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Resumo

RESUMO

A cérie dentaria consiste num processo patoldgico de destruicdo localizada dos
tecidos dentarios, resultante da acdo de microorganismos presentes na cavidade oral. Esta
doenca € uma das mais prevalentes no mundo, e a sua incidéncia diminuiu apés a introducédo

de pasta dentifrica fluoretada na higiene oral.

O ido fluoreto presente na composicdo destas pastas dentifricas, possibilita a
formacéo de fluorapatite e deste modo a remineralizacdo de white spot lesions, ou seja,
lesBes iniciais de cérie. Contudo este mecanismo é limitado pela biodisponibilidade de iGes
calcio e fosfato em solucdo. Com o objectivo de ultrapassar este obstaculo tém-se
desenvolvido diversas tecnologias como o sistema CPP-ACP. Estes complexos sdo agentes
remineralizantes eficazes, uma vez que séo capazes de fornecer elevadas concentragdes de
fosfato de calcio a superficie dentéria, promovendo a remineralizacdo das areas de esmalte
com défice mineral. A administracdo de CPP-ACP ¢ possibilitada pela sua incorporacdo em
diferentes vetores de entrega como pastilhas elasticas, pastas dentifricas, colutorios,

refrigerantes e laticinios.

Além do tratamento de lesbes de carie iniciais, tem vindo a ser comprovada em
diversos estudo a eficacia da aplicacdo do CPP-ACP no tratamento e preven¢do da erosao

dentaria e no alivio da sensibilidade dentéria.

Palavras-chave: Cérie, Desmineralizacdo, Remineralizacdo, CPP-ACP
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ABSTRACT

Dental caries consists in a pathological process of localized destruction of dental
tissues, resultant from the action of oral cavity microorganisms. This disease is one of the
most prevalent in the world, and its incidence decreased since the introduction of fluoridated

toothpaste on oral hygiene.

The fluoride ion present in this toothpaste composition, enables the formation of
fluorapatite and thus the remineralization of white spot lesions (initial caries lesions).
However this mechanism is limited by the bioavailability of the ions calcium and phosphate
in solution. To overcome this obstacle, many technologies have been developed like the
CPP-ACP system. This complexes are effective remineralizing agents, capable of providing
high concentrations of calcium phosphate to the dental surface and promoting
remineralization of enamel areas with mineral deficit. The administration of CPP-ACP is
enabled by its incorporation in various delivery vehicles such as gums, toothpastes,

mouthrinses, soft drinks and dairy products.

Apart from the treatment of initial caries lesions, it has also been proven by several
studies, the efficiency of CPP-ACP application in the treatment and prevention of dental
erosion, and dental sensitivity relief.

Keywords: Caries, Desmineralization, Remineralization, CPP-ACP
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Lista de abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

HA — hidroxiapatite [Ca1o(PO4)s(OH),]

FA — fluorapatite

CPP — fosfopéptido de caseina [Casein Phosphopeptide]
ACP — fosfato de calcio amorfo [Amorphous Calcium_Phosphate, Caz(PO,).3H,0]
ACFP — fluorofosfato de calcio amorfo [Amorphous Calcium Fluoride Phosphate]
WSL — leséo white spot [White Spot Lesion]

F — 1do fluoreto

JAD - juncdo amelo-cimentaria

Ser (P) — serina fosforilada

Glu — glutamato

IgA —Imunoglobulina A

CHX — cloro-hexidina

ppm — partes por milhdo

kg — quilograma

g — grama

mg — miligrama

mM — milimolar

uM — micromolar

ml — mililitro

nm — nanometro

um — micrometro

mm? — milimetro ctbico

N — newton

GPa — gigapascal

HCI — &cido cloridrico

NaF — fluoreto de sodio

NaOH - hidréxido de sodio

CaCl;, — cloreto de calcio

Na,HPO, — hidrogenofosfato dissodico
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1. INTRODUCAO

A cérie dentaria é uma doenca de elevada prevaléncia em todo o mundo, cerca de
90%, sendo considerada um problema de salde publica pela OMS. A progressao das lesdes
de céarie requer um desequilibrio continuo e prolongado entre os factores protectores e
patologicos da doenca, resultando na perda de minerais para 0 meio envolvente e
consequente dissolugédo dos cristais de hidroxiapatite, HA (Cochrane, Cai, Hug, Burrow &
Reynolds, 2010). Afeta qualquer individuo independentemente da sua idade, raca, sexo ou
condicdo social. Medidas preventivas adequadas em conjunto com uma detecdo precoce das
lesbes em fase inicial, assumem uma importancia crescente no controlo e tratamento da
doenca (Melo, Azevedo & Henriques, 2008).

Como ja foi referido, na cavidade oral ocorre naturalmente, de forma ciclica e
equilibrada, desmineralizacdo e remineralizacdo das superficies dentarias. Perante o
desequilibrio deste sistema no sentido da desmineralizacdo, a regeneracdo fisiologica das
areas afetadas é limitada. A persisténcia deste desequilibrio contribui para o aparecimento
de white spot lesions (Nongonierma & FitzGerald, 2012).

Um dos principais objetivos da Dentisteria moderna tem sido o tratamento das les6es
iniciais de carie através de uma abordagem ndo invasiva, na tentativa de tratar a doenca
preservando a integridade dos tecidos dentarios. Esta abordagem envolve a utilizacdo de
agentes remineralizantes, nomeadamente o CPP-ACP, que fornece os componentes
necessarios para que ocorra a regeneracdo destas lesdes (Elkassas & Arafa, 2013). Este
tratamento esta indicado para pacientes sujeitos a tratamento ortodéntico, possibilitando o
tratamento de lesBes iniciais de carie. Do ponto de vista preventivo podera ser aplicado a:
(1) pacientes com perturbacdes do fluxo salivar (pacientes sujeitos a radioterapia, pacientes
com xerostomia e idosos), uma vez que o aporte de ides as superficies dentarias esta
comprometido, aumentado o risco de carie; e (2) pacientes com anorexia, bulimia ou refluxo
gastroesofagico, uma vez que a presenca frequente de &cido gastrico na cavidade oral gera
um desequilibrio prolongado dos valores de pH, promovendo a desmineralizacdo do esmalte
e consequente aparecimento de lesdes de carie (Llena, Forner & Baca, 2009).

Com o presente trabalho, pretende-se abordar o sistema CPP-ACP como promotor
da remineralizagdo de lesbes de carie iniciais, desenvolvendo o conceito de carie dentaria,
desmineralizacdo e remineralizagdo, assim como, 0 mecanismo de acdo deste agente, sua

eficécia e aplicabilidade na cavidade oral.
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Desenvolvimento

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. ESMALTE

Os dentes sdo estruturas presentes na cavidade oral que desempenham um papel
essencial na mastigacdo e no inicio da digestdo dos alimentos. Cada peca dentaria é
composta por uma coroa, raiz e colo (Fig. 1). A coroa clinica é a por¢ao do dente que esta
exposta a cavidade oral, protegendo-o contra as agressfes externas enquanto a coroa
anatomica corresponde apenas a fracdo da coroa clinica que é revestida por esmalte,
correspondendo a camada mais externa do dente (Seeley, Stephens & Tate, 2003). A
espessura do esmalte varia entre as zonas mais ativas do dente, ao nivel das cuspides, e as
zonas menos expostas ao desgaste, na margem cervical (West & Joiner, 2014). No interior
do dente, existe uma cavidade preenchida por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e
nervos, designada por polpa dentaria. A polpa é responsavel pela nutricdo e inervacdo do
dente. Externamente a cavidade pulpar encontra-se a dentina, um tecido celular e
calcificado. A revestir a porcao radicular da dentina est4 presente o cimento que contribui

para a fixago e estabilizagdo do dente no osso alveolar (Seeley et al., 2003).
G ‘\Q;‘Z’J;/"f A\ Esmalte

Coroa / o ) Dentina
WS ' Cavidade pulpar

Raiz Esmalte

Figura 1 - Estrutura do dente. (MedlinePlus, 2013)

O esmalte é um tecido dentario acelular composto por matéria inorganica (94-98%
do seu peso), matéria organica (3% do seu peso) e agua (3-4% do seu peso) (West &
Joiner, 2014; Zheng, Zheng, Zhang, Qian & Zhou, 2013). A matéria inorganica ¢
constituida principalmente por calcio (34-39% do seu peso) e fosforo (16-18% do seu
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peso). Outros minerais como sédio, magnésio, potassio e zinco também estdo presentes em
proporcOes residuais. A fase mineral do esmalte apresenta-se na forma de cristais de HA,
ocupando aproximadamente 80-90% do seu volume. As proteinas e os lipidos constituem a
porc¢do organica do esmalte (Zheng et al., 2013; Garcia-Godoy & Hicks, 2008).

Estruturalmente, o esmalte é composto por longos prismas cilindricos que se
estendem desde a juncdo amelo-dentinaria (JAD) até a superficie externa do esmalte. Cada
prisma apresenta um diametro de 4-5 um e é composto por aproximadamente 1000 cristais
de HA organizados entre si, formando feixes a que correspondem os prismas. Na secc¢ao
transversal dos prismas, distinguem-se 2 estruturas que os compdem: a cabeca e a cauda. A
cabeca orienta-se no sentido do esmalte superficial, apresentando 5 um de didametro ¢ a
cauda apresenta um comprimento de 5 um e orienta-se em direcdo a dentina (West &
Joiner, 2014). Dos compostos organicos presentes no esmalte, cerca de metade
corresponde a proteinas pertencentes a uma matriz que envolve individualmente cada
prisma, servindo de suporte para os cristais de HA (Featherstone & Lussi, 2006). Os
cristais de HA apresentam cerca de 50nm de largura e 25nm de espessura, orientando-se de
forma a que o seu longo eixo e o longo eixo dos prismas se encontrem paralelos. Contudo,
na periferia de cada prisma, os cristais desviam-se ligeiramente, originando mais espaco
inter-cristalino. Este espaco é preenchido por agua e compostos organicos, constituindo um
meio de difusdo para pequenas moléculas como o &cido lactico, perdxido de hidrogénio e
iGes (Robinson et al., 2000).

Interrod
Enamel

Head
Tail

Figura 2 - Representacdo dos prismas de esmalte.
(Habelitz, Marshall, Marshall Jr & Balooch, 2001)
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O conteudo mineral e, portanto, a densidade dos cristais e prismas do esmalte ndo é
uniforme ao longo do dente, diminuindo da superficie em direcdo a dentina, 0 que se
traduz em variacGes do comportamento mecanico ao longo da estrutura dentaria. Estas
diferencas sdo verificadas num dente molar definitivo, em que o esmalte mais superficial
apresenta um modulo de elasticidade superior a 100 GPa e uma dureza superior a 5 GPa,
enquanto que no esmalte proximo da JAD verifica-se um modulo de elasticidade inferior a
60 GPa e uma dureza inferior a 3 GPa. Da mesma forma também a solubilidade do esmalte
em meio acido varia entre estas duas localiza¢6es, demonstrando ser superior junto a JAD
(West & Joiner, 2014).

Figura 3 - Organizacéo hierarquica do esmalte. Os cristais de HA agrupam-se em feixes,
formando prismas. Os prismas, por sua vez, organizam-se para constituir o esmalte (a).
Imagens de microscopia electronica de varrimento do esmalte, corte longitudinal (b) e corte
transversal (c). (He & Swain, 2008)

A HA tem como férmula quimica Cayo(PO4)s(OH); e apresenta possiveis variacoes
na sua composicdo como resultado da perda ou substitui¢do de ides. Deste modo, o célcio
pode ser substituido por sddio, magnésio, zinco ou potassio; o fluoreto pode substituir o
hidroxilo e o carbonato pode ocupar o lugar do fosfato. Estas alteracdes influenciam o

comportamento da HA, principalmente a sua solubilidade na presenca de valores de pH

15



Tratamento de lesGes White Spot pelo Sistema Fosfato Caseina-Fosfopeptideo Amorfo (CPP-ACP): prevencao secundaria

reduzidos. Em particular regiGes dos cristais com défice de célcio ou ricas em carbonato
sdo particularmente suscetiveis a dissolucdo &cida. Pelo contrario, a substituicdo de
hidroxilo por fluoreto aumenta a resisténcia dos cristais a desmineralizagdo (West &
Joiner, 2014; Robinson et al., 2000; Featherstone & Lussi, 2006).

A taxa de dissolucdo da HA aumenta em funcdo da diminuicdo do pH, sendo
também influenciada pelas concentracfes de ides célcio, fosfato e hidroxilo presentes em

solucdo, como pode ser demonstrado pela seguinte equacao:

Caio(PO4)6(OH), + 8H*(aq) <10 Ca®*(aq) + 6HPO4* (aq) + 2H,0

O grau de saturacdo em relagdo a HA corresponde a razdo entre o produto da
atividade dos ides para a HA e a constante de solubilidade da HA. Quando a saturacao é
inferior a 1, a solucdo encontra-se insaturada em relacdo a HA e portanto é promovida a
dissolucdo dos cristais. Valores superiores a 1 sao indicativos da supersaturacdo do meio

em relacdo a HA, conduzindo a precipitacao de fosfato e clcio.

Grau de saturagdo HA = [(Ca?")°(OH)(PO4>)? / constante de solubilidade HAJY®

Deste modo, a medida que o pH diminui, as concentracdes de fosfato e hidroxilo
diminuem também, contribuindo para a redugdo do grau de saturacdo. O pH critico do
esmalte corresponde ao valor a partir do qual a saturacdo da saliva em relacdo a HA perde
a sua capacidade de protecdo e conduz a perda mineral do esmalte. Quando éareas
suscetiveis do esmalte sdo sujeitas a repetida influéncia negativa de acidos, resulta num
aumento da sua porosidade abaixo da superficie. Caso este efeito ndo seja contrariado pela
promocdo da remineralizacdo, através da higiene oral, aplicacdo de agentes
remineralizantes e do consumo moderado de hidratos de carbono fermentaveis; pode
evoluir estabelecendo-se uma porosidade crescente dos tecidos e consequente cavitacdo
(West & Joiner, 2014).

2.2. CARIE DENTARIA

Segundo Fejerskov e Kidd (2008), a cérie € definida como uma doenca infeciosa de

etiologia microbiana e caracter multifactorial. Resulta da dissolu¢do quimica dos tecidos
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dentérios, ou seja, da sua desmineralizacdo. Esta destruicdo localizada € uma consequéncia
de eventos metabdlicos que tém lugar na placa bacteriana que recobre o dente, sendo a sua
presenca um requisito para que se desenvolvam estas lesdes. Pode surgir ao nivel do
esmalte, dentina ou cimento, na denticdo decidua como na definitiva e em superficies lisas
ou irregulares da denticdo (Selwitz, Ismail & Pitts, 2007). Frequentemente afeta locais da
denticdo mais protegidos, onde a placa bacteriana se pode acumular sem perturbacoes

mecanicas, maturando ao longo do tempo (Fejerskov & Kidd, 2008).

A manifestacdo clinica desta doenca resulta de um desequilibrio no processo de
desmineralizacdo-remineralizacdo, no sentido da desmineralizacdo que persiste ao durante
longos periodos de tempo, na presenca de placa bacteriana (Melo et al., 2008). Este
desequilibrio tem origem na producdo de acidos organicos como o &cido lactico, acido
acético, &cido propionico e acido férmico por bactérias cariogénicas (Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp) como produtos do seu metabolismo
de hidratos de carbono fermentaveis provenientes da dieta (Niu et al. 2013). Estes acidos
provocam uma diminuicdo do pH local da placa difundindo-se pelos poros da superficie do
esmalte saudavel. Ao atingirem pontos suscetiveis dos cristais de HA provocam a
dissolucdo dos minerais que o0s constituem. A este processo designa-se por
desmineralizacdo (Melo et al., 2008). Esta destruicao é reversivel apenas numa fase inicial,
enquanto ndo estabeleceu a cavitagdo da lesdo. Ao mecanismo natural de reparacdo destas
lesbes denomina-se remineralizacdo. Neste processo, os ides calcio e os ibes fosfato
provenientes da saliva sdo fornecidos ao esmalte precipitando na forma de fosfato de
calcio, na presenca de ides fluoreto, e depositando-se nas regides afetadas. Os cristais sdo
reparados pela incorporacdo de FA na sua composicdo, através da substituicdo de iGes
hidroxilo por ides fluoreto, resultando numa menor solubilidade e maior resisténcia ao
ataque acido em relacédo a estrutura original de HA (Chen & Wang, 2010). O processo de
desmineralizacdo-remineralizacdo da-se de forma ciclica na cavidade oral desde que exista
um equilibrio entre os fatores protetores e os fatores patoldgicos das lesbes de carie
(Featherstone, 2008).

Quando o aumento de volume da placa bacteriana e a frequéncia de consumo de
acucares ndo sdo controlados durante longos periodos de tempo, a perda mineral sobrepde-

se ao ganho e as superficies do esmalte afetadas ndo sdo reconstruida. Surge assim o
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primeiro sinal da doenca: as white spot lesions (WSL). Caso nenhuma medida seja

aplicada para contrariar este processo, a perda de minerais pode resultar no colapso da

estrutura dentaria e consequente formacao de uma cavidade (Cury & Tenuta, 2009).

The Caries Balance

Figura 4 - Importancia do equilibrio entre os factores patolégicos e protectores no
desenvolvimento da carie. (Featherstone, 2008)

No Caries

O conceito multifatorial da leséo de carie deve ser interpretado como o resultado da
interacdo entre a dieta, as bactérias cariogénicas e a suscetibilidade. A cariogenecidade da
dieta é determinada pela presenga de hidratos de carbono fermentaveis como a sacarose,
cuja metabolismo resulta na produgéo de &cidos que desmineralizam o esmalte. Também é
determinada pela frequéncia de consumo destes alimentos que provoca um desequilibrio
crescente no ciclo de desmineralizagdo-remineralizagdo, uma vez que dificulta a reposi¢éo
dos valores do pH (Lima, 2007). As bactérias cariogénicas sdo as responsaveis pela
producdo destes &cidos, sendo o Streptococcus mutans o agente patogénico primario no
desenvolvimento da cérie. A sua transmissdo ocorre no inicio da vida de mée para filho,
mas a sua colonizacdo s6 € iniciada apds a erupgdo da denticdo decidua (Garcia-Godoy &
Hicks, 2008). Estas bactérias também estdo implicadas na sintese de componentes da
matriz extracelular a partir da sacarose da dieta, promovendo a colonizagdo das superficies
dentérias (Arul & Palanivelu, 2014). A carga bacteriana na cavidade oral pode ser reduzida

através de uma higiene oral adequada. Em relacdo a suscetibilidade deve-se ter em
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consideracdo a suscetibilidade do individuo e a suscetibilidade do dente. A suscetibilidade
do individuo é determinada por fatores extrinsecos e fatores intrinsecos. Os fatores
extrinsecos estdo relacionados com o meio sociocultural onde o individuo se insere e a
interferéncia dos mesmos nos seus comportamentos. Os fatores intrinsecos sao dificeis de
controlar e incluem a composicéo, o pH e capacidade tampdo da saliva, o fluxo salivar,
fatores imunoldgicos e aspetos hereditarios. A suscetibilidade do dente é ditada pelo grau
de mineralizacdo do esmalte que se relaciona diretamente com a sua resisténcia ao ataque
acido. Depende de fatores intrinsecos que atuam durante o desenvolvimento do dente e

fatores extrinsecos como fatores ambientais e locais (Lima, 2007).

2.3. ASALIVAE A CARIE

A saliva é um fluido biologico secretado pelas glandulas salivares diretamente na
cavidade oral. Na sua composi¢do apresenta cerca 99% de agua, compostos organicos e
inorgénicos. Dos compostos organicos destacam-se as proteinas (principalmente enzimas,
imunoglobulinas e glicoproteinas), glucose e ureia. Os compostos inorganicos sao
representados pelos iGes sodio, potassio, calcio, magnésio, cloreto, fluoreto, monofosfato,
bifosfato, sulfato entre outros. Apresenta inimeras funcdes desde protecdo e lubrificacéo,
neutralizacdo de 4acidos (capacidade tampdo), digestivas, protecdo antibacteriana e
manutencéo da integridade do esmalte.

A protecdo e lubrificacdo dos tecidos orais € assumida pelas mucinas, que atuam
também na modulacdo seletiva da adesdo dos microorganismos aos tecidos orais,
controlando assim a sua colonizagdo. A consisténcia viscosa da saliva permite remover
residuos da cavidade oral como bactérias ndo aderidas, restos celulares e alimentares,
sendo otimizada aquando da estimulacdo do fluxo salivar. A sua capacidade tampéo €
determinada principalmente pelo ido bicarbonato, através do qual os &cidos libertados
pelas bactérias cariogénicas sdo neutralizados, prevenindo a desmineralizacdo. A
neutralizacdo destes acidos impede que se reinam as condic¢des 6timas para a colonizagao
de outros microorganismos patogénicos (Dawes, 2008). A nivel digestivo, a a-amilase
presente na saliva desempenha o papel de iniciacdo da digestdo na cavidade oral, através

da decomposicdo do amido em maltose, maltotriose e dextrinas. As propriedades
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antibacterianas sdo conferidas por proteinas. O IgA é o principal componente imunoldgico
que neutraliza virus, bactérias e enzimas téxicas, atua como anticorpos para antigénios
bacterianos e agrega-se a bactérias inibindo a sua adesdo aos tecidos (Almeida, Grégio,
Machado, Lima & Azevedo, 2008).

A saliva € um dos principais mecanismos que interfere no ganho e perda mineral na
interface esmalte-placa, uma vez que mantém em supersaturacdo os niveis de célcio e
fosfato em relacdo a HA, garantindo as trocas ionicas. O pH, a capacidade tampé&o e o
fluxo salivar influenciam a perda mineral, a progressdo da desmineralizacao e a capacidade
de reparagdo dos tecidos dentarios (Chang, Walsh & Freer, 1997). Estes pardmetros
conferem a saliva a capacidade de reduzir a incidéncia de céries, mantendo a integridade
do esmalte (Stookey, 2008). Na sua composi¢do encontram-se diversas substancias que
intervém no processo de remineralizacdo como: estaterinas, proteinas ricas em prolina e
compostos inorganicos nomeadamente ides célcio, fosfato e fluoreto. O calcio salivar pode
encontra-se na forma iénica ou ndo idnica. Este ido é fundamental para manter o equilibrio
dos niveis de fosfato de calcio entre o esmalte e o fluido circundante, sendo que a sua
concentracdo aumenta com a diminuicdo do pH. O ido fosfato tem como principal funcéo
manter a estrutura dentéria sendo que a sua concentracdao diminui com a reducdo do pH e
com o aumento do fluxo salivar. O ido fluoreto é essencial para manter a estabilidade dos
minerais e garantir a formacdo de FA, sendo proveniente de fontes ex6genas como a agua
de consumo e pastas dentifricas fluoretadas (Llena et al., 2009).

Dada a supersaturacdo da saliva em relacdo a HA, seria de esperar a precipitacdo
espontanea do fosfato de célcio nos ductos das glandulas salivares e o crescimento
continuo dos cristais na superficie do esmalte. Porém, esta acdo é inibida pela a presenca
das estaterinas e das proteinas ricas em prolina, que estabilizam as formas solveis dos
ibes fosfato e célcio da saliva, garantindo a sua biodisponibilidade para a remineralizacdo
do esmalte (Fejerskov & Kidd, 2008).

Segundo Fejerskov e Kidd (2008), o pH fisioldgico da saliva varia entre 6,75-7,25.
Cerca de 3 a 5 minutos ap0s a ingestdo de hidratos de carbono, o pH da placa desce. Ao
atingir valores inferiores a 5,5 (pH critico para o esmalte) o fluido da placa torna-se
insaturado em relacdo a HA, resultando na dissolucdo de minerais. Se o pH se encontrar
entre 4,5-5,5, na presenca de ides fluoreto, o fluido da placa encontrar-se-a supersaturado

em relacdo a FA, verificando-se a precipitacdo destes minerais e consequente formacao de
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FA na superficie dentaria desmineralizada.A medida que os substratos se esgotam, 0s
acidos sdo eliminados pela saliva na forma de sais, resultando hum aumento do pH. Para
valores iguais ou superiores a 5,5 o fluido da placa encontra-se supersaturado em relacéo a
HA e a FA. Déa-se entdo a precipitacdo de calcio e fosfato nas regides afetadas,
apresentando uma recuperagdo mais eficiente na presenca do ido fluoreto. Estes ides
retardam a progressdo da cérie, porém ndo atuam nos fatores etioldgicos da doenca, como

tal ndo séo capazes de prevenir o seu aparecimento (Cury & Tenuta, 2009).

Demineralization +
pH<5.5; pH

Undersaturated HA

Undersaturated FA
N i s

20 30 40

minutes

Figura 5 - Desmineralizacdo do esmalte, na presenca de fluoretos, ao
nivel da placa. (Cury & Tenuta, 2009)

"0 20 30 40
minutes

Figura 6 - Remineraliz¢do do esmalte, na presenca de fluoretos, ao nivel da
placa. (Cury & Tenuta, 2009)
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Cury & Tenuta, (2009) comprovaram in vitro a influéncia do ido fluoreto na
reducdo da desmineralizacdo do esmalte e o seu contributo para a sua remineralizagdo na
forma de FA, através de modelos de pH cycling. Deste forma, duas situacdes clinicas
foram simuladas, sendo que numa a desmineralizacdo prevaleceu sob a remineralizacdo e
na outra o inverso. A figura 8 mostra os resultados obtidos quando a desmineralizagdo
prevaleceu, sendo registada a diminui¢cdo da perda da dureza da superficie do esmalte e da
profundidade da lesdo, com aumento de fluoreto no esmalte. Em contrapartida, na figura 7
verifica-se 0 aumento da dureza e a reducdo da profundidade da lesdo quando a

remineralizagao prevaleceu.

100.0
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) . — |
SMR (%) Lesion depth (um) F (ug F/cm?) SML (%) Lesion depth (um) F {ug F/em?)
pH cycling (RE>DE) pH cycling (DE>RE)
Figura 8 - Ganho de microdureza da superficie Figura 8 - Perda de microdureza da superficie do
do esmalte (SMR, %), profundidade da lesdo esmalte (SML, %), profundidade da lesdo (um) e
(um) e fluoreto total presente no esmalte (ug fluoreto total presente no esmalte (ug F/cm2) ap6s
F/cm2) apés a remineralizagdo (RE>DE) pelo a desmineralizacdo (DE>RE) pelo método pH
método pH cycling. (Cury & Tenuta, 2009) cycling, na presenca de céries activas. (Cury &

Tenuta, 2009)

Além das propriedades acima referidas, o fluoreto apresenta ainda acédo
antibacteriana. Na presenca de pH &cido, o fluoreto livre combina-se com H*, formando
fluoreto de hidrogénio (HF). Este composto migra pela placa bacteriana, atravessando a
membrana das bactérias. Como o citoplasma das bactérias é alcalino, ocorre a dissociacao
do fluoreto de hidrogénio. Os ibes fluoreto previnem o metabolismo bacteriano dos
acucares pela inibicdo de varias enzimas essenciais para este mecanismo, como a enolase e

a ATPase. Os ibes H™ acidificam o citoplasma, inibindo o funcionamento das bactérias.
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Desta forma, as bactérias cariogénicas ndo libertam &cido e ndo se da a desmineralizacéo
do esmalte (Hemagaran & Neelakantan, 2014).

A desmineralizacdo ocorre até que os valores de pH da placa normalizem,
aproximadamente cerca de 20 minutos ap0s a ingestdo dos substratos. Este periodo de
tempo é controlado pelo fluxo e composicdo salivar. A diminuicdo da secrecdo salivar
restringe o contacto da saliva com placa bacteriana, provocando uma descida acentuada do
pH apo6s exposicdo a hidratos de carbono, atrasando a reposicdo destes valores e a
eliminacdo do substrato (Stookey, 2008). Comparando os dentes antero-inferiores com o0s
postero-superiores, verifica-se que nos primeiros a diminuicdo do pH apds exposicdo a
hidratos de carbono é menos acentuada. Isto acontece porque o contacto dos dentes antero-
inferiores com saliva é superior em relacdo aos dentes postero-superiores (Chang et al.,
1997).

- Removal by oral hygiene
- Host capacity to clear cariogenic
species
Sugars Less sugar consumption /

-

|  cariogenic species ‘

Buffer capacity host saliva
Bacteria using organic acids in
food chain (e.g. Veillonella)

Selection for
cariogenic species

N sugar fermentation
/ /> organic acids = LowpH

Low abundance of

cariogenic microorganisms - Fluoride exposure /

Enamel repair

M caries risk

Figura 9 - Conjunto de factores que interagem entre si e que levam ao aparecimento da cérie — doenga
multifactoral. (Rosier, Jager, Zaura & Krom, 2014)

Segundo Chang et al. (1997), o pH e a capacidade tampdo acompanham a secre¢do
salivar, sendo que a saliva ndo estimulada apresenta um pH inferior a 6, aumentando para
valores de 8 quando o estimulada. No meio intraoral, valores de pH &cido favorecem a

colonizagdo por bactérias acidogénicas, principalmente o Streptococcus mutans,
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promovendo a cariogenicidade. Valores de pH mais elevados traduzem-se numa maior
capacidade tampdo e condi¢bes menos favoraveis para a colonizacdo destas bactérias
(Chang et al., 1997). Segundo Dawes (2008) a saliva estimulada apresenta concentracfes
de bicarbonato mais elevadas que a saliva ndo estimulada e portanto a neutralizacdo dos

acidos é mais eficaz.

2.4. PLACA BACTERIANA

A placa bacteriana € um biofilme responsavel por varias doencas da cavidade oral,
tais como a cérie, a gengivite e a periodontite. A cavidade oral € um ambiente himido, rico
do ponto de vista nutricional, com temperaturas que variam entre 35°-36°C e um pH de
repouso entre 6,75-7,25. Estdo assim reunidas as condic¢Ges favoraveis ao desenvolvimento
de varias espécies bacterianas capazes de se organizar em biofilme (Rosier et al., 2014). O
biofilme oral consiste em diversas comunidades de microorganismos embebidos numa
matriz de polimeros extracelulares. Esta matriz ndo s6 atua como um elemento de unido
dos diversos componentes do biofilme mantendo a sua integridade, como também
apresenta seletividade ao restringir a entrada de agentes antimicrobianos, enzimas
extracelulares e agentes nocivos. Assim, a placa bacteriana garante a protecdo dos
microorganismos presentes na cavidade oral e promove o seu desenvolvimento (Garcia-
Godoy & Hicks, 2008). A placa bacteriana é responsavel pela desmineralizacdo do esmalte
e, caso persista durante longos periodos de tempo, leva ao aparecimento de lesdes iniciais
de carie, WSP, indicativas de descalcificacdo da subsuperficie do esmalte. A sua existéncia
abaixo da margem gengival resulta na inflamacao da gengiva e, caso nao seja controlada,
pode evoluir para doenca periodontal, culminando na perda de pecgas dentarias (Ren,
Jongsma, Mei, Mei & Busscher, 2014).

Logo apds a escovagem ou erupcao dentaria, forma-se a pelicula adquirida devido
a exposicado das superficies dentérias a saliva. Esta pelicula consiste numa camada acelular
constituida por moléculas provenientes da saliva (maioritariamente proteinas como
estaterinas, proteinas ricas em prolina e mucinas) e fluido gengival, que adere fortemente a
HA. Adicionalmente, desempenha fungfes importantes de lubrificacdo e hidratacdo das
superficies. Por outro lado, dificulta o acesso dos iGes mineralizadores a superficie do

esmalte e atua como base para o desenvolvimento da placa bacteriana, uma vez que as
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estaterinas e as proteinas ricas em prolina presentes contém recetores aos quais as bactérias
se ligam, colonizando-a. Estas bactérias sdo acidogénicas, pois produzem &cidos, e
aciduricas, porque sobrevivem em ambientes acidos. Também estdo presentes no biofilme
bactérias capazes de atenuar os efeitos cariogénicos como por exemplo a Veillonella spp.
que é capaz de metabolizar o acido lactico (Garcia-Godoy & Hicks, 2008). Inicialmente, a
placa € invadida por colonizadores primarios como 0 Streptococcus sanguinis, 0
Streptococcus oralis, 0 Streptococcus gordonii ou 0 Streptococcus mitis bionar 1,0s quais
apresentam adesinas com afinidade para os componentes da pelicula adquirida. Estas
bactérias multiplicam-se originando microcolénias e simultaneamente geram modificacdes
no habitat, tornando-o mais atrativo para colonizadores secundarios como 0 Actinomyces
spp., a Veillonela spp. a Fusobacterium spp. € a Haemophilus spp., ou entdo desfavoravel
a si mesmos. A microflora da placa sofre alteracdes transitando de uma placa dominada
por Streptococcus para uma placa predominantemente colonizada por Actinomyces (Marsh
& Martin, 2009). Segundo Fejerskov & Kidd (2008), estas alteragdes consistem no défice
de substrato, na acumulacdo de produtos do metabolismo bacteriano e na diminuicdo do
oxigénio disponivel. Assim, a medida que o biofilme se desenvolve ocorre uma transicao
de espécies predominantemente aerObias e anaerobias facultativas para espécies
anaerobias. Este fendmeno denomina-se por sucessdo microbiana (Fejerskov & Kidd,
2008). Simultaneamente a maturacdo do biofilme ocorre a libertacdo das bactérias,
tornando-se aptas a colonizar dentes adjacentes (Garcia-Godoy & Hicks, 2008).

A presenca de placa bacteriana é um factor etiologico especifico mas ndo
determinante para o aparecimento de lesGes de carie, uma vez que € necessaria a interagcdo
entre os hidratos de carbono da dieta, os depdsitos microbianos presentes no biofilme e a
suscetibilidade para que tal ocorra. Deste modo, a placa e as estruturas dentarias podem

coexistir desde que seja mantido um equilibrio entre ambas (Lima, 2007).

2.5. WHITE SPOT LESIONS

As WSL, ou lesdes brancas do esmalte, sdo as primeiras manifestacdes clinicas de
carie no esmalte capazes de serem detetadas a olho nu (Melo et al., 2008). Segundo Chang
et al. (1997) estas lesGes sdo caracterizadas por um aumento dos poros inter-cristalinos da

subsuperficie do esmalte e reducdo do volume dos cristais de HA. Sob a superficie intacta
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hipermineralizada, o corpo da WSL sofre perdas minerais traduzindo-se em alteragdes das
propriedades Opticas do esmalte, nomeadamente na perda de translucidez. Estas
modificacbes conferem-lhe um aspecto esbranquicado e opaco (Pliska, Warner, Tantbirojn
& Larson 2012). Numa primeira abordagem, estas descoloracdes esbranquicadas podem
tanto ser identificadas como lesBes de fluorose dentaria bem como WSL. Com o intuito de
as diferenciar, definiu-se que as lesdes de fluorose séo caracterizadas por uma cor branca-
amarelada, de forma pouco definida, misturando-se facilmente com o esmalte integro e
distribuindo-se de forma simétrica na cavidade oral. J& as WSL apresentam-se bem
definidas, diferenciadas do esmalte envolvente e surgindo de forma aleatéria na cavidade
oral (Sangamesh & Kallury, 2011).

CRISTAIS POROS

camada superficial 40-80nm

EETSTSTES
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(a) esmalte normal

Figura 10 - Representacdo das WSL de acordo com a reducdo do volume dos cristais e aumento
dos poros entre si (a). Radiomicroscopia da WSL, observando-se a diferenca entre esmalte
mineralizado e o esmalte cariado (b). (Consolaro, 2006)

As WSL surgem frequentemente em pacientes sujeitos a tratamento ortoddntico,
constituindo o seu efeito iatrogénico mais comum. Estima-se que a sua prevaléncia durante
0 tratamento possa atingir os 97%, afetando qualquer dente com maior prevaléncia para 0s
incisivos laterais superiores, caninos superiores e pré-molares inferiores. Os valores mais
elevados foram registados para a face vestibular dos incisivos laterais superiores
(Sangamesh & Kallury, 2011). No inicio do tratamento procede-se a adesdo de diversos
elementos as superficies dentarias, como o0s brackets, tubos e bandas, através de resinas
compostas. Estes componentes proporcionam locais adicionais de retencdo de placa

bacteriana, dificultando uma higiene oral eficaz e limitando a acdo de limpeza natural
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proporcionada pala saliva e pela musculatura oral (Sudjalim, Woods & Manton, 2006).0
aparelho ndo sé proporciona um aumento do volume de placa estagnada, como favorece a
prevaléncia de bactérias cariogénicas, em particular do Streptococcus mutans e do
Lactobacillus. A resina utilizada para a fixacdo dos elementos ortoddnticos é propensa a
adesdo bacteriana ao nivel da juncdo bracket-resina-esmalte, especialmente apo6s a
contracdo de polimerizacdo. Esta contracdo pode gerar falhas na resina, possibilitando a
entrada de bactérias. Uma vez que a superficie da resina € rugosa, a forca de adesao das
bactérias é superior quando comparada com a dos brackets e com a do esmalte (Ren et al.,
2014). Outro fator que contribui para o aparecimento das WSP, durante o tratamento
ortodbntico, é o microvazamento que ocorre em redor dos brackets. Ao contactar com
alimentos quentes ou frios, o esmalte sofre expansdo ou contragdo. O mesmo acontece com
0s brackets e com os sistemas adesivos, em coeficientes de expansdo diferentes entre si. A
contracdo e a expansao dos brackets metalicos é superior a do esmalte e a dos sistemas
adesivos. A repeticdo destes fendmenos pode levar a formacgdo de microfissuras entre os
brackets e o sistema adesivo, constituindo uma porta de entrada para fluidos orais e
bactérias. Encontram-se assim reunidas as condi¢Oes para a formacdo de WSL por baixo
dos brackets (Sangamesh & Kallury, 2011).

Figura 11 - Biofilme resultante do tratamento ortoddntico, antes (inferior) e depois
(superior) da remocéo do aparelho, revelado pelo Gum Red-Cote. (Ren et al., 2014)

Clinicamente, tem-se vindo a observar que as WSL podem regredir a longo prazo,
mas a capacidade natural de reparacdo é limitada. Por vezes a superficie da lesdo
remineraliza enquanto 0 corpo permanece poroso e, portanto, a sua aparéncia
esbranquicada e pouco estética persiste. Em certos casos pode até ocorrer a incorporagédo
de pigmentos exogenos na lesdo, conferindo-lhe uma tonalidade acastanhada (Gugnani et
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al., 2014). S&o requisitos para a remineralizagdo natural do esmalte, o restabelecimento das
condigBes fisiologicas entre o esmalte e os fluidos orais, e a integridade da camada
superficial do esmalte poroso (Cury & Tenuta, 2009).Caso o pH da placa permaneca
abaixo dos valores criticos dos tecidos dentarios durante longos periodos de tempo, o
desequilibrio no sentido da desmineralizagdo persiste e a lesdo evolui para a cavitagdo.
Nesta situacdo, apenas o tratamento restaurador invasivo é uma solucdo (Zong, Peng,
Zhang, Lin & Feng, 2012). A prevaléncia das lesGes ap0s o tratamento ortoddntico é
bastante elevada, até 5 anos ap0s a remocdo do aparelho e segundo Beerens et al. (2010) a
maioria das WSL permanece estavel e cerca de 10% progride de severidade 6 meses apos

0 tratamento.

2.5.1. DETECAO DE WHITE SPOT LESIONS

Os métodos mais convencionais para a detecdo destas lesdes compreendem a
observacao clinica e a utilizacdo da sonda exploratéria. Esta avaliacdo clinica € meramente
subjetiva pois baseia-se em parametros como a cor, dureza e brilho das estruturas
dentérias. Deste modo, é frequentemente complementada com um exame radiogréafico de
rotina. Porém, as céries iniciais ndo sdo detetadas desta forma. Apenas sdo traduzidas
radiograficamente perdas minerais superiores a 30-40%, correspondentes a um estadio
mais avancada da doenca, aproximadamente de 9 meses ap6s o inicio da desmineralizagéo.
Como tal, as técnicas convencionais apresentam uma fraca sensibilidade e especificidade
tanto para a detecdo de céries iniciais como para o fornecimento de informacdes relativas a
sua atividade (Choo-Smith, Dong & Cleghorn, 2008). Nos ultimos anos varias tecnologias
tém vindo a ser desenvolvidas no sentido de possibilitar uma detecdo mais eficaz destas
lesbes e a determinacdo de um diagndstico mais preciso. O laser flourescente
(DIAGNOdent®), a fluorescéncia induzida por luz quantitativa (QLF) e espectroscopia de
impedancia (CarieScan®) sdo alguns exemplos. Apesar do seu potencial, muitos destes
aparelhos ainda dependem da subjetividade da interpretacdo dos resultados. As informagéo
relativas a perda e ganho mineral ndo séo obtidas e a presenca de pigmentacdes, calculos e
depdsitos organicos nas superficies dentarias induzem falsos positivos (Choo-Smith et al.,
2008). Uma vez que nenhum dos metodos apresenta a confianca desejada, a estratégia

mais adequada passa pela combinacéao de diferentes sistemas (Li et al., 2014)
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2.5.2. TRATAMENTO DE WHITE SPOT LESIONS

Muiltiplos estudos indicam que a detegdo e tratamento ndo invasivo das WSL séao
estratégias importantes no controlo da progressdao e tratamento da doenca. De forma a
compensar a falta de eficacia do tratamento destas lesdes pela remineralizacdo natural da
saliva, diversas medidas tém vindo a ser adotadas, desde a instrucdo da rotina de higiene
oral, a aplicacdo tdpica de sistemas remineralizantes e colutérios com agentes
antimicrobianos.

A aplicagdo clinica de fosfato de calcio é, por si so, ineficaz no tratamento destas
lesGes. A sua incapacidade de promover a remineralizacdo do esmalte estd relacionada
com a sua baixa solubilidade, particularmente na presenca de ides fluoreto. A
insolubilidade intrinseca do fosfato de calcio s6 permite a sua administracdo em
concentracdes baixas, na presenca de &cido, de forma a possibilitar a libertacdo dos ides
fosfato e calcio passiveis de serem difundidos pelo esmalte afetado (Gurunathan,
Somasundaram & Kumar, 2021). Por outro lado, o fosfato de célcio insoltvel é de dificil
aplicacdo e ndo se posiciona de forma eficaz na superficie dentaria. Como tal, as
concentragdes de calcio e fosfato necessarias para que ocorra a remineralizacdo das lesGes
ndo sdo atingidas (Reynolds, 2008). Com o objetivo de ultrapassar estas limitacdes, novas
tecnologias de remineralizacdo tém vindo a ser desenvolvidas, tais como o sistema Fosfato
de Célcio Caseina-Fosfopeptideo Amorfo (CPP-ACP).

Idealmente o0s agentes de remineralizacdo devem proporcionar uma
biodisponibilidade de ides célcio, fosfato e fluoreto que favoreca o ganho mineral em
profundidade na lesdo e ndo apenas a sua deposicao a nivel superficial, em detrimento da
desmineralizagdo. A remineralizacdo superficial do esmalte apresenta poucos beneficios na
recuperacdo das propriedades estruturais e estéticas a um nivel subsuperficial da lesdo
(Cochrane et al., 2010). Portanto, o agente remineralizante deve ter como requisitos
basicos: seguranca para uso humano, garantir biodisponibilidade dos iGes, promover a
precipitacdo rapida sobre as regides desmineralizadas, proporcionar a formacédo de apatite
estavel e resistente a futuros ataques acidos e agentes erosivos, apresentar uma acao eficaz
sobre a superficie e subsuperficie da lesdo e capacidade de difusdo pelo biofilme e pela

subsuperficie da lesdo (Nongonierma & FitzGerald, 2012).
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O leite e os seus derivados apresentam propriedades anti-cérie, contribuindo de
forma ativa na manutencdo da saude oral. O seu efeito cariostatico é atribuido
essencialmente a presenca de ides calcio, fosfato e caseinas (Rose, 2000). Ferrazzano et
al., (2008) demonstrou in vitro o efeito protetor do iogurte, contra a desmineralizacdo do
esmalte. Para tal recorreram a diversas amostras de esmalte previamente desmineralizado
pelo &cido lactico. De seguida, estas amostras permaneceram submersas durante 96 horas
no sobrenadante do iogurte, obtido por centrifugacdo. Como resultado, verificou-se um
aumento da remineralizacdo do esmalte lesado, visivel nas imagens de microscopia
electrénica de varrimento apresentadas na figura 12. Apds o ataque acido, a superficie do
esmalte tornou-se irregular, com a presenca de lacunas correspondentes as perdas minerais.
A imersdao no sobrenadante do iogurte, proporcionou uma superficie mais homogénea

devido a precipitacdo de fosfato de calcio para preenchimento das falhas.

Figura 12 - Microscopia electrdnica de varrimento do esmalte apds a desmineralizacdo pelo
acido lactico (a) e apos a imersdo no sobrenadante do iogurte (b), com uma ampliacdo de
1000x. (Ferrazzano et al., 2008)

A caseina é a fosfoproteina mais abundante no leite bovino. O conhecimento da sua
interacdo com o calcio e fosfato, assim como a sua disponibilidade em produtos
alimentares, rapidamente transformaram a caseina num potencial agente anticariogénico.
Porém, foi demonstrado que este efeito apenas se manifesta quando a caseina é
administrada em concentracdes elevadas. Este fato, em conjunto com as suas propriedades
organolépticas desfavoraveis, descartaram a hipotese da caseina ser diretamente utilizada
na estratégia de reducdo da incidéncia de caries (Reynolds, 1998). A caseina organiza-se
em micelas com cerca 100nm de raio, as quais sdo capazes de estabilizar até 800

nanocomplexos de fosfato de célcio (Little & Holt, 2004). Esta capacidade é possivel
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devido a presenca de sequéncias de aminoacidos especificas. Por ac¢do da tripsina, estas
sequéncias podem ser libertadas na forma de Fosfopéptidos de Caseina (CPP),
conservando as suas propriedades (Cochrane et al., 2010).

Os CPP sdo peptidos ricos em aglomerados de residuos de serina fosforilada e
ocasionalmente treonina. A proporcdo de residuos fosforilados é determinada por
polimorfismos genéticos, resultando em diversos tipos de caseinas (Nongonierma &
FitzGerald, 2012). A sequéncia Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu (motivo acidico) é
caracteristica do CPP, proporcionando regifes de cargas negativas propensas a ligacéo de
catides bivalentes como o célcio, o magnésio, o ferro, o zinco, o niquel ou o bario, e
contribuindo para o aumento da sua solubilidade. Os residuos de serina fosforilados,
Ser(P), sdo os principais locais de ligacdo ao célcio e esta cinética varia consoante as
concentragdes de célcio disponiveis e o grau de fosforilacdo da caseina. Deste modo a o-
caseina é a que apresenta a maior propor¢do de serinas fosforiladas e, portanto, maior
afinidade com o célcio (Kitts, 2006). Cada péptido tem a capacidade de se ligar a 25 ides
calcio, 15 ides fosfato e 5 ides fluoreto. A pH neutro ou alcalino, o CPP estabiliza o fosfato
de célcio em solucdo, formando complexos coldides que aderem a placa bacteriana. Deste
modo previne o crescimento descontrolado dos cristais e sua posterior precipitacdo nas

superficies dentarias (Llena et al., 2009).

o -casein f(59-79)SP
GlIn-Met-Glu-Ala-Glu-Ser(P)-1le-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-lle-Val-Pro-Asn-Ser(P)-Val-Glu-Gln-Lys

-casein f(1-25)4P
Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Ile-Val-Glu-Ser(P)-Leu-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-Ser-1le-Thr-Arg

Figura 13 - Motivo acidico presente na oy - caseina f(59-79)5P e na [ - caseina f(1-25)4P
(Nongonierma & FitzGerald, 2012).

A acdo anticariogénica do CPP deriva da sua capacidade de: estabilizar o fosfato de
calcio em solucdo, permitir a supersaturagdo dos ides célcio e fosfato, promover a
remineralizacdo, reduzir a perda mineral, atuar como sistema tampéo no pH da placa
bacteriana e dificultar a adesdo do Streptococcus mutans e do Streptococcus sobrinus ao
competir pelos seus locais de ligagdo ao esmalte (Llena et al., 2009).
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In vivo, a sintese de CPP ocorre durante a digestdo da caseina estimando-se que s&o
gerados aproximadamente 5mg por cada 200g de caseina (Kitts, 2006). A resisténcia a
degradacdo proteolitica leva a sua acumulacdo na porcdo distal do intestino delgado. As
concentracgdes elevadas juntamente com a capacidade de formar complexos soltveis com o
fosfato de célcio, promove a absorc¢do intestinal de calcio mesmo quando se verifica um

défice de vitamina D (Cross, Hug, Palamara, Perich & Reynolds, 2005).

2.5.3. CPP-ACP

Segundo Gurunathan et al. (2012), o CPP preserva e estabiliza os iGes célcio e
fosfato na sua forma amorfa ou mais soltvel denominada por Fosfato de Calcio Amorfo
(ACP). Garante assim a sua elevada biodisponibilidade, promovendo a remineralizacao
das lesdes subsuperficiais do esmalte. O ACP (Cag(PO,)+3H,0O) é um precursor na
formacdo da HA (Ca;o(PO4)OH,). Em solucdo aquosa, é rapidamente convertido em
fosfato octacalcico ou apite devido a sua elevada solubilidade, o que o torna um agente
remineralizante eficaz (Azarpazhooh & Limeback, 2008). A sua formulagcdo simples,
solida e a sua biocompatibilidade com tecidos duros semelhantes a HA, sdo as suas
principais vantagens (Gurunathan et al., 2012).

A ligacdo do CPP ao ACP, funciona como um reservatorio de iGes. Durante o
ataque acido, o CPP-ACP liberta ides célcio e fosfato de modo a garantir a supersaturacdo
da saliva em relacdo o esmalte (Li et al., 2014). A manutencdo dos niveis elevados de
fosfato e calcio em solucdo, permite a neutralizacdo dos acidos libertados pelas bactérias
(sistema tampéo), impedindo a diminui¢do do pH e portanto a desmineralizac&o adicional
do esmalte (Gurunathan et al., 2012; Azarpazhooh & Limeback, 2008). Encontrando-se
aumentada a biodisponibilidade destes ifes, a remineralizacdo do esmalte € favorecida em
detrimento da sua desmineralizacdo. O efeito protetor da HA ¢é dose-dependente,
verificando-se acdo maxima para concentracées de 10mg/ml (Nongonierma & FitzGerald,
2012).

Além da forte adesdo a HA, o CPP-ACP também apresenta a capacidade de se ligar
a placa bacteriana. Proporciona assim um aumento das concentracGes de ides calcio e
fosfato no fluido da placa, até 5 vezes superior aos valores normais (Gurunathan et al.,
2012). Segundo Rose (2000) e Gurunathan et al. (2012), CPP-ACP mesmo em
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concentragdes baixas (0,1%) promove uma diminuicdo do coeficiente de difusdo do célcio
livre, de 65% a pH 7 e 35% a pH 5. Ao aderir & placa, o CPP-ACP fornece potenciais
locais de ligacdo ao calcio libertado pelo esmalte, durante o ataque &cido. Deste modo,
constitui um reservatério que podera fornecer ides em desmineralizacdes subsequentes. O
CPP-ACP presente na placa, pode penetrar na leséo como complexo intacto, ou pode
libertar os iGes no fluido da placa permitindo a sua difusdo pela lesdo. Estudos recentes
(Cochrane & Reynolds, 2012) recorrendo a metodologias de imunolocalizacdo, permitiram
detetar a presenca de CPP no interior do esmalte subsuperficial remineralizado, sugerindo
que este péptido tem a capacidade de ultrapassar a seletividade relativa ao tamanho e carga
molecular. Porém, a concentracdo de CPP na placa é tempo-dependente, apresentando uma
de semi-vida de 124,8 minutos. A limitacdo da sua acdo podera estar relacionada com a
influéncia de enzimas provenientes da placa como as peptidases e as fosfoproteses
(Nongonierma & FitzGerald, 2012).

A acdo anticarie do CPP-ACP também passa pela sua influéncia na formacédo de
placa bacteriana, uma vez que interfere na adesdo de bactérias a mesma. Através de
interacGes hidrofébicas e pontes de hidrogénio, € capaz de se ligar diretamente a superficie
das bactérias, interferindo com a sua aderéncia. Reduz a aderéncia para 83% no caso do
Streptococcus mutans e para 75% no caso do Streptococcus sobrinus (Rose, 2000). O
mesmo efeito foi também demonstrado por Subramaniam e Naidu (2009), neste caso
recorrendo a um estudo comparativo entre a eficacia da pasta de CPP-ACP (Tooth Mousse
Plus™) e do gel de cloro-hexidina (Cervitec Gel™), na reducdo dos niveis de
Streptococcus mutans presentes na placa. A amostra consistiu em 30 criancas, divididas
aleatoriamente em 2 grupos consoante o tratamento a que foram submetidas. No grupo 1

foi aplicado Tooth Mousse Plus™ e no grupo 2 o Cervitec Gel™

. A recolha de placa foi
realizada 30 minutos ap6s o pequeno-almogo no 1° dia do estudo, antes da aplicacdo dos
agentes, e 30 minutos apds o pequeno-alomog¢o no 16° dia, apds concluidos os tratamentos.
As bactérias presentes na placa recolhida foram inoculadas, prosseguindo-se com a
contagem de unidades formadoras de colonias apds 48 horas de incubagdo. Com base nos
resultados obtidos (tabela 1), foi possivel verificar que ambos os sistemas favoreceram a
reducdo de Streptococcus mutans na placa, tendo-se atingindo 79,5 % para o Tooth
Mousse Plus™ e 51,5% para o Cervitec Gel™. Os complexos de CPP-ACP mostraram-se

mais eficaz uma vez que inibem a adesdo destas bactérias a placa e consequentemente
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reduzem a sua cariogenicidade. Ambos os produtos apresentavam na sua composi¢do 900
ppm de fluoreto que desempenha também uma acéo antibacteriana relevante, como seré

também descrito mais a frente.

Tabela 1 - Contagem do numero de unidades formadoras de col6nias de
Streptococcus mutans, antes e depois do tratamento com Tooth Mousse Plus™ e
com Cervitec Gel™ . (Adaptado de Subramaniam & Naidu, 2009)

Grupo 1 (CPP-ACP) Grupo 2 (CHX)
Antes do tratamento 30,60 £ 18,73 39,53 £ 29,73
Depois do tratamento 6,27 £ 1,14 19,13 + 24,69

2.5.4. SINTESE DO CPP

O CPP representa cerca de 10% da sequéncia priméria da caseina e necessita de ser
extraido para se tornar num composto ativo. Existem diversas abordagens para este
processo: (1) hidrolise in vitro seguida de protedlise por enzimas de origem animal,
microbiana ou vegetal, ou entdo seguida de processo fisicos e quimicos como ultrassons e
microondas; (2) hidrolise por bactérias proteoliticas, durante a fermentacdo de produtos
lacteos e (3) digestdo in vivo através da agdo combinada das hidrolases gastricas e
pancreaticas, durante o transito gastro-intestinal. Do ponto de vista comercial, o CPP é
obtido pelo primeiro mecanismo referido.

O processo de sintese do CPP inicia-se com a hidrolise enzimatica do caseinato de
sodio, pela tripsina. Apos a hidrolise é adicionado acido cloridrico para o ajuste do pH a
4,7 (valor do ponto isoeléctrico da caseina), promovendo a precipitacdo da caseina nédo
hidrolizada. Os CPP que permanecem em solucdo sdo separados por centrifugacdo das
caseinas precipitadas. De seguida, é adicionado CaCl; e etanol ao sobrenadante, o primeiro
como fonte de calcio para a formacdo de complexos e a combinacdo dos iGes calcio com o
etanol para induzira precipitacdo dos CPP que apresentam o motivo acidico. O passo
seguinte consiste em adicionar novamente acido cloridrico até se obter um valor de pH de
3,5. Seguidamente adiciona-se uma mistura de acetona:NaOH e submete-se a solucdo a
centrifuga¢do. O sobrenadante é descartado e o sedimento é novamente ressuspendido com

acido cloridrico. Obtém-se assim uma fragdo contendo CPP que podera ser sujeito a
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didlise, para maior purificacdo. A secagem por pulverizacdo permite transformar o CPP
num poé estavel (Nongonierma & FitzGerald, 2012).

2.5.5. OBTENCAO DE CPP-ACP

Segundo Nongonierma e FitzGerald (2012) a formacdo dos complexos de CPP-
ACP inicia-se adicionado ao CPP uma solucdo contendo CaCl, como fonte de calcio,
NaOH para ajustar o pH entre 7-5 e Na,HPO, que forneceré o fosfato para a formacéo dos
complexos. Caso se pretenda a sintese de CPP-ACPF, é necessario um passo adicional que
consiste na adicdo de NaF a solucdo. Ambos os compostos sdo sollveis, e como tal é
possivel a separacdo recorrendo a técnicas que se baseiam nas diferencas de peso

molecular.

2.5.6. APLICACOES DO CPP-ACP

O Recaldent foi a primeira tecnologia envolvendo complexos CPP-ACP a ser
desenvolvida por Eric Reynolds e seus colegas na Universidade de Melbourne
(Azarpazhooh & Limeback, 2008). Em 1999, foi aprovada a sua seguranca para aplicacao
topica pela U.S. Food and Drug Administration (FDA). Varias evidéncias cientificas
apontam estes complexos como responsaveis pela melhoria da sadde oral, devido ao seu
papel preponderante na promocao da remineralizacdo do esmalte e no combate contra a
progressdo de lesdes de carie (Nongonierma & FitzGerald, 2012). Os complexos que
constituem o Recaldent sdo estaveis e solUveis, tendo sido demonstrado por Shen et al.
(2011) que proporcionam um aumento da concentragdo salivar de iGes célcio (6,5 vezes) e
de ides fosfato (7,9 vezes) apés a sua utilizacdo, quando comparado com uma pasta
placebo. Do ponto de vista comercial, o0 CPP-ACP tem sido divulgado como um composto
natural proveniente principalmente das proteinas do leite, apresentando propriedades
notaveis de ligagdo a varios minerais (Reynolds, 1998).

O sistema CPP-ACP pode ser incorporado em diversos vetores de entrega de forma
a puder exercer o seu efeito nas superficie dentérias (Fig. 14). Estes vetores incluem:
pastas dentifricas, pastas tdpicas, colutdrios, pastilhas elasticas, comprimidos

orodispersiveis, produtos de confeitaria, laticinios, refrigerantes e ainda cimentos de

35



Tratamento de lesGes White Spot pelo Sistema Fosfato Caseina-Fosfopeptideo Amorfo (CPP-ACP): prevencao secundaria

iondmero de vidro (Sudjalim et al., 2006; Walsh, 2009; Chen & Wang, 2010;
Nongonierma & FitzGerald, 2012). As pastas dentifricas e as pastas topicas estdo
disponiveis em diferentes sabores, o que estimula o fluxo salivar, aumentando a eficacia do

tratamento. Também se encontram disponiveis na versdo fluoretada.
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Figura 14 - Exemplos de produtos comerciais que contém CPP-ACP. (Recaldent™, 2014)

Tabela 2 - Nomes comerciais de alguns produtos que contém CPP-ACP.
(Adaptado de Recaldent™, 2014)

Produto Marca comercial
Trident Xtra Care™
Pastilhas elasticas
I ! Recaldent™
MI Paste™
Pasta dentifricas
MI Paste Plus™ (adi¢&o de F-)

GC Tooth Mousse™

Pastas topi
astas lopicas GC Tooth Mousse Plus™ (adigdo de F-)

A adicdo CPP-ACP a pastilhas elésticas é bastante vantajosa uma vez que: (1)
podem ser fabricadas de maneira a concentrar elevadas quantidades de ides, (2) constituem
um vetor de entrega eficiente, (3) permitem um contacto prolongado do CPP-ACP com as
superficies dentérias, pois podem ser mastigadas durante longos periodos de tempo e (4)

estimulam o fluxo salivar, promovendo a acdo de limpeza das superficies dentarias
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(Santhosh, Jethmalani, Shashibhushan & Reddy, 2012). Segundo Gurunathan et al. (2012)
esta conjugacdo refletiu-se num aumento significativo da remineralizacdo das lesoes
subsuperficiais, dependente da dose. A presenca de CPP-ACP em pastilhas de sabor &cido,
contrariou o efeito desse mesmo &cido e gerou um efeito de remineralizacdo superior ao
verificado em pastilhas sem agucar e sem sabor &cido.

Cai et al. (2003) determinaram a eficacia da incorporacdo do CPP-ACP em
comprimidos orodispersiveis sem acucar, na remineralizacdo do esmalte in situ. Para tal,
foram utilizadas amostras de esmalte, previamente desmineralizadas e incorporadas em
aparelhos intraorais, as quais foram sujeitas a 4 tratamentos diferentes: grupo controlo
(sem tratamento), comprimidos com 56,4 mg de CPP-ACP (3%); comprimidos com 18,8
mg de CPP-ACP (1%) e comprimidos sem CPP-ACP. Os aparelhos foram utilizados por
10 individuos que realizaram cada um dos tratamentos durante 14 dias, sendo substituida a

amostra de esmalte entre cada um, para posterior analise.

- T = R . &

Sem tratamento Comprimido sem agucar

— . PR S g

18,8 mg de CPP-ACP 56,4 mg de CPP-ACP

Figura 15 - Imagens de microrradiografia obtidas ap6s cada um dos tratamentos. (Adaptado
de Cai et al., 2003)

Nos resultados obtidos neste estudo, verificou-se um aumento consideravel da
remineralizacdo, cerca de 176% para os comprimidos com 56,4 mg de CPP-ACP e 78%
para 0s comprimidos com 18,8 mg de CPP-ACP (Fig. 15). Deste modo conclui-se que a
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incorporacdo deste agente remineralizante nos comprimidos sem acgucar resultou num
aumento da remineralizacdo subsuperficial, dose dependente.

Santhosh et al. (2012) procuraram demonstrar a eficacia do CPP-ACP na
remineralizacdo de lesdes iniciais de carie, quando adicionado a patilhas elasticas sem
actcar (Trident™). Para tal 24 criangas com boa higiene oral e sem céries activas
estiveram envolvidas. Procedeu-se a recolha de amostras de 1,5 ml de saliva nédo
estimulada. As amostras de 1,5 ml de saliva estimulada foram obtidas apos a mastigacao
de 2 pastilhas Trident™ com CPP-ACP, durante 20 minutos. Em laboratério as amostras
foram analisadas e determinadas as concentrac@es de célcio e fosfato presentes (Tabela 3).
Da andlise dos resultaobtidos, verificou-se que ap6s a estimulacdo da saliva, as
concentragdes de calcio aumentaram 70,6% enquanto que as de fosfato diminuiram 28,3%.
Segundo Almeida et al.(2008), as concentracdes de fosfato na saliva variam de acordo com
o fluxo salivar, diminuindo aquando a estimulagdo do mesmo. Geralmente a diferenca de
concentragdes de fosfato entre a saliva estimulada e ndo estimulada aproxima-se dos 29%.
Neste estudo atingiu-se uma diferenca de 28,3% o que indica que a diminuicao verificada é
fisiolégica. Deste modo pode ser concluido que as pastilhas elasticas com CPP-ACP
proporcionam um aumento dos niveis de calcio salivares, disponibilizando-o para
potencial remineralizacdo do esmalte. Segundo os autores do estudo € necessario ainda
pesquisar a influéncia de diferentes periodos de mastigacdo destas pastilhas na alteracdo

das concentraces de calcio e fosfato salivares.

Tabela 3 - Concentragfes de calcio e fosfato salivares antes e depois de mastigar
pastilhas Trident contendo CPP-ACP, durante 20 minutos. (Adaptado de Santhosh et al.,

2012)
Saliva nao estimulada Saliva estimulada apds 20 minutos
(Trident™ + CPP-ACP)
Calcio (mg/dl) 7,08 + 3,96 12,08 £ 4,48
Fosfato (mg/dl) 17,48 £ 3,55 12,53 + 3,04

O CPP-ACP é um composto apropriado para ser adicionado a certos alimentos,
nomeadamente no leite, sem interferéncia nas suas propriedades anticarie. Deste modo, foi

desenvolvido um estudo por Walker et al. (2009) com o objetivo de comprovar a
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capacidade de remineralizacdo de lesdes subsuperficiais do esmalte, ap6s o0 consumo de
CPP-ACP adicionado ao leite bovino. A amostra consistiu em 10 individuos, aos quais
foram atribuidos aparelhos intraoral removiveis. Nestes aparelhos foram incorporadas
porcdes de esmalte apresentando leses subsuperficiais. Testaram-se 3 tipos de leite: leite
sem adicdo de CPP-ACP (contolo), leite com 0,2% de CPP-ACP e leite com 0,3% de CPP-
ACP. Cada tipo de leite foi consumido individualmente (5-8 golos diarios, em 30
segundos) durante 15 dias pelos 10 individuos. No final de cada um dos tratamentos,
seguiu-se uma semana de intervalo e as amostras de esmalte do aparelho foram

substituidas e posteriormente analisadas por microrradiografia.

Tabela 4 - Comparagdo da % de reminaralizacdo das lesbes
subsuperficias do esmalte apds a ingestdo de leite com CPP-ACP e
sem CPP-ACP. (Adaptado de Walker et al., 2009)

Tipos de leite % Remineralizagao

Sem CPP-ACP 3,02+0,1
0,2% de CPP-ACP 546 +0,15
0,3% de CPP-ACP 7,99+0,12

Os resultados neste estudo (tabela 4) demonstraram que a exposicéo das lesdes de
esmalte ao leite suplementado por CPP-ACP proporcionou um aumento significativo da
sua remineralizacdo, em comparacdo com o leite controlo. A adi¢do de 0,2% e 0,3% de
CPP-ACP promoveu um aumento de 81% e 164% na remineralizacdo destas lesdes,
respetivamente. O potencial remineralizador provou ser dose dependente, uma vez que as
concentragdes de 0,3% de CPP-ACP aumentaram a remineralizagdo das lesdes cerca de
46%, em relacdo as concentracdes de 0,2%. A reparacdo do esmalte desmineralizado
verificou-se principalmente no corpo da lesdo. Da andlise dos resultados conclui-se que a
adicdo de CPP-ACP ao leite bovino é bastante vantajosa uma vez que potencia a
remineralizacdo das lesdes subsuperficiais do esmalte. O leite, por si s6, apresenta
propriedades anticariogénicas, atribuidas a presenca de caseina, ifes célcio e fosfato.
Apresenta, aproximadamente, 30 mM de célcio na sua composi¢cdo, maioritariamente
ligado a micelas de caseina. Deste modo, apenas 2 mM de célcio se encontra na forma de
ides livres, constituindo a fracdo que se encontra disponivel para intervir na

remineralizagcdo, o que explica os valores obtidos pela ingestdo do leite controlo. As
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concentragdes de 0,2% e 0,3% de CPP-ACP proporcionaram a adi¢édo de 6,5 mM e 9,75
mM de calcio biodisponivel no leite, respetivamente, e promoveram uma maior
remineralizacdo das lesdes.

Vashisht et al. (2010) desenvolveram um estudo que teve como objetivo a
avaliacdo qualitativa do potencial de remineralizacdo de lesbes de cérie iniciais pelo
sistema CPP-ACP em ex-vivo. Neste estudo estiveram envolvidos 10 individuos sem caries
ativas, os quais foram sujeitos a um tratamento ortodéntico que envolveu a exodoéntia de
pré-molares. Em cada individuo, foram selecionados 2 dos pré-molares a extrair nos quais
de simularam WSL através da aplicacdo de &cido ortofosférico a 37% e durante 20
minutos. Os dentes em causa foram aleatoriamente divididos em 2 grupos: 0 grupo
experimental e o grupo controlo. No grupo experimental, bandas ortodonticas
personalizadas com uma janela (4x3mm) foram cimentadas aos dentes e foi aplicada uma
pasta com 10% de CPP-ACP (GC Tooth Mousse™) durante 14 dias, 3 vezes ao dia, 3
min/aplicagcdo. No grupo controlo foram cimentadas bandas ortoddnticas comuns, sem
janela e nenhuma pasta foi aplicada. Apds o periodo de estudo, os dentes foram extraidos,
prosseguindo-se com a analise das WSL por microscopia electrénica de varrimento. As
imagens de microscopia obtidas (Fig. 16) revelaram alteracdes evidentes na morfologia da
superficie do esmalte, previamente desmineralizado, promovidas pela aplicacdo de CPP-
ACP e contribuindo para a reparacéo das lesoes.

Figura 16 - Imagens de microscopia electronica de varrimento da superficie do esmalte do
grupo experimental apds demineralizacdo (a) e ap6s 14 dias de aplicagdo de CPP-ACP (b).
(Vashisht et al., 2010)

De forma a estabelecer uma comparacdo entre o potencial remineralizador de

pastas de CPP-ACP e de pastas fluoretadas; Kumar, Itthagarun e King (2008)
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desenvolveram uma investigacdo envolvendo amostras de esmalte submetidas a
desmineralizagdo prolongada, gerando assim lesdes de carie. Estas amostras foram
repartidas aleatoriamente em 5 grupos, consoante o tratamento a que foram submetidas:
pasta com 1000 ppm de fluoreto (grupo A - controlo positivo), pasta ndo fluoretada (grupo
B - controlo negativo), CPP-ACP como pasta dentifrica (grupo C), CPP-ACP como
camada topica (grupo D) e aplicacdo topica de CPP-ACP apds tratamento com a mesma
pasta fluoretada utilizada no grupo A. A analise das amostras foi realizada antes e depois

dos tratamentos, por microscopia por luz polarizada.

Tabela 5 - Profundidade das lesBes apds cada um dos tratamentos. (Adaptado de Kumar et al., 2008)

Profundic(!:;ine; da lesdo Variagdo da profundidade (%)
Grupo A Antes 168,2 £ 16,7 7449
(1000 ppm F-) Depois 156.2 + 17,7
Grupo B Antes 168,9 + 19,6
(pasta :e”‘ F) | Depois 207,2 + 20 232+98
Grupo C Antes 167 £24,5 101288
(CPP-ACP pasta) Depois 150 + 27,1
Grupo D Antes 167,2 14,2 101298
(CPP-ACP tdpico) Depois 150,3 + 21
Grupo E Antes 168,5 + 23,6 13182
(F-+ CPP-ACP) Depois 1458 + 214

Figura 17 - Imagens de microscopia por luz polarizada do grupo E, antes (a) e ap6s (b) o
tratamento. (Kumar et al., 2008)
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Em todos os grupos deste estudo se verificou a diminui¢do das lesdes, exceto no
grupo B. A tabela 5 e a figura 17 mostram os resultados obtidos neste estudo. A maior
diminuicdo foi verificada no grupo E, cerca de 13%, o que demonstra que a interacéo entre
0 CPP-ACP e o fluoreto resulta num efeito anticarie potenciado, formando-se complexos
estaveis. Os resultados obtidos pela aplicacdo de CPP-ACP, tanto em pasta como
topicamente, ndo se mostraram diferentes. Contudo a aplicacéo de fluoretos ndo superou os
resultados obtidos pelo CPP-ACP nas diferentes técnicas aplicadas. Deste modo, conclui-
se que a associacdo de CPP-ACP com o fluoreto é benéfica, uma vez que promove maior
remineralizacdo das ledes, comparativamente com a aplicacdo de CPP-ACP isoladamente

Além da remineralizacdo das WSL, o CPP-ACP apresenta outros potenciais
campos de aplicacdo como o tratamento e prevencdo da erosdo do dentaria e o alivio da
sensibilidade dentéria. A erosao dentaria é definida como o desgaste dentario resultante da
dissolugdo quimica dos tecidos por acdo de &cidos ndo provenientes do metabolismo
bacteriano dos hidratos de carbono (Tehrani et al., 2011). A etiologia destes &cidos inclui
condicdes patoldgicas como o refluxo gastro-esofagico, anorexia e bulimia e 0 consumo
excessivo de alimentos &cidos como os sumos de fruta e refrigerantes. Os refrigerantes
carbonatados apresentam na sua composicdo acido carbonico e acidos organicos,
geralmente o &cido citrico, adicionados com o intuito de melhor o seu sabor. O anido
citrato é quelante dos ides calcio, diminuindo a sua concentracdo na saliva e na superficie
do esmalte e limitando desta forma o potencial de remineraliza¢do da saliva (Manton et al.,
2010). Recentemente tem sido demonstrado o potencial efeito dos complexos CPP-ACP
no reducdo da erosdo dentaria resultante da acdo do acido citrico, vinho branco e bebidas
desportivas (Ranjitkar, Kaidonis, Richards & Townsend, 2009).

Manton et. al., 2010 desenvolveram um estudo com o objetivo de determinar o
efeito CPP-ACP na erosdo do esmalte, quando adicionado a 4 refrigerantes de pH
compreendidos entre 2,2-2,4. O controlo negativo foi realizado em agua destilada. A
metodologia consistiu na imersdao de amostras de esmalte em solugbes constituidas por
refrigerante e 0,2% de CPP-ACP, durante 30 minutos. Os resultados obtidos (tabela 6)
mostram uma diminuicdo significativa na profundidade das lesdes, entre 7,73-12,42 um, e
portanto uma reducdo considerdvel do potencial erosivo dos refrigerantes. Esta reducao
pode ser explicada pelo aumento da biodisponibilidade de ides célcio e fosfato

proporcionada pelo CPP-ACP e pela diminui¢do de pontos suscetiveis a dissolucdo de
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minerais, pela adesdo destes complexos a superficie do esmalte. Os valores de pH
aumentaram ligeiramente, contudo permaneceram abaixo de 2,92 o que pressupde a
persisténcia do potencial erosivo in vivo. A diferenca da profundidade da lesdo entre

refrigerantes com CPP-ACP e a agua destiladas foi pouco significativa.

Tabela 6 - Profundidade da erosdo e pH, apds a imersdo das amostras de esmalte em
refrigerantes com e sem a adi¢do de CPP-ACP. (Adaptado de Manton et al., 2010)

Refrigerante CPP-ACP (%) Profundidade da eroséo (um) pH (37°C)

Solo 0 9,45 2,27

0,2 0,7 2,83

0 8,21 2,42

Solo Sub 0.2 0,48 2,91

. 0 11,45 2,37

Cottee’s Coola 02 107 291

s 0 13,18 2,24

Cotte’s Light Coola 02 0.76 2.90
Agua destilada 0 0,51 -

Ranjitkar et al., (2009a) procuraram demonstrar a eficacia do CPP-ACP na reducéo
do desgaste do esmalte, simulando a combinacdo da erosdo &cida gerada pelo refluxo
gatro-esofagico (pH 1,2) e a abrasdo severa resultante da escovagem dentaria. O estudo
consistiu em amostras de esmalte sujeitas a 10.000 ciclos de desgaste com uma carga de
100 N, na presenca de acido cloridrico (pH 1,2). No grupo 1, a cada 160 ciclos (2 minutos)
a méquina parou e foi aplicada CPP-ACP em pasta (Tooth Mousse™) durante 5 minutos.
O mesmo protocolo foi aplicado no grupo 2, utilizando-se uma pasta de composicdo
semelhante mas sem CPP-ACP. O grupo controlo foi sujeito as mesmas condicdes que 0s
grupos anteriores mas nao foi aplicada nenhuma pasta. Com base no resultados obtidos, o
desgaste médio dentario no grupo 1 foi de 0,44+0,05 mm3/1000 ciclos, no grupo 2 foi
0,63+0,06 mm®/1000 ciclos e no grupo controlo rondou os 0,92+0,11 mm3/1000 ciclos.
Verificou-se, assim, uma reducdo significativa do desgaste no grupo 1 e 2,
comparativamente com o grupo controlo em 52,5% e 31,5%; respetivamente. Estes
resultados sugerem uma possivel acdo remineralizadora do CPP-ACP na reducdo da

profundidade das lesdes resultantes da erosao e atricao.

43



Tratamento de lesGes White Spot pelo Sistema Fosfato Caseina-Fosfopeptideo Amorfo (CPP-ACP): prevencao secundaria

1.20 7
ab
1.00 1
0.80 4 h, ¢

0.60 - ac¢

0.40 4

Volume worn (cubic mm per
1000 cycles)

0.20 1

0.00 -
Experimental groupl Experimental group 2 Control group (No
(Paste + CPP-ACP) (Paste - CPP-ACP) paste)

Figura 18 - Comparagdo do desgaste dentario médio entre os diferentes grupos
envolvidos no estudo. (Ranjitkar et al., 2009a)

O objetivo da pesquisa desenvolvida por Zheng et al. (2013) foi demonstrar o
potencial efeito do CPP-ACP a 2% na remineralizacdo das lesGes de erosdo dentaria.
Amostras de esmalte provenientes de 10 dentes foram divididas em 3 grupos: no primeiro
grupo (controlo) as amostras ndo foram submetidas a nenhum tratamento; no segundo
grupo as amostras foram imersas numa solugdo de acido citrico (pH 3,2) durante 10
minutos sob agitacdo magnética continua, representando o esmalte erodido e no terceiro
grupo, as amostras foram colocadas numa solucdo de CPP-ACP a 2% durante 2 horas,
correspondente ao esmalte remineralizado. Como resultado deste procedimento obtiveram-

se 3 tipos de superficies com morfologias distintas.

Figura 19 - Microscopia electronica de varrimento da superficie do esmalte remineralizado
Regibes mais escura correspondente a maior densidade de deposi¢do de minerais. (Zheng et
al., 2013)
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O esmalte intacto apresentou-se suave e compacto. Quando exposto ao ataque
acido, a sua estrutura modificou-se, assemelhando-se a um favo de mel. Na presenca do
CPP-ACP a remineralizacdo foi induzida. Ocorreu a deposicdo de minerais na superficie
do esmalte de forma irregular, resultando em regides mais densas e mais escuras que
outras. Estes depdsitos foram identificados pelos autores do estudo como ACP, ocupando
parcialmente a estrutura em favo de mel e contribuindo para a diminuigdo da rugosidade
da superficie (Fig. 19). Relativamente a dureza da superficie do esmalte, verificou-se a sua
diminuicdo ap0s a erosao acida, ao contrdrio do aumento notorio observado apos a
remineralizacdo pelo CPP-ACP. Deste modo, ¢ demonstrada a sua capacidade de
reendurecimento do esmalte promovendo maior resisténcia contra o desgaste,

comparativamente com esmalte enfraquecido pela acdo de acidos (Fig. 20).

Figura 20 - Microscopia de varrimento confocal a laser: (a) esmalte original, (b)
esmalte desmineralizado e (c) esmalte remineralizado. (Zheng et al., 2013)
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Com base nos estudos acima referenciados, é possivel concluir que o sistema CPP-
ACP apresenta potencial de reparacdo de lesbes de erosdo. Apods a sua aplicacdo in vitro
verificou-se: (1) uma diminuicdo significativa da profundidade das lesbes originadas por
refrigerantes (Manton et al., 2010); (2) a diminuicdo do desgaste do esmalte quando
simuladas condi¢des de atricdo severas em meio &cido (Ranjitkar et al., 2009a) e (3) um
aumento da dureza da superficie do esmalte remineralizado apds erosdo acida (Zheng et
al.,, 2013). Contudo esta capacidade de reparacdo € limitada uma vez que se da
principalmente pela deposicdo de ACP nas regides porosas do esmalte erodido e ndo pela
reparacdo do cristais de HA dissolvidos (Ranjitkar et al., 2009b; Zheng et al., 2013).
Forma-se assim numa camada heterogénea de depositos minerais, estruturalmente
diferente do esmalte saudavel (Zheng et al., 2013). O aumento do grau de dureza
verificado ap6s a aplicacdo do CPP-ACP, ndo é suficiente para se obter uma dureza
semelhante a da estrutura original e como tal é mais facilmente desgastada.

A sensibilidade dentaria € um problema frequente na pratica clinica diaria. Consiste
numa dor aguda e intensa resultante da exposicdo dos tubulos dentinarios a estimulos
térmicos, tacteis, osmoticos ou quimicos. A exposicdo da dentina pode surgir como
consequéncia da recessdo gengival ou da perda de esmalte. Entre as principais causas de
recessdo gengival encontram-se: doenca periodontal, traumatismos e uso excessivo de fio
dentario (Parveen, Lal, Hafeez & Ahmed, 2014). A perda de esmalte pode ser provocada
por bruxismo, atricdo, abrasdo, abfracdo, erosdo, mastigacdo unilateral e escovagem
excessiva (Minglani, Aggarwal & Ahuja, 2010).

A eficacia do sistema CPP-ACP na reducdo da sensibilidade dentéria foi testada
por Torwane et al. (2013), comparativamente com a do extrato etandlico da prépolis a
30%. Este estudo envolveu uma amostra de 73 dentes de 13 pacientes com sensibilidade
dentaria e apresentou uma duracao de 3 semanas. As amostras foram distribuidas de forma
aleatdria por 3 grupos, consoante o material utilizado: no grupo A foi utilizado o extrato
etandlico de prépolis a 30%, no grupo B o Recaldent™ (CPP-ACP) e no grupo C apenas
agua destilada (controlo negativo). Os diferentes agentes foram administrados no 1°, 7°,
14° e 21° dias. Registou-se a intensidade da dor gerada pelo estimulo tactil e pelo estimulo
evaporativo térmico (ar de uma seringa), no inicio do estudo e apos cada aplicacdo. Da
andlise dos resultados verificou-se que tanto o extrato etanélico de prépolis a 30%, como o

Recaldent™ se mostraram eficazes na reducdo da sensibilidade dentaria, apresentando
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como resultados 78% e 92%, respetivamente. A intensidade da dor registada transitou de
severa para ligeira ou moderada. A diminuicdo mais significativa foi verificada entre a
primeira e a segunda aplicacdo, de 78% para extrato etanolico de propolis e 81% para o
CPP-ACP, o que leva a concluir que para uma acdo dessensibilizante superior, a aplicacao
do agente deve ser repetida em intervalos de tempo inferiores a 7 dias. A agua destilada
apresentou, de todos os resultados, a menor diminuicdo da sensibilidade (35,4%) o que

podera estar associado ao efeito placebo.

2.5
2 - B
1.5 \\‘*‘/‘
1
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0
Baseline  After Ist After 2nd after 3rd  After 4th
application application application application
~4—30% Indian propolis ~#~Recaldent Sterile water

Figura 21 - Evolugdo da sensibilidade relativa a aplicacdo de ar da seringa.
(Torwane et al. 2013)
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Figura 22 - Evolucdo da sensibilidade relativa ao estimulo tactil.
(Torwane et al. 2013)
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2.5.7. CPP-ACP E O FLUOR

Atualmente é consensual que o efeito anticariogénico do fluoreto ndo resulta da sua
administracdo sistémica mas sim da aplicagdo tdpica local. Portanto, € essencial que este
ido esteja presente no fluido da placa bacteriana e na saliva durante o ataque acido, de
forma a puder interferir no desenvolvimento das lesbes de cérie iniciais (Cury & Tenuta,
2009). Porém, a sua capacidade de promover remineralizacdo é limitada pela
biodisponibilidade de iGes célcio e fosfato, uma vez que para cada 2 ides fluoreto sdo
necessarios 10 ibes calcio e 6 ides fosfato para a formacdo da FA (Caio(POg)sF2)
(Cochrane et al., 2010). Apos a aplicacdo topica, formam-se complexos de fluoreto de
calcio (CaF,) que precipitam sobre a placa e sobre as WSL. Estes complexos funcionam
como reservatorios do ido fluoreto e a sua libertacdo ocorre durante o ataque &cido, para
valores de pH superiores a 4,5 (limite do seu efeito) (Sangamesh & Kallury, 2011).

O CPP-ACP interage com o ido fluoreto e induz a formacdo de nanocomplexos de
iGes calcio, fosfato e fluoretos denominados por CPP-ACFP. Este complexo apresenta o
mesmo potencial anticarie que o CCP-ACP em conjunto com os beneficios da adigdo de
fluoretos, o que permite a remineralizacdo da lesGes pela incorporacdo de FA (Beerens et
al., 2010). O efeito sinérgico do CPP-ACP e do fluoreto no controlo e tratamento das
lesGes de carie iniciais, pode ser atribuido a formacdo da fase ACFP estabilizada e a sua
localizacdo na superficie dentaria, determinada pelo CPP. Desta forma é possivel a
coexisténcia de calcio, fosfato e fluoreto na superficie do esmalte, em proporcdes
adequadas para a formacdo de FA (Reynolds, 2008). Shen et al., (2011) desenvolveram um
estudo com o objetivo de comparar a eficacia dos novos produtos dentarios compostos por
fosfato de calcio e fluoreto, em relagdo aos produtos fluoretados convencionais, na
remineralizacdo de lesdes subsuperficiais do esmalte. Amostras de esmalte humano com
lesBes subsuperficiais foram preparadas e inseridas em aparelhos intraorais e atribuidos a 5
voluntarios. Foram testados 6 produtos: Tooth Mousse™ contendo 10% de CPP-ACP
(TM), Tooth Mousse Plus™ contendo 10% CPP-ACP e 900 ppm de fluoreto (TMP), pasta
dentifrica com 1000 ppm de fluoreto, pasta dentifrica com 5000 ppm de fluorets, pasta
dentifrica contendo fosfato tricalcico e 950 ppm de fluoreto (Clinpro™) e pasta dentaria
ndo fluoretada como placebo. Para cada um dos produtos, os participantes realizam

durante 10 dias, 4 vezes ao dia, bochechos de 60 segundos com uma solugédo constituida
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por 1g do produto em causa e 4ml de &gua destilada. Apés cada bochecho, procedeu-se a
sua recolha para determinacdo dos niveis de ides célcio, fosfato e fluoreto. Os diferentes
tratamentos foram intervalados uma semana, substituindo-se também as amostras de
esmalte presentes no aparelho. Estas amostras foram posteriormente analisadas e
recolhidas imagens microrradiogréaficas. Os participantes foram instruidos para removerem

o aparelho antes da higiene diéria e das refeices.

Tabela 7 - Concentragdes salivares de célcio, fosfato e fluoreto ap6s os diferentes tratamentos e a sua
saturagdo em relacdo a HA. (Shen et al., 2011)

Produto Calcio (uM/ml) Fosfato (uM/ml) F- (ppm) Saturagao (FA)
™ 48,6 £ 4,6 34,0+4,0 - -

TMP 51,6 £ 15,7 354 +10,3 108,3 + 38,1 586,7 + 12,8
1000 ppm F- 24109 24107 106,5 + 23,0 80,5+19,3
5000 ppm F- 56+14 6239 584,6 92,5 172,4 £ 15,2

Clinpro™ 14+0,2 25+14 91,1+99 60,7 + 15,1
Placebo 31+£12 2105 - -

Nos resultados deste estudo relativos as concentracBes salivares dos ibes calcio,
fosfato e fluoreto, ap6s cada tratamento (tabela 7), verificou-se que apenas 0 TM e o TMP
aumentaram de forma consideravel os niveis de célcio e fosfato da saliva. A pasta com
5000 ppm de fluoreto promoveu a mais elevada libertacdo deste ido, porém o TMP
produziu um grau de saturacdo em relacdo a FA bastante superior, devido as elevadas
concentracdes de célcio e fosfato proporcionadas pelo mesmo. Entre 0 TMP, a pasta com
1000 ppm de fluoreto e o Clinpro™ néo se verificaram diferencas significativas nas
concentracdes de fluoreto libertadas, aproximando-se dos 100 ppm. A tabela 6 resume 0s
resultados obtidos. Relativamente ao potencial remineralizante dos diferentes produtos
testados no estudo descrito, constatou-se que o nivel mais elevado foi conseguido com a
aplicagcdo do TMP e 0 mais baixo com o placebo. Entre a pasta com 1000 ppm de fluoreto
e o Clinpro™ néo se observaram diferencas significativas. A remineralizago resultante da
aplicacdo das pastas com 1000 e 5000 ppm de fluoreto, demonstrou ser dose dependente
em relacdo as concentragdes de fluoreto. Em suma, por ordem crescente de potencial de

remineralizacdo, do mais reduzido para o mais elevado: placebo < 1000 ppm fluoreto =
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Clinpro < 5000 ppm de fluoreto < TM < TMP. A tabela 8 resume as percentagens de
remineralizacdo estimadas para cada produto testado

Tabela 8 - Potencial de remineralizacéo das lesdes subsuperficiais do
esmalte in situ. (Adaptado de Shen at al., 2011)

Produtos % Remineralizagéo
™ 242+23
TMP 294 1,8
1000 ppm F- 7921
5000 ppm F- 16,3+1,3
Clinpro™ 95+1,1
Placebo 3,721

Com base nas imagens microrradiograficas obtidas ap6s cada tratamento (Fig. 23),
observou-se que as pastas com 1000 ppm de fluoreto, com 5000 ppm de fluoreto e o
Clinpro™ remineralizaram essencialmente o esmalte superficial da lesdo, ao contrario do
TM e do TMP que remineralizaram tanto a superficie como o corpo da lesdo, de forma
mais homogénea. A anélise dos resultados demonstrou que a presenca de fluoreto em
pastas que contém CPP-ACP (TMP), melhora a capacidade de remineralizacdo das lesbes
subsuperficiais do esmalte. Tanto o TM como o TMP, ao libertarem iGes calcio, fosfato e
fluoreto (caso do TMP), aumentam a sua biodisponibilidade na saliva e consequentemente
induziram uma maior remineralizacdo do esmalte. A presenca de CPP permite estabilizar
as elevadas concentragdes destes ides, inibindo a sua precipitagdo e promovendo a sua
difusdo pela subsuperficie da lesdo. Ao contrario do que acontece na presenca do CPP,
apos a aplicacdo de pastas apenas fluoretadas, o fluoreto ao contactar com o célcio e
fosfato livres rapidamente forma FA na superficie da lesdo. Deste modo constrdi-se uma
barreira impeditiva a difusdo de ides até ao corpo da lesdo, 0 que torna estes agentes pouco
eficientes no tratamento das mesmas. Como ja foi referido anteriormente, o TMP e a pasta
com 1000 ppm de fluoreto libertam concentracGes semelhantes de fluoreto. Porém o TMP
apresenta um potencial remineralizador 3,7 vezes superior, uma vez que promove também
0 aumento de calcio e fosfato da saliva. Estes dados confirmam que os niveis de calcio e
fosfato presentes na saliva podem ser limitantes na remineralizacdo das les6es, aquando a

aplicagdo topica de produtos somente fluoretados.
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Desenvolvimento

Placebo Neutrafluor 5000 ppm F

1000 ppm F ™

Clinpro TMP

Figura 23 - Imagens de microrradiografia apds a remineralizacéo das lesdes subsuperficiais
das amostras. (Shen at al., 2011)

Taranath, Pai e Chakravarthy (2013) realizaram um outro estudo, neste caso para
demonstrarem a eficacia do CPP-ACFP na remineralizacdo de lesdes de cérie iniciais no
esmalte, em comparacdo com CPP-ACP in vitro. As amostras de esmalte testadas foram
repartidas em 4 grupos consoante o agente aplicado: grupo 1 (CPP-ACP), grupo 2 (CPP-
ACFP), controlo positivo (saliva artificial) e controlo negativo (soro fisioldgico). Com o
objetivo de simular lesdes de caries incipientes, as amostras foram desmineralizadas por
acido lactico durante 16 horas. Os agentes remineralizantes foram aplicados diariamente
durante 14 dias, sendo posteriormente realizado outro ciclo de desmineralizacdo. As
amostras foram analisadas pelo sistema DIAGNOdent® no inicio do estudo, apés a
primeira desmineralizacdo, ap6s a remineralizacdo pelos diferentes compostos e ap6s a
segunda desmineralizagdo. A leitura dos resultados sugere que: valores entre 0-10
representam esmalte estruturalmente normal, entre 11-20 céries superficiais de esmalte,
entre 21-30 céries profundas de esmalte e superiores a 30 caries de dentina. Com base nos
resultados obtidos, foi possivel verificar que tanto no inicio do estudo como na primeira

desmineralizacdo néo se verificaram diferencgas significativas entre os 4 grupos. Durante a
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remineralizacdo, os valores do controlo positivo e negativo foram consideravelmente mais
elevados que o dos agentes remineralizantes, demonstrando a capacidade de
remineralizacdo das lesdes iniciais de esmalte. Também na segunda desmineralizacdo 0s
valores mais elevados foram conseguidos pelo controlo negativo e positivo. Estes valores
refletem o efeito protetor do CPP-ACP e do CPP-ACFP, impedindo perdas minerais
maiores. Na segunda desmineralizacdo, o0 CPP-ACFP apresentou um efeito de protecdo do
esmalte superior ao do CPP-ACP. A adicéo de fluoretos ao CPP-ACP foi responsavel por
este aumento, possibilitando a formacdo de FA mais estavel e resistente ao ataque acido,

comparativamente com a HA. A figura 24 ilustra os resultados obtidos neste estudo.

14
.

10 / N\ e CPP-ACFP
8 /7 —— CPP-ACP

6
Controlo positivo
4
= Controlo negativo
2
0 T T 1

‘
Baseline 12 Desminer. Reminer. 22 Desminer.

Figura 24 - Comparacdo dos resultados do DIAGNOdent® entre os diferentes grupos
testados. (Adaptado de Taranath et al., 2013)

O estudo anterior sugere que tanto o CPP-ACP como CPP-ACFP s&o eficazes no
tratamento de lesGes iniciais de carie. Porém, o CPP-ACP promove uma remineralizacdo
menos resistente a futuros ataques acidos, ao contrario do que acontece com o CPP-ACFP.
Ambos os compostos podem ser administrados de forma segura em criancas com elevado
risco de caries, pacientes sujeitos a tratamentos ortodonticos, erosao dentaria e em casos de
xerostomia. A sua Unica limitagdo é a intolerancia a lactose, especialmente em criancas,

pelo risco de degluticdo dos agentes.

52



Conclusao

3. CONCLUSAO

Cada vez mais se torna urgente a aplicacdo de medidas de forma a prevenir o
aparecimento de caries e a diminuir a sua incidéncia. Estas medidas incluem a introducéo de
pastas dentifricas fluoretadas na higiene oral diaria, técnicas de higienizacdo correctas assim
como a sensibilizacdo para as consequéncias do consumo excessivo e frequente de hidratos
de carbono fermentaveis.

O exame objectivo deve ser complementado por meios auxiliares de diagnostico de
forma a possibilitar uma deteccdo mais eficaz das lesdes de carie. O papel do Médico
Dentista € fulcral na identificacdo precoce destas lesdes, de forma a determinar a abordagem
terapéutica mais adequada. Na Medicina Dentaria Conservadora, 0s tratamentos néao
invasivo das lesdes iniciais de carie (WSL) tém apresentado um desenvolvimento notério ao
longo dos anos. Possibilitam o controlo da evolucdo da carie, no sentido de maior perda de
estrutura dentaria e proporcionam, de forma progressiva, a recuperacdo dos aspectos
estéticos comprometidos Deste modo, tém vindo a contribuir para a diminuicdo da
incidéncia de caries.

A eficécia aplicacdo de agentes remineralizantes, nomeadamente o CPP-ACP, foi
demonstrada pelos varios estudos mencionados ao longo deste trabalho. Verificou-se a sua
eficaz acdo remineralizadora nas WSL, tanto ao nivel superficial como subsuperficial da
lesdo. Este efeito resulta da sua capacidade de manter elevados e estaveis os niveis de iGes
calcio, fosfato e fluoreto na saliva e no fluido da placa bacteriana. Este complexo também
demonstrou influéncia no alivio da sensibilidade dentaria e na recuperacdo de lesdes de
erosao dentaria, através da diminuicdo da profundidade das lesdes e aumento da dureza do
esmalte. Ao contrario do CPP-ACP, a aplicacdo de produtos fluoretados mostrou-se apenas
eficaz na superficie da lesdo. O ido fluoreto em contacto com os ides célcio e fosfato livres,
promove a formacdo rapida de FA na superficie da lesdo, actuando como barreira a
passagem de ides e ndo possibilitando a remineralizacdo mais profunda da lesdo. Contudo, a
conjugacédo de CPP-ACP com o ido fluoreto mostrou ser vantajosa, uma vez que promove a
remineralizacdo das WSL e aumenta a resisténcia do esmalte a futuros ataques acidos, pela
presenca de FA.

A biofuncionalidade do CPP-ACP como fonte de ides na cavidade oral foi
demonstrado atraves de varios estudos. A biodisponibilidade de iGes que este confere

permite reverter as white spot lesions. Esta abordagem conservadora tem contribuido de
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forma significativa para a diminuicdo da incidéncia de céries, sendo este complexo um

agente remineralizante eficaz e seguro.
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