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Resumo

RESUMO

A erosdo dentaria ¢ um problema de saude publica, cujo tratamento ainda ndo pos-
sui um farmaco de eleigdo. O esmalte ¢ constituido por hidroxiapatite (um complexo de
fosfato e calcio) que em meio acido ¢ dissociado. A componente mais importante presente
na cavidade oral para a prote¢do e remineralizacdo do esmalte ¢ a saliva. A saliva apre-
senta capacidade tampao, permitindo a manuten¢ao do pH e de minerais no ambiente oral.
O fluor é o composto mais utilizado para combater a desmineralizacdo, no entanto esta
associado ao risco de fluorose. Assim, o desafio nesta area consiste em encontrar um
substituto do fluor, ou encontrar/desenvolver um farmaco contendo este elemento mas
que apresente menor toxicidade. Foram ja estudados diversos farmacos, quer de origem
natural, quer sintética, e alguns mostraram elevado potencial de remineralizagdo. Exem-
plos sdo o vidro bioativo, a teobromina, a CPP-ACP, o xilitol, a goma arabica, o Chitosan,

entre outros.

Palavras chave: erosdao dentaria, remineralizagao, fluor, vidro bioativo, teobromina,

xilitol, CPP-ACP, goma arabica.



Farmacos com atividade auto-regeneradora do esmalte dentario

ABSTRACT

Dental erosion is a public health problem that does not have an ideal drug for its
treatment. Enamel is formed by crystals of hidroxiapatite (a calcium and phosphate con-
taining complex) that breaks down in the presence of an acid environment. Saliva is the
most important component for the protection and remineralization of enamel. This fluid
has a buffering effect, allowing the maintenance of pH and minerals in the oral environ-
ment. Fluoride is the most used compound in cases of desmineralization but it has toxic
effects, like fluorosis. Therefore, the main goal in this field of study is to find a substitute
of fluoride or even a drug capable of being associated with it, reducing the risk of this
side effect. Different drugs, both of natural and synthetic origin, have already been ana-
lyzed and several have shown marked remineralization potential. Examples are bioactive

glass, theobromine, CPP-ACP, xylitol, gum arabic, chitosan, among others.

Key Words: dental erosion, remineralization, fluoride, bioactive glass, theobro-

mine, xylitol, CPP-ACP, gum arabic, chitosan.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

A necessidade de farmacos potenciadores da remineralizagdo nao invasiva do es-
malte constitui uma importante area de estudo, uma vez que atualmente a estética dentéria
corresponde a uma das grandes preocupacdes do Ser Humano (Cardoso et al., 2014; Wang
& Lussi, 2012). Dado que, o tratamento estético nesta vertente implica elevados custos
econdmicos, a preocupacao dos cientistas remete-se em estudar moléculas com potenciais
propriedades remineralizantes, de maneira a reduzir esses custos (Burt, 2006; Li, Wang,

Joiner, & Chang, 2014; von Fraunhofer & Rogers, 2006).

Com o facil acesso a alimentos, refrigerantes gaseificados e certas substancias to-
xicas (tabaco, por exemplo) houve um aumento da erosdo do esmalte consequente de
alteragdes de pH provocadas por estes mesmos produtos (Wang & Lussi, 2012). A des-
mineralizagdo causada pela carie dentéria, doenga que afeta o esmalte através da bactéria
estreptococcus mutans (principalmente) diminuiu bastante no final dos anos 1970. Tal
pensa-se ter sido devido a adi¢ao de fluor nas 4guas de consumo publico e a produtos de

higiene oral (Cochrane, Cai, Huq, Burrow, & Reynolds, 2010).

O Fluor apresenta toxicidade em concentragdes elevadas e, como tal, existe a ne-
cessidade de procurar outros agentes remineralizantes e/ou preventivos menos toxicos
(Cochrane et al., 2010). A utilizagdo individual de i0es fosfato e ides calcio mostrou nao
ser vidvel, uma vez que apresentam baixa solubilidade, podendo precipitar de forma in-
desejavel e formar tataro dentério (Cai et al., 2009; Cochrane et al., 2010). Ao longo dos
anos, varios cientistas t€ém estudado diversos farmacos potenciadores da remineralizagao
do esmalte e tém sido conseguidos bons resultados in vitro. Porém, a falta de ensaios
clinicos tem sido uma barreira no desenvolvimento deste tipo de fArmacos (Amaechi et
al., 2013a; Cardoso et al., 2014; Kitasako et al., 2011; Souza et al., 2010). Como se dis-
cutird mais adiante, os farmacos de origem natural tém um grande pode remineralizante,
como a caseina (constituinte do leite), a teobromina (proveniente do cacau), o xilitol e a
goma arabica (atualmente utilizados em pastilhas), principalmente ndo possuem efeito
toxico no organismo uma vez que a sua clearence oral ¢ rapida (Amaechi et al., 2013b;
Onishi et al., 2008; Pinto, Caira, & Cuollo, 2012). Farmacos como o fluor, os vidros bio-
ativos e os fosfopéptidos de caseina tém sido os mais utilizados para a remineralizagao

do esmalte, como mostra o capitulo 2.
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Os diversos mecanismos de acao que este tipo de farmacos apresenta constitui uma
base para o desenvolvimento dos mesmos, e como profissional de saude, a importincia
de entender o que acontece a nivel quimico € a chave para desbloquear as barreiras exis-
tentes em cada um deles e perceber se ¢ melhor utilizar o firmaco sozinho ou em associ-

ac¢dao com outro.

A revisdo bibliografica presente remete para estratégias de remineralizacdo do es-
malte a nivel quimico. Para tal ¢ necessario perceber todo o processo de formagdo do
esmalte tal como todo o meio que o rodeia, saliva, flora e todos os processos que envol-
vem cada um dos farmacos a nivel da cavidade oral, de maneira a poder auxiliar de qual-

quer maneira possiveis leitores desta revisao.

1.1 Esmalte

Os dentes (figura 1) possuem uma estrutura complexa e Unica, sendo a face mais
externa o esmalte e interiormente a este encontramos a dentina que cobre a polpa dentaria,
responsavel pela nutricao e sensibilidade do dente uma vez que ¢ irrigada por vasos san-

guineos e nervos (Brezeanu & Beresescu, 2011).

Figura 1 - Estrutura do dente e respectivos componentes. (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).

14



Introducdo

O esmalte tem origem ectodérmica, ou seja, surge da ectoderme, uma porcao do
germe embriondrio responsavel pela origem de varias células. Os ameloblastos corres-
pondem as células responsaveis pelo inicio da formagao do esmalte formando, pelos pro-
cessos de Tomes, uma coluna que liberta prismas de Hidroxiapatite (HA), ao qual se da
o nome de estagio secretorio da produgdo do esmalte. Apods o término deste estagio surge
o de maturagdo, que corresponde a mineralizagdo completa dos prismas de HA, formando

o esmalte definitivo (Levine, 2011).

A Hidroxiapatite ¢ o mineral constituinte do esmalte e corresponde a forma crista-
lizada do fosfato de calcio (S Huang, Gao, Cheng, & Yu, 2011; Levine, 2011; Roveri et
al., 2009). Os 10es de célcio e fosfato precipitam quando a concentragdo excede a solubi-
lidade dos mesmos. O ido calcio é sempre um catido divalente (Ca*"), enquanto o ido
fosfato pode apresentar-se em diferentes formas ionicas, correspondendo a diferentes
graus de protonagdo, formas essas que dependem do pH do meio (figura 2). Podemos
encontrar o anido di-hidrogenofosfato (H2POx4"), o hidrogenofosfato (HPO4%) e o fosfato
(PO4*). O fosfato de célcio mono-hidrogenado apresenta uma constante de solubilidade
de 10 ¢ o fosfato de calcio di-hidrogenado uma constante de 10, o que significa que, a

um pH de 6,2, 0o HPO4? é cerca de 100 vezes menos solivel que o H2PO4™ (Levine, 2011).

a Ks=10-6 Above pH 7.0
Ca* + HPO«>~ = CaHPOa4
50% (amorphous
pH62 1| solid)
50% 1lv Reversible, complex
Ca?* + 2H2PO4'- solid state changes
- 10-4
Ks=10 Cao(POe)s(OH),
(hydroxyapatite
crystals)
b
o on on

| | |
0=I|’—0H 0=l|’—0—l|’—0H

o o 0

Pi PPi
(HPO42form)

Figura 2 - Precipitagdo do fosfato de calcio e estrutura do ortofosfato (Pi) e do pirofosfato (PPi). (a)
Precipitacdo e solubilidade do fosfato de calcio a diferentes pH. A pH 6,2 o fosfato de calcio di-hidrogenado
¢ 100 vezes menos soluvel que o fosfato de calcio monohidrogenado. A ph 7,0 podemos observar que
grande maioria dos i0es de fosfate sdo monohidrogenados. O fosfato de calcio monohidrogenado precipita
num solido amorfo que sofre, por espontaneidade, um rearranjo e forma o cristal de Hidroxiapatite. (b)
estruturas da forma ionizada do Pi e PPi a ph 7,2 (Levine, 2011).
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1.2 Erosdo Dentaria

A erosdo dentaria ¢ uma condi¢ao multifatorial, podendo ser causada por diversos
agentes intrinsecos e/ou extrinsecos e consiste na desmineralizacdo do esmalte dentario
(Wang & Lussi, 2012). Estudos mostram que a prevaléncia de erosdo ¢ superior em adul-
tos (52-56 anos) comparativamente a jovens (32-36 anos) (Benjakul & Chuenarrom,
2011). O processo de desmineralizacao do esmalte estd associado a um aumento da in-
gestdo de alimentos e bebidas acidicas (Wang & Lussi, 2012). Sendo uma condig¢@o mul-
tifatorial depende de diversos fatores, quimicos e biologicos (Cochrane, Cai, Huq, Bur-

row, & Reynolds, 2010).

Biologicamente, a erosao depende da estrutura do dente e da sua interagdo com os
tecidos moles, lingua e gengiva. A saliva tem um papel importante na erosdo dentaria,
uma vez que funciona como barreira semipermeavel de protecao do esmalte, dado que
apresenta efeito tampao, isto ¢, impede alteragdes do pH da cavidade oral (Cochrane et
al., 2010). Na sua constituicdo encontramos diversos ides, como o calcio e o fosfato, sem
os quais a remineralizagdo dentaria ndo pode ser efetuada (Zero & Lussi, 2005). Estudos
mostraram que a diminui¢do de fluxo salivar estd diretamente relacionado com um au-
mento da erosdo, devido a uma deficiéncia no sistema tampao (Benjakul & Chuenarrom,

2011; Jarvinen, Rytomaa, & Heinonen, 1991).

Quimicamente, a ingestao diversa e incorreta de alimentos e bebidas alteram, nos
dias de hoje, ndo s6 o pH da cavidade oral, como também a concentracdo de minerais na
(Wang & Lussi, 2012). Estas alteracdes levam a perdas de ides (calcio e fosfato) e a uma
diminui¢do da capacidade de quelagdo do calcio. As bebidas gaseificadas apresentam
também capacidade tampao, o que torna mais dificil e mais lento o processo de neutrali-

zagdo do meio por parte do fluido salivar (Wang & Lussi, 2012; Zero & Lussi, 2005).

A erosdo pode ser classificada em 4 graus como se pode observar na tabela 1.

Tabela 1- Diversos graus de erosdo dentaria, graus 2 e 3 verifica-se também
erosdo da dentina (Adaptado de Wang & Lussi, 2012).

Grau Condicéo
0 N&o ha eroséo
1 Perda inicial do esmalte da superficie
2 Perda esmalte inferior a 50%
3 Perda de esmalte superior a 50%

16



Introducéo

O processo de desmineralizacao dentéria corresponde a dissolucao dos prismas de
Hidroxiapatite aquando na presenca excessiva de ides H' e respetiva diminuigdo do pH,
como se pode observar na figura 3 (Dong, Chang, Zhou, & Lin, 2010; Hannig & Hannig,
2010; S. Huang, Gao, Cheng, & Yu, 2011; Zou et al., 2008).

Enamel crystallite

30-60 nm

100-1,000 nm
H, O™/ H"

Enamel
erystallite .

LS

Enamel

Figura 3 - Erosdo dentaria provocada pelo excesso de H+ na cavidade oral,
provocando dissolugdo dos prismas de Hidroxiapatite em ides livres de fosfato
e calcio (seta vermelha) (Hannig & Hannig, 2010).

1.3 Caries Dentaria

Para estudar a remineralizacdo dentaria é necessario também entender um pouco
dos fatores que causam a sua desmineralizagao, sendo a caries dentaria uma das principais
causas de desmineralizagdo (Cai et al., 2009; Cochrane et al., 2010; Hannig & Hannig,
2010; S. Huang et al., 2011; Jarvinen et al., 1991; Tschoppe, Zandim, Martus, & Kiel-

bassa, 2011; Zero & Lussi, 2005) é importante estudar o seu mecanismo.

O organismo responsavel pela carie dentaria ¢ o Streptococcus mutans, bactéria
Gram + pertencente ao género streptococcus (Cochrane et al., 2010; Robinson et al.,
2000). A desmineralizagdo ocorre durante a fermentagdo dos hidratos de carbono pela

bactéria, do qual resulta a libertagdo de um acido (lactato), que por sua vez origina uma
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alteragdo do pH do meio devido a libertagdo de ides H', dissolvendo os ides calcio € o
fosfato, como se pode observar na figura 4 (Hannig & Hannig, 2010). Estas lesoes inici-
ais, quando ndo sdo tratadas, podem criar cavita¢do, ou desmineralizagdo profunda do

esmalte, chegando até a dentina (von Fraunhofer & Rogers, 2006).

Glucose, sucrose

Bacteria

Lactate (HL) pH<5.5 Pellicle

2

Ca’* +HPO,”

White-spof

el

1IN i

Figura 4 - White spot lesion. Metabolismo da fermentacdo de hidratos de
carbono formando um acido (lactato) que desmineraliza o esmalte (fosfato de
Calcio) através da libertagdo de ides H+, no entanto forma uma faixa com
porosidade para entrada de ides como se pode observar através da seta
vermelha onde ocorre mineralizagdo (Hannig & Hannig, 2010).

1.4 Placa Bacteriana

A placa bacteriana consiste num biofilme que adere a uma pelicula de proteinas,
proveniente da saliva (figura 5) (Hannig & Hannig, 2010). Este biofilme ¢ a principal
causa de doencas na cavidade oral como gengivite, caries e a periodontite e, como tal, ¢
importante o seu controlo dado que a caries € o principal fator de desmineralizacdo den-
taria (Pessoa, Mestre, Paula, & Gebert, 2002). Existem dois mecanismos de controlo da
placa bacteriana, um mecanico e um quimico. Como fatores mecanicos encontramos di-
versos dispositivos de remocgao de placa como a escova dentaria, fio dentario, palitos in-
terdentais, escovas interproximais, raspagem supragengival ¢ escovas elétricas (Pessoa et
al., 2002). Quimicamente encontramos uma variedade de produtos comercializados,
como por exemplo, dentifricos, clorohexidina (desinfetante), fluoretos, 6leos essenciais,
compostos quaternarios de amonia (cetrimida, por exemplo), agentes oxidantes e por fim

triclosan e sais minerais (Pessoa et al., 2002).
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Tratando-se de bactérias localizadas unicamente na cavidade oral, a sua manuten-
¢do depende da sua capacidade de adesdo, por isso uma ligeira altera¢do na sua constitui-
¢do ou do meio que as rodeia pode provocar o desequilibrio em todo o sistema, podendo
originar o favorecimento ou desfavorecimento da remineralizagdo do esmalte. Com a
simples alteracao do consumo de acticar (glucose) por parte das bactérias, pode originar
uma descida de pH para cerca de 5,5, o que favorece a espécie Streptococcus mutans
(agente cariogenico). Por outro lado um dado consumo de glucose pode manter o pH

acima de 5,5 e ai proporcionar a remineraliza¢do do esmalte (Baratiri et al., 2003).

Bacteria

Figura 5 - Biofilme e bioadesdo da placa bacteriana ao esmalte dentario. As proteinas
interagem com o esmalte dentario, formando uma pelicula proteica a qual se liga a
adesina (proteina constituinte da bactéria), formando um biofilme com a ajuda de ponte
de célcio, como se observa na figura (Hannig & Hannig, 2010).

1.5 Remineralizacdo

A remineralizacdo consiste no processo de transferéncia de anides e catides até ao
nucleo da lesdao do esmalte e a consequente regeneragdo (Tschoppe et al., 2011).Sendo a
saliva o principal agente bioldgico de protecdo e remineralizacdo da cavidade oral ¢ im-

portante conhecer a sua composi¢ao (tabela 2).
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1.6 Saliva

A saliva ¢ o fluido que confere prote¢do na cavidade oral, a diversos niveis (Kaplan,
Baum, Investigations, & Branch, 1993). A sua constituicdo pode ser dividida em matéria
organica e matéria inorganica. Como matéria organica presente na saliva temos proteinas,
aminoacidos, imunoglobulinas, ureia, por exemplo. A parte inorgénica da saliva possui
catides (como o sodio, célcio, potédssio, entre outros) € anides (como cloreto, bicarbonato,
fluor, entre outros) (Cochrane et al., 2010; Kaplan et al., 1993). Como se pode observar
na tabela 2 a saliva tem diversas fung¢des, ndo s6 a nivel de protecao da cavidade dentéria
mas também digestivas (amilase, lipase). Devido a sua fun¢ao antibacteriana (lisozima,
peroxidases, por exemplo) e a presenca de estaterina, a saliva desempenha um papel im-
portante ndo s6 na prevencao da desmineralizacdo como também na remineralizagao den-
taria. A estaterina tem a fun¢do de transportar os ides de calcio e fosfato durante a secre-
¢do da saliva por parte das glandulas salivares, bem como de inibir a precipitacdo espon-

tanea, em solugdes supersaturadas, de fosfato de calcio (Mendoza-barrera, 2005).

A saliva tem ainda um papel importante na manuten¢do do pH do ambiente oral,
uma vez que apresenta capacidade tampao. Esse efeito tampao estd relacionado com a
concentragao do 3o bicarbonato e a sua capacidade de neutralizar 4cidos, mantendo o pH
proximo do neutro (pH 7,0). O seu papel antibacteriano ¢ importante no contexto deste
trabalho dado ser a principal causa de desmineralizacdo de esmalte, como ja referido an-

teriormente.

Tabela 2 - Componentes da saliva e suas principais fungdes (Adaptado de Levine, 2011).

Componentes da saliva Funcéo

Mucinas Lubrificante da mucosa oral e dos alimentos; Inibi-
¢a0 da colonizagéo bacteriana

Agua Facilita a clearence; Inibicao da colonizag&o bac-
teriana

a-amilase, lipase lingual Digestao do amido e de lipidos

Bicarbonato de sédio, anidrase car- | Estabilizagdo da superficie do dente
bonica, estaterina

Lisozima, lactoferrina, peroxidases, | Ag¢do imunoldgica inata, ndo especifica e antibac-

histatinas teriana

Aglutinina e mucina salivares Agao imunolégica inata que favorece a clearence
bacteriana

Imunoglobulina secretoria (IgA) Acéo imunoldgica adquirida, especifica, que favo-

rece a clearence bacteriana
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O principal alvo desta revisdo vai de encontro com o estudo de farmacos com pro-
priedades regeneradoras do esmalte dentdrio de maneira a encontrar um possivel firmaco
ou associagdo de farmacos, capaz de induzir a remineraliza¢ao de forma mais adequada

sem qualquer efeito toxico adjacente.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Sistema CPP-ACP
Fosfopeptidos de caseina (CPP)

Os CPP sao fosfopéptidos de caseina bioativos que possuem fosforo unidos a resi-
duos de serina, Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu, por ligagdes monoéster. Estes fosfopépti-
dos sdo provenientes da caseina (descoberto nos anos 80) (FitzGerald, 1998; Nongo-
nierma & Fitzgerald, 2012; Oliveira et al., 2014; Zheng, Zheng, Zhang, Qian, & Zhou,
2013). A caseina ¢ uma proteina do leite bastante insoltivel e com capacidade de estabi-
lizar fosfato de calcio, formando o fosfato de calcio amorfo (ACP). Dizem-se bioativos
por necessitarem de ativagao por hidrélise enzimatica ou quimica para se tornarem ativos
(Nongonierma & Fitzgerald, 2012; Oliveira et al., 2014). Estes fosfopéptidos ligam cati-
oes bivalentes (célcio, magnésio, ferro, entre outros) e aumentam a solubilidade dos mes-
mos, podendo alterar o equilibrio de desmineralizagdo/remineralizagdao do esmalte denté-
rio e a capacidade tampao da saliva (Cai et al., 2009; Zheng et al., 2013). Dado o seu
caracter ndo toxico, tornaram-se importantes objetos de estudo na area da odontologia

restaurativa.

Como foi acima referido, Os CPP sdao compostos bioativos, necessitando de ativa-
¢do para exercerem a sua agdo farmacolédgica. Esta ativagdo pode ser por: (1) hidrolise
enzimatica in vitro, seguida de prote6lise por enzimas de mamiferos, microbios e plantas,
ou recorrendo a processos fisicos (ultrassons e micro-ondas) ou tratamento quimico; (2)
hidrélise por bactérias proteoliticas durante manufatura de lacticinios fermentados; (3)
digestdo in vivo por agdo de hidrolases pancreaticas e gastricas durante o transito gastroi-
ntestinal (Nongonierma & Fitzgerald, 2012). Fitzgerald et al. (FitzGerald, 1998) utiliza-
ram a tripsina para realizarem a hidrdlise enzimatica, tendo obtido CPP com capacidade
de ligacdo ao calcio de 0,60 mg (Ca®") por mg de CPP, e solubilizar 14,7 mg de Ca** por
miligrama de CPP. No seguinte esquema podemos observar todo o processo de obtengao

da CPP at¢ se obter uma CPP estavel capaz de se ligar ao ACP.
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Hidrélise do caseinatode sédio pela tripsina

\ @
@

Adicéo de HCL (até pH 4.7) para precipitar acaseinanéo
hidrolisada;

A%

Centrifugagdo

calcio (BaCl, ou CaCl,) e de etanol para formar complexos
insoltveis de Ca?* com fosfopeptidos fosforilados;

Remocgéo da caseina precipitada e adicdo de um sal de

Aumento do grau de pureza da CPP através de através de ciclos
de precipitagéo com misturade NaOH — centrifugagdo —
ressuspensaodo precipitadocomum acido

O Sobrenadante contendo CPP é submetido adidlisee

secagem por atomizagao (spraydrying);

Obtengéo de um po estavelde CPP e
basificagdodo pH para pode haver ligagéo
com o fosfato de calcio amorfo (ACP).

\

Esquema representando o processo de obtengdo do sistema CPP (Adaptado de Nongonierma & Fitzgerald,

2012).

Obtencéo CPP-ACP

O sistema CPP-ACP foi introduzido pela primeira vez em 1998 e patenteado com
o nome de Recaldent™ (Cai et al., 2009). Este sistema favorece a difusdo dos ides mine-
rais até ao local lesado (desmineralizado) do esmalte. E um agente cariostatico, reduzindo
a erosdo dentaria em pacientes com refluxo gastroesofagico. Em 2010 foi testada a cito-
toxicidade e estimou-se 70% de viabilidade em células expostas durante 7 dias e, por ser
um produto de aplicagdo topica, este resultado foi aceite pela FDA (Food and drug ad-
ministration) como “generally recognize as safe” (Cochrane et al., 2010). A obtengao
deste complexo foi descrito por Reynolds (2008) e consiste na adicdo de duas moléculas
como fontes de calcio e fosfato (CaCla e Na2HPOu4, respetivamente) e de NaOH para

ajustes e pH. Ap6s formar a solucao filtra-se a mesma para retirar impurezas, usando um
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filtro de aproximadamente 1 um onde fica retido o complexo pretendido (Farooq, Moheet,

Imran, & Farooq, 2013; Hannig & Hannig, 2010; Nongonierma & Fitzgerald, 2012).

Mecanismo de A¢ao

O sistema CPP-ACP possui diversas caracteristicas importantes para se realizar o
processo de remineralizacdo como a supersaturagao dos ides calcio e fosfato na saliva;
capacidade de tamponizar a placa bacteriana (figura 6) e a saliva; promocao da remine-
ralizagdo da HA; prevencao e reducdo da desmineralizagdo da HA; atuagao nos micro-

organismos da placa bacteriana (figura 7); manuten¢do da concentrag@o ionica sob a su-

perficie da lesdo.

Figura 6 - Imagem eletronica microscopica do sistema CPP-ACP ligado a
bactérias da placa inibindo a sua adesdo (Farooq et al., 2013).
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Figura 7 - Inibi¢do da adesdo bacteriana através do CPP-ACP. O CPP-ACP
(roxo e azul) liga-se a pelicula adquirida competindo com os locais de ligagao
do calcio a placa (I). O CPP-ACP liga-se a superficie das bactérias (castanho)
interferindo com a ligagdo das mesmas a superficie dentaria (II). OcPP-ACP
liga-se também a macromoléculas da pelicula adquirida (vermelho) impedindo
a adesdo das bactérias. A viabilidade das bactérias fica diminuida (I1T) (Hannig
& Hannig, 2010).

L

Estudos realizados

Em 2013 foram realizados 3 estudos para analisar o comportamento remineralizante
da CPP-ACP. O primeiro por Zheng et al onde foi estudado o efeito da CPP-ACP em
esmalte lesado artificialmente. Extrairam terceiros molares (em quantidade de 10) sauda-
veis e dividiram os dentes em 4 partes e essas amostras foram divididas em 2 grupos:
controlo (sem lesdo); lesado ao qual foi adicionado uma solugdo CPP-ACP a 2% a 37° a
pH 7 durante 12 horas. Para obter a lesdo pretendida os dentes para analise foram expostos
a uma solug¢ao de acido citrico (normalmente constituinte de bebidas) a 1mM, 37°, pH 3.2
durante 10 minutos. Apds exposi¢do testaram 4 caracteristicas (morfologia microscopica
do esmalte, composi¢ao quimica, dureza e resisténcia). Estes pardmetros foram avaliados
por microscopia de varrimento confocal a laser (morfologia), por microscopia eletronica
de varrimento (morfologia) por energia dispersiva de raio-x (composi¢ao), por nanoin-

denti¢cdo (dureza)e por nanorrisco (resisténcia).

25



Farmacos com atividade auto-regeneradora do esmalte dentario

Figura 8 - Microscopia de varrimento confocal a laser- imagem 3D das
amostras saudaveis (Zheng et al., 2013).

Figura 9 - Microscopia de varrimento confocal a laser- imagem 3D das
amostras erodidas (Zheng et al., 2013).

Figura 10 - Microscopia de varrimento confocal a laser- imagem 3D das
amostras remineralizadas (Zheng et al., 2013).

Como se pode observar na figura 8 a imagem 3D mostra uma camada regular cor-
respondente a esmalte sauddvel (amostra controlo). A figura 9 revela a amostra erodida
antes da aplicagdo do CPP-ACP com a estrutura tipo de um favo-de-mel. O grande obje-

tivo € fazer com que o esmalte volte a adquirir esta lisa camada e como se pode observar
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na figura 10 parte desse aspeto tipo favo-de-mel esta parcialmente coberto, sugerindo que
o CPP-ACP nio reverte totalmente a desmineralizagdo mas possui capacidade reminera-

lizante.

A nivel de composi¢do quimica, e através da analise da energia dispersiva de raio-
x (figura 11), pode afirmar-se que os principais constituintes do esmalte sao o carbono, o

oxigénio o fosfato e o célcio (estes dois ultimos em maior concentracao).

Femineralized
— Eradad

— Ciriginal
('. 'D “\. )‘ H._/.\

Intensity

0.0 140 2.0 3.0 4.0 3.0
Energy/kelS

Figura 11 - Analise da energia dispersiva de raio-x dos trés grupos de amostras
(Zheng et al., 2013).

Como se pode observar pela figura 11 as amostras erodidas apresentam um menor
pico no fosfato e no célcio comparativamente com o controlo € com a amostra exposta ao
CPP-ACP. Mais uma vez ¢ possivel afirmar-se, também através da andlise da energia
dispersiva de raios X, que o CPP-ACP aumentou a concentracdo de célcio e fosfato das
amostras expostas a este composto, embora nao se tenha obtido a concentracao desejada,

ou seja, picos iguais a amostra controlo.

Relativamente a dureza e ao modulo de elasticidade (figura 12), estes parametros
mostraram-se diminuidos nas amostras lesadas mas com o produto houve um aumento de
ambos os parametros. Por fim podemos aferir que o complexo nao permite a total rege-
neragdo da dureza nem do moédulo de elasticidade, uma vez que nao atinge os valores do

esmalte saudavel.

27



Farmacos com atividade auto-regeneradora do esmalte dentario

8.0 120
B Hardness @ Elastic modulus

Hardness/GPa
Elastic modulus/GPa

QOriginal Eroded Remineralized

Figura 12 - Dureza e médulo de elasticidade dos trés grupos de amostras
(Zheng et al., 2013)

Para terminar, foi analisado a resisténcia através do volume de desgaste de cada
grupo (figura 12). As amostras foram submetidas a uma forga constante e observou-se
que a amostra erodida ¢ aquela que apresenta maior desgaste (esperado), seguido da
amostra remineralizada pelo CPP-ACP e por ultimo a que apresentou o menor desgaste

foi a amostra saudavel (controlo).
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Figura 13 - Volume de desgaste por nanorriscos nos trés grupos de amostra
(Zheng et al., 2013).

Podemos entdo, mais uma vez, dizer que a CPP-ACP teve capacidade de reminera-
lizar parte do esmalte, uma vez que em todos os parametros mostrou-se eficaz mas no

entanto ndo reverte totalmente a lesao.

Num segundo estudo, realizado in situ por Grewal, Kudupudi & Grewal (2013),

onde foi testado o potencial remineralizador da CPP-ACP em dentes lesados com Coca-
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Cola, utilizaram-se 30 pré-molares e formaram-se 3 grupos: controlo (saudével); lesado
(com coca-cola) e o grupo tratado com pasta CPP-ACP. A erosao do dente foi realizada
através do bochecho de 30 ml coca-cola durante 1 minuto, 4 vezes por dia nos dias 1, 4,
8, 12 e 15 e aplicou-se a pasta a uma das amostras logo ap6s o bochecho com o refrige-
rante. Para analise, dividiram as 30 amostras em 2 grupos de 15 e num grupo avaliaram a
solubilidade do fosforo e do célcio e no outro grupo analisaram a microscopia eletrénica

de varrimento dos 3 grupos acima descritos.

Esmalte saudavel

Esmalte lesado com
coca-cola

Esmalte tratado com
pasta CPP-ACP

Figura 14 - Imagem microscopio eletronico do grupo controlo, apds exposigdo
a coca-cola e apds exposi¢do a pasta contendo CPP-ACP do esmalte lesado
(grewal et al. 2013).

Como se pode visualizar na figura 14, apds o tratamento com a pasta os tineis so-
freram deposicdo de mineral dado que a rugosidade diminuiu, no entanto nao houve re-
mineralizagdo completa. Apos estes diversos estudos pode afirmar-se que este sistema
tem um potencial muito grande nesta area, uma vez que possui varias fungdes que poten-
ciam a remineralizagdo. No entanto, requer mais estudos, apesar de ja serem usados em

alguns produtos comerciais.
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2.2 Nano-Hidroxiapatite

Sendo o cristal de HA um constituinte do esmalte, alguns grupos estudaram o com-
portamento que esta molécula apresenta aquando da sua interagdo com o esmalte (S. Hu-
ang et al., 2011). Estes estudos mostraram que a HA ndo apresenta capacidade regenera-
dora do esmalte, pelo facto da sua dimensdo ser elevada (0.5 pm) para ser utilizada e
porque, quando aplicada, seria atraida para outros tecidos duros e entdo existiria muita
perda e falta de seletividade do alvo pretendido (Tschoppe et al., 2011). Assim, reduziram
as dimensoes para nano-HA e micro-HA e estudaram as suas interagdes com lesdes arti-

ficiais no esmalte dentario (S. Huang et al., 2011; Tschoppe et al., 2011).

A nano-HA e a micro-HA, apds contacto com a lesdo, apresentaram resultados di-
ferentes. Com a primeira observou-se remineraliza¢ao parcial do esmalte (principalmente
no esmalte exterior), enquanto que com a segunda a remineraliza¢do ndo foi substancial.
Em ambos o0s casos, a concentragdo de molécula foi igual num meio com pH neutro (7,0).
Observou-se também que a pH acido (pH 5,5) o processo de remineralizagao por parte do
cristal de nano-HA foi mais rdpido, ou seja, apresentou propriedades anti-cariogénicas
(favorece remineralizagdo e desfavorece desmineralizacao) (Cochrane et al., 2010;
Tschoppe et al., 2011; Zero & Lussi, 2005). Os estudos incluiram analises, para ambas as
moléculas, a valores de pH mais baixos, mas os resultados revelaram-se inconclusivos
pois por um lado mostraram melhorias na rapidez de remineralizagdo, por outro mostra-
ram um aumentou do risco de desmineraliza¢do devido ao excesso de ides H' (S. Huang

etal., 2011).

Os investigadores justificam esta diferenga com o aumento da concentracio de cal-
cio nos estudos com cristais de nano-HA o que permite manter um estado de supersatu-
racao do meio, estado necessario para mineralizagdo, ou seja, para a deposicao de cristais
de apatite no meio. No entanto, referem que qualquer que seja a dimensao da molécula,
esta apensas constitui um reservatorio de fosfato de calcio, uma vez que nao se obtém a

remineralizacao total do esmalte (S. B. Huang, Gao, & Yu, 2009; S. Huang et al., 2011).

Em 2009, Huang et al, compararam diversas percentagens de concentra¢cdo de nano-
HA (1, 5, 10 e 15%) com um controlo positivo (NaF) e um controlo negativo (agua desi-
onizada). O estudo teve como base observar a remineralizacdo do esmalte por parte da
nano-HA, utilizando esmalte de bovino previamente desmineralizado, ap6s 12 dias e me-

dindo-se a percentagem de superficie remineralizada (%SMHR) aos dias 3, 6,9 ¢ 12. A
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figura 15 mostra os resultados obtidos neste estudo. Primeiramente pode afirmar-se que
ambos controlo positivo e o negativo originaram a concentragao esperada (cerca de 60%
e 5%, respetivamente). Relativamente & nano-HA, as diversas concentragdes mostraram
diferentes percentagens de remineralizacdo onde se observa um aumento da reminerali-
zagdo aquando do aumento da sua concentragdo. De facto, do dia 3 para o dia 6 houve um
aumento acentuado da remineralizagdo e a partir do dia 6 a regeneracdao do esmalte den-
tario comecou a ficar constante. As concentracdes 10 e 15% apresentaram resultados de
remineralizacdo muito semelhantes. Estes resultados levaram os autores do estudo a con-
cluir ndo se justificar a utilizagdo de concentra¢des de 15% em nano-HA na preparagdo
de pastas dentifricas e outros produtos, uma vez que as concentracdes de 10% em com-
posto levam a resultados semelhantes (S. B. Huang et al., 2009). A analise por microsco-
pia eletronica da superficie do esmalte antes de ser desmineralizado, do esmalte desmi-
neralizado, do esmalte apds agcdo do NaF, da 4gua desionizada e da nano-HA encontra-se

na figura 16.
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Figura 15 - Grafico da percentagem de remineralizagdo (SMHR) vs dias de
exposicdo (S. B. Huang et al., 2009).
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Figura 16 - Imagens de microscopia eletronica.. (a)-esmalte saudavel; (b) -
lesdo inicial do esmalte; (c) -Remineralizagdo inicial por parte da Nano-HA
(10%); (d) - Remineralizagao inicial por parte do NaF; (e) -Remineralizagdo
inicial por parte da ddH,O (4gua desionizada) (Huang et al., 2009).

Comparando a amostra desmineralizada (controlo negativo) e a amostra reminera-
lizada (controlo positivo) com o produto testado, podemos afirmar que existiu uma rever-
sdo do processo de desmineralizagdo. Assim, este farmaco possui caracteristicas que ne-
cessitam de ser melhor estudadas de maneira a poder ser utilizado em produtos comerciais

para este tipo de tratamento.

2.3 Vidro Bioativo (fosfossilicato de sodio e calcio)

O vidro bioativo (Si02-Ca0-P20s) forma-se através de um mineral sintético con-
tendo sodio, calcio, fosfato e silica (elementos presentes no corpo humano). E um sal
alcalino e a sua atividade depende da sua composi¢ao quimica (Dong et al., 2010; Madan,
2011). Foi desenvolvido pelos Dr. Len Litkowski e Dr. Gary Hack da University of Mary-
land e por Dr. David Greenspan da NovaMin® Technologies Inc” (Madan, 2011).
Quando em solucao aquosa (entrando em contacto com a saliva ou dgua), possui 3 fases:

captagdo e troca de catides; dissolucdo de (SiO2) e precipitacao de célcio e fosfato. Nos

32



Desenvolvimento

ultimos anos, estudos mostraram que o biovidro ¢ osteoprodutivo, isto ¢, estimula a pro-
ducdo de tecido 0sseo, por promover a proliferagdo osteoblastica e a diferenciacao celular
e assim estimular a regeneragdo ossea. Sendo o dente um tecido dsseo, revelou-se impor-
tante perceber se o biovidro apresenta capacidade de remineralizar lesdes de esmalte

(Dong et al., 2010).

Em 2010, Dong e al, num estudo em que compararam varios tipos de vidro bioativo

(45S; 58S e 77S) que se diferenciavam pela percentagem de compostos (tabela 3).

Tabela 3 - Composi¢do dos diversos compostos presentes em diferentes tipos
de biovidro (Adaptado de Dong et al., 2010).

Composicado SiO, Ca0 Na,0 P20s
458 44.8 26.5 23.4 5.3
58S 62.8 27.6 0 9.6
77S 73.7 16.5 0 9.8

Este estudo teve como base a analise dos comportamentos destes trés tipos de bio-
vidro num dente desmineralizado artificialmente, usando 4cido citrico (0,25%) a pH 4,0.
Apos a desmineralizagdo cada dente foi exposto aos biovidros e colocado, durante 7 dias,
numa solugdo contendo SOF (fonte de fluor). Apos esse tratamento, analisou-se por mi-
croscopia eletronica (Figura 17) o efeito remineralizante de cada biovidro e mediu-se a
espessura da camada regenerada. Pela figura podemos observar que o tipo de biovidro
que originou uma maior camada foi 0 45S (4 um) em relag¢do aos outros dois tipos (58S
com 2.2 um e 77S com 1.5um), o que indica que existiu uma maior remineralizagdo com

este composto.

Neste estudo foi ainda avaliado a razao de Ca/P (célcio/fosfato) da camada formada
pelos tipos de vidro (tabela 4). Como se pode verificar, a razdo Ca/P manteve-se muito
proxima do saudavel apenas no caso do biovidro 45S, o corrobora a melhor capacidade

remineralizadora deste composto.
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Figura 17 - Imagem microscopia eletronica dos diversos tipos de tratamento e
respetivas medidas das camadas formadas (Adaptado de Dong et al., 2010).
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Tabela 4 - Razdo Ca/P dos diferentes esmaltes analisados (saudavel; lesado;
458S;588S;77S) (Adaptado de Dong et al., 2010).

Tratamento = Saudavel Lesado 45S 58S 77S
Razdo Ca/P | 1.61+0.02 1.50+0.001 1.60+0.02 1.54+0.02 1.51+0.01

Quimicamente, o processo de remineraliza¢do possui 5 etapas. A primeira consiste
numa troca do ido Na" (sodio) ou do ido K* (potassio) pelo ido H' ou pelo ido H3O" da

solugdo, seguindo a seguinte equacao:
Si—0—Na*+ H*+ OH™ -» Si—OH* + Na*(aq) + OH™

Em seguida a silica soluvel liberta-se para a solugdo na forma de Si(OH) uma vez

que se quebra a liga¢do de Si-O-Si:
Si—0—-Si+ H,0 » Si—OH" + OH —Si

Na terceira etapa a camada lesada sofre repolimerizacao e condensa numa camada

rica em SiO2:

0 0 0 0

| | | I
0O-Si—OH + HO-Si-0 -» 0-Si—-0-Si—-0 +H,0

I | | |

0 0 0 0

Nas duas tltimas etapas, os ides Ca’ (calcio) e PO4>" (fosfato) migram até a super-
ficie a camada de silica e formam um composto amorfo (CaO-P20s) através da deposi¢ao
de calcio e fosfato soluveis, provenientes da solugdo. Apods a formagdo desta molécula
amorfa, através da aquisicdo de ides como o OH", CO3*" e F* presentes na soluc¢io forma-

se a hidroxiapatite (Madan, 2011).

Os cientistas justificam esta diferenca de remineralizacdo entre os vidros através de
dois fatores importantes: a presenga de silica e o racio Ca/P. Apesar de o tipo 77S possuir
maior percentagem de silica mas nao possui sodio e tem baixo racio de Ca/P. O sodio
afeta a dissociagdo do 130 cdlcio onde sem ele ¢ muito dificil a presenga de ides célcio

livres, soltiveis, para a ocorréncia da Gltima etapa do processo de remineralizagdo descrita
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acima, tal acontece com o 55S (Madan, 2011). Assim o vidro de elei¢do corresponde ao
45S que possui s6dio, um bom racio de Ca/P e silica em quantidade adequada para uma

melhor resposta de remineralizagdo (Dong, Chang, Zhou, & Lin, 2010).

2.4 Agentes Naturais

Com o aumento da toxicidade de moléculas ja conhecidas, tornou-se imperativo a
procura de produtos ndo téxicos. Sendo a cavidade oral muito complexa a descoberta de
produtos naturais antibacterianos e anti-cariogénicos tem sido importante em diversas
areas de estudo, nomeadamente, na prevencao de caries dentarias e na remineralizacdo do

esmalte dentario (Cheng, Li, Hao, & Zhou, 2010; Onishi et al., 2008; Tian et al., 2009).

Chitosan

O chitosan ¢ um farmaco de origem natural, ndo toxico, biodegradavel e biocom-
pativel, obtido através da desacetilacdo do chitina e devido a sua propriedade bactericida
e bacteriostatica, foi objeto de estudo como um potencial profilatico de caries dentarias,
sendo esta a principal causa de desmineralizagdo dentaria ¢ importante perceber o meca-
nismo de a¢do e a que nivel atua para o efeito desejado. Este farmaco tem a capacidade
de interagir com cargas negativas, como o esmalte dentario, e ligar-se a elas (Arnaud, de

Barros Neto, & Diniz, 2010).

Segundo Arnaud et al, num estudo onde no qual testaram a capacidade de remine-
ralizacdo do chitosan em diferentes concentracdes e diferentes valores de pH, obtiveram
resultados positivos em relagdo a capacidade de prevencao de desmineralizagdo, mas em
relagdo a remineralizacao nao foi tao claro, apesar de se observar na figura 18 que a dife-
rentes concentracoes a remineralizacao do esmalte foi relevante, mas tal aconteceria nas
condicdes ideais, pH 7,0, sem outros fatores que interferem com a remineralizacdo. No
entanto, podemos afirmar que possui potencial remineralizador dado que quando o es-

malte ¢ exposto a uma concentragdo de Smg/ml de chitosan durante 60 segundos obtém
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indicios de remineralizagao, ja quando ¢ exposto durante 30 segundos nao se obtém qual-
quer resultado. Esta preven¢ao/remineralizagdo pode ser explicada através da capacidade
do chitosan captar ides H" em meio acido, impedindo assim a desmineralizagdo do dente

(Arnaud et al., 2010).

dentin-anamel junction
i
/

with chitosan oy it without chitosan
with chitosan without chitosan

0.0-Nu—_— ] ' ! . ; 3 ! o
17 2022 242826303234 36364047 44 46485057 54 5658 6082 &5 0F 10 15 20 25 30 3 40 45 50 53 40 eB47
length (mm) length (mm)

Figura 18 - Tomografia do dente em relagdo a duas concentragdes de Chitosan,
2,5 mg/ml (& esquerda) e Smg/ml (4 direita) (Arnaud et al., 2010).

Galla Chinensis

A Galla chinensis ¢ uma erva tradicional chinesa, ndo toxica que apresenta propri-
edades anti-cariogénicas (Dong et al., 2010; X. Huang et al., 2012; Zou et al., 2008).
Possui ainda atividade antibacteriana, antiviral, antifingica e facilita a coagulacao do san-
gue (X. Huang et al., 2012; Zou et al., 2008). Estes fatores levaram a um estudo mais
aprofundado sobre esta erva e, assim, tornou-se importante investigar a sua a¢ao a nivel
oral (Zou et al., 2008). Pesquisas mostraram que a Galla chinensis diminui a concentrago
de 4cido no meio proveniente da fermentacao de hidratos de carbono por parte da bactéria
sptreptococcus mutans (serotipo c, isolado clinicamente), assim, cientistas afirmam que
a G.chinensis constitui uma possivel ajuda na aérea de prevencao de caries, como também
na area de prevencao da desmineralizacdo dentaria (Cheng et al., 2010; Guo et al., 2012;

X. Huang et al., 2012; Tian et al., 2009; Zou et al., 2008).

37



Farmacos com atividade auto-regeneradora do esmalte dentario

Goma Arabica

A Goma arabica ¢ um polissacarideo extraido, principalmente, dos ramos e calos
da Acacia senegal (Ali, Ziada, & Blunden, 2009; Onishi et al., 2008). Este polissacarideo
¢ conhecido, nos dias de hoje, como constituinte de pastilhas elésticas, e outros produtos,

uma vez que tem propriedades viscosantes (Onishi et al., 2008).

Um estudo realizado por Onishi et al em 2008, no qual se comparou a goma arabica
com o fluoreto de sédio através da exposi¢do de ambos a esmalte desmineralizado em
ciclos de pH, mostrou que a goma ardbica possui efeito regenerador do esmalte como se

pode observar da tabela seguinte onde se obteve uma remineralizacdo de 43.7%.

Tabela 5 - Racio de Remineralizagdo apos ciclos de Desmineralizagao-
Remineralizagdo (Adaptado de Onishi et al., 2008).

Produto Réacio de Remineralizagéo
Goma Arabica 43.7 % +/-15.0
Fluoreto de Sédio (NaF) 47.0%+/-13.9

Esmalte desmineralizado

-10.5%+/-
sem produto (controlo). 10.5%+-14.0

Na figura 19 (microrradiografia) podemos observar o que acontece antes e depois
dos ciclos de desmineralizagao/remineralizacdo. Como se pode observar, antes do ciclo
(antes da aplicacao do produto) o esmalte possui uma area negra que corresponde a area
desmineralizada. Apos aplicagdo do produto, observa-se uma redugdo dessa area e assim

consegue-se medir as percentagens descritas na tabela 5.

Esta remineralizacdo corrobora a hipdtese de que um aumento da concentragdo ori-
gina uma saturagdo anomala a nivel do esmalte provocando a precipitagdo de prismas de
esmalte (Onishi et al., 2008), hipdtese esta que se baseia no facto da goma apresentar uma
grande concentragdo de célcio e deste ido ser essencial a remineralizagdo. Porém, outros
cientistas discordam dessa hipdtese, afirmando que tais resultados possam ser devidos
ndo s6 a presencga do ido cilcio mas também de ides magnésio (Mg?") e potassio (K*),

igualmente presentes na composicao da goma (Ali et al., 2009).
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Desmineralizado Remineralizado

Goma Arabica

NAF

Controlo

Figura 19 - Microradiografia do esmalte desmineralizado (esquerda) e apds
remineralizacdo (direita) (Adaptado de Onishi et al., 2008).

Apesar de ser composta por uma diversidade de ides, apresenta ainda enzimas como
glicosideos cianogénicos, oxidases, pectinases € peroxidases que inibem crescimento de
bactérias, assim ndo so tem papel importante na remineralizagcdo dentaria como também

na prevencao de caries e gengivites (Ali et al., 2009; Onishi et al., 2008).

Teobromina

A teobromina é um composto pertencente ao grupo das metilxantinas, dos quais sao
conhecidas outros compostos como a cafeina e a teofilina (Modelo, 2009). Esta ¢ encon-
trada maioritariamente no cacau e tem uma a¢ao diurética (Alves & Bragagnolo, 2002).
A teobromina ¢ conhecida também com o nome de 3,7-dimetilxantina e possui um efeito
interessante a nivel, ndo s6 diurético mas também a nivel oral (Anderson, 2012). A sua
capacidade de, na presenca de célcio e fosfato, formar cristais de hidroxiapatite com cerca

de 2um (cerca de 4 vezes superior aos cristais formados biologicamente, 0,5um).
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Um estudo realizado em 2013 por Amaechi et al, compararam a remineralizagao
entre trés produtos (saliva artificial, saliva artificial com teobromina e fluoreto de sodio
0,0784mol/L) de maneira a perceber o efeito que a teobromina possui na remineralizagao
do esmalte, dado que o fluor apresenta efeito toxico quando usado em altas concentragdes
como a descoloracao do dente, fluorose e problemas a nivel do trato gastrointestinal (B T

Amaechi et al., 2013; Anderson, 2012).

Criaram trés grupos de trinta dentes aos quais provocaram a desmineralizagdo atra-
vés de um gel acidico e analisaram a diferenca entre as lesdes artificiais antes e depois da
aplicacdo do produto (28 dias) a nivel da remineralizagdo e da deposicao de calcio. Se-

gundo a tabela 6 podemos observar os resultados obtidos:

Tabela 6 - Resultados de estudo da remineralizagdo ¢ deposig@o de calcio (Adaptado de, Amaechi et al.,
2013).

SMH (Remineralizagao) Deposicao de calcio
Tl An_tes da Depois da Valor p An.tes da Depois da Valor p
aplicagéo aplicagéo aplicagéo aplicagéo
Saliva artificial 138431 145+35 0.216 2345 24+1 0.05
Teobromina 119127 157130 0.001 22+1 24+1 0.001
NaF 114+26 146+32 0.017 2212 24+1 0.004

Como se pode observar, segundo o valor de p, este s6 apresentou ter uma signifi-
cancia maior (p <0.01) para a teobromina no caso da remineraliza¢do e da deposicao de
calcio. Por fim a saliva artificial obteve resultados positivos mas nao significativos. Na

figura abaixo encontram-se os graficos que representam os valores percentis desta tabela.
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Figura 20 - Grafico da remineralizagdo (esquerda) e a direita grafico da
deposicado de calcio (Amaechi et al., 2013).
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Pela figura podemos dizer que, segundo os resultados do estudo, a nivel de remine-
ralizagdo a teobromina obteve cerca de 38+32%, o fluoreto de sodio cerca de 29+16% e
a saliva artificial cerca de 6+8% (o que indica ser apenas um composto de protecdo e nao
um tratamento viavel). Os autores do estudo dizem que ¢ importante aprofundar esta mo-
lécula uma vez que ao contrario do fluor nao possui efeitos adversos (B T Amaechi et al.,
2013; Bennett T Amaechi, Mathews, & Mensinkai, 2014; Anderson, 2012) e apresentou
melhores resultados que o fluor, ndo sé a nivel de remineralizagao mas também na depo-
sicdo de calcio com uma concentracdo 71 vezes inferior. A justificacdo para tais resulta-
dos envolve a caracteristica ja referida anteriormente de que a teobromina consegue for-
mar cristais de HA com cerca 2um e assim confere mais resisténcia a estrutura do esmalte
uma vez que se torna mais complicado a sua dissociacdo do cristal e assim a fragilidade

a um ataque acido diminui.

Xilitol

O xilitol ¢ um adogante natural presente em diversas frutas e vegetais e obtém-se
por hidrogenagao catalitica da xilose (Cardoso et al., 2014; Faller, Eversole, & Pfarrer,
1996; Sano, Nakashima, Songpaisan, & Phantumvanit, 2007). A sua capacidade de sua-
vizar a acidez permite a sua utilizacdo em diversas aplicacdes (Sano et al., 2007). Autores
defendem que o principal aspeto do xilitol corresponde a incapacidade, por parte das bac-
térias da flora oral de fermentar o xilitol e assim ndo se desenvolvem e sdo eliminadas
(Burt, 2006; Faller et al., 1996; Sano et al., 2007). No entanto em 2008 um estudo ndo
verificou esta teoria acerca do xilitol (Soderling, Ekman, & Taipale, 2008), gerando al-
guma controvérsia. Desde 1963 a FDA “Food and drug administration” aprovou o seu
uso em produtos da dieta, mas uma vez que ¢ mais dispendioso que os seus “andlogos”
(sucrose e sorbitol) e ndo ser passivel de ser cozinhado dado a ser destruido pelo calor
(Faller, Eversole, & Pfarrer, 1996) ndo ¢ utilizado em produtos de consumo diario. Atu-
almente o xilitol ¢ adicionado em pastilhas, como substituinte do agucar e, uma vez adi-
cionado a pastilhas, possui propriedades higroscopicas, estimulando o fluxo salivar ori-
ginando um aumento da prote¢do dentaria contra desgastes acidicos (Cardoso et al.,

2014).

O xilitol representa um importante objeto de estudo dado a sua capacidade remine-

ralizadora através do seu comportamento como transportador de calcio, mantendo assim
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o nivel mineral necessario para ocorrer a remineralizacao (Burt, 2006; Rochel et al., 2011;
Souza et al., 2010) e dado a sua presenga em pastilhas ¢ importante estudar o seu potencial

a nivel dentario, ndo s6 como prote¢do mas também como agente de remineralizagao.

Foram realizados diversos estudos que testaram o seu potencial de prote¢ao contra
a erosdo dentdria através da caries mas s6 em 2014 foi testado o efeito do xilitol nos
minerais. Esse estudo in vitro foi realizado por Cardoso et al e analisou o efeito de diver-
sos vernizes contendo xilitol versus verniz com fluor em lesdes artificiais no esmalte atra-
vés de testes de medi¢ao da diferenga de profundidade da lesdo e percentagem de mineral
presente apos tratamento com as diversas amostras. Para tal recolheram 130 dentes de
bovino desinfetados com 2% formaldeido durante 30 dias a pH 7.0 a temperatura ambi-
ente. Desses 130 dentes recolheram 105 dentes com rigidez padrao com cerca de, KHN
346+27. Destes 105 dentes formaram 7 grupos de 15 e este 7 amostras foram colocadas
em emersdo de 30 ml de 4cido lactico (3mM CaClz; 2H20, 3mM KH2POs, 6uM tetraetil
metil difosfanato) a pH 5.0 durante 6 dias para provocar a sua desmineralizacao. Apos a
desmineralizacdo cada amostra foi exposta a varios vernizes: 10% xilitol; 20% xilitol;
10% xilitol com fluor (5% NaF); 20% xilitol com fluor (5% NaF); Duofluorid™ (6%
NaF, 2,7% F e 6% CaF2); Duraphat (5% NaF, controlo positivo) e por ultimo um grupo
placebo (controlo negativo). Os vernizes foram aplicados durante 6 horas e as amostras
forma sujeitas a ciclos pH (2 horas de desmineralizacdo e 22 horas de remineraliza¢do
durante 8 dias). Apos tratamento analisou-se a rigidez, a diferenga de profundidade da

lesdo e a percentagem mineral.

Tabela 7 - Resultados da rigidez da superficie antes e apos tratamento das amostras (sdo valores médios do
n=15) (adaptado de, Cardoso et al., 2014).

Amostras Rigidez padréo Rigidez apos le- Rigidez apés tra-  Diferenca de rigi-
KHN sdo KHN tamento KHN dez (%)
™

Duraphat 3449423 8 61.5+28.5 93.6+28.4 127485
(controlo +)
Duofluorid XII™ 339.5+19.1 61.6+33.6 83.9+29.3 7.745.9
10% Xilitol 347.6+30.0 68.4+45.3 85.2+30.8 5.1+9.0
20% Xilitol 347.0+£27.5 60.3+31.4 75.4+31.3 5.2+4.3
10% Xilitol +F 351.6+34.2 65.1+£29.2 94.7+22.2 10.0+84
20% Xilitol +F 322.0+£31.2 64.2+30.2 84.6+27.1 8.1+6.6
Pl

acebo 353 4+28.4 65.0+34.4 75.8+38.6 39439
(controlo -)
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Na presente tabela podemos observar que, tendo como objetivo obter resultados o
mais proximo possivel do controlo positivo (Duraphat™). Os vernizes de 10% xilitol
mais fluor e o 20% xilitol mais fluor tém a capacidade de induzir significativamente a

recupera¢ao da rigidez da superficie comparando com os outros grupos (p <0,05).

Tabela 8 - Resultados da diferenga de profundidade (A) das lesdes
(profundidade lesao final — profundidade lesdo inicial) e do ganho de mineral
(B) (mineral final — mineral inicial) (adaptado Cardoso et al., 2014).

Amostras A B
Duraphat™ 18.7£16.8 633.6+485.3
Duofluorid XII™ 18.6+11.3 772.2+333.3
10% Xilitol 6.3+14.1 65.6+385.7
20% Xilitol 29.9+£17.6 966.7+716.3
10% Xilitol + F 6.8£3.5 320.0£239.2
20% Xilitol + F 10.0£14.7 380.9+386.6
Placebo -2.8+10.9 -258.0+337.8

Como se pode visualizar na tabela 8 o Duraphat™, o Duofluorid XII™, e a amostra
de 20% Xilitol diminuiram significativamente a profundidade da lesdo e aumentaram a
integragao mineral. Na seguinte figura podemos visualizar o comportamento das diversas
amostras em diferentes profundidades de lesdo, ajudando a perceber mais um pouco o

potencial de remineralizacdo de cada produto em estudado.
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Figura 21 - Percentagem de mineral versus profundidade da lesdo (Cardoso et
al., 2014).
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Concluindo, o Duraphat™ tem capacidade de regenerar o esmalte lesado tal como
a amostra de 20% xilitol com fluor. Por outro lado a amostra com 20% xilitol sem fluor
foi capaz de melhorar a remineralizacdo do esmalte erodido, apresentando na saliva uma
concentragdo maior de xilitol do que a de 10% (durante 8 horas). Os autores do estudo
referem que € necessario mais estudos in vivo ou in situ dado que o xilitol (20%) tem um
potencial remineralizador interessante, dado a sua capacidade de formar complexos na
superficie do esmalte com célcio e fosfato impedindo a sua desmineralizacdo e induzindo
a remineralizacdo. Afirmam também que o xilitol ndo ¢ toxico e a sua clearance na cavi-
dade oral ¢ rapida. Por outro lado os vernizes sdo uma estratégia usada para a aplicagdo
de fluor e recentemente desenvolveram uns com xilitol que se mostram uteis contra a
erosdo dentaria (Cardoso et al., 2014), sendo vernizes, a sua aplicacdo nao depende de
muita preocupacao didria dado que ¢ de aplicagdo tinica, o que favorece o efeito desejado.
Para terminar os autores indicam que sao necessarios cerca de 6-10 g/dia para prevencao,
o que equivale a cerca 5 pastilhas (2g/cada) contendo xilitol e que a combinagdo entre o
xilitol e o fluor pode ser otimizada reduzindo a concentragdo de fluor, aumentando assim

o efeito preventivo e de remineralizagdo desejado (Cardoso et al., 2014).

2.5 Fluor

O estudo de fArmacos para prevenir a desmineralizacdo e para potenciar a remine-
ralizacdo dos cristais de hidroxiapatite tem sido uma das preocupacdes dos dentistas, dado
que lesdes profundas do esmalte sdo muito dificeis de tratar sem invasdo. Desde os anos
80 que se estabeleceu que o fluor ajuda a controlar a lesao provocada pela carie (Li, Wang,
Joiner, & Chang, 2014). A presenca de fluor como aditivo em diversos produtos nos dias
de hoje, veio diminuir a prevaléncia de caries dentaria uma vez que este forma um com-
posto quando interage com a hidroxiapatite, formando a fluorapatite, sendo este mais re-
sistente aos acidos (Li et al., 2014; Rodrigues, Delbem, Pedrini, & Cavassan, 2010). A
prevaléncia de caries diminui bastante nos anos 70 e 80 com a introducdo de fluor nas
aguas da rede (Cochrane, Cai, Huq, Burrow, & Reynolds, 2010). Este composto ¢ o
agente mais importante na prevengdo de caries mas o seu consumo constante de maneira
incorreta pode provocar fluorose (manchas esbranquicadas nos dentes), principalmente

em criangas até aos 12 anos (Li et al., 2014; Rodrigues et al., 2010). Como estratégia para
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diminuir o risco de fluorose reduziu-se a concentragao de fluor (para 500 ppm em pastas
para criangas) presente em pastas de dentes, mas no entanto esta redu¢do mostrou nao ser
tao efetivo como os 1100 ppm. Como alternativa, estudos demonstraram que a adi¢ao de
fosfatos organicos e inorganicos a baixas concentragdes de fluor conseguem aumentar a
efetividade do mesmo (Zaze et al., 2014). Um estudo in vivo mostrou que bochechar a
boca com 150mM de lactato de calcio antes de bochechar com 226 ppm de fluor aumen-
tou a concentracdo de fluor na saliva e na placa durante uma hora (Ferda Dogan, Arzu

Civelek, 2004).

Dados estes indicios, Zaze et al realizaram um estudo este ano para investigar a
efetividade do fluor quando adicionado a glicerofosfato de célcio (CaGP), tendo como
hipotese de estudo: “Sera que o tratamento com CaGP 0,25% com 500 ppm de fluor tem
o mesmo efeito quando comparado com uma pasta dentifrica com 1100 ppm?”. Para tal
recolheram 200 incisivos de bovino e armazenaram-nos em 2% de formaldeido a pH 7.0
durante 1 més. Em seguida selecionaram os dentes com uma rigidez da superficie de
330.0-370.0 KHN e formaram 5 grupos de 40 dentes, esses 5 grupos foram emersos numa
solucdo de 1.3 mM/L de célcio; 0.78 mM/L de fosfato; 0,05 mol/L acetato (tampao para
pH 5.0); 0.03-0.04 pg/ml (2ml/mm?) de fluor durante 16 horas a 37° C, simulando a ero-
sdao que acontece a nivel oral com todo o ambiente mineral envolvido. Apos a desmine-
ralizacdo efetuada, selecionaram os dentes que apresentavam rigidez entre 59.0 e 92.0
KHN e trataram os diferentes grupos com: (1) Placebo (sem tratamento); (2) 500 ppm de
NaF; (3) 500 ppm de fluor mais 0.25% CaGP, sendo fonte de fluor o NaF; (4) 500 ppm
de fluor mais 0.25% de CaGP, sendo fonte de fluor o MFP (monofluorfosfato); (5) 1100

ppm de fluor (controlo positivo) durante 3 dias.

Dado a aplicag@o dos tratamentos os autores analisaram a componente mineral e a
percentagem de aumento de rigidez (presentes na tabela 9). Com estes resultados, os au-
tores indicam que a analise da rigidez do tratamento com a jung¢ao de fluor e glicerofosfato
de calcio a 0.25% mostrou um aumento significativo de remineralizagdo quando compa-
rado com o grupo placebo. Relativamente com o ganho mineral, podemos observar que
todos os grupos (& excegdo do grupo placebo) obtiveram ganhos, principalmente os gru-
pos associados com CaGP. Os autores indicam que o NaF ¢ um melhor reservatorio de
fluor que o MFP uma vez que apresentou maior concentragio de fluor (0.707 pg/mm?)

apos o tratamento.
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Tabela 9 - Resultados da rigidez e da composi¢do mineral apos tratamento dos diversos
grupos Adaptado de, Zaze et al., 2014).

Analise Placebo 500 ppm | 1100 ppm @ 500 NaF = 500 MFP
CaGP CaGP
Fluor total (ppm F) 8.8 520.3 1069.1 545.6 546.4
Fluor ionizavel (ppm F) | 8.7 518.1 1062.2 513.2 4947
Fluor iénico (ppm F) 74 519.7 1033.6 5004 141.7

Percentagem de au-

L 18.2 28.9 39.7 42.8 36.4
mento de rigidez (%)
Fluor (ug/mmd) 0.360 0.521 0.859 0.707 0.504
Célcio (pg/mms3) 577.3 661.1 803.6 753.3 730.0
Fosfato (ug/mm3) 70.9 91.1 137.2 134.5 106.0

Concluindo, a adi¢do de CaGP a 500 ppm de fluor sob a forma de NaF provoca um
aumento da concentracdo mineral do fosfato, célcio e fluor no meio o que favorece a
remineralizacdo do esmalte dentario que se pode observar nos resultados obtidos, uma
vez que se obteve um aumento de rigidez de 42.8 % (0.25% CaGP NaF) e 36.4% (0.25%
CaGP MFP). Podemos assim afirmar que a hipdtese de estudo foi obtida. Pastas de dentes
com baixa concentragdo de fluor (500 ppm) com 0.25% CaGP tém potencial de remine-
raliza¢dao semelhante a uma concentracao de fluor de 1100 ppm, apesar de ser necessario
estudos clinicos para confirmar esta informacdo, uma vez que existe uma preocupagao
com a estabilidade do produto (Zaze et al., 2014). Esta complementaridade deve ser uma

aposta futura na area dos dentifricos para diminuir o risco de fluorose em criangas.

Este potencial de remineraliza¢ao do fluor deve-se a formacao de um cristal menos
solivel que a hidroxiapatite, a fluorapatite (FA) ou hidroxiapatite fluorada (FHA). Este
forma-se quando o fluor entra em contato direto com a hidroxiapatite e o fluor subistitui
os grupos hidroxilo. (Li et al., 2014; Vieira et al., 2005; Zaze et al., 2014). Numa revisao
bibliografica realizada este ano Li et al dizem que a concentragdo de fluor presente no
esmalte ndo ¢ suficiente para proteger o dente, sendo necessario suplementos extra de
fluor. Afirmam que a agdo maxima de prote¢ao ocorre quando 50% dos grupos hidroxilo
sdo substituidos por fluor. O fluor também fica retido na placa bacteriana juntamente com
o calcio formando CaF2 que funciona com reservatorio de fluor e calcio para protegdo e
remineralizacdo do esmalte. Em pH baixo o fluor liberta-se e protege o dente e em pH

perto do neutro, o fluor livre leva a formagao mineral.

O fluor, como ja é conhecido, tem varias aplicagdes e como tal estudar compostos
com fluor ¢ uma importante matéria de estudo. Atualmente ja existem investigadores a

estudar compostos como o tetrafluor com titdnio, monofluorfosfatado com sédio, fluor
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com amonia, entre outros, visto ser uma mais-valia para a prevengao de lesdes a nivel

dentario (Li et al., 2014).

2.6 Produtos comercializados

Os produtos existentes neste ambito sdo muito escassos. A falta de ensaios clinicos
in vivo em individuos constitui um entrave no desenvolvimento desta gama de produtos.
Atualmente, em Portugal, existe unicamente o verniz Colgate duraphat™ (figura 22), a
pasta de dentes Sensodyne Repair & Protect ¢ alguns produtos com CPP-ACP. O primeiro
¢ um verniz de fluoreto de sddio a 5% para uso profissional, de aplicacdo rapida e facil,
indicado para a prevencdo e tratamento de lesdes incipientes de carie e outras de desmi-
neralizagdo do esmalte (Colgate, 2014). Atua formando um reservatorio de fluoreto de
calcio na superficie do esmalte, que durante a atividade cariogénica (formacao da caries)
ocorre a libertacao de ides de fluor favorecendo a remineralizacdo devido a formacao de
fluorapatite (mecanismo de ag@o descrito no capitulo acima) que cobre a lesdo. O restante
fluoreto de calcio atua como um reservatorio controlado pelo pH. Uma simples aplicagao

pode oferecer mais de 77% de fluor no esmalte e até 73% de reducdo da caries.

VERNI DE

Figura 22 - Verniz Duraphat™ de fluoreto de sodio 5% (Colgate, 2014)

A Sensodyne Repair & Protect (figura 23) possui um sistema inovador Novamin®

(fosfosilicato que soédio e calcio) corresponde a um vidro bioativo (também ja descrito o
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seu mecanismo de a¢do). Esta pasta tem a capacidade de localizar a zona lesada e trans-
portar os i0es até a mesma. Uma vez no local lesado estes precipitam na forma de hidro-

xiapatite (Sensodyne, 2014).

Figura 23 - Sensodyne Repair & Protect (Sensodyne, 2014).

Estao disponiveis ainda no mercado colutorios com 2% CPP-ACP bem como com
2% CPP-ACP com 450ppm de fluor, como também existe pastilhas com este farmaco
(trident xtra care). Os restantes produtos existentes que possuem os diversos compostos
descritos nas varias sec¢des ainda ndo sdo utilizados exclusivamente para a remineraliza-
¢do mas sim maioritariamente para a prevencao de caries e para a sensibilidade dentaria

(xilitol e goma arabica em pastilhas; fluor em pastas de dentes)

48



Conclusao

3. CONCLUSAO

Como se pode observar na figura seguinte, o ciclo de remineralizag¢ao possui 3 con-
dicionantes: o pH, a saliva e a placa bacteriana. Quando o pH esté baixo (acido) propor-
ciona a desmineralizagdo uma vez que dissocia a molécula de HA; quando esta elevado
acontece o inverso. A placa bacteriana ¢ fundamental ser considerada neste processo, uma
vez que para além de ser responsavel pela erosdo dentaria, também funciona como um
reservatorio de minerais essenciais a remineralizacao, como o fluor ¢ o calcio. A saliva
apresenta diversos papéis a este nivel, os quais visam assegurar a prote¢ao € a reminera-
lizagdo do esmalte dentario através do seu efeito tampao e de reservatério de fosfato e

calcio.

Plaque Saliva in Oralcavity

Enamel

(With carious lesion) (Reservoir) {Reservoir)

High pH

I Remineralization

Demineralization

Figura 24 — Ciclo de desmineralizaggo e remineralizagdo (Madan & Madan, 2011).

Ao longo da revisdo bibliografica foram abordados diversos farmacos com diferen-
tes mecanismos de ac¢do a nivel da regenera¢do do esmalte. Os mais importantes, atual-
mente utilizados em produtos comerciais mas ndo necessariamente para o proposito deste
trabalho, s3o: o fluor, o xilitol, a goma arabica, a CPP-ACP e o sistema novamin-biovidro
(fosfossilicato de sodio e calcio). Cada um deles possui diferentes processos de prote¢ao

e remineralizacdo do esmalte, por exemplo, o fluor quando interage diretamente com o
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esmalte forma fluorapatite, cristal mais resistente que a hidroxiapatite. A goma arabica, o
xilitol, a CPP-ACP e a nano-HA tém em comum funcionar como transportadores de cél-
cio, sodio, fosfato e outros minerais fundamentais na remineralizagdo e protecao do dente,
no entanto a CPP-ACP possui ainda outras fungdes ja explicadas anteriormente. Por outro
lado temos também aqueles farmacos (ainda pouco estudados) onde um sé tem efeito
unicamente antibacteriano (G.chinensis) e o outro possui capacidade de captar ides H"

em meio acido (chitosan).

Por fim, existe um fAirmaco que aparenta superar as propriedades regeneradoras do
fluor: teobromina. De facto, a teobromina, tem a capacidade de induzir a producdo de

cristais de hidroxiapatite com cerca de 2 pm (4 vezes maior que o tamanho do cristal

normal), ndo € toxica e ¢ um composto natural.

Na tabela seguinte ¢ apresentado um resumo do mecanismo de agdo e do respetivo

farmaco.

Tabela 10 — Farmacos e suas principais propriedades importantes para a remineralizacao

Farmacos Propriedades Origem
Vidro bioativo Transportar calcio e fosfato até a superficie | Sintética
(fosfossilicato de sodio e calcio) ~ lesada
Nano-Hidroxiapatite Elevada concentragéo de calcio Sintética
Reservatério de fosfato de calcio
CPP-ACP Saturagéo de calcio e fosfato Natural/Sintética
(fosfopéptido de caseina unidoa | Tamponar placa bacteriana
fosfato de calcio amorfo) Manutengao da concentragdo idnica no
meio.
Chitosan Captar ides H* em meio &cido Natural
Galla chinensis Antibacterianas Natural
Xilitol Forma complexos com célcio e fosfato na Natural
superficie do dente inibindo a desmineraliza-
cao
Goma arabica Possui magnésio e potassio Natural
Antibacteriana
Elevada concentragéo de calcio
Fluor Formagao cristais de fluorapatite (mais resis- | Natural
tente)
Teobromina Produg&o cristais HA com 2 um Natural
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Como ¢ demonstrado ao longo deste trabalho, os estudos mais recentes afirmam
que, apesar da necessidade de mais estudos clinicos, os resultados obtidos indicam que o
uso, ou a possivel utilizacdo, destes fArmacos ¢ vantajoso para tratar pequenas lesdes do
esmalte de um modo ndo invasiva. Assim a importancia do estudo, ndo s6 do dente mas
de todo o ambiente que o envolve torna-se fundamental, dado que uma pequena alteragao

pode levar a problemas na satde oral.
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