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“Mude, mas comece devagar, porque a dire¢do é mais importante que a
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RESUMO

Introducéo: A tecnologia REFIX®, incorporada em dentifricios, € composta por
fluoreto, silica e fosfatos, formando complexos estaveis que atuam na
remineralizagdo de tecidos dentarios cariados em ambientes acidos, como a saliva.
Objetivo: Avaliar, in vitro, o efeito remineralizador e protetor de dentifricios com
tecnologia REFIX®, associados ou ndo aos fluoretos, em esmalte bovino com e
sem lesdes iniciais de carie. Materiais e métodos: Foram realizados dois modelos
de ciclagem de pH independentes: um para o efeito remineralizador (com leséo
prévia inicial de cérie) e outro para o efeito protetor (sem leséo inicial de céarie). Para
cada modelo, foram utilizados 60 blocos de esmalte de incisivos bovinos
(4x4x2mm), distribuidos em cinco grupos (n=12/grupo): DRS1 - Dentifricio
Regenerador + Sensitivo - (1450 ppm de NaF + silicato - Tecnologia REFIX®); DRS2
- (1100 ppm de NaF + silicato - Tecnologia REFIX®); DRS3 - (silicato - Tecnologia
REFIX® sem fluoreto); CN — Controle Negativo (Dentifricio sem fluoreto e sem
Tecnologia REFIX®); e CP - Controle Positivo (Dentifricio Oral B - 1.450 ppm de
NaF sem Tecnologia REFIX®). No modelo remineralizador, o esmalte superficial foi
dividido em trés partes: (1) area higida, (2) area desmineralizada e (3) area teste.
Para o modelo protetor, a superficie do esmalte foi dividida em duas areas: (1)
higida e (2) area teste. Os espécimes foram submetidos a dois modelos de
ciclagem de pH remineralizante cariogénico, durante seis dias (efeito
remineralizador) e cinco dias (efeito protetor). Os blocos foram tratados com slurries
dos dentifricios (proporcdo 1:3) em uma maquina de escovacdo padronizada
durante dois minutos, antes e apds o desafio cariogénico. Ao final, os blocos foram
analisados por meio da Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por Luz (QLF)
para avaliar as variaveis protecao/remineralizacado (AF) e profundidade da leséo
(AFmax). Os dados apresentaram distribuicgdo normal e foram analisados pelos
testes de ANOVA, seguido de Tukey, e correlacdo de Pearson, com p<0,05.
Resultados: Diferengas significativas foram observadas entre 0os grupos nos dois
modelos estudados, para ambas as variaveis. No modelo remineralizador,
analisando a variavel AFgre, 0s grupos DRS2 e DRS3 apresentaram a melhor
eficacia na remineralizacdo da carie, seguidos do DRS1 e do CP. Os grupos
tratados com a Tecnologia REFIX® mostraram uma reducdo substancial na

profundidade da lesdo (AFmaxre), comparavel ao CP. O CN demonstrou perda



mineral e aumento da profundidade da lesdo apos o tratamento. Correlacéao
significativa positiva foi observada entre as variaveis AFre € AFmaxre (p<0,05). No
efeito protetor, a analise da variavel AF demonstrou que os grupos DRS1, DRS2 e
CP (p>0,05) foram mais eficazes na protecao do esmalte apds desafio cariogénico,
engquanto que o DRS3 e o CN diferiram significativamente dos primeiros (p<0,05) e
apresentaram as maiores perdas minerais. Para a variavel AFmax, no mesmo
modelo, a eficacia na protecdo de formacgdo de lesées menos profundas pode ser
classificada como DRS1= DRS2> CP>DRS3=CN. Concluséo: A tecnologia
REFIX® combinada com fluoreto demonstrou eficacia tanto na remineralizacéo de
lesBes cariosas quanto na protecao contra desafios acidos cariogénicos. No modelo
protetor, a concentracdo de fluoreto teve maior influéncia na formagdo de um
esmalte mais resistente, enquanto no modelo remineralizador, o ganho mineral
também foi observado nos dentifricios com tecnologia REFIX® sem fluoreto. Esses
achados destacam o potencial da tecnologia REFIX® como uma opc¢éao terapéutica

a mais para a prevencao e remineralizacao da carie dentaria.

Palavras-chave: Remineralizacao Dentéria; Dentifricios; Carie Dentaria.



ABSTRACT
Introduction: The REFIX® technology, incorporated into toothpaste, consists of
fluoride, silica, and phosphates, forming stable complexes that act in the
remineralization of carious dental tissues in acidic environments, such as saliva.
Objective: To evaluate, in vitro, the remineralizing and protective effects of
toothpaste containing REFIX® technology, with or without fluoride, on bovine
enamel with and without initial caries lesions. Materials and Methods: Two
independent pH cycling models were performed: one for the remineralizing effect
(with initial caries lesions) and the other for the protective effect (without initial caries
lesions). For each model, 60 blocks of bovine incisor enamel (4x4x2mm) were used,
distributed into five groups (n=12/group): DRS1 - Regenerating + Sensitive
Toothpaste - (1450 ppm NaF + silicate - REFIX® Technology); DRS2 - (1100 ppm
NaF + silicate - REFIX® Technology); DRS3 - (silicate - REFIX® Technology without
fluoride); CN — Negative Control (Toothpaste without fluoride and without REFIX®
Technology); and CP - Positive Control (Oral B Toothpaste - 1450 ppm NaF without
REFIX® Technology). In the remineralizing model, the enamel surface was divided
into three parts: (1) sound area, (2) demineralized area, and (3) test area. For the
protective model, the enamel surface was divided into two areas: (1) sound and (2)
test area. The specimens were subjected to two models of cariogenic remineralizing
pH cycling for six days (remineralizing effect) and five days (protective effect). The
blocks were treated with toothpaste slurries (1:3 ratio) in a standardized brushing
machine for two minutes, before and after the cariogenic challenge. At the end, the
blocks were analyzed by Quantitative Light-induced Fluorescence (QLF) to evaluate
the protection/remineralization variables (AF) and lesion depth (AFmax). The data
showed normal distribution and were analyzed using ANOVA, followed by Tukey's
test, and Pearson correlation, with p<0.05. Results: Significant differences were
observed between the groups in both models studied, for both variables. In the
remineralizing model, analyzing the AFRE variable, the DRS2 and DRS3 groups
showed the best efficacy in caries remineralization, followed by DRS1 and CP. The
groups treated with REFIX® Technology showed a substantial reduction in lesion
depth (AFmaxre), comparable to CP. The CN group showed mineral loss and
increased lesion depth after treatment. A significant positive correlation was
observed between the AFre and AFmaxgre variables (p<0.05). In the protective
effect, analysis of the AF variable showed that the DRS1, DRS2, and CP groups



(p>0.05) were more effective in protecting enamel after the cariogenic challenge,
while DRS3 and CN differed significantly from the first groups (p<0.05) and showed
the greatest mineral loss. For the AFmax variable, in the same model, the efficacy
in protecting against the formation of less deep lesions can be classified as DRS1=
DRS2> CP>DRS3=CN. Conclusion: REFIX® technology combined with fluoride
demonstrated efficacy in both remineralizing carious lesions and protecting against
cariogenic acidic challenges. In the protective model, fluoride concentration had a
greater influence on the formation of more resistant enamel, while in the
remineralizing model, mineral gain was also observed in toothpastes with REFIX®
technology without fluoride. These findings highlight the potential of REFIX®
technology as an additional therapeutic option for the prevention and

remineralization of dental caries.

Keywords: Tooth Remineralization; Dentifrices; Dental Caries.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, mesmo diante dos avang¢os no diagndstico e tratamento
precoce, a céarie dentaria permanece sendo a doenca bacteriana crénica néo
transmissivel mais comum (Pitts et al., 2021), onde cerca de metade da populacéo
mundial sofre de lesGes nédo tratadas (Wen et al., 2022). A patologia da carie,
portanto, € um processo complexo que se inicia com uma desmineralizacdo que
leva a dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita e, consequentemente, a perda de
calcio e fosfato da estrutura dental (Chen et al., 2021). A progressao do processo
de desmineralizagdo ocorre de forma lenta, no entanto, quando detectado
precocemente e tratado de maneira adequada, é possivel a reversao do
mecanismo desmineralizador (Fernandes et al., 2022; Malcangi et al., 2023; Tomaz
et al., 2020).

A saliva € um agente remineralizador natural, mas sua acéo € insuficiente para
proteger contra a carie sem o auxilio de agentes adicionais (Amaechi et al., 2019;
Fernandes et al., 2021). Um exemplo é o fluoreto, amplamente documentado na
literatura, promove a remineralizacéo incorporando ions calcio e fosfato ao esmalte
dentario e diminui a solubilidade &cida do esmalte (Bossu et al., 2019; Epple; Enax;
Meyer, 2022; Malcangi et al., 2023). Além disso, o fluoreto forma uma camada de
fluoreto de célcio na superficie dentaria, servindo como protecdo contra futuros
ataques acidos (Guntermann et al., 2022; Malcangi et al., 2023).

Novos agentes remineralizantes tém sido desenvolvidos para complementar a
acdo dos fluoretos e ampliar as possibilidades de remineraliza¢ao (Philip, 2018).
Diversos produtos que protegem contra a desmineralizacdo do esmalte ja estdo
sendo comercializados (Fernandes et al.,, 2022; Tomaz et al., 2020). Neste
contexto, a silica, presente em algumas formulacfes de dentifricios, destaca-se por
seu potencial remineralizador, aumentando a capacidade bioativa e promovendo a
formacdo de hidroxiapatita nas superficies dentarias (Amaechi et al., 2021;
Fernandes et al., 2022; Vilhena et al., 2021; Zhang et al., 2023).

O dentifricio que incorpora a tecnologia REFIX® combina fluoreto com
pirofosfato de tetrassodio e silica. A incluséo de fosfato na formulagédo visa saturar
os tecidos dentais com calcio e fosfato, o que reduz os ions na superficie do esmalte

previamente desmineralizado, aumentando assim a resisténcia ao processo
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cariogénico na presenca de fluoreto (Tomaz et al., 2020). Por outro lado, os silicatos
tém sido utilizados em dentifricios para promover a formacéo de silicato de calcio,
potencializando os mecanismos naturais de mineralizagdo da saliva por meio da
nucleacéo de hidroxiapatita e formacao mineral (Vilhena et al., 2020).

Dessa maneira, essa formulacdo € capaz de formar complexos estaveis de
fosfato/flhor/silica em meio acido, especialmente na saliva, o que é essencial para
a protecdo e regeneracao da estrutura dental (Fernandes et al., 2021; Vilhena et
al., 2021). Esses complexos podem promover a remineralizacdo das lesGes
cariosas iniciais e reparar o esmalte dental ao gerar novos minerais, como calcio,
fosfato e fldor. Acredita-se que a interagdo sinérgica entre os componentes da
tecnologia REFIX® resulta em uma reestruturacdo dos tecidos, tornando-0s mais
resistente aos desafios quimicos impostos pela dieta e pela microbiota oral,
proporcionando uma abordagem inovadora e eficaz na prevengao e tratamento da
carie dentéria (Tomaz, et al., 2020). Além disso, a presenca desses complexos
estaveis pode melhorar a integridade estrutural do esmalte, fornecendo uma
barreira protetora adicional contra futuros ataques acidos (Fernandes et al., 2022;
Vilhena; Lonni; D’alpino, 2021).

Embora existam estudos que comprovem a capacidade remineralizadora dos
dentifricios com tecnologia REFIX®, a literatura ainda é escassa (Fernandes et al.,
2022; Vilhena et al., 2021). Além de sua acgdo remineralizadora, os fatores de
protecado proporcionados por esta tecnologia também sao de interesse. No entanto,
nao ha estudos que testem essa tecnologia associada a uma concentracéo de 1100
ppm de fluoreto ou sua eficacia de forma isolada na auséncia de fluoreto. Esta
lacuna nas pesquisas destaca a necessidade de estudos adicionais para
compreender plenamente o potencial da tecnologia REFIX® em diferentes
concentracfes de fluoretos e sua capacidade de atuar independentemente como

agente remineralizador e protetor.
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2.  REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esmalte Dental: Aspectos Morfolégicos

O esmalte dental € o tecido mais mineralizado do corpo humano,
desempenhando um papel crucial na protecdo dos dentes contra desgastes
mecanicos e ataques quimicos (Lacruz et al., 2017). Composto por
aproximadamente 96% de material inorganico, 3% de agua e 1% de material
organico, o esmalte é uma estrutura altamente organizada e complexa (Arshad;
Khan, 2020; Volponi et al, 2018). A matriz inorganica do esmalte € composta por
sais de fosfato de célcio em forma de grandes cristais hexagonais de hidroxiapatita
(HA), Cal0(PO4)6(0OH)2, organizados em prismas que se estendem da juncao
amelodentinaria até a superficie externa do dente. Cada prisma é composto por
milhdes de cristais de HA, organizados de maneira compacta e paralela, o que é
crucial para a resisténcia mecanica do esmalte (Lacruz et al., 2017).

A HA, o principal componente mineral do esmalte dental, possui uma
estrutura hexagonal com dois tipos principais de sitios de troca idnica, conhecidos
como sitios A e B. Nos sitios A, os ions hidroxila (OH~) podem ser substituidos por
ions fltor (F7) ou cloreto (CI7), o que € fundamental para o processo de fluoretacao
do esmalte e a melhora da resisténcia ao ataque acido (Meyer et al., 2024; Silva et
al., 2009). Nos sitios B, os ions PO,3~ podem ser substituidos por ions CO32~
(carbonato), o que pode ocorrer naturalmente ou em resposta a alteracdes no
ambiente bucal, influenciando a solubilidade e a reatividade dos cristais de HA.
Além disso, ions silicato (SiO,*) podem substituir os ions fosfato nos sitios B,
formando uma estrutura de hidroxiapatita enriquecida com silicio (Silva et al., 2009).
Essa substituicdo tem sido associada ao aumento da bioatividade e da capacidade
remineralizadora do esmalte, pois o silicio pode promover a formacdo de uma
camada mineral mais resistente e menos solavel (Vilhena et al, 2021).

Embora o esmalte seja a estrutura mais dura do corpo, a sua porosidade
permite a difusdo de ions e moléculas pequenas, essencial para o0 processo de
remineralizagcdo (Epple; Enax; Meyer, 2022; Lacruz et al., 2017). Portanto,
compreender a estrutura e a dindmica do esmalte é essencial para o estudo da

carie dentaria.
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2.2 Etiologia da carie dentaria

Manter uma saude bucal satisfatoria é essencial para o bem-estar geral,
influenciando a capacidade de mastigar, falar e até mesmo na autoestima e nas
interacdes sociais do individuo (Prasad et al., 2024). A cérie dentaria é a doenca
crobnica ndo transmissivel mais prevalente mundialmente, impactando
significativamente os custos da saude publica e a qualidade de vida dos individuos
(Bossu et al., 2019; Meyer et al., 2024). E uma doenca mediada pelo biofilme e
modulada pela dieta, resultando na perda mineral dos tecidos duros dentais e
manifestando-se clinicamente como lesdes cariosas (Machiulkkiene et al., 2019).

As lesdes de céarie podem ser classificadas pela sua localizacdo no dente
(coronal ou radicular/cementaria), severidade (ndo cavitada ou cavitada), estado de
atividade (ativo ou inativo) e profundidade de penetracdo nos tecidos (polpa,
dentina e esmalte) (Cai et al., 2022; Machiulkkiene et al., 2019). A estrutura
cristalina do esmalte consiste em cristais de hidroxiapatita (HA) e sua estrutura é
influenciada por um ciclo natural de desmineralizacdo e remineralizacdo. Este
equilibrio entre desmineralizacdo e remineralizacdo € fundamental para a
manutenc¢ao da integridade estrutural do esmalte (Tosco et al., 2023).

Na cavidade oral, microrganismos como Streptococcus mutans e Lactobacilli
prosperam na presenca de acUcares da dieta. A metabolizacdo desses acucares
por bactérias resulta na producéo de acidos (principalmente lactico e acético), que
reduzem o pH oral para < 5,5, promovendo a desmineralizagdo ao dissolver os
minerais na subsuperficie do dente (Dai et al., 2021; Prasad et al., 2024).

A remineralizacdo é um processo natural de reparacdo que envolve a
deposicao de fosfato de célcio, principalmente da saliva, criando uma nova camada
na superficie da leséo (Dai et al., 2021). Sob condi¢bes saudaveis, os ions célcio e
fosfato na saliva promovem constantemente a remineralizacdo das superficies
dentarias. No entanto, este processo deve equilibrar-se com a desmineralizacao
constante causada por acidos bacterianos ou dietéticos. Embora a saliva seja rica
em ions Ca?" e POs*, a remineralizacdo natural é frequentemente lenta e
insuficiente para prevenir o desenvolvimento de caries (Grohe; Mittler, 2021; Meyer
et al., 2024).

A saliva e seus componentes demoram a penetrar na camada densa de

placa para atingir a superficie do dente e induzir a remineralizagdo. Em ambientes
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ricos em sacarose e outros monossacarideos, as bactérias da placa dentaria
metabolizam rapidamente esses aglucares em acidos organicos, que dissolvem os
cristais de hidroxiapatita no esmalte dentario (Meyer et al., 2024).

Portanto, a suplementacéo externa com ions Ca?* e PO4* é necessaria para
favorecer a remineralizacdo. Os cremes dentais sdo um método eficaz de fornecer
esses principios ativos aos tecidos duros dentais. Consequentemente, a adi¢cao de
compostos remineralizantes em cremes dentais tornou-se uma pratica comum para

prevenir e tratar caries (lonescu et al., 2022).
2.3 Materiais bioativos

O esmalte dentério, por ser um tecido acelular que ndo se regenera ou
remodela como outros tecidos mineralizados, € um candidato ideal para a utilizacao
de materiais bioativos visando sua regeneracdo (Lacruz et al., 2017). A nova
filosofia no tratamento da carie € a intervencdo minima, focada na preservacao da
estrutura dentaria e da vitalidade pulpar para prolongar a longevidade do dente.
Essa abordagem enfatiza técnicas "minimas" ou "néo restauradoras" para controlar
a carie e prevenir a perda mineral. Assim, pesquisadores desenvolveram materiais
bioativos que promovem ligacdes quimicas na interface entre os tecidos e o
material (Melo et al., 2022; Zhang et al., 2023).

A diferenciagdo entre materiais biomiméticos e bioativos é essencial na
odontologia regenerativa. enquanto os materiais biomiméticos buscam imitar a
estrutura e funcdo dos tecidos naturais, os materiais bioativos promovem a
remineralizagdo liberando ions que estimulam a formag&o de novos minerais no
esmalte e na dentina. Essa distingdo é crucial, pois os materiais biomiméticos sédo
projetados para funcionar de maneira semelhante ao tecido natural, enquanto 0s
bioativos sdo formulados para interagir com os tecidos existentes para promover a
regeneracao e o reparo (Singer; Fouda; Bourauel, 2023).

O uso de agentes remineralizantes, como o fluoreto, € reconhecido como
uma abordagem eficaz na prevencéao de lesdes precoces no esmalte. Materiais que
liberam fluoreto sdo exemplos de materiais bioativos devido a sua capacidade de
promover remineralizacdo por meio da liberacdo de ions que se aderem ao tecido
dentario (Tosco et al.,, 2023; Zhang et al., 2023). Dentifricios com fluoreto
representam mais de 95% de todas as vendas de dentifricios na América e na

Europa (Gorseta et al., 2018). O fluoreto promove remineralizagdo ao incorporar
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ions calcio e fosfato e € absorvido pelo esmalte, protegendo contra a
desmineralizacdo, pois reduz a solubilidade acida do esmalte. A hidroxiapatita
original, relativamente soltvel em &cido, € convertida em fluorapatita, que é mais
estavel em meio acido. Além disso, forma-se uma camada de fluoreto de calcio na
superficie do dente, servindo como uma “camada protetora” contra futuros ataques
acidos (Guntermann et al., 2022).

Embora seja eficaz na prevencdo da cérie, a ingestdo crénica de doses
elevadas de fluoreto pode resultar em fluorose dentaria, principalmente em criancas
menores de seis anos (Bossu et al., 2019). Além disso, produtos com fluoreto tém
um limite maximo de eficacia (Dai et al.,, 2021). Apesar de ser um agente
remineralizador amplamente documentado, novas estratégias de remineralizacao
estdo sendo desenvolvidas para promover uma remineralizacdo mais profunda das
lesBes e facilitar o controle da carie ao longo da vida (Dai et al., 2021; Guntermann
et al., 2022; Philip, 2018).

Essas estratégias incorporam outros agentes a terapia de remineralizacgéo,
aumentando a eficicia do fluoreto ou até mesmo na sua auséncia como por
exemplo: Sistema de Fosfato de Calcio, que sdo usados para melhorar a eficacia
do fluoreto, especialmente em casos de hipossalivacdo, onde fornecem ions de
calcio e fosfato para a recuperacéo do esmalte, Caseina Fosfopeptideo-Fosfato de
Célcio Amorfo (CPP-ACP) utiliza fosfopeptideos de caseina para estabilizar ions
de calcio e fosfato, facilitando sua liberacdo e absorcdo na placa dental, Nano-
hidroxiapatita (hHA) é um material que imita a estrutura do esmalte dental e ajuda
na remineralizacdo de lesGes dentarias. Suas pequenas particulas se ligam bem
ao esmalte e a fragmentos de placa, preenchendo pequenos defeitos e
promovendo a remineralizagao (Philip, 2018).

Outra abordagem é a tecnologia NR-5, que combina silicato de calcio, sais
de fosfato de sédio e fluoreto, e que parece potencializar a remineralizacdo da
hidroxiapatita por meio da nucleacao de minerais no esmalte dentario na presenca
de saliva (TOMAZ et al.,, 2020). Ja a tecnologia NOVAMIN, composta por um
fosfosilicato de sédio e calcio amorfo inorganico, promove uma série de reacdes
quimicas quando o vidro bioativo entra em contato com uma solucdo aquosa,
resultando na formacdo de uma camada mineralizada de hidroxiapatita

carbonatada insoluvel na superficie do tecido dentinario. No esmalte, essa
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tecnologia fortalece a estrutura da hidroxiapatita em vez de formar uma camada
mineralizada superficial (FERNANDES et al., 2022).

Um exemplo de componente bioativo € a silica, incorporada em algumas
férmulas de dentifricios para aumentar a bioatividade e a capacidade de formacgé&o
de apatita da hidroxiapatita. A silica funciona como um sitio para deposicao de ions
calcio e fosfato, resultando na formacédo de silicato de calcio, que promove a
nucleacéo da hidroxiapatita e subsequente mineralizagéo, fortalecendo o processo
de remineralizacéo (Fernandes et al., 2022; Silva et al., 2009). A tecnologia REFIX®
consiste em um dentifricio contendo fluoreto associado a fosfatos e silica, que,
segundo o fabricante, facilita a formacdo de apatita fluoretada e deposicao de
silicato, penetrando profundamente na hidroxiapatita (Vilhena et al., 2021). Um
estudo in vitro constatou que o dentifricio com tecnologia REFIX® promove
eficazmente a remineralizacéo dentro da lesdo cariosa, quando comparado a outros

dentifricios comerciais contendo 1.450 ppm de fluoreto (Tomaz et al., 2020).

2.4 Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por Luz (Quantitative light-
induced fluorescence — QLF)

Existem diversos testes para a deteccdo de lesdo de céarie que permitem
intervencdo imediata. Além da avaliacdo visual, muitas vezes subjetiva, o uso de
procedimentos auxiliares, como a radiografia, pode trazer vantagens adicionais na
deteccdo da desmineralizacdo, fornecendo uma avaliacdo qualitativa inicial
(Ghodasra; Brizuela, 2023; Jablonski-Momeni et al.,, 2020). Ferramentas de
diagndstico mais recentes, como a Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por
Luz (QLF), oferecem uma avaliacdo mais precisa das lesdes cariosas. O QLF € um
método visual ndo destrutivo que avalia a atividade de lesdes iniciais de cérie,
destacando-se entre as tecnologias 6pticas disponiveis (Ghodasra; Brizuela, 2023;
Park et al., 2022).

O principio do QLF baseia-se na absorcéo de luz por varias substancias na
cavidade oral, que em seguida reemitem essa energia em um comprimento de onda
diferente. O tecido dentario com areas desmineralizadas aparece como manchas
escuras, onde a diminuigcdo da fluorescéncia esta relacionada a perda mineral. A
luz azul penetra no esmalte translicido e atinge a juncdo esmalte-dentina, sendo
absorvida por fluoréforos e reemitida em diferentes direcbes como luz de cor

diferente, detectada pelo olho ou pela camera atraves do esmalte
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(autofluorescéncia). Em éareas onde o esmalte € menos transparente, como
manchas brancas, menos luz azul atinge a juncédo esmalte-dentina, resultando em
uma resposta fluorescente reduzida, aparecendo como areas mais escuras na
imagem QLF (Q-Ray, 2019).

A tecnologia QLF demonstrou maior sensibilidade na deteccdo de lesdes
cariosas precoces (Jablonski-Momeni et al., 2020; Yadav et al., 2022). Pode servir
como um parametro para a deteccdo de desmineralizacéo, sendo considerada uma
referéncia em estudos tanto in vivo quanto in vitro (Jablonski-Momeni et al., 2022).
Além disso, sua precisao € similar a da microradiografia transversal, considerada o
padréo-ouro, que requer a secado das amostras (Heukamp et al., 2022). Portanto, o
QLF é uma técnica de imagem eficaz para detectar lesdes de céries incipientes,
monitorar sua progressao e regressao usando principios de fluorescéncia, além de

auxiliar na quantificacéo de céries (Yadav et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar, in vitro, o desempenho remineralizador (esmalte cariado) e protetor
(esmalte higido) de dentifricios com tecnologia REFIX®, em esmalte bovino,
utilizando formulagcdes com diferentes concentracbes de fluoreto ou na sua
auséncia, apés ciclagem de pH cariogénico. A avaliacdo serd realizada
empregando a Quantificacao de Fluorescéncia Induzida por Luz (QLF).

3.2 Especificos

e Quantificar e comparar a eficacia dos dentifricios testados na protecao do
esmalte higido, submetido a desafio cariogénico, utilizando a perda de
conteudo mineral (AF) e a profundidade da lesdo cariosa (AFmax);

e Quantificar e comparar a eficacia dos dentifricios testados na
remineralizacdo do esmalte cariado, submetido a desafio cariogénico,
utilizando a perda de conteudo mineral (AFre) e a profundidade da leséo
cariosa (AFmaxge);

e Determinar e comparar o percentual de ganho de fluorescéncia (%AFre) € a
diminuicdo da profundidade da lesdo (%4Fmaxre ) no esmalte cariado apos
o tratamento com os dentifricios testados.

e Correlacionar a perda do conteudo mineral (AF) e a profundidade da leséo
cariosa (AFmax) nos modelos de ciclagem efeito protetor (esmalte higido)

e remineralizador (esmalte cariado)
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4. ARTIGO 1

O manuscrito a seguir serd submetido para publicagdo no periédico Brazilian Oral

Research.

Area Tematica: Cariologia

Titulo: O Potencial da Tecnologia REFIX® na lesédo cariosa: uma analise in vitro

de suas propriedades remineralizadoras
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Resumo:
Avaliar, in vitro, o efeito remineralizador de dentifricios com e sem fluoreto, que
utilizam a tecnologia REFIX®, em lesBes iniciais de carie em esmalte. Foram
utilizados 60 blocos (4x4x2mm) de esmalte de incisivos bovinos, distribuidos em
cinco grupos (n=12/grupo): DRS1-Dentifricio Regenerador+Sensitivo (1450 ppm de
NaF+Tecnologia REFIX®); DRS2-Dentifricio Regenerador+Sensitivo (1100 ppm de
NaF+Tecnologia REFIX®); DRS3-Dentifricio Regenerador+Sensitivo (Tecnologia
REFIX® sem fluoreto); CN-Controle Negativo (Dentifricio sem fluoreto); e CP-
Controle Positivo (1.450 ppm de NaF). Os espécimes foram submetidos a um
modelo de ciclagem de pH remineralizante durante seis dias e tratados com slurries
dos dentifricios (proporcdo 1:3) em uma maquina de escovacdo durante dois
minutos. Os espécimes foram analisados por meio da Quantificacdo de
Fluorescéncia Induzida por Luz (QLF) para avaliar a perda de fluorescéncia (AF) e
a profundidade da leséo cariosa (AFmax). O percentual de perda mineral (%AFrg)
e profundidade da lesdo (%AFmaxre) antes e apds o tratamento também foram
calculados. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA, seguido de Tukey, e
pela correlacdo de Pearson. O nivel de significancia foi de 0,05. Os grupos DRS2
e DRS3 apresentaram os melhores desempenhos remineralizadores, comparaveis
ao CP, sugerindo uma eficacia notavel da tecnologia REFIX® mesmo com 1100
ppm ou nenhuma concentracdo de fluoreto. O CN n&o demonstrou efeito
remineralizador (p<0,05). A eficacia na recuperacdo da fluorescéncia pode ser
resumida da seguinte forma: DRS2 = DRS3 = DRS1 = CP > CN. A tecnologia
REFIX® demonstrou ser eficaz na remineralizagédo de lesdes cariosas iniciais tanto

associada ao fluoreto quanto na sua auséncia.

Palavras-chave: Remineralizagdo Dentaria; Dentifricios; Cérie Dentaria;
Fluorescéncia Quantitativa Induzida por Luz
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INTRODUCAO:

A cérie dentéria € a doenca cronica ndo transmissivel que possui a maior
prevaléncia no mundo tendo bastante influéncia na qualidade de vida,
principalmente quando ocorre consequéncias como dor, problemas mastigatoérios,
limitacOes estéticas e, até mesmo a perda do elemento dentario. Antes da fase
irreversivel, ela passa pela fase inicial durante o ciclo de desmineralizacdo e
remineralizacdo. E nessa fase que sua progressdo pode ser interrompida, ou até
mesmo, revertida.

O processo de desmineralizacdo-remineralizacdo (des-re) ocorre
concomitantemente na superficie do esmalte, e a perda de cristais de hidroxiapatita
(HA) durante esse fendmeno nédo causa destruicdo de sua integridade?. Porém,
guando ha uma predominancia da desmineralizacéo, a integridade da rede de HA
€ afetada e surge a cavitacdo. Em contrapartida, a desmineralizacdo parcial dos
cristais de HA pode ser melhorada e restaurada se houver condi¢cdes bucais que
promovam a remineralizacdo, e, consequentemente, o reparo da lesdo®. Por isso,
a abordagem conservadora na Odontologia tem sido aplicada ao processo de
remineralizacdo como um meio ideal para reconstruir a estrutura dentéaria #°.

Os produtos que contém fluoreto, como agente remineralizador, séo eficazes
na remineralizacdo do esmalte, mas ndo tém potencial para promover a formacao
de novas fases minerais®. Por isso, a mudanca nas terapias de biomineralizacédo
reparadoras para regenerativas tornam-se promissoras na tentativa de substituicao
de tecidos lesionados por outros biologicamente semelhantes’.

Nos ultimos anos, ocorreu um aumento na busca do desenvolvimento de
tecnologias que possuem potencial remineralizador as estruturas dentais. Assim,
sdo comercializados produtos de higiene bucal com diversos principios ativos em
associacao com o fluoreto em que afirmam elevar o potencial de remineralizacéo e
regeneracdo dessas formulacdes®.

Esses novos compostos propdem-se a reforcar o processo de
remineralizacédo, além de elevar o potencial de regeneracéo tecidual. Nessa linha,
esses compostos funcionam como carreadores de Ca?* e PO4?~ para o esmalte
dentéario, promovendo a remineralizagdo natural e formagéo de uma hidroxiapatita

menos sollvel e porosa 3°.
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Modificacbes na formulacdo de dentifricios possibilitaram a adicdo de uma
variedade de novos ingredientes ativos. O silicio, ou silicato, quando adicionado
como composto é capaz de elevar a bioatividade da hidroxiapatita e a capacidade
de gerar apatitas da hidroxiapatita. Com isso, o surgimento da tecnologia REFIX®,
trata-se de um dentifricio, que segundo o fabricante, tem capacidade de formar
complexos estaveis de fosfato/fldor/silico em meio acido, especialmente saliva,
sendo capaz de remineralizar a lesdo cariosa e reparar 0 esmalte dental. As
estruturas dentarias, em conjunto com a saliva, ajudam a geracdo de novos
minerais contendo célcio/fosfato/flior, e, dessa maneira, promove a
remineralizacdo da subsuperficie da lesédo de carie "2.

Desse modo, este estudo tem por objetivo avaliar, in vitro, a atuacdo da
tecnologia REFIX® no processo de remineralizacdo da leséo incipientes de carie
em esmalte e na reducdo da sua profundidade, associado a dentifricio com
diferentes concentracdes de fluoretos ou nao fluoretados. E, portanto, tem-se como
hipétese nula (HO) que a tecnologia REFIX® ndo apresenta potencial
remineralizador e nem redutor na profundidade das lesbes de carie de esmalte e
como hipétese alternativa (H1) que os dentifricios da tecnologia REFIX®
apresentam potencial remineralizador e redutor da profundidade das lesdes de

carie em esmalte.
METODOLOGIA:

O estudo laboratorial, in vitro, com selecéo aleatéria, adotou uma abordagem

indutiva com procedimentos estatisticos e comparativos.
Universo e amostra

Foram utilizados 30 dentes incisivos bovinos, coletados e armazenados em
solucédo tamponada de formol a 10%, a temperatura ambiente, por no maximo 30
dias. Os dentes foram examinados sob uma lupa de 5x de aumento para
identificacdo de possiveis trincas, rachaduras, caries e/ou alteragcbes no esmalte.

Os dentes com quaisquer dessas condi¢des foram excluidos da amostra.
Preparacdo dos espécimes

A cada dente incisivo foi possivel a confec¢gédo de dois blocos de esmalte.

Um total de 60 blocos de esmalte, de aproximadamente 4x4x2mm, foram
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preparados, usando um disco diamantado dupla face na cortadeira de precisao
(Labcut 1010), sob irrigacéo constante. Os espécimes foram embebidos em resina
acrilica para planificagdo em politriz metalografica, utilizando-se lixas de
acabamento de granulacdes variadas, sob irrigacdo constante. O polimento da
superficie do esmalte foi realizado com feltros umedecidos e suspensdo de
diamante de 1 um. ApOs a preparacédo dos espécimes, o0s blocos de esmalte foram
aleatoriamente divididos entre os grupos, conforme a média da microdureza
superficial (SMH).

Formacdao da leséo de carie artificial

Antes da formacéao da lesé&o inicial de carie, a superficie do esmalte de cada
espécime foi dividida em trés partes: uma area controle - higida (1), uma éarea
desmineralizada - leséo inicial de carie (2) e outra area teste - tratamento (3). Antes
da formacdo da lesédo inicial de céarie, a area controle (1), foi coberta com dupla
camada de esmalte de unha (Risqué, Niasi, Tabodo da Serra, Sdo Paulo, Brasil).
Apoés a formacédo da lesdo de céarie a area correspondente a desmineralizada (2)
também foi coberta por uma dupla camada de esmalte de cor diferente da area
controle (1). A area teste (3) ficou descoberta para a realizacdo do tratamento com
slurries dos dentifricios.

Para a formacdo da lesdo de carie inicial em esmalte: os espécimes foram
imersos em solucdo desmineralizadora (1,3 mM/L Ca(NO3)2.4H20, 0,78mMI/L
NaH2P0O4 H20 em 0.05 M/L de tampao de acetato, 0,03ugF/mL (NaF), pH 5.0, 32
mL/bloco) para a formacao da leséo artificial de carie por 16h, conforme descrito

por estudo anterior .

Selecdo dos dentifricios e preparacéo dos slurries

Foram utilizados cinco tipos de dentifricios, conforme descrito no Quadro 1.
Os dentifricios foram acondicionados em recipientes e identificados por um
pesquisador independente. As misturas de dentifricio e agua deionizada foram
preparadas na proporcao de 1:3. As misturas foram realizadas diariamente, com

agitacdo constante durante 4 minutos até completa homogeneizagdo??.
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Quadro 1 - Dentifricios selecionados para o estudo, com 0S seus respectivos

ingredientes ativos.

Produto (grupo) Ingredientes ativos Fabricante
1450 ppm de fluoreto de sdédio, glicerina, silica, sorbitol, .
Dentifricio - L Rabbit Corp,
lauril sulfato de sédio, 4gua, aroma, PEF-12, goma de Londrina. PR
ondrina, PR,
Regenerador + celulose, acido fosforico, xilitol, pirofosfato tetrassadico, )
Brasil (Lot

Sensitivo (DRS:1)

sacarina sédica, triclosan, mentol, mica, benzoato de
sddio, Tecnologia REFIX®

number: 73045)

1110 ppm de fluoreto de sodio, glicerina, silica, sorbitol, Rabbit Corp,
Dentifricio lauril sulfato de sédio, 4gua, aroma, PEF-12, goma de Londrina, PR,
Regenerador + celulose, acido fosférico, xilitol, pirofosfato tetrassédico, Brasil (Lot
Sensitivo (DRS2) sacarina sédica, triclosan, mentol, mica, benzoato de number:
sédio, Tecnologia REFIX® 020/2023)
i o . . ] Rabbit Corp,
Creme dental sem fluor, glicerina, silica, sorbitol, lauril )
o o Londrina, PR,
Dentifricio sulfato de sédio, &gua, aroma, PEF-12, goma de celulose, Brasil (Lot
rasil (Lo
Regenerador + acido fosfarico, xilitol, pirofosfato tetrassédico, sacarina b
number:
Sensitivo (DRS3) sédica, triclosan, mentol, mica, benzoato de sédio,
) 083/2023)
Tecnologia REFIX®
Rabbit Corp,
_ Londrina, PR,
Controle Negativo ) _ ) )
Sem ingredientes ativos. Creme dental sem fltor. Brasil (Lot

(CN)

number: 74071)

Controle Positivo
(CP)

1450 ppm de fluoreto de sddio, agua, sorbitol, silica, lauril
sulfato de sédio, aroma, carragenina, gluconato de sédio,
cloreto estanoso, goma xantana, citrato de zinco, ClI

77891, sacarina sodica, hidréxido de sédio, limoneno

Oral B - Procter
& Gamble, Brasil
(Lot number:
31653662C1)

Tratamento e Ciclagem de pH

Os espécimes, que apresentaram a mesma média de microdureza

superficial,

foram alocados aleatoriamente nos cinco diferentes grupos

(n=12/grupo), de acordo com o dentifricio a ser testado (Quadro 1). Antes do inicio

da ciclagem, as amostras foram armazenadas em solucdo remineralizadora

durante 24 horas 11.
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Os blocos foram submetidos a um regime de ciclagem de pH durante 6 dias,
conforme descrito por estudos anteriores'?, Os blocos foram imersos,
individualmente, na solucao remineralizadora (1,5 mM.L-1 de calcio, 0,9 mM.L-1 de
fosfato, 150 mM.L-1 de cloreto de potassio em tampé&o cacodilico 0,02 mM.L-1, pH
=7,0; 0,02 pgF/mL e 1 mL/mm 2), durante 22 horas. Para reproduzir os desafios
acidos do biofilme bacteriano, foi realizada a imerséo dos espécimes na solucéo
desmineralizadora (2,0 mM.L-1 de calcio e fosfato em 75 mM.L-1 de tampéo
acetato, pH = 4,7; 0,03 uygF/mL e 3 mL/mm) durante 2 horas/dia. Duas vezes ao
dia, antes do desafio cariogénico e duas horas apds o seu término, os blocos foram
expostos ao tratamento com slurries dos dentifricios (1:3 w/w agua deionizada; 30
mL/espécime de esmalte) associado a processo abrasivo durante 15s, em uma
maquina de escovacgdo, e mais 105s de exposicdo aos dentifricios, até completar 2
minutos de tratamento’. A maquina de escovacao (MEV 3T-8XY, Odeme -
Joacaba, SC, Brasil) foi padronizada a uma temperatura média de 37°C e 11 ciclos.
As escovas dentais utilizadas apresentaram cerdas macias (Colgate Classic -
Colgate - Sao Paulo, SP, Brasil), adaptadas a maquina de escova¢do, com
movimentos de zigue-zague vertical, com amplitude (vertical e horizontal) de 20 nm
e um carga axial de 150g.

Entre as trocas de solu¢des e os tratamentos, os blocos foram enxaguados com
dgua deionizada durante 10s. Apdés a Ultima escovacdo, 0s espécimes
permaneceram imersos na solucdo remineralizadora até o dia seguinte. As
solucdes foram repostas diariamente®3. Apés a finalizacédo dos 6 dias de ciclagem,

0S espécimes permaneceram por mais 24 horas na solucao remineralizadora.
Analise da microdureza superficial

A microdureza superficial do esmalte (SMH) foi medida utilizando um
microdurémetro (Shimadzu HMV - AD Easy Test Version 3.0) com um penetrador
tipo Vickers. Aplicou-se uma pressdo de 50g por 10 segundos em trés areas
distintas da amostra, separadas por 100 um para padronizacdo. A média dos
valores de microdureza de cada espécime foi calculada, e os blocos de esmalte

foram aleatoriamente divididos entre os grupos com base nesses valores (n=12).
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Analise da Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por Luz (Quantitative

light-induced fluorescence — QLF)

Os blocos de esmalte foram avaliados quanto a perda de fluorescéncia em
lesbes de cérie e areas tratadas, usando o dispositivo Qraycam Pro (Inspektor
Research System BV, Amsterd&, Holanda). O esmalte de unha foi cuidadosamente
removido com cotonetes embebidos em acetona diluida. Em seguida, os espécimes
foram lavados com agua deionizada durante um periodo de dois minutos usando
um aparelho ultrassdénico e secos com rolo de algod&do. Uma camera foi acoplada
a um suporte na mesma posicdo para todas as imagens para padronizar as
medidas do QLF. As imagens foram feitas em uma sala escura, com exposicéo 0,
contraste O e distancia entre o aparelho e a amostra de 8 cm. Um software (Q-ray
versao 1.38, (Inspektor Research System BV, Amsterdd, Holanda) analisou as
mudangas na quantidade de mineral no esmalte com base no valor AF e a
profundidade da lesdo pelo AFmax. As medigbes foram feitas em duas etapas: (1)
AFo, que representa uma perda de fluorescéncia inicial, passando pela diferenca
entre o esmalte higido e esmalte cariado, e (2) AF1, que representa uma diferenca
na fluorescéncia final, usando a diferenca entre o esmalte higido e o tratado com
os dentifricios®. O AFre é obtido através da diferenca entre AFo e AF:1 fornecendo
informacdes sobre a mudanca na quantidade mineral total. O AFmaxre representa
a mudanca da profundidade da lesdo e € obtido através da diferenca entre o
AFmaxo que representa a profundidade méxima da les@o entre o esmalte higido
para o cariado e AFmaxi que representa a profundidade maxima da lesao entre o
esmalte higido para o tratado com os dentifricios. Em seguida, o percentual de
fluorescéncia foi calculado, tanto para o ganho mineral (1) quanto para a

profundidade da leséo (2), usando as férmulas baseadas em estudo anterior 4:

(1) %AFRE = (AF0 — AF1)/AF0 x100
(2) %AFmaxRE = (AFmax0 — AFmax1)/AFmax0 x100

Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o pacote SPSS para
Windows, versao 21.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). O teste de Shapiro-Wilk e o

teste de Levene foram utilizados para determinar a normalidade e a

27



homogeneidade das variancias, respectivamente. Como os dados apresentaram
variancias iguais e distribuicAo Gaussiana, ndo foi necessaria nenhuma
transformacao de dados. A One-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey foi usada
para analisar as diferencas entre os grupos em relagéo as variaveis AFre, AFmaxre,
%AFre e %AFmaxre. Além disso, a correlagéo de Pearson foi utilizada para avaliar
a relacao entre AFre e AFmaxgre. O nivel de significancia para todas as analises foi

de 5%.
RESULTADOS:

A analise dos resultados de remineralizacdo do esmalte e profundidade das
lesBes cariosas foi realizada utilizando a Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida
por Luz (QLF).

Analise de Remineralizacdo do Esmalte

Os resultados da fluorescéncia qualitativa sdo apresentados na Tabela 1. As
medicbes de fluorescéncia inicial (AFo) e final (AF1) apds o tratamento indicam a
eficacia dos dentifricios em modificar o conteddo mineral do esmalte quando

analisada a variavel AFre.

Tabela 1 - Valores de fluorescéncia (Média + DP) pelo QLF nos diferentes tempos
de analise AFo (higido-cariado) e AF: (higido-tratado) e AFre (AFo - AFz).

GRUPOS AFo (Média = DP) | AF: (Média + DP) | AFre (Média  DP) *
DRS1 -13.21 + 4.04 -10.64 + 3.37 2,56 + 1.902
DRS2 -16.05 + 4.65 -10.52 £ 2.53 5,53 + 2.89°
DRS3 12.21+2.19 -9.06 % 1.72 3,15 + 1.783¢
CN 11.52 + 3.31 ~14.66 £ 3.52 3,14 + 2.34P
CP -13.50 + 6.28 -11.96 + 8.85 1,63 % 0.922

* Letras mindsculas diferentes demonstram diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p<0,05).
Abreviacdes: DRS1, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1450 ppm e Tecnologia REFIX®); DRS2,
Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1100 ppm de NaF + Tecnologia REFIX®); DRS3, Dentifricio
Regenerador + Sensitivo (Tecnologia REFIX® sem fluoreto); CN — Controle Negativo (Dentifricio
sem fluoreto); e CP - Controle Positivo (Dentifricio Oral B - 1.450 ppm de NaF).

Os resultados mostraram que os dentifricios DRS2 e DRS3, ambos

incorporando a tecnologia REFIX® com e sem fluoreto, apresentaram melhorias
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significativas na fluorescéncia (AFre e %AFre) indicando uma remineralizagéo
efetiva (Tabela 1 e Grafico 1). O DRS2 (1100 ppm de NaF + Tecnologia REFIX®)
teve um aumento médio em AFo de -16.05 para AF1 de -10.52, sugerindo uma alta
eficacia na remineralizacdo. O grupo DRS3 (Tecnologia REFIX® sem fluoreto)
apresentou um aumento de -12.21 para -9.06 em AFre, resultados comparaveis
aos de DRS2, indicando uma eficacia remineralizadora da tecnologia REFIX® sem
a adicao de fluoreto.

Os dentifricios convencionais, incluindo o Controle Positivo (Oral B com 1450
ppm de NaF), mostraram menor eficacia, com AFomudando de -13.50 para AF1 de
-11.96. O CN demonstrou perda significativa de fluorescéncia (p<0,05) em
comparacao com todos os grupos estudados, incluindo o CP.

A eficicia na recuperacao da fluorescéncia pode ser resumida da seguinte
forma: DRS2= DRS3= DRS1=CP>CN.

Grafico 1 — Percentual de fluorescéncia/remineralizacdo da lesao de cérie apés

tratamento com dentifricios®*.
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* Diferengas significativas (ANOVA, p<0,05) foram observadas apenas do CN com todos o0s outros
grupos. AbreviacGes: DRS1, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1450 ppm e Tecnologia REFIX®);
DRS2, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1100 ppm de NaF + Tecnologia REFIX®); DRSS,
Dentifricio Regenerador + Sensitivo (Tecnologia REFIX® sem fluoreto); CN — Controle Negativo
(Dentifricio sem fluoreto); e CP - Controle Positivo (Dentifricio Oral B - 1.450 ppm de NaF).

Fonte: Dados da prépria autora
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Profundidade da Lesao de Carie

A analise de AFmax, que representa a profundidade das lesbes cariosas,
também mostrou resultados significativos. Os grupos tratados com a tecnologia
REFIX® demonstraram uma reducdo substancial na profundidade da leséo,
indicando eficacia na reparacao de lesGes profundas (Tabela 2 e Gréfico 2).

Tabela 2 - Valores de profundidade da lesdo (Média + DP) pelo QLF nos diferentes
tempos de analise AFmaxo (higido-cariado) e AFmaxi (higido-tratado) e AFmaxre
(AFmaxo - AFmaxi).

GRUPOS | AFmax, (Média+DP) | AFmax; (Média+ DP) | AFmaxge (Média + DP) *
DRS1 -20,87 £4,3 -16,28 £ 4,2 4,58 + 0,92¢
DRS2 -22,60+4,4 -17,14 + 3,8 5,46 £ 0,7°
DRS3 -19,70+ 3,1 -15,02 + 3,2 4,68 £ 1,02°

CN -17,79 £ 3,5 -23,95 + 3,8 -6,16 + 1,4°
CP -20,10+6,9 -16,91+7,8 3,16 + 1,72

* Letras mindsculas diferentes demonstram diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p<0,05).
Abreviacdes: DRS1, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1450 ppm e Tecnologia REFIX®); DRS2,
Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1100 ppm de NaF + Tecnologia REFIX®); DRS3, Dentifricio
Regenerador + Sensitivo (Tecnologia REFIX® sem fluoreto); CN — Controle Negativo (Dentifricio
sem fluoreto); e CP - Controle Positivo (Dentifricio Oral B - 1.450 ppm de NaF).

Os grupos tratados com a tecnologia REFIX® apresentaram uma reducéo
significativa na profundidade da lesdo cariosa. O grupo DRS2 registrou uma
diminuigdo em AFmaxo de -22,6 para AFmax1 de -17,14, refletindo sua eficacia em
reduzir a profundidade da lesdo cariosa. De maneira similar, o DRS3 mostrou uma
reducgao significativa com AFmaxo mudando de -19,7 para -15,02. O grupo DRS1
também apresentou uma reducgao relevante de AFmaxo de -20,87 para AFmaxi de
-16,28. Em contraste, o CN apresentou um aumento na profundidade da leséo
cariosa, com AFmaxo aumentando de -17,79 para -23,95, evidenciando a auséncia
de efeito remineralizador.

Embora os dentifricios com tecnologia REFIX® tenham demonstrado alta
eficacia, o dentifricio convencional fluoretado (CP) também apresentou resultados
positivos, com uma reducdo de AFmaxo de -20,10 para AFmax: de -16,91. No
entanto, o DRS2 foi 0 Unico grupo que mostrou uma superioridade significativa em

relacdo ao CP de AFmax,-20,1 para AFmaxi de -16,91. No entanto, o DRS2 foi o
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anico grupo que mostrou uma superioridade significativa em relacdo ao CP
(p<0,05).

Gréafico 2 — Percentual da profundidade da leséo de carie (% AFmaxre) apos

tratamento com dentifricios®*.
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* Diferencgas significativas (ANOVA, p<0,05) foram observadas apenas entre o0 CN com todos os
outros grupos. Abreviacdes: DRS1, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1450 ppm e Tecnologia
REFIX®); DRS2, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1100 ppm de NaF + Tecnologia REFIX®);
DRS3, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (Tecnologia REFIX® sem fluoreto); CN — Controle
Negativo (Dentifricio sem fluoreto); e CP - Controle Positivo (Dentifricio Oral B - 1.450 ppm de NaF).

Fonte: Dados da prépria autora

Os dados analisados refletem a eficiéncia de cada dentifricio testado na
reducdo da profundidade das lesdes cariosas. Os maiores valores de %AFmaxre
sugerem que o tratamento foi eficaz em diminuir a severidade das lesées de carie,
resultando em uma recuperacéo substancial da densidade mineral do esmalte nas
areas mais profundamente afetadas. Os tratamentos que incorporaram a tecnologia
REFIX® (DRS1, DRS2 e DRS3) mostraram um aumento significativo no
%AFmaxre, indicando uma melhoria notavel na profundidade das lesdes de carie.
O controle positivo (CP) apresentou uma reducdo na profundidade da lesdo

(%AFmaxge); no entanto, a reducdo observada néo foi a mais significativa entre
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todos os grupos, com excecao do DRS2, que se destacou. Em contraste, o valor

negativo do %AFmaxge obtido no CN sugere que o tratamento foi ineficaz.

Correlagao entre Remineralizagao Superficial (AFre) e Profundidade da Leséo
(AFmaxre)

A analise revelou uma correlacdo positiva significativa (r = 0.89, p < 0.01)
entre a remineralizacéo (AFre) e a reducao da profundidade das lesbes (AFmaxre).
O Grafico 3 ilustra essa correlagdo, sugerindo que melhorias na remineralizacao
superficial estdo associadas a reduc¢des significativas na profundidade das lesGes

cariosas.

Grafico 3 - Correlagdo entre entre remineralizagdo superficial (AFre) e

profundidade da lesdo (AFmaxre).
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Abreviagdes: DRS1, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1450 ppm e Tecnologia REFIX®); DRS2,
Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1100 ppm de NaF + Tecnologia REFIX®); DRS3, Dentifricio
Regenerador + Sensitivo (Tecnologia REFIX® sem fluoreto); CN — Controle Negativo (Dentifricio
sem fluoreto); e CP - Controle Positivo (Dentifricio Oral B - 1.450 ppm de NaF).

Fonte: Dados da prépria autora
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DISCUSSAO:

A utilizacdo de fluoretos € uma das estratégias preventivas e terapéuticas
contra a carie dentéaria *>18, devido a sua eficacia na remineralizacéo e na reducéo
da desmineralizacdo do esmalte dentériol’'8. Cury!® destaca a limitacdo na
incorporacao de fluoreto ao esmalte, que pode restringir sua eficicia contra ataques
acidos. Adicionalmente, a inclusdo de novos agentes pode potencializar os efeitos
dos fluoretos, ampliando a protecdo do esmalte dentario®. A terapia de
remineralizagéo, especialmente aquela que utiliza materiais bioativos, oferece um
potencial significativo tanto na presenca quanto na auséncia de fluoreto 2022,

A tecnologia REFIX®, integrando ions fosfato e silica numa matriz
fluoretada, € uma inovacao nesse contexto. Esta tecnologia facilita a formacao de
apatita fluoretada e promove a deposicdo de silicato, que pode penetrar mais
profundamente no esmalte, melhorando a remineralizacdo da subsuperficie®7-822-
23, O silicio, componente de vidros bioativos, promove a criacdo de sitios de
nucleacdo para a precipitacdo de ions calcio e fosfato durante a formacédo da
hidroxiapatita, essencial para melhorar os processos de mineralizacéo salivar 3822
21_

Este estudo investigou os impactos de dentifricios que incorporam a
tecnologia REFIX®, explorando suas capacidades de remineralizacdo do esmalte
em diferentes concentracdes de fluoreto ou na sua auséncia. Os resultados indicam
que a eficacia da remineralizacdo ndo estd exclusivamente ligada as altas
concentracbes de fluoreto, mas pode ser significativamente influenciada pela
presenca de silica e fosfato”.24.

Os dentifricios DRS2 e DRS3, com baixa ou nenhuma concentracdo de
fluoreto, demonstraram eficacia comparavel ao controle positivo, destacando a
importancia da silica na remineralizagéo do esmalte, mesmo sem fluoreto®8. Esta
observacédo é relevante, pois sugere que a tecnologia REFIX® pode representar
uma nova abordagem na prevencdo e tratamento das lesbes de cérie,
independente da presenca de fluoreto.

O dentifricio DRS2, com 1100 ppm de fluoreto e a tecnologia REFIX®,
mostrou os melhores resultados em recuperacdo mineral, comparavel ao DRS3
sem fluoreto. A interagdo dos ions fosfato e silica na matriz fluoretada do DRS1

parece ter limitado a disponibilidade dos ions salivares necessarios para a
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remineralizacdo®. No entanto, a menor concentracéo de fluoreto no DRS2 pareceu
promover uma sinergia entre esses ions, favorecendo a formacéao de uma camada
de apatita fluoretada e uma camada protetora de silica, destacando o potencial de
combinar fluoreto com outros elementos bioativos como a silica para otimizar a
remineralizacdo dentaria 2°>2°. Estudos recentes, como os de Tomaz et al.” e
Fernandes et al.>, também apoiam essa visdo, indicando que a adicdo de vidro
bioativo contendo silica ao fluoreto pode potencializar os efeitos de
remineralizagéo.

A comparacdo com o controle positivo (1450 ppm de fluoreto de sdédio)
revelou que, embora a eficacia remineralizadora deste seja comparavel aos
experimentais, o DRS2 se destacou com uma eficacia superior na promocao da
remineralizagdo. Isso demonstra a viabilidade de combinar fluoreto com outros
bioativos como a silica, sugerindo que formulas alternativas como a do DRS2
podem ser mais eficazes em certas condi¢des, corroborando estudos anteriores
que destacam a eficacia do fluoreto de sédio na remineralizagdo dentaria 224,

A tecnologia REFIX® demonstrou eficacia tanto na superficie quanto nas
camadas mais profundas do esmalte, proporcionando uma solucdo abrangente
para o tratamento de caries. A reducéao significativa em %AFmaxre observada em
diferentes formulacbes sugere que tratamentos personalizados podem ser
desenvolvidos para atender as necessidades especificas de remineralizacdo dos
pacientes, dependendo da severidade e profundidade das lesdes cariosas.

Além disso, os resultados enfatizam a potencial superioridade dos
tratamentos que combinam fluoretos com outros bioativos, como a silica, sugerindo
que tais combina¢gbes podem ser mais eficazes do que as abordagens que
dependem exclusivamente do fluoreto. Estes achados s&o consistentes com
estudos recentes que observaram que a combinacédo de fluoreto com vidro bioativo
contendo silica pode potencializar significativamente os efeitos de remineralizacao
57, A andlise da Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por Luz (QLF) como
ferramenta de diagnostico complementa essas descobertas, evidenciando a
eficacia dos dentifricios em promover a remineralizacdo e em medir com precisao
as mudancas na densidade mineral do esmalte 27-2°,

Ensaios in vitro oferecem condi¢cdes experimentais controladas, essenciais
para avaliar os efeitos preventivos da remineralizacdo. No entanto, € importante

considerar as limitagdes desses modelos, que ndo conseguem reproduzir fielmente
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o ambiente complexo da cavidade oral, incluindo a capacidade de tamponamento
salivar e a influéncia de microrganismos®®. Portanto, estudos clinicos séo
necessarios para validar esses resultados in vivo. A tecnologia REFIX®
demonstrou um potencial remineralizador promissor, mas novas pesquisas S&o
necessarias para entender a dindmica e a estabilidade dessa nova camada de

apatita no esmalte remineralizado.

CONCLUSAO:

Os resultados mostram que os dentifricios com tecnologia REFIX®
apresentam uma alta capacidade de remineralizacdo do esmalte dental bovino,
eficaz tanto com 1100 ppm de fluoreto quanto sem fluoreto. A silica, sozinha ou
combinada com fluoreto, demonstrou potencial na remineralizacao e na reducéo da
profundidade de lesdes cariosas. Em comparagcdo com 0s grupos controle, os
dentifricios REFIX® se destacaram pela maior eficacia remineralizadora, sugerindo
gue essa tecnologia pode ser uma alternativa ou complemento ao uso tradicional

de fluoretos na prevencdao e tratamento da carie dentéria.
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O manuscrito a seguir serd submetido para publicagdo no periddico Brazilian
Dental Journal.

Titulo: Efeitos bioativos da tecnologia REFIX® na protecdo do esmalte dental:

uma analise in vitro
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Resumo:

Avaliar, in vitro, o efeito protetor de dentifricios com e sem fluoreto, que utilizam a
tecnologia REFIX®. Foram utilizados 60 blocos (4x4x2mm) de esmalte de incisivos
bovinos, distribuidos de acordo com a microdureza superficial, em cinco grupos
(n=12/grupo): DRS1-Dentifricio Regenerador+Sensitivo (1450 ppm de NaF +
Tecnologia REFIX®); DRS2-Dentifricio Regenerador+Sensitivo (1100 ppm de NaF
+ Tecnologia REFIX®); DRS3-Dentifricio Regenerador+Sensitivo (Tecnhologia
REFIX® sem fluoreto); CN-Controle Negativo (Dentifricio sem fluoreto); e CP-
Controle Positivo (1.450 ppm de NaF). Os espécimes foram submetidos a um
modelo de ciclagem de pH remineralizante durante cinco dias e mais 48h em
solucéo remineralizadora, tratados com slurries dos dentifricios (proporcéo 1:3) em
uma maquina de escovacdo padronizada durante dois minutos. Os espécimes
foram analisados por meio da Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por Luz
(QLF) para avaliar a perda de fluorescéncia/mineral (AF) e a profundidade da lesao
cariosa (AFmax). Os dados foram analisados pelo teste ANOVA, seguido de Tukey,
com p<0,05. Os grupos DRS1, DRS2 e o CP apresentaram o0s melhores
desempenhos quanto a protecao da perda mineral (AF) e menor profundidade da
lesdo (AFmax) cariosa. O grupo DRS3, com tecnologia REFIX® sem fluoreto, foi
ineficaz na protecdo tanto quanto o CN. A eficicia na protecdo quanto a perda da
fluorescéncia pode ser resumida da seguinte forma: DRS1 = DRS2 = CP > DRS3
= CN. Conclui-se que a tecnologia REFIX® demonstrou ter potencial na protecao
do esmalte, quando em desafio cariogénico, quando associada ao fluoreto,
destacando seu potencial como uma alternativa viavel para a protecdo contra a

desmineralizagéo.

Palavras-chave: Dentifricios; Esmalte Dentario; Fluorescéncia Quantitativa
Induzida por Luz
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Introducéao:

A carie dentaria é uma das doencas crénicas mais comuns que afeta pessoas
de todas as idades ao redor do mundo (1,2). Ela se desenvolve a partir da
desmineralizacdo do esmalte dental devido a acdo de acidos produzidos por
bactérias na placa dental, que resultam na perda de minerais essenciais e na
deterioracdo progressiva das estruturas dentarias (3,4). A formacao da leséo inicial
da carie comeca com a remog¢do dos minerais do esmalte, criando
microporosidades na superficie dental e caracterizando-se pela desmineralizacao
sem cavitacao visivel (5), mas com a formacao de uma camada superficial distinta
que pode ser revertida se identificada e tratada precocemente (6).

A abordagem atual para o tratamento das lesGes cariosas enfatiza a
preservacdo maxima da estrutura dental e a estimulacédo de respostas bioldgicas
do dente e do ambiente circundante, adotando tratamentos minimamente invasivos
(7,8). Dessa forma, medidas preventivas visam reduzir os fatores de risco, sendo a
aplicacéo de fluoretos uma estratégia fundamental para fortalecer as estruturas
dentérias e protegé-las contra a carie (8). O fluoreto atua retardando o processo de
desmineralizacédo ao formar uma camada de fluoreto de calcio (CaF2) na superficie
do esmalte, que € resistente a acdo acida (5,6). Esta camada protege o esmalte
durante periodos de quedas do pH, além de liberar ions fluoreto e calcio para o
ambiente circundante, aumentando a saturagcdo mineral, inibindo a
desmineralizagéo e promovendo a remineralizagdo (9,10).

Os fluoretos utilizados tradicionalmente na remineralizagdo do esmalte
possuem um mecanismo de acdo amplamente estudado, facilitando o
desenvolvimento de novos sistemas de remineralizacdo mediados por fluoretos
(5,11). Assim, existe uma demanda significativa por combinacfes ou compdsitos
de fluoretos que possam desempenhar multiplas funcdes para alcancar resultados
clinicos mais satisfatorios no futuro (12). Estudos indicam que utilizacdo combinada
de agentes remineralizantes pode potencializar o processo de remineralizagdo do
esmalte devido ao efeito sinérgico entre eles, além de aumentar a dureza,
estabilizando os cristais de hidroxiapatita e conferindo protecdo contra mudangas
de pH na cavidade oral (13-15).

Os fabricantes de produtos dentarios tém reformulado os dentifricios,

incorporando uma variedade de ingredientes ativos para melhorar a sua eficacia
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(16,17). Sabe-se que a substituicdo de silicio na estrutura molecular da
hidroxiapatita remineralizadora tem sido identificada como um meio de aumentar
sua bioatividade (18). A tecnologia REFIX® destaca-se por sua capacidade de
promover a formacao de apatita fluorada e a deposi¢cédo de uma camada de silicato
nos dentes. Este processo envolve a combinacao de fluoreto, fosfatos e silica, que
juntos contribuem para a penetracdo mais profunda nos tecidos do esmalte. A
deposicdo de silicato ndo apenas diminui a solubilidade da hidroxiapatita, mas
também melhora as propriedades mecanicas do esmalte, tornando-o mais
resistente a acado acida e as variacdes de pH na cavidade oral (19).

Contudo, ainda ha necessidade de melhorias nas funcionalidades desses
compostos. Além disso, apesar dos avancos significativos, nenhum estudo até o
momento comparou o efeito protetor da tecnologia REFIX® em diferentes
concentracdes de fluoreto ou na sua auséncia. Diante disso, o presente estudo in
vitro teve como objetivo avaliar a capacidade protetora de dentifricios que utilizam
a tecnologia REFIX® com diferentes concentracdes de fluoreto e sem fluoreto, por
meio da analise de Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por Luz (Quantitative
light-induced fluorescence — QLF). A hipétese foi que a tecnologia REFIX®, mesmo
na auséncia de fluoreto, seria eficaz na protecdo do esmalte dental, oferecendo

uma alternativa viavel aos dentifricios tradicionais com fluoreto.

MATERIAIS E METODOS

O estudo laboratorial, in vitro, com selecéo aleatéria, adotou uma abordagem

indutiva com procedimentos estatisticos e comparativos.
Universo e amostra

Foram utilizados 30 dentes incisivos bovinos, coletados e armazenados em
solucéo tamponada de formol a 10%, a temperatura ambiente, por no maximo 30
dias, para a preparacao dos espécimes. Os dentes foram examinados sob uma
lupa de 5x de aumento para identificacdo de possiveis trincas, rachaduras, caries
elou alteracbes no esmalte. Os dentes com quaisquer dessas condicdes foram

excluidos da amostra.
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Preparacdo dos espécimes

Um total de 60 blocos de esmalte, de aproximadamente 4x4x2mm, foram
preparados, utilizando um disco diamantado dupla face na cortadeira de precisao
(Labcut 1010), sob irrigacao constante. Os espécimes foram embutidos em resina
acrilica autopolimerizavel, utilizando moldes circulares de 16 mm de diametro e 3
mm de profundidade. A superficie externa do esmalte foi exposta e planificada com
lixas abrasivas (granulacées 600—-1500), sob refrigeracdo com agua, e polidas com
pasta diamantada de 1um (Extec Corporation, Enfield, CT) e feltros umedecidos
em maquina de polimento rotativa PSK-2 V (Skill-tec Comércio e Manutencgé&o Ltda,
Séo Paulo, SP, Brasil).

AplOs a preparacdo dos espécimes, a microdureza superficial (SH) foi
medida usando um microduréometro (HMV, Microhardness tester, Shimadzu, Kyoto,
Japdo) com um penetrador Vickers, sob uma carga estatica de 50 g por 10
segundos. Esse procedimento foi realizado para selecionar blocos de esmalte com
valores de dureza Vickers (VHN) de 285 + 30, no qual foram distribuidos entre os

grupos por conveniéncia.

Selecao dos dentifricios e preparacédo dos slurries

Foram utilizados cinco tipos de dentifricios conforme descrito no Quadro 1.
Um produto sem fluoreto foi designado como controle negativo (CN), enquanto o
dentifricio Oral B (CP), contendo 1450ppm de NaF, foi escolhido como controle
positivo. Os dentifricios foram armazenados em recipientes identificados por um
pesquisador independente. As misturas de dentifricio e agua deionizada foram
preparadas na proporcdo de 1:3. Essas solucBes foram feitas diariamente com

agitacao continua por 4 minutos até atingirem completa homogeneizacéo (20).
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Quadro 1 - Dentifricios selecionados para o estudo, com 0S seus respectivos

ingredientes ativos.

Produto (Grupo) Ingredientes ativos Fabricante
1450 ppm de fluoreto de sodio, glicerina, silica, sorbitol, .
Dentifricio - din A Rabbit Corp,
lauril sulfato de sédio, 4gua, aroma, PEF-12, goma de Londrina. PR
ondrina, PR,
Regenerador + celulose, acido fosforico, xilitol, pirofosfato tetrassodico, )
Brasil (Lot

Sensitivo (DRS1)

sacarina sodica, triclosan, mentol, mica, benzoato de
sédio, Tecnologia REFIX®

number: 73045)

1110 ppm de fluoreto de sédio, glicerina, silica, sorbitol, Rabbit Corp,
Dentifricio lauril sulfato de sodio, agua, aroma, PEF-12, goma de Londrina, PR,
Regenerador + celulose, acido fosférico, xilitol, pirofosfato tetrassodico, Brasil (Lot
Sensitivo (DRS2) sacarina sédica, triclosan, mentol, mica, benzoato de number:
sédio, Tecnologia REFIX® 020/2023)
Creme dental sem fluor, glicerina, silica, sorbitol, lauril Rabbit Corp,
Dentifricio sulfato de sédio, 4gua, aroma, PEF-12, goma de celulose, | Londrina, PR,
Regenerador + acido fosférico, xilitol, pirofosfato tetrassédico, sacarina Brasil (Lot
Sensitivo (DRS3) sédica, triclosan, mentol, mica, benzoato de sédio, number:
Tecnologia REFIX® 083/2023)
Rabbit Corp,
Controle Negativo ) . ) i Londrina, PR,
(CN) Sem ingredientes ativos. Creme dental sem fltor. Brasil (Lot

number: 74071)

Controle Positivo
(CP)

1450 ppm de fluoreto de sédio, agua, sorbitol, silica, lauril
sulfato de sédio, aroma, carragenina, gluconato de sodio,
cloreto estanoso, goma xantana, citrato de zinco, ClI

77891, sacarina sédica, hidréxido de sédio, limoneno

Oral B - Procter
& Gamble, Brasil
(Lot number:
31653662C1)

Tratamento e Ciclagem de pH

Os blocos, antes da realiza¢do do experimento, tiveram metade da superficie

do esmalte coberta com duas camadas de esmalte de unhas (Risqué, Niasi,

Tabodo da Serra, S&o Paulo, Brasil), como protecdo da area de referéncia (area

higida-controle). Cada espécime foi imerso, individualmente, em saliva artificial por

24 horas antes do inicio da ciclagem de pH e tratamento (20).

A area do esmalte exposta (area experimental) foi submetida a um modelo

de ciclagem de pH a 37 °C, descrito por Vieira et al. (21), durante 5 dias, com

permanéncia de mais 48 horas em solucdo remineralizadora. Diariamente, 0s
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espécimes foram expostos a uma solucdo desmineralizadora (2,0 mM.L-1 de calcio
e fosfato em tampéo acetato 75 mM.L-1, pH 4,7; 0,03 pgF/mL, 3 mL/mm2) por 6
horas, a 37°C. A solu¢édo contendo 1,5 mM.L-1 de célcio, 0,9 mM.L-1 de fosfato,
150 mM.L-1 de cloreto de potassio em tampé&o cacodilato 0,02 mM.L-1 (pH = 7,0;
0,02 pugF/mL e 1 mL/mm?2) foi utilizada durante 18 horas, a 37°C. A escovacao com
as pastas foi realizada duas vezes ao dia, antes e apds a solucdo
desmineralizadora, utilizando um tempo de escovac¢ao de 10 segundos ha maquina,
seguido de 110 segundos de espera, completando um total de 2 minutos (22). As
pastas foram preparadas misturando agua deionizada e dentifricio na proporcéo de
1:3 (30 mL/amostra).

Entre as trocas das solucbes e dos tratamentos, os blocos foram
enxaguados com agua deionizada por 10 segundos. ApGs a ultima escovacéo, 0s
espécimes foram mantidos em imersdo na solucdo remineralizadora até o dia

seguinte. As solucdes foram renovadas diariamente.

Andélise da Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida por Luz (Quantitative
light-induced fluorescence — QLF)

Os blocos de esmalte foram avaliados quanto a perda de fluorescéncia em
lesbes de cérie e areas tratadas, usando o dispositivo Qraycam Pro (Inspektor
Research System BV, Amsterd&, Holanda). O esmalte de unha foi cuidadosamente
removido com cotonetes embebidos em acetona diluida. Em seguida, os espécimes
foram lavados com &gua deionizada durante um periodo de dois minutos usando
um aparelho ultrassénico e secos com rolo de algoddo. Uma camera foi acoplada
a um suporte na mesma posicdo para todas as imagens para padronizar as
medidas do QLF. As imagens foram feitas em uma sala escura, com exposicéo 0,
contraste 0 e distancia entre o aparelho e a amostra de 8 cm. Um software (Q-ray
versao 1.38, (Inspektor Research System BV, Amsterdd, Holanda) analisou as
mudangas na quantidade de mineral no esmalte com base no valor AF e a

profundidade da lesédo pelo AFmax.
Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o pacote SPSS para
Windows, verséo 21.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). O teste de Shapiro-Wilk e 0
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teste de Levene foram utilizados para determinar a normalidade e a
homogeneidade das variancias, respectivamente. Como os dados apresentaram
varidncias iguais e distribuicdo Gaussiana, ndo foi necessaria nenhuma
transformacao de dados. A One-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey foi usada
para analisar as diferengas entre os grupos em relagao as variaveis AF e AFmax.

O nivel de significancia para todas as analises foi de 5%.

RESULTADOS:

Os resultados das alteracbes na fluorescéncia, baseados na mudanca
mineral (AF) e na profundidade das lesbes (AFmax) cariosas foram analisados
usando a Quantificagdo de Fluorescéncia Induzida por Luz (QLF). A Tabela 1
apresenta os valores de fluorescéncia (AF) e profundidade da lesao (AFmax) para

cada grupo.

Tabela 1 - Valores de fluorescéncia (Média + DP) pelo QLF para as variaveis AF

e AFmax.

Grupos AF (Média £ DP)" AFmax (Média + DP)"
DRS1 -10,03 + 2,082 -15,41 + 2,502
DRS2 -8,97+ 2,742 -15,96 + 4,022
DRS3 -33,84+ 6,39° -40,11 + 6,12°

CN -28,67+ 13,10° -40,21 + 9,14
CP -17,44 + 5,712 -24,73 £ 5,74°

* Letras mindsculas diferentes demonstram diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p<0,05).
Abreviagdes: DRS1, Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1450 ppm e Tecnologia REFIX®); DRS2,
Dentifricio Regenerador + Sensitivo (1100 ppm de NaF + Tecnologia REFIX®); DRS3, Dentifricio
Regenerador + Sensitivo (Tecnologia REFIX® sem fluoreto); CN — Controle Negativo (Dentifricio
sem fluoreto); e CP - Controle Positivo (Dentifricio Oral B - 1.450 ppm de NaF).

A andlise da protecédo do esmalte dentério bovino, com base na variavel de
mudanca mineral (AF), mostrou que os dentifricios DRS1 e DRS2, ambos contendo
a tecnologia REFIX® associada ao fluoreto, apresentaram um desempenho
protetor semelhante ao controle positivo (CP), que continha 1450 ppm de NaF.

Por outro lado, o grupo DRS3, que utilizou a tecnologia REFIX® sem adi¢céo

de fluoreto, apresentou uma menor fluorescéncia (AF) de -33,84 + 6,39, comparavel
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ao Controle Negativo (CN). O controle negativo (CN), que ndo contém fluoreto nem
a tecnologia REFIX®, apresentou um AF de -28,67 + 13,10, comportando-se de
maneira semelhante ao DRS3 (p>0,05).

A analise da profundidade das lesbes cariosas, representada pelo AFmax,
revelou que os grupos DRS1 e DRS2, ao final da ciclagem, tiveram as menores
profundidades de lesdo, com valores de -15,41+250 e -15,96+4,02,
respectivamente. Diferencas significativas na variavel AFmax foram observadas
entre o CP e os demais grupos (p<0,05). Seguindo o padrédo de comportamento da
variavel AF, os grupos DRS3 e CN apresentaram as maiores profundidades de

lesdo (AFmax).

DISCUSSAO

A desmineralizacdo do esmalte ocorre quando o pH na superficie do dente
cai abaixo do nivel critico (<5,5), resultando na dissolucdo da hidroxiapatita (23). A
exposicdo repetida ao acido torna a remineralizagdo apenas com agentes a base
de fluoreto muitas vezes ineficiente (5,6). Portanto, tecnologias que disponibilizam
agentes bioativos e/ou biomiméticos para a remineralizacdo, com ou sem a
presenca do fluoreto, podem oferecer solucdes inovadoras para esses desafios
(25).

Diante da eficacia da tecnologia REFIX® em estudos anteriores (16-17,19),
esta pesquisa se torna inovadora pela auséncia de dados na literatura relacionados
ao desempenho da tecnologia associada a diferentes concentra¢cdes de fluoreto ou
mesmo na sua auséncia. A tecnologia REFIX® é um exemplo de agente bioativo
composto de silica e fosfato, adicionado a dentifricio fluoretado.

Os achados deste estudo indicaram que os dentifricios contendo a
tecnologia REFIX® associada ao fluoreto (DRS1 e DRS2) oferecem uma protecéo
significativa contra a desmineralizacédo tanto do esmalte superficial quanto nas
camadas mais profundas na formacédo de lesGes cariosas. A combinacdo de
fluoreto com a tecnologia REFIX® demonstrou ser altamente eficaz na
remineralizagdo do esmalte dental e na prevencao da progresséo da carie, criando
uma barreira protetora mais resistente a agdo acida (17).

A importancia do fluoreto na formulacdo dos dentifricios destacou-se pela

ineficacia dos dentifricios DRS3 e CN no presente estudo. Isso indica que, embora
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a tecnologia REFIX® contribua para a protecéo do esmalte, a presenca de fluoreto
€ essencial para maximizar a eficacia na protecdo do esmalte em processos de
Des-Re iniciais. O fluoreto, portanto, promove a formacdo de fluoreto de célcio
(CaF2) na superficie do esmalte, que é mais resistente a desmineralizacédo (9-10).

A sinergia entre o fluoreto e a tecnologia REFIX® potencializa a formacgéo
de uma camada protetora robusta no esmalte dental. A presenca de silica na
formulag&o atua como um ponto de nucleacao para a precipitacao de ions de célcio
e fosfato, facilitando a formacédo de cristais de hidroxiapatita e fluorapatita. Esses
cristais sdo fundamentais para a recuperacdo estrutural do esmalte e para a
protecdo contra a acdo acida (26). A atuacdo da silica presente na tecnologia
REFIX® est4 fundamentada na premissa de que ela funciona como um sitio para
deposicao de ions célcio e fosfato, resultando na formacéo de silicato de célcio,
gque promove a nucleacdo da hidroxiapatita e fortalece o processo de
remineralizagcdo (17,19,27). Corroborando os achados do presente estudo,
acredita-se que a atuacdo deste composto ndo apenas reforce a superficie com
uma camada protetora de hidroxiapatita, mas também ajude na nucleacdo dos
cristais em niveis mais profundos do esmalte (16), facilitando a deposicdo de
minerais adicionais e diminuindo os efeitos da desmineralizacéo (26). Além disso,
a HA, possui os sitios A e B que sao capazes de realizar trocas ibnicas. Os ions
silicato (Si0,*) podem substituir os ions fosfato nos sitios B, formando uma
estrutura de hidroxiapatita enriquecida com silicio (27). Essa substituicdo esta
relacionada ao aumento da bioatividade e da capacidade remineralizadora do
esmalte, uma vez que o silicio pode incentivar a formacéo de uma camada mineral
mais resistente e menos propensa a solubilidade (16).

Esses achados sugerem que dentifricios contendo a tecnologia REFIX®
associada ao fluoreto podem ser uma alternativa viavel e eficaz aos dentifricios
tradicionais com fluoreto. A combina¢do de componentes bioativos que promovem
aremineralizacdo e a formacéo de camadas protetoras pode oferecer uma protecao
dupla contra a carie dental. Isso € particularmente relevante em ambientes clinicos,
onde a prevencdo da desmineralizacdo e a promocdo da remineralizacdo sao
cruciais para a saude bucal dos pacientes (5). A aplicacdo isolada de fluoreto, em
comparacao com a associagcdo de compostos bioativos, mostrou-se menos eficaz
em mais de 230% no presente estudo, evidenciando suas limitagcdes na prevencao

de lesOes cariosas. Essas limitagcdes podem ser explicadas pela eficacia reduzida
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do fluoreto em pH abaixo de 4,5, pela necessidade de ions calcio e fosfato
biodisponiveis na saliva e outras fontes para a eficacia do fluoreto, além da
tendéncia do fluoreto em remineralizar principalmente os 30 um externos da leséo.
Isso pode resultar na remineralizacdo da superficie em detrimento do interior da
leséo, dificultando a completa remineralizacdo (28).

Apesar dos resultados promissores, € importante ressaltar que este estudo
foi realizado in vitro e apresenta suas limitagOes, eles sé&o incapazes de simular
completamente as complexas condic¢des intraorais (29). Portanto, estudos clinicos
se fazem necessarios para se verificar a durabilidade e a eficacia dos efeitos
protetores observados a longo prazo. A Quantificacdo de Fluorescéncia Induzida
por Luz (QLF) demonstrou ser uma ferramenta com alta sensibilidade na
quantificacdo da perda mineral, apresentando uma forte correlagdo com as
variacfes no contetdo mineral (30-32).

Portanto, os resultados deste estudo fornecem evidéncias promissoras de
que a tecnologia REFIX®, especialmente quando combinada com fluoreto, pode
oferecer uma protecédo significativa contra a desmineralizacdo do esmalte e a
formacéao de lesdes cariosas mais profundas. No entanto, pesquisas adicionais sao
necessarias para validar esses achados e explorar plenamente o potencial clinico

dessa tecnologia inovadora.

CONCLUSAO:

Dentro das limitacdes deste estudo, os dentifricios DRS1 e DRS2 néao
mostraram diferenca significativa em comparagdo com o Controle Positivo em
relacdo a AF. No entanto, quando analisados com base em AFmax, DRS1 e DRS2
apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao Controle Positivo, indicando
capacidades protetoras superiores. O grupo DRS3, sem adicao de fluoreto, foi
ineficaz na prote¢cdo do esmalte no desafio cariogénico. A adi¢cdo de fluoreto a
tecnologia REFIX® aumentou significativamente sua eficacia, promovendo a
remineralizagdo do esmalte com hidroxiapatita e fluorapatita e prevenindo a
desmineralizagcdo. Em contraste, o Controle Negativo ndo apresentou nenhuma

capacidade protetora sobre o esmalte dentario bovino.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

Os dois artigos apresentados nesta dissertacdo destacam a importancia e a
efichcia da tecnologia REFIX® de forma isolada ou associado a fluoretos, na
remineralizagdo do esmalte dental e na protecdo contra desmineralizagdo. Os
estudos in vitro realizados forneceram evidéncias valiosas sobre a capacidade
protetora e remineralizadora dos dentifricios que incorporam essa tecnologia, com
e sem a adicao de fluoreto.

No primeiro estudo, foi avaliada a eficacia da tecnologia REFIX® em
diferentes concentracdes, incluindo a auséncia de fluoreto no processo de
remineralizacdo da lesdo cariosa. Os resultados mostraram que, mesmo sem a
adicdo de fluoreto, a tecnologia REFIX® (DRS3) teve um desempenho eficaz,
superior ao controle negativo. Estes achados indicaram que a presenca de silica e
fosfato na formulacdo contribui significativamente para a remineralizacdo do
esmalte, mesmo na auséncia do fluoreto. No entanto, a adicdo de fluoreto (DRS1
e DRS2) resultou em uma protecédo ainda maior, corroborando a importancia do
fluoreto na composicao dos dentifricios.

Em estudos anteriores (Fernandes et al., 2022; Vilhena et al., 2021), a
tecnologia REFIX demonstrou-se promissora, especialmente quando combinada
com fluoreto para a remineralizacdo, demonstrando superioridade em relagcédo a
outras tecnologias remineralizantes. A combinag&o de tecnologia avangada com
ingredientes conhecidos pela sua eficacia pode realmente ter um impacto
significativo na saude bucal.

No segundo estudo, foi avaliada a eficacia de diferentes concentracdes de
fluoreto combinadas com a tecnologia REFIX® em comparacdo a um controle
positivo (fluoreto de sédio) e um controle negativo (sem fluoreto) na protecdo do
esmalte higido exposto a desafios cariogénicos &acidos. Os resultados
demonstraram que os dentifricios DRS1 e DRS2, contendo tecnologia REFIX®
associada a fluoreto, apresentaram uma capacidade protetora superior ao controle
positivo, evidenciando uma significativa remineralizacdo do esmalte e menor
profundidade das lesGes cariosas. A presenca de fluoreto, em sinergia com a
tecnologia REFIX®, mostrou-se essencial para maximizar a protegdo e
remineralizacéo do esmalte dental. Os dentifricios sem fluoreto (DSR3 e CN) foram

ineficazes nesta protecao.
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Alguns autores relatam que o fluoreto de calcio, atua como um potencial
reservatorio de fluoreto, aumentando a remineralizacdo e retardando a
desmineralizacdo (Cury; Tenuta; Tabchouryt, 2017; Rosin-Grget; Lincir, 2001,
Ogaard, 2001).

Esses resultados sugerem que a tecnologia REFIX®, especialmente quando
associada ao fluoreto, oferece uma solucdo eficaz para a protecdo e
remineralizacdo da lesé@o de cérie dental. A formacao de uma camada protetora de
hidroxiapatita e fluorapatita, promovida pela tecnologia REFIX® em combinacao
com fluoreto, proporciona uma barreira contra a desmineralizacéo acida, essencial
para a manutencao da integridade do esmalte dental.

Dentifricios contendo a tecnologia REFIX® associada ao fluoreto podem ser
uma alternativa eficaz aos dentifricios tradicionais com fluoreto. A combinacéo de
componentes bioativos que promovem a remineralizacdo e a formacao de camadas
protetoras pode oferecer uma protecdo dupla contra a carie dental. Isso é
particularmente relevante em ambientes clinicos, onde a prevencao da
desmineralizacdo e a promoc¢ao da remineralizacdo sao cruciais para a saude bucal
dos pacientes.

Apesar dos resultados promissores, € importante reconhecer as limitacoes
dos estudos in vitro e a auséncia das condi¢des complexas encontradas no meio
intrabucal, o que limita a extrapolac&o dos resultados para situacdes reais. Estudos
clinicos de longo prazo sdo necessarios para confirmar a eficacia dos dentifricios
contendo a tecnologia REFIX® em ambientes reais e para avaliar a durabilidade
dos efeitos protetores observados. A avaliacdo clinica permitird verificar a
estabilidade e a eficacia da tecnologia REFIX® diante dos desafios intrabucais, bem
como sua aplicabilidade em diferentes cenarios clinicos.

Dentro das limitacdes deste estudo, os dentifricios DRS1 e DRS2
demonstraram capacidades protetoras superiores ao Controle Positivo tanto em
termos de AF quanto AFmax. O grupo DRS3, sem adigdo de fluoreto, foi menos
eficaz na protecéo do esmalte. A adi¢ao de fluoreto a tecnologia REFIX® aumentou
significativamente sua eficacia, promovendo a remineralizacdo do esmalte com
hidroxiapatita e fluorapatita e prevenindo a desmineralizagdo. Em contraste, o
Controle Negativo ndo apresentou nenhuma capacidade protetora sobre o esmalte
dentario bovino. Estes achados incentivam a continuidade das pesquisas para

melhor compreenséao e aplicacdo clinica desta tecnologia inovadora, além do que,
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dentifricios com diferentes formulacbes como as apresentadas neste trabalho,
fornecem potencial para personalizar tratamentos baseados nas necessidades

especificas de cada paciente, dependendo do estilo de vida, do risco a carie
dentéria e da atividade de lesdes carie j& existentes.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo concluiu que os dentifricios com tecnologia REFIX®
apresentaram alta capacidade de remineralizacdo do esmalte, mesmo com 1100
ppm fluoreto ou sem ele. Acredita-se que a silica, isoladamente ou com 1100 ppm
de fluoreto, pode ser uma alternativa eficaz no tratamento de lesGes inicias de
caries, desafiando a ideia de que apenas o fluoreto € essencial. No entanto, quanto
a capacidade protetora, observou-se que a tecnologia REFIX® obteve melhores
resultados quando associada ao fluoreto, fornecendo uma solugcdo mais eficaz do

gue o uso isolado do fluoreto.
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