos (Cochrane & Reynolds,
2012). Devido a grande afinidade do CPP a apatite, estabelece-se a ligagao dos complexos
CPP-ACP e ocorre a libertacdo de 1des. O fosfato de céalcio desloca-se do exterior para o
interior do corpo da lesdo a favor do gradiente de concentra¢do, formado pela
supersaturagdo de fosfato de célcio provocada pelo CPP-ACP a superficie do esmalte
(Vashisht, Kumar, Indira, Srinivasan & Ramachandran, 2010). Desta forma, o fosfato de
calcio ¢ depositado nos espacos vazios dos cristais de HA, isto é, nos locais
desmineralizados, ficando o CPP no interior da superficie remineralizada (Cochrane et
al., 2010). A deposicao dos ides de fosfato e calcio na HA dé-se segundo o mesmo padrao
que ocorre durante a amelogénese (Hugq et al., 2000). A formac¢do da HA no interior da
lesdo origina a formagao de fosfato e acido que por sua vez se difundem até a superficie
da lesdo através do gradiente de concentracdo. Este acido promove a dissociagdo do ACP
do CPP. Assim, aquando da remineralizacdo do esmalte, forma-se 4cido que promove a
libertagdo de mais ACP mantendo o gradiente de concentragao destes ides para o interior
da lesao (Reynolds, 1998a; Hegde, Shetty & Pardal, 2007; Gurunathan et al., 2012).

Uma vez que o ACP se dissocia do CPP em condi¢des de pH neutro e especialmente
acido, a producdo de acidos pelo metabolismo bacteriano facilita a libertacdo de ides
capazes de impedir a desmineralizacdo dos cristais de HA do esmalte, ou mesmo
remineralizar imediatamente os locais desmineralizados (Reynolds, 2008a). A semivida
do CPP na placa bacteriana ¢ de 124,8 minutos (Cochrane et al., 2010). Trés horas apds
o consumo de pastilhas elasticas com CPP-ACP, os niveis de CPP presentes na placa
bacteriana s3o 4,6 vezes mais altos do que numa placa bacteriana de controlo (Reynolds
et al., 2003 citado por Nongonierma & FitzGerald, 2012).

Para cumprirem o objetivo de estabilizar o fosfato de calcio, os CPP tém de estar
intactos. No entanto, as fosfatases e peptidases presentes na saliva e placa bacteriana

degradam as moléculas de CPP remanescentes, caso contrario estas seriam capazes de
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permanecer nas superficies dentarias aguardando por novos ides para estabilizar e agiriam
como reservatorio destes. As fosfatases defosforilam os residuos de serina necessarios as
ligagdes aos ides de calcio e de fosfato, enquanto as peptidases degradam os fosfopéptidos
por hidrdlise ou digestdo enzimatica. Os fosfopéptidos sdo também degradados por
bactérias sedimentares presentes na saliva. Por outro lado, a prépria degradagdo
enzimatica dos CPP provoca um aumento de pH, o que contribui para o objetivo da
utilizagdo destes compostos: remineralizagdo do esmalte e limitacdo da desmineralizagao
do mesmo (Cochrane et al., 2010).

Os cristais de HA remineralizados por CPP-ACP mostraram maior resisténcia aos
acidos quando comparados com esmalte de dentes ndo tratados com este composto
(Yengopal & Mickenautsch, 2009; Cochrane et al., 2010; Nongonierma & FitzGerald,
2012). No entanto, os locais ndo remineralizados, isto é, fora da zona da lesdo cariosa
antiga, apresentam resisténcia a desmineralizagdo semelhante ao esmalte de dentes ndo
tratados com CPP-ACP. Isto acontece devido a menor solubilidade dos cristais

mineralizados através do CPP-ACP (Cochrane et al., 2010).

2.2.8. CPP-ACP CcOM FLUOR

O composto CPP-ACP pode ser combinado com a agdo do flaor formando CPP-
ACFP. Para a obtengao de compostos CPP-ACFP ¢ necessario adicionar NaF (apos a
preparacdo de CPP-ACP) como fonte de fltior e a filtragdo ¢ substituida por dialise a pH
9 com membrana de 1 kDa (Reynolds, 2008b). O complexo CPP-ACFP tem um raio
médio de 2,12 + 0,26 nm (Cochrane et al., 2010; Nongonierma & FitzGerald, 2012).

Uma molécula de CPP tem capacidade de se ligar a 5 ides de fluor (Llena et al.,
2009). A combinacdo de ides F~ com outros agentes remineralizantes pode ajudar a
combater a doenca cérie, diminuindo a quantidade de fluor necessario para se atingir
eficacia e prevenir a fluorose dentaria (Rose, 2000; Nongonierma e FitzGerald, 2012).

Varios estudos tém vindo a ser realizados com o intuito de comparar o potencial de
remineralizacdo entre complexos CPP-ACP e CPP-ACFP. A co-utilizagdo de fluor,
mesmo que em concentragdes baixas, revela-se mais eficaz do que CPP-ACP sem fltior
(Llena et al., 2009; Jayarajan et al., 2011; Nongonierma & FitzGerald, 2012; Goswami et
al., 2012; Shetty et al., 2014). O uso de CPP-ACP conjuntamente com fliior tem sido
considerado como o método mais eficaz na prevencao e na regressao das lesdes cariosas

(Nongonierma & FitzGerald, 2012; Shetty et al., 2014) assim como o método que produz
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maior remineralizagdo (Llena et al., 2009; Jayarajan et al., 2011). Estudos demonstraram
que em formulagdes com ambos os compostos, CPP-ACP e fltior, a biodisponibilidade
do fluor se encontrava diminuida. O mesmo nao ocorre se a concentragdo de fltor for
mais baixa, 900 ppm. Desta forma o fosfato de célcio ndo interage com o fltior nem surge
a precipitacao de CaF2 (Gupta & Prakash, 2011 citados por Nongonierma & FitzGerald,
2012).

Cross, Huq, Stanton, Sum & Reynolds (2004) realizaram um estudo cujo objetivo
foi avaliar a estrutura da asiCN(59-79) quando ligada a ACFP. Segundo os autores, a
estrutura do CPP-ACFP resultante deste estudo apresenta uma conformagdo semelhante
a do CPP-ACP. Adicionalmente, concluiram que em pH 6 e em pH 9 os complexos
formados apresentavam a seguinte estrutura: 1 molécula de CPP, 15 ides de célcio, 9 ides
de fosfato e 3 ides de fluor, o que equivale a um racio de 5:3:1.

Kumar, Itthagarun & King (2008) realizaram um estudo utilizando Tooth Mousse
(10% CPP-ACP) de forma tdpica apos tratamento com pasta fluoretada. O tratamento
referido apresentou maior capacidade de diminui¢ao da profundidade de lesao quando
comparado com o uso de Tooth Mousse em pasta ou em aplicacdo topica, pasta fluoretada
e pasta ndo fluoretada.

Num estudo realizado por Reynolds et al. (2008), os autores constataram que
utilizando um colutério de 2,0 % de CPP-ACP com 450 ppm de F ¢ obtida uma
concentragdo de 33,0 + 17,6 nmol F/mg de placa bacteriana seca enquanto um colutério
apenas com flllor na mesma quantidade provoca uma concentra¢do de 14,4 + 6,7 nmol
F/mg de placa bacteriana seca, corroborando a hipdtese de os compostos estabilizarem os
10es, aumentando a sua biodisponibilidade. Ainda no decurso do mesmo estudo, Reynolds
etal. (2008) avaliaram a capacidade de remineraliza¢dao de um dentifrico com 2% de CPP-
ACP e 1100 ppm de F e de um dentifrico apenas com 1100 ppm de F. O dentifrico com
CPP-ACFP apresentou 2,6 vezes mais remineralizacio sob a superficie da lesdo quando
comparado com o segundo (citados por Cochrane et al., 2010).

Jayarajan et al. (2011) efetuaram um estudo comparativo para avaliar a eficdcia de
produtos topicos contendo CPP-ACP e CPP-ACFP na remineralizacdo de lesdes de cérie
criadas artificialmente. O estudo recorreu ao uso de trés grupos de tratamento: (1) saliva
artificial ou grupo de controlo; (2) 10% CPP-ACP (Tooth Mousse); (3) CPP-ACFP
(Tooth Mousse-Plus: 10% CPP-ACP e 0,2% NaF ou 900 ppm). Apds protocolo de
desmineralizagdo, os dentes foram tratados segundo o grupo no qual se inseriam, durante

4 minutos. As amostras foram avaliadas utilizando Diagnodent (laser fluorescente) e
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microscopia eletronica de varrimento (figura 12). No grupo de controlo verificou-se que
a saliva por si so € incapaz de elevar os niveis de fosfato de calcio significativamente,
apesar de deter algum poder de remineralizacdo. No grupo tratado com CPP-ACFP

(grupo que demonstrou maior remineralizagdo), os depositos calcificados foram mais
evidentes e localizavam-se nos defeitos porosos das lesdes criadas pela desmineralizagao.
Este grupo apresentou niveis de remineralizagdo superiores aos do grupo do CPP-ACP.
Mediante uma analise estatistica surgiram os seguintes niveis de remineralizagdo: 4,1 +
1,8 para o CPP-ACP; 4,8 £ 1,2 para o CPP-ACFP; e 1,7 + 0,7 para a saliva artificial.

Conclui-se que existe uma relacdo sinérgica entre o CPP-ACP e o fluor. Os autores

Figura 12 — Microscopia eletronica de varrimento apos tratamento do esmalte. (A, B) Grupo
de controlo; (C, D) grupo de CPP-ACP; (E, F) grupo de CPP-ACFP. Imagens obtidas no fim
do estudo com uma amplia¢do de 1000x (imagens A, C, E) e de 2000x (imagens B, D, F)
(Jayarajan et al., 2011)
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sublinham o facto de o estudo ter avaliado os efeitos dos produtos durante uma semana,
sendo que provavelmente se os produtos forem aplicados numa rotina diaria, os valores
de remineralizacdo poderdo ser maiores.

Shen et al. (2011) realizaram um estudo comparativo utilizando seis pastas
dentifricas: (1) placebo; (2) 1000 ppm F; (3) 5000 ppm F; (4) Tooth Mousse (10% CPP-
ACP); (5) Tooth Mousse-Plus (10% CPP-ACP e 900 ppm F); (6) Clinpro (fosfato
tricalcico e 950 ppm F sob a forma de NaF). Com 1 g de produto e 4 ml de agua
realizaram-se misturas de cada produto. Estas misturas foram utilizadas durante 1 minuto
4 vezes por dia durante 10 dias. O estudo teve varios objetivos tais como determinar a
verdadeira quantidade de fosfato, calcio e fltior nos produtos, avaliar a percentagem de
remineralizacdo provocada pelos diversos compostos e compard-la com produtos

placebo. Nas tabelas 5 e 6 podem observar-se alguns dos resultados do estudo.

Tabela 5 — Determinagdo dos conteudos minerais presentes na saliva ap6s utilizagdo de cada
produto. (Adaptado de Shen et al., 2011)

Produto Ca (umol/ml) P (amol/ml) F (ppm)
Placebo 31+1.2 2105
1000 ppm F 24409 2,410,7 106,5 + 23,0
5000 ppm F 56+14 6,2+39 584,6 + 92,5
Tooth Mousse 486+ 4,6 34,040
Tooth Mousse-Plus 51,6 £ 15,7 354 +10,3 108,8 + 38,1
Clinpro 14+0,2 25+14 91,1499

Quanto ao conteudo em célcio e fosfato na saliva, as pastas de CPP-ACP sdo as que
se evidenciam devido a grande quantidade destes minerais na saliva apos utilizacdo das
pastas, sendo a Tooth Mousse-Plus a que apresenta os valores mais altos. Relativamente
ao conteudo em fluor, a pasta com 5000 ppm F € a que apresenta o valor mais alto deste
130 na saliva apo6s utilizagdo da pasta.

Comparando um produto com CPP-ACP e flaor com um produto fluoretado a 1000
ppm, ocorre 3,7 vezes mais remineralizacdo com a utilizagcdo do primeiro. A capacidade
de remineraliza¢do dos compostos contendo CPP-ACP (Tooth Mousse e Tooth Mousse-

Plus) € maior do que a dos restantes produtos. O facto de estes compostos estabilizarem

42



Desenvolvimento

Tabela 6 — Percentagem de remineralizagdo obtida pelos
produtos dentifricos. (Adaptado de Shen et al., 2011)

Produto % de Remineralizagao
Placebo 3,7+2,1

1000 ppm F 79+21

5000 ppm F 16,3+1,3
Tooth Mousse 24223
Tooth Mousse-Plus 294 +18
Clinpro 95+11

os 10es de cdlcio e de fosfato permite que os mesmos consigam penetrar sob a lesdo
mineralizando-a desde o seu interior, ao contrario de produtos contendo apenas os ides,
cuja concentragdo ionica sem ligacao ao CPP atinge os niveis de precipitacao a superficie
do esmalte, sem penetrar na lesdo. Os autores concluiram igualmente que um produto
contendo os mesmos ides mas na auséncia de CPP (Clinpro) ndo sdo capazes de
estabiliza-los e portanto ndo permitem uma libertagdo continua dos mesmos, impedindo
a correta mineralizagdo do esmalte. Ainda, o Tooth Mousse-Plus foi o produto que
revelou maior percentagem de remineralizagdo devido ao efeito sinérgico do CPP-ACP
com o fluor.

O produto Tooth Mousse-Plus ¢ uma pasta dentifrica que combina os beneficios do
sistema CPP-ACP com os do fluor. O fltior e 0 ACP quando juntos podem precipitar sob
a forma de CaF2, diminuindo os efeitos de ambos os componentes. No entanto, um veiculo
como o CPP vem reduzir esta ocorréncia embora apenas na presenca de concentragdes de
fltor relativamente baixas, como 900 ppm, concentracdo que se encontra presente na

pasta acima referida (Azarpazhooh & Limeback, 2008).
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2.3. CPP-ACP: ONDE ESTAMOS E PARA ONDE VAMOS

Os estudos ex vivo s3o realizados em dentes previamente extraidos e todos os
protocolos decorrem fora do meio oral, em laboratorio (facto pelo qual por vezes os
autores designam os estudos por in vitro). Existem varias formas de simular os processos
de desmineralizacao e remineralizacao das estruturas dentarias, consistindo o método
mais descrito na literatura na criagdo de ciclos de pH que simulam as alteragdes
decorrentes do consumo de hidratos de carbono em intervalos de tempo regulares. O
protocolo de desmineralizagao pode provocar lesoes sob a superficie de 80 a 110 um de
profundidade (Azarpazhooh & Limeback, 2008).

Os estudos in situ consistem no uso de aplicagdes removiveis contendo placas de
esmalte previamente submetidas a um protocolo de desmineralizagdo (ver figura 13). As
aplicagdes sdo utilizadas por individuos humanos por um tempo determinado para o
estudo em causa, durante o qual ¢ aplicada uma terapéutica anticariogénica. Apds o
término do tempo definido, as aplicacdes sdo removidas e estudadas laboratorialmente
sob o ponto de vista do conteudo mineral, profundidade das lesdes, estado da superficie
do esmalte, entre outros.

Em relagio especificamente ao sistema CPP-ACP, os estudos in vivo consistem na
utilizagao de produtos contendo o complexo (com ou sem adicao de fluor), em individuos
vivos, avaliando-se os dentes antes e depois da terapéutica. Sdo avaliadas regressdes de
white spot lesions, remineralizagdo do esmalte, limitagdo do desenvolvimento de novas
lesOes cariosas, entre outros. Até a data, existem ainda poucos estudos in Vvivo

documentados relativos ao complexo CPP-ACP.

Figura 13 — Aplicagdo removivel com amostras de esmalte
dentério para estudos in situ. (Baratieri et al., 2003)
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Normalmente os estudos €x vivo utilizam dentes humanos, embora dentes bovinos
ou mesmo de ratos sejam passiveis de serem utilizados. Os dentes bovinos tém
composicdo e caracteristicas fisicas semelhantes aos dentes humanos e podem ser
recolhidos em areas geograficas especificas de modo a limitar as diferengas ambientais
ou nutricionais. Alem disso, sdo de facil obtengdo e sdo maiores do que os dentes
humanos, o que permite mais cortes do mesmo dente e possibilita a diminuicao da
variabilidade interdentaria. Por Gltimo, os dentes bovinos sdo normalmente livres de carie
e nao sdo previamente expostos a compostos fluoretados. Em conjunto, estas
caracteristicas sugerem que os dentes bovinos sao vidveis para a realizacao destes estudos.

O sistema CPP-ACP ja foi incorporado e estudado em diversos veiculos de entrega.
Este sistema de remineralizacdo do esmalte pode ser incluido em variadissimos produtos
tais como dentifricos, cremes topicos, colutdrios, pastilhas elasticas, comprimidos
orodispersiveis, leite, iogurte, doces, bebidas energéticas, refrigerantes e cimentos de
ionomero de vidro para selantes (Yengopal & Mickenautsch, 2009; Nongonierma &
FitzGerald, 2012). Existem diversos dentifricos contendo CPP-ACP, inclusive com fluor,
e estdo disponiveis em varios sabores. Estdo disponiveis no mercado colutorios com 2%
CPP-ACP bem como com 2% CPP-ACP e 450 ppm de fluor. As pastilhas elésticas sdo
tidas como 6timos veiculos de entrega de ides, por um lado por permitirem a utilizagao
de concentragdes elevadas de ides minerais (concentragdes que chegam aos niveis
presentes num litro de uma solu¢do de remineralizacdo ou saliva), por outro porque o
tempo de utilizacdo ¢ geralmente superior ao dos outros veiculos (compare-se, por
exemplo o tempo de mastigacdo de uma pastinha com o de um bochecho, cujo periodo ¢
geralmente um minuto). Além disso, a agdo de mastigar uma pastilha elastica ja produz,
por si s0, uma limpeza mecanica das superficies dentérias e estimula a producao de saliva.
Um fator ndo menos relevante ¢ o da maioria da populag@o gostar de mastigar pastilhas,
ndo sendo portanto limitativo do sucesso da terapia a adesdo por parte do utilizador
(Santhosh, Jethmalani, Shashibhushan, & Subba Reddy, 2012). Por seu lado, os
comprimidos orodispersiveis sdo igualmente um veiculo de entrega de CPP-ACP a
ponderar, uma vez que estimulam a producdo de saliva através dos seus sabores e
dissolvem-se totalmente quando consumidas, sdo eficazes e seguras (Cai et al., 2003).
Ainda, a adicao de CPP-ACP nos produtos lacticinios ja estd igualmente disponivel no
mercado em certos paises. Bebidas energéticas e outras bebidas acidas com adicdo de

CPP-ACP também ja foram testadas.
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Tabela 7 — Produtos comerciais com CPP-ACP. (Recaldent™, 2014)

Produto comercial Imagem
m /| \mi /| \mu /| \m m
Paste| |Paste| |Paste| |Paste| | Paste
Dentifricos _ N ;
& B PN | .
r<| L= |Fa..'+ = =S

Pastilhas elasticas

Leite

Estudos in vivo confirmaram que o uso diario de CPP-ACP aumenta o célcio e o
fosfato na placa bacteriana e origina uma redu¢do de 514:19% na perda mineral de esmalte
apos exposi¢cdo frequente a sacarose durante trés semanas, quando comparados com
grupos de controlo (Reynolds, 1998a). Por outro lado, o CPP-ACP ¢ eficaz mesmo em
concentragdes baixas como 0,1% (Rose, 2000).

Cai et al. (2003) realizaram um estudo in situ com o objetivo de avaliar a
remineralizacdo de uma lesdo de esmalte sob a superficie, através do consumo de
comprimidos orodispersiveis contendo CPP-ACP. Para tal, mediram o fluxo salivar
estimulado e ndo estimulado num conjunto de individuos aos quais foi colocado uma
aplica¢dao removivel em acrilico contendo quatro amostras de esmalte desmineralizado.
No estudo documentado por estes autores participaram 10 individuos adultos saudaveis,
nao medicados e sem manifestacdes de doenca de caries ativa, doenga periodontal ou
qualquer outra patologia oral. Amostras de esmalte com 4x4 mm, preparadas a partir de
terceiros molares extraidos e submetidas a um processo de desmineralizacdo para se
obterem lesdes iniciais sob a superficie, foram colocadas nas aplicagdes removiveis de

acrilico (quatro amostras por aplicagdao). Em paralelo, prepararam-se amostras para
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controlo, as quais foram armazenadas num ambiente humido. Realizaram-se quatro
tratamentos aleatorios com comprimidos contendo diferentes doses de CPP-ACP,
tratamentos esses que consistiram no consumo de um comprimido 4 vezes por dia durante
14 dias. O tempo médio de dissolucao dos comprimidos foi de 8 minutos, sem mastigagao.
As aplicacdes removiveis foram utilizadas durante o mesmo periodo de tempo para todos
0s grupos mesmo no grupo sem consumo de comprimidos. Quando removidas da
cavidade oral, as aplicagdes foram lavadas com uma escova e pasta sem adi¢do de fluor,
sem escovagem das zonas com as amostras de esmalte. Todas as amostras foram
analisadas por microrradiografia e densitometria. A tabela 8 mostra os resultados obtidos
neste estudo, onde € possivel verificar que tanto os comprimidos com 18,8 mg de CPP-
ACP (78%), como os com 56,4 mg de CPP-ACP (176%) originaram uma percentagem
de remineralizac¢do superior aos comprmidos sem adi¢do de CPP-ACP. Estes resultados
sugerem que a adicdio de CPP-ACP em comprimidos orodispersiveis induz

remineralizacdo e que a remineralizacdo dependente da dose.

Tabela 8 — Percentagem de remineralizacdo das lesdes de esmalte sob a superficie.
(Cai et al., 2003)

Tratamento: % Aumento da % de
dose de CPP-ACP por de remineralizagao remineralizagao em relagao
comprimido (mg) ao grupo de comprimidos
sem CPP-ACP
Sem tratamento 1,97 £0,33
0 7,03 + 0,65
18,8 12,50 + 1,48 5,47 (78%)
56,4 19,39 + 1,69 12,36 (176%)

Ramalingam, Messer & Reynolds (2005) estudaram o efeito da adi¢ao de diferentes
concentragdes de CPP-ACP a uma bebida energética (com alto poder erosivo) com o
intuito de: (1) determinar a concentragdo minima eficaz para prevenir a erosdo dentaria
provocada pela bebida; (2) avaliar a diferenga no sabor da bebida; (3) avaliar a
remineralizacdo da superficie de esmalte. Foram utilizados 15 dentes e para cada um
foram realizadas duas amostras. As amostras foram imersas em diferentes solu¢des de

bebida energética sem e com diferentes percentagens de CPP-ACP. A tabela 9 mostra os
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Tabela 9 — Valores de pH e de profundidade de erosdo obtidos com as diferentes
percentagens de CPP-ACP. (Adaptado de Ramalingam et al., 2005)

% CPP-ACP pH Profundidade de erosio (k,&)
0 2,709 +£ 0,012 38,70 £ 5,60
0,063 3,068 + 0,002 17,98 £ 3,05
0,09 3,273+ 0,008 4,31+0,64
0,125 3,403 £ 0,002 3,35+ 1,65
0,25 3,903 + 0,002 1,94 + 0,65

resultados de pH e da profundidade de erosdo obtidos para as diferentes quantidades de
CPP-ACP presentes na bebida energética. Como se pode verificar, o pH aumentou
progressivamente com o aumento de percentagem de CPP-ACP adicionado, embora ndo
tenha sido significativo. A profundidade de erosdo diminuiu significativamente com a
adi¢ao de CPP-ACP e mostrou-se dependente da dose. Relativamente ao sabor, foi
considerado indistinguivel. Quanto a analise da superficie do esmalte, foram observadas
imagens de microscopia eletronica de varrimento. Nas figuras 14 e 15 s@o apresentadas
algumas das imagens obtidas. As amostras imersas em bebida energética sem adi¢ao de
CPP-ACP apresentaram uma marcada erosao comparando a area de teste com a area de
controlo. Nas amostras imersas em bebida com 0,125% de CPP-ACP, a diferenca entre
area de teste e area de controlo apresentou-se mais ténue e apresentou uma ténue
irregularidade na superficie de esmalte. Nas amostras imersas em bebida com 0,25%
CPP-ACP, as irregularidades da superficie mostraram-se mais dispersas, escassas € com
aparéncia granular, segundo os autores provavelmente resultado do processo de
remineralizacao pelo CPP-ACP. O presente estudo veio confirmar o poder erosivo das
bebidas energéticas e permitiu concluir que a adig¢do de CPP-ACP ndo altera as
caracteristicas da bebida relativamente ao sabor e a cor, aumenta ligeiramente o pH e esse
aumento ¢ dose-dependente, diminui a profundidade de erosdo provocada pela mesma.
Os autores realgam ainda a importancia das condigdes do estudo permitirem considerar
os fatores protetores intraorais, como o padrdo de consumo da bebida (com ou sem
palhinha, por exemplo), o fluxo salivar, a capacidade tampdo da saliva, a formacdo de
pelicula aderida, entre outros, fatores estes impossiveis de serem considerados nos

estudos in vitro.
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Figura 14 — Microscopia eletronica de varrimento de uma amostra apos erosdo com bebida sem adigdo de
CPP-ACP. (esquerda) 250x; (direita) 4000x. (C) controlo; (T) teste. (Ramalingam et al., 2005)
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Figura 15 — Microscopia eletronica de varrimento de uma amostra ap6s erosdo com bebida com adigdo de
0,125% CPP-ACP. (esquerda) 150x; (direita) 4000x. (C) controlo; (T) teste. (Ramalingam et al., 2005)

Um estudo realizado por Hegde et al. (2007) avaliou quantitativamente a
capacidade de remineralizagdo sob a superficie de lesdes esmalte através da utilizagdo da
pasta Tooth Mousse (CPP-ACP 10%). Neste estudo foram utilizados 30 molares
recentemente extraidos a partir dos quais se prepararam 60 amostras. O contetido mineral
(célcio e fosfato) destas amostras foi primeiramente avaliado por microscopia eletronica
de varrimento com analise de energia dispersiva de raios-X, antes de as sujeitar a um
tratamento com solu¢do desmineralizante durante dois dias para induzir lesdes de esmalte
artificiais e novamente avaliar o conteido mineral das amostras pelos mesmos métodos.

As amostras foram entdo submetidas a diferentes ensaios, cada um envolvendo o
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tratamento com Tooth Mousse durante 3 minutos, duas vezes por dia e durante um
numero de dias variavel para cada ensaio. No final foi feita nova analise do contetudo
mineral. Os resultados do conteudo mineral foram apresentados na forma de racio Ca/P e
encontram-se apresentados na tabela 10. Os autores concluiram que a pasta de 10%
CPP-ACP tem significativa capacidade de remineralizacdo sob a superficie de lesdes de
esmalte. Os resultados maximos foram obtidos no tratamento de dez dias, 0 que permitiu
concluir que a eficacia do CPP-ACP ¢ dependente da duragdo do tratamento. Apods o
periodo de dez dias, o racio Ca/P ainda ndo tinha atingido os valores obtidos no esmalte
sdo (sem tratamento), facto que os autores justificaram com a insuficiente duragdo do
tratamento e sugeriram um uso diario a longo prazo para aumentar a eficacia, embora sem
qualquer suporte experimental in vivo a longo prazo. Sobre este estudo, Azarpazhooh &
Limeback (2008), numa revisao sistematica da literatura, postularam ndo existir evidéncia
experimental suficiente sobre o sistema CPP-ACP, quer em quantidade, quer em

qualidade, para afirmar a sua eficacia na prevengao de caries in vivo a longo prazo.

Tabela 10 — Resultados do conteudo mineral de cada grupo de tratamento
(Adaptado de Hegde et al., 2007).

Tratamento: Conteudo mineral
Tempo de desmineralizagéo (dias) (Razao CalP)
Sem tratamento 1,77 £ 0,06
1 1,57 £ 0,04
2 1,49 + 0,04
5 1,64 £ 0,05
10 1,71+ 0,03

Morgan et al. (2008) realizaram um estudo comparativo, in vivo e a longo prazo,
entre pastilhas eldsticas sem adi¢do de agucar na auséncia e na presenga de CPP-ACP (54
mg por pastilha). O estudo foi realizado com 2720 criangas e consistiu na mastigacao
diaria de pastilhas durante 2 anos, trés vezes por dia e durante 10 minutos, tendo sido
sempre assegurada uma higiene oral cuidada. Os autores observaram ndo s6 uma menor
progressao de caries interproximais (18% menos), como um maior numero de lesdes que
regrediram com as pastilhas de CPP-ACP em comparagdo com as do grupo de controlo.

Yengopal & Mickenautsch (2009) realizaram uma metanalise cuja questao central

consistiu em avaliar os beneficios do CPP-ACP relativamente a prevencdo de carie
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quando comparados com outro tipo de intervengdes ou placebos. Os autores reuniram
varios artigos relativos ao assunto com o intuito de responder a questdo. Em todos os
estudos analisados, as lesdes expostas ao composto CPP-ACP apresentaram maior
remineralizacdo quando comparadas com lesdes ndo expostas. Segundo os autores, a
exposicdo ao CPP-ACP a longo prazo apresenta resultados ainda melhores na prevengao
de lesoes de caries, in vivo. Os autores concluiram, portanto, que atualmente ja existe
evidéncia cientifica suficiente para afirmar que o uso regular de produtos contendo CPP-
ACP previne lesdes de cérie e remineralizam o esmalte, tanto a curto como a longo prazo.

Um outro estudo com Tooth Mousse com CPP-ACP foi realizado por Mathias,
Kavitha & Mahalaxmi (2009) com o objetivo de avaliar a aspereza de uma superficie de
esmalte tratada com microabrasdo, em comparagdo com uma superficie de esmalte tratada
com microabrasdo seguida de aplicagdo de Tooth Mousse. A microabrasdo ¢ um processo
que torna a superficie mais polida e, portanto, com menos aptidao para aderir a pelicula
e a placa bacteriana. Para este estudo foram utilizados 30 dentes recentemente extraidos,
divididos em trés grupos: (1) dentes submetidos a micro abrasao com HCI 11% e po fino
de pedra-pomes com uma taga de borracha rotatéria (com micro-motor); (2) dentes
submetidos ao mesmo procedimento de micro abrasdo seguido de aplicacdo da pasta
Tooth Mousse; (3) dentes utilizados como grupo de controlo. A aspereza ou rugosidade
das superficies foi medida. As médias de aspereza resultantes do estudo foram: 0,68 +
0,055 para o grupo tratado com micro abrasdo apenas; 0,52 £+ 0,057 para o grupo tratado
com CPP-ACP; 0,85 + 0,050 para o grupo controlo. Conclui-se que o sistema CPP-ACP
diminui a rugosidade da superficie de esmalte diminuindo assim a capacidade de adesdo
da placa bacteriana a superficie dentaria.

Poggio et al. (2009) realizaram um estudo in vitro para avaliar a eficacia da pasta
Tooth Mousse na prevengdo da erosdo dentaria produzida por um refrigerante. A
avaliagao foi feita através de microscopia de forca atdbmica (AFM). Os autores utilizaram
30 incisivos extraidos, colocados em saliva artificial a pH 7. As coroas dos dentes foram
cortadas de modo a que metade da coroa servisse de grupo controlo e a outra metade seria
o grupo de tratamento. De entre o grupo de tratamento, formaram-se trés grupos: (1)
grupo onde s0 se realizou erosdo com o refrigerante, (2) grupo que sofreu erosao seguida
de aplicacao de pasta com CPP-ACP e (3) grupo no qual apenas se aplicou a pasta. O
refrigerante utilizado para o processo de desmineralizag¢do foi a Coca-cola. No inicio do
estudo foram realizados testes a esta bebida revelando um pH de 2,44, uma concentragdo

de célcio de 20,83 mg/ml e uma concentragdo de fosfato de 175,7 mg/ml. O processo de
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desmineralizac¢do, nos grupos 1 e 2, foi realizado imergindo as amostras em 6 ml de
refrigerante durante 2 minutos seguido de lavagem com 4gua. O procedimento foi
realizado quatro vezes para cada amostra. Nos grupos de tratamento 2 e 3 foi aplicada a
pasta cobrindo toda a superficie de esmalte durante 3 minutos sem escovar. Apds os 3
minutos, a pasta foi removida com agua destilada. A pasta foi aplicada as 0, 8, 24 ¢ 36
horas sempre removendo a mesma entre tratamentos. Apds os procedimentos, todas as
amostras foram imersas em saliva artificial novamente. As amostras foram analisadas

através de AFM e os valores encontram-se na tabela 11.

Tabela 11 — Valores médios de rugosidade e profundidade das lesdes. (Poggio et al., 2009)

Grupos  Tratamento  Média dos valores de rugosidade Profundidade da lesdo (em pm)

Com tratamento 0,29 £ 0,01 0,50 £ 0,15
1 Sem tratamento 0,05+ 0,01 -

Com tratamento 0,14 £ 0,02 0,20 £ 0,09
2 Sem tratamento 0,06 + 0,02 -

Com tratamento 0,06 +0,05 0
3 Sem tratamento 0,07 £ 0,02 -

Os valores médios de rugosidade das amostras nao tratadas ndo apresentaram
diferencas significativas, o que sugere que os grupos podem ser comparados entre si. A
diferenca entre os resultados de rugosidade dos grupos 1 e 2 demonstra o poder de
remineralizacdo da pasta com CPP-ACP. Verifica-se também uma diminuicdo da
profundidade de lesdo com a aplicacdo da pasta (0,50 para 0,20 um). Os autores
concluiram que a pasta com CPP-ACP ¢ eficaz na prevencdo de erosdo dentdria
provocada pela Coca-cola e que o tratamento das superficies de esmalte consiste no
preenchimento das cavidades interprismdticas cobrindo os prismas de esmalte e
prevenindo assim o ataque acido posterior.

Cai et al. (2009) realizaram um estudo utilizando pastilhas elasticas com CPP-ACP
(Trident Xtra Care), com carbonato de calcio (Orbit Professional) e duas outras sem
adicdo de calcio (Orbit e Extra). O estudo foi realizado em 10 adultos saudéveis, sem
doenca de caries ativa, sem doencga periodontal ou outras patologias orais. Os individuos
ndo se encontravam em qualquer tratamento ou medicacdo. Neste estudo realizaram-se

diversas analises tais como: analise aos i0es presentes nas diferentes pastilhas, analise aos
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10es presentes na saliva apds mastigacdo das pastilhas durante 2 minutos e analise da
percentagem de remineralizacao de lesdes iniciais de esmalte sob a superficie. A analise
dos ides presentes nas pastilhas (tabela 12) revelou que as pastilhas com carbonato de
calcio (CaCO3) apresentavam a maior concentracdo de ides de calcio (320pmol/dose)
embora ndo biodisponiveis (apenas 69,7 £ 1,5 umol/dose estavam disponiveis em
solucdo). A pastilha que apresentou maior concentragao de calcio disponivel em solugao
foi a pastilha com CPP-ACP (88,7 + 2,6 pmol/dose), sendo que uma dose destas pastilhas
equivale a 1,96 g enquanto uma dose das pastilhas com carbonato de célcio equivale a
3,13 g de pastilha. A analise dos i0es presentes na saliva apos mastigagdo destas pastilhas
(tabela 13) demonstrou uma concentragao de calcio de 3,62 + 1,73 com as pastilhas com
CPP-ACP e 3,95 + 1,08 com as pastilhas com CaCOs, diferenga pouco significativa.
Quanto ao ido de fosfato, as concentragdes obtidas foram de 4,83 + 2,19 com as pastilhas
com CPP-ACP e 2,82 £+ 0,75 com as pastilhas com CaCOs3. Os valores do fluxo salivar
foram semelhantes para todas as pastilhas. A percentagem de remineralizagdo para a
pastilha com CPP-ACP foi de 20,67 + 1,05 %, bastante significativa, e para a pastilha
com carbonato de célcio foi de 12,43 + 0,64 %, cerca de metade da remineralizacdo pela
pastilha anterior. As duas pastilhas sem adigdo de célcio apresentaram uma percentagem

de remineralizagdo de cerca de 9 %.

Tabela 12 — Analise dos ides presentes nas diferentes pastilhas (umol/dose) (Adaptado de Cai et al., 2009)

lao Trident Xtra Care Orbit Professional Orbit Extra
Calcio 88,7+26 69,7 1,5 (320) 8,8+0,3(211) 24,0 1,2 (266)
Fosfato 375+09 0,38 £0,01

Tabela 13 — Analise dos ides presentes na saliva apos mastigacdo das diferentes pastilhas (umol/ml) (Cai
et al., 2009)

lao Saliva ndo estimulada  Trident Xtra Care  Orbit Professional Orbit Extra
Calcio 1,83 +0,47 3,62+1,73 3,95+1,08 169+026 1,99+0,39
Fosfato 511+1,68 483+219 282+0,75 349+129 346+149
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Tabela 14 — Percentagem de remineralizagdo obtida pela mastigacdo
das diferentes pastilhas. (Adaptado de Cai et al., 2009)

Pastilhas % Remineralizagéo
Trident Xtra Care 20,67 £1,05
Orbit Professional 12,43 + 0,64

Orbit 9,27 £0,59
Extra 9,32£0,35

Apesar da libertacdo de ides através da pastilha com CaCOs, estes ides nao se
encontravam disponiveis e portanto ndo promoveram a remineraliza¢io do esmalte. E de
notar que devido a diferenca de peso por dose das varias pastilhas, a analise dos ides ndo
demonstra a efetiva concentracdo das pastilhas. Apresentando os resultados em umol de
130 por grama de pastilha, a pastilha com CPP-ACP liberta 45,3 pmol de calcio por grama
de pastilha enquanto a pastilha com CaCOs liberta 22,3 umol de calcio por grama de
pastilha in vitro. E de referir que os ides presentes na saliva também podem ter uma outra
interpretacdo. A diferenca de concentragdo de ides de célcio nas duas pastilhas com
adi¢ao de calcio ndo parece significativa. No entanto, ¢ de recordar que o sistema CPP-
ACP possui capacidade de se localizar nas superficies dentarias, o que diminui a sua
concentracdo na saliva recolhida. Assim, os valores obtidos na saliva sao subestimados.
Quanto a remineralizac¢do obtida, os valores representam a eficacia do sistema CPP-ACP
na limitacdo da progressdo de lesdes iniciais de cérie e na remineralizagcdo das mesmas.
Desta forma, os autores concluem que, além de as pastilhas de CPP-ACP serem um bom
veiculo de entrega dos ides referidos, t€ém uma 6tima capacidade de remineralizacdo de
lesdes sob a superficie de esmalte quando comparadas com outras pastilhas, com e sem
calcio, disponiveis no mercado.

Walker et al. (2009) estudaram o efeito da adicdo de CPP-ACP na capacidade de
remineralizac¢do do leite bovino. O estudo in situ consistiu na adi¢do de 0,2 ¢ 0,3% CPP-
ACP no leite. O grupo de controlo foi realizado com leite sem adi¢do de CPP-ACP. As
amostras de esmalte foram imersas em solu¢do de desmineralizacdo de forma a criar
lesdes iniciais de esmalte sob a superficie. Os participantes do estudo usaram aplicagdes
removiveis com duas amostras de esmalte. Cada participante consumiu cada um dos trés
leites em trés periodos diferentes com intervalo de uma semana entre si. As aplicagdes
removiveis foram utilizadas uma vez por dia durante o consumo do leite. Os participantes

consumiram 100 ml de leite uma vez por dia, durante 30 segundos, no total de 15 dias.

54



Desenvolvimento

Apobs o consumo, os participantes permaneceram com a aplicagao removivel durante 40

minutos apos os quais foram instruidos para realizar a higiene da aplicacao removivel.

Tabela 15 — Percentagem de remineralizagdo obtida com cada
um dos leites testados. (Adaptado de Walker et al., 2009)

% CPP-ACP no leite % Remineralizagdo
0 3,02+0,10
0,2 546 £ 0,15
0,3 7,99+0,12

O consumo dos trés leites testados demonstrou resultados de remineralizacao
positivos. No entanto, os resultados obtidos com o consumo dos leites com adicdo de
CPP-ACP foram mais favoraveis quando comparados com os resultados obtidos com o
leite sem adi¢do do composto. A capacidade de remineralizagdo é dependente da dose ja
que 0,2% CPP-ACP provocou um aumento na percentagem de remineralizacdo em 81%
e uma concentracdo de 0,3% CPP-ACP provocou um aumento na percentagem de
remineralizacdo de 164% quando comparados com leite sem CPP-ACP. Os autores
concluiram que a adicdo de CPP-ACP no leite, mesmo em baixas percentagens, ¢
vantajosa no que concerne a remineralizacdo de lesdes cariosas sob a superficie do
esmalte (no corpo da lesdo).

Um estudo in vitro realizado por Lata, Varghese & Varughese (2010) utilizou
amostras de esmalte humano com o intuito de avaliar o potencial de remineralizagdo do
sistema CPP-ACP e da combina¢cdo do mesmo com flior. Foram criados quatro grupos
de tratamento: (1) verniz de fluor; (2) creme com CPP-ACP; (3) verniz de fluor seguido
de creme com CPP-ACP; (4) grupo de controlo sem tratamento. Os quatro testes foram
aplicados em amostras de esmalte ap6s protocolo de desmineralizagdo. A remineralizagao
a superficie foi medida através de microdureza de superficie e a remineralizagao sob a
superficie foi medida através de microdureza transversal. Os autores concluiram que o
verniz de flior ¢ eficaz na remineralizacdo de lesdes iniciais de céarie. Embora o CPP-
ACP e a sua combinagao com flior sejam também eficazes na remineralizagdo, os autores
concluem que a capacidade de remineralizagdo destes sistemas ndo atinge os valores de

remineralizacdo obtidos com verniz de fluor.
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Vashisht et al. (2010) realizaram um estudo ex Vivo cujo objetivo foi avaliar o efeito
da utilizacdo de Tooth Mousse na remineralizacdo de lesdes iniciais de esmalte
provocadas pela aplicacdo de acido ortofosforico durante 20 minutos. O estudo foi
realizado em pacientes cujo tratamento ortodontico incluia a extragdo dos pré-molares.
Através da aplicacdo de acido ortofosforico a 37% durante 20 minutos, foram criadas
lesdes iniciais no esmalte de dois pré-molares em cada paciente (um superior para estudo
e um inferior para controlo). Duas bandas metalicas ortodonticas foram cimentadas com
IRM (intermediate restorative material — 6xido de zinco com eugenol) em cada um dos
pré-molares em questdao sendo que no superior foi aberta uma janela. A pasta foi aplicada
na janela do pré-molar superior diariamente, durante 3 minutos trés vezes ao dia, durante
14 dias apods as refeicdes. Ao fim dos 14 dias os pré-molares foram extraidos e
examinados em cortes através de microscopia eletronica de varrimento. Os autores
concluiram que uma pasta de CPP-ACP a 10% tem capacidade de remineralizar lesdes

iniciais de esmalte e mesmo alterar a morfologia da superficie de esmalte.

Figura 16 — Imagem de microscopia eletronica de varrimento do esmalte. (esquerda) esmalte
desmineralizado; (direita) esmalte apds aplicag@o da pasta com CPP-ACP. (Vashisht et al., 2010)

A semelhanga do estudo realizado por Ramalingam et al. (2005), Manton et al.
(2010) realizaram um estudo com quatro refrigerantes acidos disponiveis no mercado. Os
refrigerantes geralmente contém dacido carbonico ou acidos organicos (como acido
citrico). Os anides de citrato fazem quelagao dos catides de célcio diminuindo os valores
dos i0es de calcio disponiveis para remineraliza¢do, limitando a remineralizacdo e
potenciando a desmineralizagdo (Featherston & Lussi, 2006; Manton et al., 2010). O
estudo consistiu em adicionar 0,2% CPP-ACP a cada refrigerante e avaliar a profundidade

da erosdo provocada, o pH das solucdes, entre outros. O controlo negativo do estudo foi
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realizado com agua destilada. Os resultados de algumas das andlises realizadas sdo
apresentados na tabela 16. Como pode ser observado na tabela 16, todos os refrigerantes
testados sem CPP-ACP provocaram lesdes erosivas nas amostras de esmalte (8,21 a
13,18). A adi¢do de CPP-ACP aos refrigerantes diminuiu em larga escala a profundidade
de erosdo provocada pelas bebidas (0,48 a 1,07). A erosdo provocada pelos refrigerantes
com CPP-ACP nao foi estatisticamente diferente dos valores obtidos para a 4gua destilada
(controlo negativo). Relativamente ao pH, as diferengas entre as bebidas com e sem CPP-
ACP nao foram significativas. Os autores concluiram que a adigdo de CPP-ACP a bebidas

acidas elimina o poder erosivo das mesmas.

Tabela 16 — Profundidade de lesdo e pH dos diferentes refrigerantes com e sem CPP-ACP.
(Adaptado de Manton et al., 2010).

Refrigerante CPP-ACP (%) Profundidade da erosao (um) pH (37°C)
0 9,45+ 4,63 2,27
Refrigerante 1
0,2 0,7+043 2,83
0 821125 2,42
Refrigerante 2
0,2 0,48 + 0,31 2,91
0 11,45+ 1,22 2,37
Refrigerante 3
0,2 1,07 £ 0,11 2,91
0 13,18 £ 1,88 2,24
Refrigerante 4
0,2 0,76 £ 0,39 2,90
Agua destilada 0,51

Santhosh et al. (2012) realizaram um estudo cujo objetivo foi comparar os niveis
de fosfato e de célcio na saliva ndo estimulada com os niveis dos mesmos ides na saliva
de individuos apoOs mastigacdo de pastilhas elasticas com adigdo de CPP-ACP.
Participaram no estudo 24 criancas com boa higiene oral e sem lesdes de carie ativas, com
1idade média de 10 anos. Primeiramente foram recolhidos 1,5 ml de saliva ndo estimulada
de cada individuo. Seguidamente, cada participante mastigou durante 20 minutos uma
pastilha elastica com adigdo de CPP-ACP. Recolheu-se novamente 1,5 ml de saliva.
Ambas as amostras foram analisadas para serem aferidas as concentracdes de célcio e de
fosfato. Os dados foram analisados estatisticamente. As concentragdes de calcio e de
fosfato antes e depois da mastigacdo das pastilhas estdo apresentadas na tabela 17. Os

niveis de célcio aumentaram em cerca de 70 % enquanto os niveis de fosfato diminuiram
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cerca de 28 %. A supersaturagdo da saliva em ides calcio € um ponto importante a reter e
potencia altamente a capacidade de remineralizagdo do esmalte. No que concerne ao
fosfato, segundo Chow et al. (1994) citados por Santhosh et al. (2012), os niveis de fosfato
decrescem quando ocorre estimulagdo da saliva, isto ¢, o fluxo salivar e a concentragdo
de fosfato sdo inversamente proporcionais. Assim, o decréscimo observado aquando do
estudo pode decorrer da estimulagdo salivar pela pastilha e ndao pelo CPP-ACP. A
diminui¢do da concentragdo de fosfato na saliva estimulada € cerca de 29 % enquanto no
estudo observou-se uma diminui¢do de 28 % podendo concluir-se que a alteragdo ndo ¢
significativa. Os autores concluiram que as pastilhas contendo CPP-ACP, quando
mastigadas por 20 minutos, possuem capacidade de aumentar a concentracao de calcio
mantendo-o disponivel para remineralizagdo. Os resultados obtidos estio em
conformacao com as conclusoes de Cai et al. (2009) cujo estudo demonstrou a capacidade
de remineralizacdo das pastilhas com CPP-ACP. Os autores sugerem um futuro estudo
utilizando as mesmas pastilhas por diferentes periodos de tempo na tentativa de obtengao

de uma recomendagao relativamente ao tempo de mastigacao da pastilha.

Tabela 17 — Concentra¢des de calcio e de fosfato na saliva antes e
depois da mastigagdo das pastilhas com CPP-ACP. (Adaptado de
Santhosh et al., 2012)

Antes Depois
Calcio (mg/dl) 7,075 + 3,964 12,075 £ 4 477
Fosfato (mg/dl) 17,475 £ 3,549 12,525 + 3,040

Wegehaupt, Taubock, Stilhard, Schmidlin & Attin (2012) realizaram um estudo in
situ e in vitro que pretendeu comparar a capacidade de remineralizagdo do sistema CPP-
ACP com a de um colutério com fltior. Foram utilizados dentes extraidos cujas amostras
foram colocadas em aplicagdes removiveis. Cada participante efetuou cinco testes (tabela
18). A microdureza das amostras foi medida no inicio do estudo. As amostras foram
imersas em Sprite light durante 2 minutos com o intuito de provocar erosao do esmalte.
A microdureza foi medida novamente. As aplicagdes removiveis foram colocadas na
cavidade oral dos participantes durante 5 minutos. Apos os 5 minutos as aplicacdes: (1)
foram removidas da boca do participante e tratadas com colutério fluoretado; (2) foram
removidas da boca do participante e tratadas com dentifrico com CPP-ACP; (3)

permaneceram na boca e o participante bochechou com colutorio fluoretado; (4)
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permaneceram na boca e o participante aplicou dentifrico com CPP-ACP nas amostras;
(5) permaneceram na boca do participante sem qualquer tratamento. Os tratamentos
tiveram duracdo de aplicacdo de 3 minutos cada. Em todos os grupos os participantes
usaram as aplicagdes removiveis durante as 4 horas seguintes ao tratamento. A
microdureza foi medida novamente no fim do estudo. Os resultados da variacdo da

microdureza nos diferentes grupos sao apresentados na tabela 18.

Tabela 18 — Testes realizados e variacdo da microdureza nos diferentes grupos. (Adaptado
de Wegehaupt et al., 2012)

Grupos Teste Variagao da microdureza
1 Colutério fluoretado (250 ppm), extraoral +18,6
2 Dentifrico com CPP-ACP (10%), extraoral +271
3 Colutério fluoretado (250 ppm), intraoral +251
4 Dentifrico com CPP-ACP (10%), intraoral +22,6
5 Controlo +18,5

As medicoes da microdureza no inicio do estudo e apds erosdo nao mostraram
diferencas significativas entre si. Os valores de remineraliza¢do do grupo tratado com
CPP-ACP extraoral foram mais baixos do que os obtidos com CPP-ACP intraoral. Os
autores sugerem que este facto podera relacionar-se com a dilui¢ao do produto pela saliva
quando aplicado na cavidade oral. Tal diluicdo nao ocorre quando o produto ¢ aplicado
in vitro. Os autores concluiram que independentemente do grupo, a microdureza inicial
ndo foi atingida. Adicionalmente, os autores concluiram ndo existir vantagem na
utilizagdo de dentifrico com CPP-ACP ou de colutério com flior na remineralizagao
intraoral de esmalte previamente erodido, quando comparados com amostras nao tratadas.
E de salientar que o presente estudo testou a eficacia dos produtos apés uma unica
utilizagao.

Um estudo realizado por Vashisht, Indira, Ramachandran, Kumar & Srinivasan
(2013) avaliou a eficacia de Tooth Mousse na remineralizagao de white spot lesions ¢ na
inibi¢do de Streptococcus mutans. Para este estudo foram necessarios 60 voluntarios que
apresentassem pelo menos uma White spot lesion. Os pacientes foram divididos em dois
grupos: um grupo de controlo € um grupo de tratamento com a referida pasta. Ao longo
dos trés meses de estudo, o grupo de controlo utilizou uma pasta fluoretada com 1450

ppm de fltior duas vezes por dia enquanto o grupo de estudo utilizou uma pasta fluoretada
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seguida de Tooth Mousse, igualmente duas vezes por dia. Ambos os grupos foram
instruidos relativamente a satde oral no inicio do estudo. Relativamente as white spot
lesions foram utilizados dois métodos, o Diagnodent ¢ o método visual. As white spot
lesions foram avaliadas segundo estes dois métodos no inicio ¢ no fim do estudo. Num
outro aspeto do estudo, a saliva ndo estimulada foi recolhida em todos os participantes
durante 5 minutos. Foi analisado o fluxo salivar, o pH salivar e foi realizada uma analise
microbioldgica de forma a contar as unidades formadoras de coldnias de Streptococcus
mutans. A saliva foi recolhida igualmente no inicio e no fim do estudo. As medicdes
finais através do Diagnodent mostraram uma redug¢ao ligeira no grupo de tratamento com
Tooth Mousse, nao sendo significativa. No entanto, o grupo de controlo mostrou um
aumento significativo nos valores obtidos pelo Diagnodent. Comparando os dois grupos
pode aferir-se que a utilizagdo de uma pasta com CPP-ACP tem capacidade de reversao
de white spot lesions através dos ides minerais presentes na pasta cuja difusdo para o
interior da lesdo permite a reparacdo da HA destruida. Os autores referem a necessidade
de estudos a longo prazo para verificar a manutengdo das melhorias obtidas.
Relativamente a contagem de Streptococcus mutans, ambos os grupos apresentaram uma
diminui¢do significativa dos valores obtidos. Desta forma, ndo pode aferir-se que a
diminui¢do nas contagens esteja relacionada apenas com a pasta com CPP-ACP mas
também com o ensino da higiene oral aquando do inicio do estudo. Relativamente ao
método visual, foram tiradas fotografias no inicio e no fim do tratamento mostrando as

alteracdes visiveis (figura 17). Segundo os autores do estudo, o sistema CPP-ACP é um

Figura 17 — Fotografias intraorais de um participante do estudo antes (a) e
depois (b) do tratamento com Tooth Mousse. (Vashisht et al., 2013)
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método preventivo viavel para combater a desmineralizagdo do esmalte e prevenir lesoes
cariosas.

Zheng et al. (2013) realizaram um estudo cujo objetivo foi avaliar o efeito do
composto CPP-ACP em esmalte erodido por dacido citrico (como ja referido,
frequentemente presente em refrigerantes). Para este estudo, foram extraidos terceiros
molares, sem lesdes cariosas, por motivos ortodonticos e conservados em agua de modo
a impedir desidratacdo dos mesmos. Foram utilizados dez dentes. Cada dente foi dividido
em quatro partes e apenas foram utilizadas as coroas. As amostras foram divididas em
trés grupos. O primeiro grupo serviu de grupo controlo tendo sido denominado grupo das
amostras originais. O segundo grupo, grupo das amostras erodidas, foi colocado numa
solucdo de 1mM de acido citrico a 37°C e pH 3,2 durante 10 minutos. O terceiro grupo,
grupo das amostras remineralizadas, foi obtido colocando as amostras do segundo grupo
numa solu¢do de CPP-ACP a 2%, 37°C e pH 7 durante 12 horas. Foi utilizada uma solu¢do
de CPP-ACP ¢ nao a pasta Tooth Mousse de modo a excluir interferéncias de outros
constituintes da pasta. Para cada um dos grupos referidos foram realizados varios testes:
(1) microscopia de varrimento confocal a laser, (2) microscopia eletronica de varrimento,
(3) energia dispersiva de raios-x, (4) nanoindentagdo e (5) nanorrisco. Os primeiros dois
testes avaliam a morfologia microscépica do esmalte; o terceiro teste avalia a composi¢ao
quimica da superficie de esmalte; o quarto avalia a dureza do esmalte; o quinto avalia a
resisténcia do esmalte ao desgaste. Através dos resultados da microscopia de varrimento
confocal a laser, pdde observar-se que as amostras iniciais apresentavam-se lisas e
compactas (figura 18); as amostras erodidas por acido citrico apresentavam uma
aparéncia em favo de mel devido a desmineralizagdo (figura 19); apds remineralizagao
com a solu¢do de CPP-ACP, as amostras apresentavam alguns depositos, a estrutura em
favo de mel encontrava-se menos distinta e a rugosidade diminuida (figura 20).

E possivel verificar que a estrutura em favo de mel criada pela erosio acidica foi
parcialmente preenchida pelo fosfato de calcio amorfo depositado nestes locais. Pode
aferir-se que o CPP-ACP tem capacidade de reparacdo da morfologia do esmalte
danificado embora ndo totalmente, devido a nao regressao total do aspeto em favo de mel.

A analise da composi¢do quimica do esmalte, analise da energia dispersiva de
raios-X, comprova que os componentes principais do esmalte sdo o célcio, o fosfato, o
carbono e o oxigénio. As amostras de esmalte erodido apresentavam picos de célcio e de

fosfato mais baixos quando comparados com os das amostras do grupo de controlo, o que
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Figura 18 - Microscopia de varrimento confocal a laser — imagem 3D das
amostras originais. (Zheng et al., 2013)

Figura 19 - Microscopia de varrimento confocal a laser — imagem 3D das
amostras erodidas. (Zheng et al., 2013)

Figura 20 - Microscopia de varrimento confocal a laser — imagem 3D das
amostras remineralizadas. (Zheng et al., 2013)
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significa que as amostras erodidas possuem um menor conteudo mineral. Apds a
remineralizacao com a solucao de CPP-ACP, as amostras apresentavam picos de fosfato
e de célcio significativamente mais altos, o que demonstra um aumento no conteudo
mineral apos o tratamento com CPP-ACP. No entanto, os picos destes minerais ndo se
encontravam tdo marcados quando comparados com as amostras originais (figura 21)

concluindo-se que a perda de mineral aquando da erosdo ndo foi totalmente revertida.
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Figura 21 - Anélise da energia dispersiva de raios-X dos trés grupos de amostras (Zheng et al., 2013)

Propriedades mecanicas como a dureza e o mddulo de elasticidade foram também
avaliadas (figura 22). Ambos os parametros mostraram-se diminuidos apos erosdo por
acido citrico, quando comparados com as amostras originais. Por sua vez, as amostras
tratadas com CPP-ACP demonstraram um aumento de dureza e do modulo de
elasticidade. Assim, os autores concluem que o tratamento com este sistema tem
capacidade de restabelecer, em parte, a dureza e o0 modulo de elasticidade do esmalte
erodido por acido. No entanto, pelo facto de os valores destes pardmetros no grupo de
tratamento ndo terem atingido os valores das amostras do grupo de controlo, pode também
aferir-se que o sistema CPP-ACP ndo permite uma total regeneragdo da dureza perdida
pela erosdo (no tempo decorrido durante este estudo).

Por ultimo, foi analisado o volume de desgaste de cada grupo de amostras quando
submetidos a uma carga de for¢a constante (10mN). As amostras que apresentaram maior
desgaste foram as do grupo submetido a erosdo citrica. Apos remineralizacdo com o

sistema CPP-ACP, o volume de desgaste apresentou-se diminuido embora nao atingindo
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Figura 22 — Dureza ¢ moédulo de elasticidade dos trés grupos de
amostras. (Zheng et al., 2013)
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Figura 23 — Volume de desgaste por nanorriscos nos trés grupos de
amostras. (Zheng et al., 2013)

os valores da amostra original. Os dados sdo representados na figura 23. Os autores deste
estudo concluem que as propriedades do esmalte erodido sdo passiveis de ser melhoradas
com a utilizagdo do sistema CPP-ACP, auxiliando a minorar o desgaste.

Este estudo avaliou a eficacia do sistema CPP-ACP sob diversos aspetos. O CPP-
ACP proporciona melhorias na estrutura do esmalte a nivel da dureza, resisténcia ao
desgaste, modulo de elasticidade, regeneragdo dos cristais desmineralizados, composi¢ao
mineral, ¢ morfologia microscépica. Em todos estes parametros, o CPP-ACP mostrou-se
eficaz embora ndo restituindo totalmente os valores e aspetos do esmalte, quando

comparados com as amostras originais.
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Grewal, Kudupudi & Grewal (2013) efetuaram um estudo in situ com o objetivo de
avaliar o potencial de remineralizacao de esmalte pelo sistema CPP-ACP ap6s o consumo
de Coca-cola. Os autores recolheram 30 pré-molares higidos de um banco de dentes e
fabricaram trés amostras de cada dente. Uma amostra de cada dente foi incluida no grupo
controlo; a segunda foi incluida no grupo da andlise por microscopia eletronica de
varrimento e a ultima foi incluida no grupo da analise da solubilidade de célcio e de
fosforo. As duas amostras para analise foram colocadas em aplicagdes removiveis para
uso dos 30 participantes do estudo. Cada participante usou uma aplicagdo removivel e
ingeriu 30 ml de Coca-cola, bochechando durante 1 minuto e deitando fora. Em seguida,
os individuos bochecharam com agua durante 2 minutos. O processo repetiu-se quatro
vezes por dia nos dias 1, 4, 8, 12 e 15 do estudo. Apenas uma das amostras de cada
aplicagao removivel foi tratada com pasta dentifrica com CPP-ACP nos dias do bochecho
com Coca-cola apds a exposicao ao refrigerante. Dos 30 participantes, em 15 realizou-se
a analise com microscopio eletronico de varrimento e nos outros 15 realizou-se a analise
da solubilidade do calcio e do fosforo. Relativamente as imagens obtidas por microscopia
eletroénica de varrimento, os autores verificaram que no inicio da experiéncia ndo se
observava perda de esmalte interprismatico. Apos exposi¢ao ao refrigerante, as imagens
de microscopia de varrimento mostravam desmineraliza¢do significativa, perda de
mineral interprismatico e margens rugosas. As imagens apos aplicacao de CPP-ACP
apresentaram preenchimento significativo dos espacos interprismdticos, o que indica
remineralizacdo significativa. Quanto a andlise de solubilidade do célcio e do fosforo, os
valores demonstraram aumento significativo apenas nos valores da solubilidade do célcio.
Os valores de solubilidade do fésforo nao revelaram alteracdes significativas entre os trés
grupos. Os autores concluiram que o sistema CPP-ACP promove significativamente a
remineralizacdo de esmalte apds erosdo pela bebida em questdo. Conclui-se também que
esta remineralizagdo esta relacionada em grande parte com o aumento da solubilidade do
calcio a superficie do esmalte. Os autores reforgam a importancia da prevengdo nos
individuos com habitos de consumo deste tipo de refrigerantes devido a sua alta
capacidade de erosdo do esmalte. Nestes individuos ¢ aconselhavel a utilizacdo de
métodos adicionais de remineralizacdo tais como o sistema CPP-ACP apo6s o consumo
destas bebidas.

Balakrishnan, Jonathan, Benin & Kuumar (2013) realizaram um estudo
comparativo com o objetivo de analisar o potencial de remineralizagdo de trés dentifricos

diferentes contendo: (1) CPP-ACP; (2) fosfato tricalcico e NaF; e (3) fosfossilicato de
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sodio e célcio. Os produtos possuem composi¢ao e mecanismo de agdo diferentes entre
si embora os trés tenham capacidade de remineralizagdo do esmalte. Para este estudo os
autores utilizaram 45 pré-molares higidos extraidos por motivos ortodonticos. Estes
foram limpos e armazenados em saliva artificial. As amostras foram divididas em trés
grupos ¢ cada grupo foi tratado por um dentifrico diferente. No inicio do estudo, as
amostras foram analisadas segundo o seu conteudo mineral e a sua dureza. Todas as
amostras foram submetidas a dois ciclos de desmineralizacdo e novamente analisadas
segundo conteudo mineral e dureza. Seguiram-se os ciclos de remineralizagdo, iguais
entre si. Cada ciclo de remineralizacdo consistiu na utilizagdo da pasta atribuida a cada
grupo de estudo durante 3 minutos, duas vezes por dia, durante 15 dias. Os testes de
conteudo mineral e dureza foram repetidos. Depois de 15 dias repetiu-se o processo de
remineraliza¢do para cada grupo utilizando a pasta atribuida. Os testes foram repetidos e
as amostras armazenadas em saliva artificial. Os resultados dos testes sdo apresentados

nas tabelas 19 e 20.

Tabela 19 — Resultados dos testes de conteado mineral (mg/cm?). (Adaptado de Balakrishnan et al., 2013)

Grupos 2x 1x Diferenga 2x Diferenga
Desmineralizagao Remineralizagao média Remineralizagao média
1 2021,40 £ 12,09 2048,40 + 49,63 36,01 2065,30 + 67,97 52,91
2 2021,50 + 13,02 2041,70 + 40,25 27,21 2048,40 + 49,14 33,91
3 2019,00 + 14,23 2042,90 + 36,01 20,91 2056,50 + 57,70 34,51

Tabela 20 — Resultados dos testes de dureza. (Adaptado de Balakrishnan et al., 2013)

Grupos 2x 1x Diferenga 2x Diferenga
Desmineralizagdo ~ Remineraliza¢ao média Remineralizagao média
1 201,80 + 23,89 235,32 + 37,76 26,91 249,42 + 36,13 39,02
2 204,06 + 23,33 221,00 £ 26,36 24,41 230,02 £ 25,22 33,41
3 202,37 £ 22,88 224,38 + 22,51 22,02 235,26 + 21,69 33,89

Nas tabelas anteriores pode notar-se que os valores obtidos no grupo tratado com o
dentifrico com CPP-ACP sdo superiores tanto na dureza como no conteido mineral
apesar de todos os dentifricos terem aumentado significativamente os referidos valores.
Desta forma, os autores concluem que entre os trés dentifricos estudados, o dentifrico

com CPP-ACP apresenta o maior potencial de remineralizagdo provavelmente devido a
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natureza peculiar do CPP e a sua capacidade de manter o fosfato de calcio em solucdo
metastavel.

Liet al. (2014) realizaram um revisdo sistematica na qual incluiram estudos a longo
prazo (minimo de 3 meses de follow up) acerca da capacidade de remineralizagdo de
lesOes iniciais de carie in vivo. Os autores incluiram na sua revisdo oitos estudos cujas
especificagdes eram compativeis com os seus requisitos de inclusdo. Dos oito estudos,
cinco eram relativos a tratamento ortodontico. O follow up dos estudos incluidos variou
entre 3 meses e 2 anos. Todos os estudos comparavam o sistema CPP-ACP com outros
sistemas de remineralizagdo existentes ou com placebos. Em nenhum dos estudos
analisados se declarou ocorréncia de efeitos secundarios provenientes da aplicagdo do
sistema CPP-ACP. Apos a andlise dos estudos incluidos, os autores concluiram que
apesar de o sistema CPP-ACP demonstrar capacidade de remineralizacdo de lesdes
cariosas iniciais, os resultados ndo foram melhores do que os obtidos com produtos
fluoretados. Segundo os autores, sdo necessarios mais estudos in vivo a longo prazo, com
métodos mais rigorosos (por exemplo, maior nimero de amostras), para avaliar as
vantagens e recomendacdes do sistema CPP-ACP.

Em suma, a grande maioria dos autores dos estudos realizados neste ambito
afirmam a eficécia do sistema CPP-ACP na promogao da remineralizacdo bem como na
prevengdo da desmineralizacdo do esmalte (Reynolds, 1998a; Rose, 2000; Cai et al.,
2003; Ramalingam et al., 2005; Yamaguchi, Miyazaki, Takamizawa, Inage & Moore,
2006; Hegde et al., 2007; Kumar et al., 2008; Reynolds, 2008a; Morgan et al., 2008;
Manton et al., 2008; Azarpazhooh & Limeback, 2008; Walker et al., 2009; Cai et al.,
2009; Mathias et al., 2009; Poggio et al., 2009; Llena et al., 2009; Yengopal &
Mickenautsch, 2009; Manton et al., 2010; Vashisht et al., 2010; Cochrane et al., 2010;
Shen et al., 2011; Jayarajan et al., 2011; Santhosh et al., 2012; Nongonierma &
FitzGerald, 2012; Gurunathan et al., 2012; Goswami et al., 2012; Zheng et al., 2013;
Vashisht et al., 2013; Farooq et al., 2013; Grewal et al, 2013; Balakrishnan et al., 2013;
Poggio, Lombardini, Vigorelli & Ceci, 2013; Somasundaram, Vimala & Mandke, 2013;
Shetty et al., 2014). No entanto, alguns autores chegaram a conclusdo que ndo existe
vantagem na utilizagdo do composto CPP-ACP ou CPP-ACFP relativamente a outros
adjuvantes da higiene oral (Lata et al., 2010; Beerens, van der Veen, van Beek & ten Cate,
2010; Wegehaupt et al., 2012; Li et al., 2014). As controvérsias entre estudos parecem
estar relacionadas com os protocolos utilizados por cada estudo. Fatores como a

quantidade de produto utilizada, o tempo de exposicao, o tempo de duragdo do estudo, o
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veiculo de entrega do composto ou outras condigdes da experiéncia podem alterar os
resultados dos estudos (Nongonierma & Fitzgerald, 2012; Wegehaupt et al., 2012).
Adicionalmente, os fatores presentes na cavidade oral ndo sdo passiveis de serem
reproduzidos fielmente em estudos in Situ ou in vitro. Variaveis como o fluxo salivar, a
estimulacdo de saliva provocada pelos compostos, a interagdo dos compostos com
proteinas e outros constituintes da saliva ou a interacdo dos compostos com a placa
bacteriana ndo sdo analisadas nos estudos in situ e in vitro. A auséncia de tais fatores nos

estudos podera estar na base das diferengas nos resultados obtidos.
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3. CONCLUSAO

Um dos objetivos atuais da medicina dentaria conservadora devera consistir no
tratamento nao invasivo das lesdes de carie ndo cavitadas. Este processo implica a
remineralizacdo dos cristais de HA afetados fornecendo ides de calcio, de fosfato e de
floor de forma a formar fluorhidroxiapatite e FA, mais resistentes a futuros ataques
acidos. A medicina dentaria preventiva devera apostar nestes recursos de forma a prevenir
lesdes de carie e reduzir a incidéncia desta doenca na populacdo visto o CPP-ACP
promover o crescimento de cristais de HA.

E importante o conhecimento deste sistema de forma a institui-lo nas praticas
modernas de medicina dentaria preventiva. Em individuos com risco de caries ¢
importante a capacidade de inibicdo da desmineralizacdo providenciada pelo sistema
CPP-ACP bem como a formagio de cristais mais resistentes a futuros ataques acidos. E
de salientar a utilidade destes compostos em pacientes com alto risco de caries como
doentes com fluxo salivar diminuido (por exemplo devido a tratamento com radiacdo),
doentes com reflexo de vomito (por exemplo devido a anorexia ou bulimia), entre outros.
Nestes individuos o equilibrio entre a desmineralizag@o e a remineralizagdo esta afetado,
prevalecendo a desmineraliza¢do. Uma agao preventiva promissora seria aplicar produtos
contendo CPP-ACP com o intuito de diminuir o risco de caries associado a estes
pacientes. Em individuos nos quais ja se evidenciam lesdes iniciais cariosas, o CPP-ACP
e o CPP-ACFP podem ser utilizados como tratamento ndo invasivo de forma a recuperar
os cristais afetados pelo processo carioso através do fornecimento de ides de célcio, de
fosfato e de fluor.

O sistema CPP-ACP ja foi incorporado com sucesso em diversos veiculos de
entrega como pastas dentifricas, colutorios, pastilhas eldsticas, comprimidos
orodispersiveis, leite, bebidas acidas, entre outros. Os estudos apresentados ao longo
deste trabalho indicam que o sistema CPP-ACP atua aumentando os niveis de ides de
calcio, fosfato e flior na saliva, na placa bacteriana e na superficie dentaria, promove a
remineralizac¢do dos cristais de HA, melhora a estética reduzindo visivelmente as white
spot lesions, aumenta a dureza e o médulo de elasticidade do esmalte, diminui a aspereza
do esmalte, previne a erosdo, diminui os efeitos da erosdo e elimina o poder erosivo de
bebidas acidas.

Conclui-se assim que o sistema CPP-ACP ¢ um agente de remineralizagao eficiente

na medida em que promove a remineralizagdo, diminui a desmineralizacao e localiza-se
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na superficie dentdria exercendo atividade. Além disto, o sistema atua ndo somente a
superficie dentaria mas também sob a superficie dentéria, no corpo das lesoes.

A utilizagdo do sistema CPP-ACP ¢ vantajosa relativamente a utilizacdo de
produtos fluoretados. Os produtos fluoretados atuam unicamente a superficie do esmalte,
remineralizando-a, ndo atingindo o corpo da lesdo, sob a superficie. Adicionalmente, o
flior pode ser toxico quando ingerido em doses altas e pode provocar alteragdes no
desenvolvimento do esmalte, como manchas de fluorose. A combinacao de CPP-ACP
com fluor tem potencial para evitar manchas de fluorose em criancas e diminuir a
incidéncia de céries.

O uso de adjuvantes da higiene oral suplementados com CPP-ACP ¢ seguro e
eficaz. No entanto, s3o necessarios mais estudos de modo a aferir se estes produtos podem
ou ndo ser aplicados em individuos com intolerancia a lactose. Estudos in vivo a longo
prazo sdo também necessarios, visto a grande parte dos estudos realizados serem in vitro
ou in situ a curto prazo.

Como ¢ demonstrado ao longo deste trabalho, a maioria dos estudos existentes
afirma que a tecnologia do sistema CPP-ACP e do sistema CPP-ACFP ¢ atualmente
considerada eficaz e cientificamente corroborada por inumeros estudos, pelo que o seu

uso didrio € vantajoso e justificado.
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