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“O que sabemos é uma gota; o que 

não sabemos é um oceano.”  
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Introdução Geral -  

Introdução Geral 

A cárie dental envolve um processo de difusão de ácidos para o interior do 

esmalte e da dentina. Estes ácidos podem ser neutralizados ou resultarem em 

alterações de pH que, ao longo do tempo, modificam o conteúdo mineral desses 

tecidos, podendo levar ao desenvolvimento das lesões de cárie. Apesar de 

simples em conceito, a cárie é considerada complexa em termos de detalhes e 

envolve vários fatores - que ainda não foram totalmente compreendidos. 

Assim, os modelos in vitro, ou “laboratoriais”, podem ser considerados o 

primeiro passo no surgimento de uma linha de pesquisa, e apresentam vantagens 

e desvantagens. Por serem modelos artificiais, os estudos in vitro podem ser 

questionados sobre sua relevância clínica. Todavia, outros aspectos devem ser 

considerados, como: o alto nível de controle científico, aspectos éticos 

relacionados á condução de determinados experimentos, diminuição na 

variabilidade experimental, possibilidade de utilização de métodos de avaliação 

altamente sensíveis, menor número de amostras e, além disso, relativo baixo 

custo para sua execução, quando comparados a estudos in situ e in vivo. 

 Desde o inicio do século passado, pesquisadores tem buscado a criação 

de modelos artificiais capazes de induzir lesões de cárie com características 

próximas às lesões encontradas clinicamente. Estudos in vitro, quando bem 

delineados e bem controlados, têm ajudado o entendimento da cárie quanto a sua 

etiologia e também frente aos processos de progressão e inibição dessas lesões. 

Contudo, apesar dos avanços conseguidos, alguns fatores para estes modelos 

experimentais ainda devem ser padronizados. 

 Devido aos aspectos éticos envolvidos e pela dificuldade de aquisição de 

dentes humanos, a substituição deste tipo substrato tem sido uma constante 
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Introdução Geral -  

preocupação de diversos pesquisadores. Em relação à indução de lesões 

artificiais, muitos estudos têm utilizado os dentes bovinos, como uma opção 

viável. Todavia, são poucos os estudos que foram conduzidos comparando o 

emprego deste tipo de substrato em relação ao humano em estudos sobre cárie 

dental.  

 A avaliação da progressão das lesões de cárie como também os métodos 

utilizados para sua inibição, serão os objetos de estudo deste trabalho, que para 

melhor entendimento, foi dividido em dois capítulos.  

 Buscando delinear um modelo de indução de lesões artificiais de cárie, 

possa ser aplicado em esmalte e em dentina, o capítulo 1 propõe o 

desenvolvimento de protocolos de indução baseado em ciclos de pH e compara o 

comportamento do substrato humano e bovino ao longo dos desafios 

cariogênicos.  

 Com a crescente demanda de novos produtos e novas tecnologias 

propostas para inibir o desenvolvimento de lesões de cárie, torna-se importante 

que a efetividade desses produtos seja devidamente avaliada. O capítulo 2 

propõe a avaliação de pastas e dentifrícios - compostos á base de cálcio e fosfato 

– comparando-os a um dentifrício fluoretado no controle da progressão de lesões 

cariosas em esmalte.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Capítulo 01 

Progressão de Lesões Artificiais de Cárie em 

Substrato Humano e Bovino. 
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Capítulo 1 -  Resumo -  

REHDER-NETO FC. Progressão de Lesões Artificiais de Cárie em Substrato 
Humano e Bovino.  2008. Dissertação de Mestrado – Faculdade de Odontologia 

de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008.   
 

Resumo 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a progressão de lesões artificiais 

de cárie em esmalte e dentina, comparando-se substrato humano e bovino. 
Sessenta fragmentos de esmalte (30 humanos e 30 bovinos) e 60 fragmentos de 

dentina (30 humanos e 30 bovinos) medindo 4x4x2 foram embutidos, planificados 

e polidos. Em sua superfície, isolou-se uma área de 7mm2 e avaliou-se a 

microdureza superficial (KNH, Knoop) utilizando-se carga estática e tempo de 

aplicação de 25g, por 5s para esmalte e 10 g por 10 segundos para dentina. 

Lesões incipientes de cárie foram induzidas através de um modelo de ciclos de 

pH. Os espécimes foram imersos por 1 hora em solução desmineralizante e por 

22 horas em solução remineralizante, o que correspondia a um ciclo de pH. 

Novas medidas de KNH foram realizadas ao final de cada ciclo de pH, sendo que 

para dentina foram realizados 3 ciclos e para esmalte 8 ciclos. A Análise de 

Variância (ANOVA) foi conduzida seguindo-se o delineamento fatorial, 2x9, para 

esmalte; e 2x4, para dentina. Análises de Regressão foram utilizadas para 

determinar a equação do modelo que rege a perda de conteúdo mineral ao longo 

do tempo de indução das lesões de cárie. A Análise de Variância (ANOVA) 

demonstrou diferenças altamente significativas para o fator substrato (p<0,01) e 

para o fator ciclo (p<0,01) para ambos os substratos testados. Para o fator ciclo, a 

Análise de Regressão revelou que as funções que regem o comportamento da 

KHN ao longo do desafio cariogênico apresentaram como melhor ajuste, funções 

exponenciais, para todos os substratos. O substrato bovino apresentou 

comportamento semelhante ao humano quanto a progressão de lesões artificiais 

de cárie, podendo ser considerado como uma opção viável em estudos sobre 

cárie dental. 

 

 

Palavras-chave: Lesão artificial de cárie; Esmalte; Dentina; Microdureza; 

Remineralização; Desmineralização; ciclos de pH. 
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REHDER-NETO FC. Development of Caries-Like Lesions in Human and 
Bovine Substrate. 2008. Dissertação de Mestrado – Faculdade de Odontologia 

de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008.   
 

Abstract  

The aim of the present study was to compare the progression of caries-like 

lesions in human and bovine (enamel and dentin) substrates using an pH cycling 

model. Thirty specimens of human enamel, 30 specimens of bovine enamel, 30 

specimens of human dentin and 30 specimens of bovine dentin were submitted to 

a pH cycle protocol to induce artificial caries lesions. In the specimens surface an 

exposed area of 7.15 mm2 was isolated and human and bovine specimens were 

pretested for Knoop microhardness under 25 g load applied for 5 s for enamel and 

10 g load applied for 10 s for dentin. Each pH cycle consisted of immersion of the 

specimens for 1 hour in demineralizing solution and 22 hours in remineralizing 

solution, for eight days for enamel and for three days for dentin. Surface Knoop 

microhardness (SMH) was daily measured at each pH cycle conduced. Data were 

analyzed by ANOVA as a factorial design (2x9) for enamel, and (2x4) for dentin 

substrate. Regression analyses were used to model the SMH values of human 

and bovine (enamel and dentin) over the time. Regression analyses of the data 

showed that the SMH values for both human and bovine (enamel and dentin) 

decreased in an exponential model with the number of pH cycles. Since the bovine 

substrate presents some advantageous characteristics over the human substrate 

and the similar behavior observed between both substrates for enamel and dentin. 

The use of bovine tooth can be considered a viable and practical alternative to 

human tooth in dental caries research. 

 

 

 

 

 

Keywords: Artificial Caries Lesion; Enamel; Dentin; Microhardness; 

Demineralization; Remineralization; pH cycles.  
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Capítulo 01
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Capítulo 1 - Introdução e Revisão -  

Introdução e Revisão  

  

 O mecanismo de formação e desenvolvimento da cárie dental tem sido 

amplamente estudado ao longo das últimas décadas através de modelos 

laboratoriais ou dito in vitro (HALS, MÖRCH; SAND, 1955; FEAGIN; 

KOLOURIDES; PIGMAN, 1969; FEATHERSTONE et al., 1983; AMAECHI; 

HIGHAM; EDGAR, 1998; McINTYRE; FEATHERSTONE; FU, 2000; KIDD; 

FEJERSKOV, 2004; FEATHERSTONE, 2004; HARA et al., 2005; TURSSI et al., 

2006; CHU et al., 2007).  

Dentre os modelos criados com este propósito, podem ser citados, os que 

utilizam bactérias (NOORDA et al., 1985; EDMUNDS; WHITTAKER; 

GREEN,1988; FONTANA et al., 1996; TORII  et al., 2001; GAMA-TEIXEIRA et al., 

2007), ou as chamadas “bocas artificiais”, modelos capazes de suprir de modo 

contínuo e intermitente o abastecimento de nutrientes na formação do biofilme 

dental e conseqüente desenvolvimento bacteriano, simulando as condições orais 

quanto a temperatura, saliva, dieta e oscilações de pH (TANG et al., 2003). Estes 

modelos bacterianos são capazes de avaliar as interações da microbiota oral na 

formação das lesões de cárie, monitorando suas características físicas, químicas, 

biológicas e moleculares em alto grau de precisão. Contudo, apesar das 

vantagens apresentadas, sua utilização é bastante crítica devido ao seu alto 

custo.  

Outros modelos para a indução de lesões de cárie seriam os modelos 

essencialmente químicos, os quais utilizam soluções ácidas tamponadas (HALS, 

MÖRCH; SAND, 1955; FEAGIN; KOLOURIDES; PIGMAN, 1969), gel acidificado 

(ARENDS; SCHUTHOF, 1980; DAMATO; STRANG; STEPHEN, 1988; SMITH; 
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PRESTON; HIGHAM, 2005) e ciclos de pH (FEATHERSTONE, 1986; SERRA; 

CURY, 1992; ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003; HARA et al., 2005).  

Soluções tamponadas ou géis acidulados são metodologias simplificadas 

que se baseiam na imersão do substrato dental em soluções tampão acetato ou 

lactato, contendo ou não íons de cálcio e fosfato (NEWBRUN; TIMBERLAKE; 

PIGMAN, 1959; FEAGIN; KOLOURIDES; PIGMAN, 1969; FEAGIN et al., 1971) 

ou na aplicação de um gel acidulado sob a superfície do substrato dental por um 

determinado período (SILVERSTONE, 1982; AMAECHI; HIGHAM; EDGAR, 1998; 

FEATHERSTONE; MELLBERG, 1981). Apesar de amplamente utilizados em 

diversos estudos, a desvantagem deste modelo é o fato de ser estático, não 

simulando os adventos de desmineralização e remineralização do substrato 

dental, como acontece clinicamente.   

O modelo baseado em ciclos de pH teve seu formato e modelo propostos 

no início da década de 80, com os trabalhos de ten Cate e Duijsters (1982) para a 

indução in vitro de lesões artificiais de cárie. Esta metodologia basicamente 

consiste na imersão dos fragmentos dentais em soluções desmineralizantes e 

remineralizantes alternadamente em diferentes tempos, sendo, portanto, 

considerada um modelo dinâmico.  

  Apesar de diferentes tipos de soluções desmineralizantes serem propostas 

e aplicadas na indução de lesões artificiais de cárie in vitro (AMAECHI; HIGHAM; 

EDGAR, 1998; ANDERSON; LEVINKIND; ELLIOT 1998; IIJIMA et al., 1999;   

KAWASAKI et al., 2000;  MARGOLIS et al., 1999; ten CATE, 1996; WEFEL; 

HEILMAN; JORDAN, 1995), no intuito de simular as condições in vivo. Estas 

soluções geralmente seguem um padrão de formulação, sendo compostas por 

soluções ácidas, à base de ácido lático ou acético com a inclusão de cálcio, 
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fosfato (FEATHERSTONE et al., 1986; SERRA; CURY, 1992; AMAECHI; 

HIGHAM; EDGAR, 1998; HARA et al., 2005) e mais recentemente o flúor 

(ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003).  

 O emprego de uma solução remineralizante com concentração constante 

de íon cálcio, fósforo (FEATHERSTONE et al., 1986; SERRA; CURY, 1992; 

AMAECHI; HIGHAM; EDGAR, 1998; HARA et al., 2005) e mesmo flúor 

(ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003), apesar de não permitir uma total 

semelhança com o processo que ocorre in vivo, fornece a vantagem acerca do 

conhecimento da quantidade de íons disponíveis. O uso desses íons é justificado 

pela intenção de produzir uma lesão de cárie artificial com uma camada 

superficial relativamente intacta e rica em mineral e uma camada sub-superficial 

pobre em conteúdo mineral, como observada clinicamente (ten CATE; 

DUIJSTERS, 1982; ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003). Em esmalte, já se 

demonstrou que as lesões artificiais de carie obtidas in vitro através de um 

modelo de ciclos de pH apresentou correlação com lesões carie produzidas in 

vivo (FEATHERSTONE et al., 1986). 

 Por ser um modelo dinâmico e que apresenta correlação com lesões de 

cárie in vivo, os ciclos de pH tornaram-se métodos de eleição para muitas 

pesquisas (WHITE, 1995), sendo utilizados em estudos que avaliam não apenas 

a formação de lesões artificiais de cárie (ten CATE; DUIJSTERS, 1982; 

FEATHERSTONE et al., 1986; ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003) como 

também aplicados na avaliação da eficácia e no modo de ação de diversos 

agentes preventivos (SERRA E CURY 1992; WHITE et al., 1999; 

FEATHERSTONE et al., 1996; ten CATE, 1999; HARA et al., 2005; ten CATE; 

EXTERKATE; BUIJS, 2006).  
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Quanto a avaliação da progressão e inibição das lesões de cárie, alguns 

métodos podem ser utilizados como a microradiografia (ARENDS; SCHUTHOF; 

JONGEBLOED, 1980; FEATHERSTONE et al., 1983; KAWASAKI et al., 2000; 

MUKAI; ten CATE, 2002), a microdureza (FEAGIN; KOLOURIDES; PIGMAN, 

1969; ARENDS; SCHUTHOF; JONGEBLOED, 1980; ten CATE; DUIJSTERS, 

1982; FEATHERSTONE et al., 1983; FEATHERSTONE et al., 1986; SERRA; 

CURY, 1992; PEREIRA et al., 1998; McINTYRE; FEATHERSTONE; FU, 2000; 

HARA et al., 2003; TURSSI et al., 2006) e a microscopia de luz polarizada 

(SCHMIDT; KEIL, 1971; WEFEL; HEILMAN; JORDAN, 1995; McINTYRE; 

FEATHERSTONE; FU, 2000; HARA et al., 2003; HARA et al., 2005; CAIN et al., 

2006; PERIS et al., 2007). 

A microscopia de luz polarizada (McINTYRE; FEATHERSTONE; FU, 2000; 

HARA et al., 2003) é um método histológico para caracterização de lesões de 

cárie (WEFEL; CLARKSON; HEILMAN, 1985). Esta técnica faz uso das 

propriedades birrefringentes dos componentes do tecido dental (SCHMIDT; KEIL, 

1971; McINTYRE; FEATHERSTONE; FU, 2000), para diferenciar tecidos hígidos 

e desmineralizados (WEFEL; HEILMAN; JORDAN, 1995), permitindo análises em 

condições de umidade (WEFEL; HEILMAN; JORDAN, 1995).  Com uso de 

técnicas adequadas e instrumentos específicos, permite avaliação quantitativa 

das alterações e distribuição de mineral (WEFEL; HEILMAN; JORDAN, 1995) e 

da profundidade das lesões (McINTYRE; FEATHERSTONE; FU, 2000; HARA et 

al., 2003; CAIN et al., 2006).  

A microradiografia quantifica o conteúdo mineral, mas não o orgânico 

(FEATHERSTONE, 1983). Por isso, em esmalte, onde há pouca matrix orgânica, 

tem sido bastante utilizada (ARENDS; SCHUTHOF; JONGEBLOED, 1980; 
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FEATHERSTONE et al., 1983; THOMAS et al., 2007). Em dentina, este tipo de 

análise, apesar de aplicado (HARA et al., 2005; THOMAS et al., 2007), apresenta 

um fator complicador que é a contração da superfície da lesão, que ocorre devido 

à perda de mineral e ao colapso da matriz orgânica (WEFEL; HEILMAN; 

JORDAN, 1995). 

Por considerar alterações de conteúdo orgânico e inorgânico 

(FEATHERSTONE, et al., 1983; HARA et al., 2003), a microdureza Knoop é 

extensamente utilizada para avaliar lesões de cárie em esmalte (FEAGIN; 

KOLOURIDES; PIGMAN, 1969; ARENDS; SCHUTHOF; JONGEBLOED, 1980; 

ten CATE; DUIJSTERS, 1982; FEATHERSTONE et al., 1983; FEATHERSTONE 

et al., 1986; SERRA; CURY, 1992) e dentina (PEREIRA et al., 1998; McINTYRE; 

FEATHERSTONE; FU, 2000; HARA et al., 2003; TURSSI et al., 2006; de 

MENEZES et al., 2007). É um método que permite a obtenção de dados 

quantitativos e, em esmalte, apresenta correlação entre microdureza Knoop e o 

conteúdo mineral das lesões, analisado por microrradiografia (FEATHERSTONE 

et al., 1983). Entretanto, em dentina, a utilização de microdureza pode ser limitada 

pela contração que pode ocorrer após a secagem, necessária para efetuar as 

indentações (WEFEL; HEILMAN; JORDAN, 1995; HARA et al., 2003), o que 

poderia levar a erros na medida (HARA et al., 2003). 

Dentro do processo de progressão das lesões de cárie, sabe-se que ele se 

inicia pela dissolução da superfície do esmalte (MARGOLIS; MORENO, 1990) e 

dado a importância de se avaliar as mudanças ocorridas na superfície dental, o 

emprego de microdureza superficial pode ser considerada a técnica mais 

adequada de avaliação (ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003).  
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A microdureza superficial é um método altamente sensível que pode ser 

utilizado para estudar os estágios iniciais das lesões de cárie, tanto para 

desmineralização do esmalte (ZERO et al., 1992; de MENEZES et al., 2007) e 

dentina (ZERO et al., 1992; HARA et al., 2003; HARA et al., 2005; TURSSI et al., 

2006; de MENEZES et al., 2007), quanto para remineralização do esmalte 

(WHITE, 1987; ZERO et al., 1992; ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003) e 

dentina (HARA et al., 2003; HARA et al., 2005; TURSSI et al., 2006). White, 

(1987), chama atenção para o fato de a microdureza superficial ser um método 

atrativo para a medida da reatividade do esmalte, por ser um procedimento 

simples e não invasivo; observou que o conteúdo mineral da superfície do 

esmalte tem relação linear com a diagonal da indentação ou com sua penetração, 

mas que, no entanto, essa relação se restringe às lesões cariosas pouco 

profundas (menos de 50 μm). Além disso, o método é desejável, pois permite a 

realização de medidas ao longo do tempo no mesmo espécime, o que reduz o 

erro experimental (ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003). 

Em estudos relacionados à cárie, outro aspecto relevante e bastante 

questionado é o uso de dentes bovinos, cada vez mais utilizados em detrimento 

ao emprego de dentes humanos (ZERO 1995; AMAECHI; HIGHAM; EDGAR, 

1998; SCHILKE et al., 2000; HARA et al., 2005; TURSSI et al., 2006; CHU et al., 

2007). Além de serem mais facilmente obtidos e manipulados que os dentes 

humanos (MELLBERG, 1992), os substratos bovinos apresentam composição 

química mais uniforme, que resulta em menor variabilidade experimental 

(ARENDS et al., 1980). Embora o esmalte bovino seja mais poroso que o 

humano, sugere-se que existam apenas diferenças quantitativas, e não 

qualitativas, entre ambos (MELLBERG, 1992; ZERO, 1995). Em relação à 
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dentina, a densidade dos túbulos dentinários é significativamente maior em dente 

bovino que em humano (SCHILKE et al., 2000) – o que poderia levar à difusão 

mais rápida dos ácidos (EDMUNDS; WHITTAKER; GREEN,1988), uma maior 

desmineralização, e o desenvolvimento de lesões cariosas em menor tempo 

(FEATHERSTONE; MELLBERG, 1981; EDMUNDS; WHITTAKER; GREEN,1988). 

Apesar de dentes bovinos serem bastante usados, poucos estudos compararam o 

substrato bovino e humano quanto ao desenvolvimento de lesões artificiais de 

cárie em esmalte (FEAGIN; KOLOURIDES; PIGMAN, 1969; ARENDS; 

SCHUTHOF; JONGEBLOED, 1980; FEATHERSTONE; MELLBERG, 1981; 

EDMUNDS; WHITTAKER; GREEN, 1988) ou em dentina (McINTYRE; 

FEATHERSTONE; FU, 2000; HARA et al., 2003). 

O comportamento comparado do desenvolvimento de lesões artificiais de 

cárie ao longo do tempo em esmalte e dentina para o substrato humano e bovino 

ainda não se encontra estabelecido. Dentre os estudos que compararam ambos 

os substratos, em esmalte, foram utilizadas soluções ácidas tamponadas 

(FEAGIN; KOLOURIDES; PIGMAN, 1969; ARENDS; SCHUTHOF; 

JONGEBLOED, 1980) e géis acidificados (EDMUNDS; WHITTAKER; GREEN, 

1988) como metodologia de indução das lesões artificiais e em dentina, géis 

acidificados (McINTYRE; FEATHERSTONE; FU, 2000) e um modelo in situ 

(HARA et al., 2003). 

Assim, com relação à metodologia baseada em ciclos de pH, dada sua 

vasta aplicação em estudos sobre carie dental, tendo este se tornado método de 

eleição na indução de lesões artificiais de cárie (WHITE, 1995). Não existem 

trabalhos que, através de um protocolo de ciclos de pH, utilizando-se mesmas 
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soluções, avaliem a progressão de lesões artificiais de cárie, comparando-se o 

substrato humano ao bovino tanto para esmalte quanto para dentina.        

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento de lesões 

artificiais de cárie em esmalte e dentina comparando o substrato humano ao 

bovino quanto a seu comportamento ao longo dos desafios cariogênicos 

empregados.   
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Este estudo teve como objetivos: 

1) Avaliar se a perda mineral do substrato bovino não difere daquela 

apresentada pelo humano, quanto à formação de lesões artificiais de cárie em 

esmalte. 

2) Avaliar a perda mineral do substrato bovino não difere daquela apresentada 

pelo humano, quanto à formação de lesões artificiais de cárie em dentina.  

3) Comparar o comportamento das lesões artificiais de cárie no esmalte humano 

e bovino, analisadas ao longo do tempo.  

4) Comparar o comportamento das lesões artificiais de cárie na dentina humana 

e bovino, analisadas ao longo do tempo.  
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Materiais e Métodos 

 

Delineamento experimental 

Os fatores em estudo foram substrato dental em dois níveis (humano e 

bovino), sendo investigados separadamente esmalte e dentina e número de ciclos 

de pH, seguindo-se um delineamento fatorial 2x9 para esmalte e 2x4 para 

dentina. Sessenta fragmentos de esmalte (30 bovinos e 30 humanos) e sessenta 

fragmentos de dentina (30 humanos e 30 bovinos) foram aleatoriamente 

distribuídos. A variável de resposta foi perda de conteúdo mineral, avaliada 

através de microdureza superficial (SMH). 

  

Aspectos éticos 

O estudo foi conduzido de acordo com as regulamentações sobre 

pesquisas em seres humanos do Conselho Nacional de Saúde do Ministério da 

Saúde (Resolução no 196, de 10 de Outubro de 1996), tendo sido aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa, da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto – 

USP (CEP nº: 0057.0.138.000-06).  

 

Obtenção dos fragmentos dentais 

Foram utilizados fragmentos dentais provenientes de incisivos inferiores 

bovinos e de terceiros molares humanos, com as raízes completamente 

formadas, extraídos por motivos não relacionados à execução deste estudo. Os 

dentes foram limpos com lâminas de bisturi, polidos com pedra pomes, utilizando 

escova de Robinson em baixa rotação, e mantidos em solução de timol a 0,1%. 
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Os incisivos bovinos e os molares humanos hígidos foram seccionados 

obtendo-se fragmentos de dentina (humana e bovina) e fragmentos de esmalte 

(humano e bovino) de 4 x 4 x 2 mm. Os fragmentos foram então incluídos em 

resina de poliéster, planificados e polidos em politriz giratória (Phonix β – 

Buehler), com lixas de Al2O3 de granulação decrescente (400, 600 e 1200) e 

pasta abrasiva de alumina, sob refrigeração com água. Posteriormente, os 

espécimes foram lavados com água deionizada e submetidos ao ultra-som por 10 

minutos em água deionizada. Os fragmentos foram então identificados, 

codificados e armazenados individualmente em recipientes com umidade relativa, 

a 37ºC (TURSSI et al., 2006; de MENEZES et al., 2007). 

 

Medida de microdureza para seleção dos fragmentos 

Após a inspeção da superfície para verificação da ausência de trincas, os 

fragmentos foram avaliados quanto a sua microdureza superficial. Para tal, foi 

utilizado o microdurômetro Shimadzu HMV-2 e penetrador Knoop, com carga 

estática de 25 gramas aplicada por 5 segundos para esmalte (ARGENTA; 

TABCHOURY; CURY, 2003) e 10 gramas (TURSSI et al., 2006) aplicada por 10 

segundos para dentina. 

Foram realizadas cinco indentações em cada fragmento. Com base na média 

obtida para dentina (humana e bovina) e esmalte (humano e bovino), foram 

selecionados os fragmentos cujos valores ficaram mais próximos da média, não 

excedendo o limite superior e inferior de 20% (de MENEZES et al., 2007). 
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Protocolo de indução de lesões artificiais de cárie 

Nos fragmentos de esmalte e de dentina foram induzidas lesões de cárie 

através de um modelo de ciclos de pH, semelhante ao proposto para esmalte por 

Featherstone et al., (1986), modificado por Serra e Curry (1992), Argenta et al., 

(2003)  e adaptado por Hara et al., (2002), Hara et al., (2005) para dentina.  

Cada fragmento tinha sua superfície externa isolada com esmalte, deixando 

exposta uma área circular de 7 mm2, que entrava em contato com as soluções 

durante a dinâmica de indução das lesões de cárie artificiais.  

Os espécimes de esmalte e dentina foram imersos individualmente em 1,5 ml 

de solução desmineralizante (1.4 mM Ca, 0.9 mM P, 0.03 ppm F, 0.05 M tampão 

acetato, pH 5.0) por 1 hora, sendo então lavados com água deionizada, e 

posteriormente imersos em 1,5 ml de solução remineralizante (1.5 mM Ca, 0.9 

mM P, 0.05 ppm F, 0.1 M tampão Tris, pH 7.0)  por 22 horas, o que correspondeu 

a um ciclo de pH.  

 

Medidas repetidas de microdureza  

 Mensurações diárias da microdureza superficial foram conduzidas ao final 

de cada ciclo de pH, sendo que para esmalte foram conduzidos oito ciclos, 

enquanto que para dentina foram conduzidos apenas três. As leituras foram 

conduzidas de forma análoga ao descrito para a seleção dos espécimes.  
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Análise Estatística 

 A análise dos dados foi conduzida com o auxílio do programa Statgraphics 

Centurion XV, a um nível de significância de α = 0,05. A Análise de Variância 

(ANOVA) foi conduzida seguindo-se o delineamento fatorial 2x9, para esmalte; e 

2x4 para dentina. Análises de Regressão foram utilizadas para determinar a 

equação do modelo que rege a perda de conteúdo mineral ao longo do tempo de 

indução das lesões de cárie. 
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Resultados 

Esmalte 

A Análise de Variância (ANOVA) demonstrou diferenças altamente 

significativas para o fator substrato (p < 0,01) e para o fator ciclos (p < 0,01). Não 

houve interação significativa entre os fatores substrato e ciclos (p = 0,9731). 

Apesar de não ter sido possível inferir as diferenças estatísticas a cada ciclo, 

pode ser observado (Gráfico 01), que o esmalte bovino apresentou maiores taxas 

de desmineralização ao longo do tempo.   

O efeito do fator ciclos foi verificado pelas Análises de Regressão. Dessa 

forma foram encontradas as funções que regem o comportamento da KHN ao 

longo do desafio cariogênico. O melhor ajuste para os substratos humano e 

bovino foi encontrado através das funções exponenciais descritas abaixo. O 

Gráfico 01 ilustra a progressão das lesões artificiais em esmalte ao longo do 

desafio cariogênico. 

 

SMH bovino = exp(5,80198 - 0,124173*Ciclos) 

SMH humano = exp(5,83061 - 0,104358*Ciclos) 
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Gráfico 01: Progressão das lesões artificiais em esmalte ao longo do desafio cariogênico. 
 

 

 

 

Número de ciclos de pH  

Substrato 0 1 2 3 4 5 6 7 8 

Humano 362 289 268 244 229 210 184 164 145 

 (6,3) (7,4) (7,7) (9,5) (10,0) (9,6) (8,8) (8,1) (7,5) 

Bovino 344 268 259 232 207 182 157 141 118 

 (5,3) (8,2) (6,8) (9,7) (10,7) (9,4) (8,4) (8,6) (7,2) 

*Valores de SMH ao longo do desafio cariogênico   
** Entre parênteses – Erro padrão. 
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Dentina 

Para dentina, a Análise de Variância (ANOVA) revelou diferenças 

altamente significativas para o fator substrato (p < 0,01) e para o fator ciclos (p < 

0,01), não sendo observada interação significativa entre os fatores substrato e 

ciclos (p = 0,7361). 

Através de Análises de Regressão avaliou-se o efeito do fator ciclos ao 

longo do tempo. O Gráfico 02 ilustra a progressão das lesões artificiais em 

esmalte ao longo do desafio cariogênico. Foram encontradas as funções que 

regem o comportamento da KHN ao longo do desafio cariogênico para dentina, 

sendo que o melhor ajuste para os substratos humano e bovino foram as funções 

exponenciais descritas abaixo.     

 

SMH bovino = exp(3,94473 - 0,498893*Ciclos) 

SMH humano = exp(4,00579 - 0,484446*Ciclos) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

 

Capítulo 1 – Resultados -  

 

 

 

 

 

Gráfico 02: Progressão das lesões artificiais em dentina ao longo do desafio cariogênico. 

 
 

 

 
Número de ciclos de pH 

Substrato 0 1 2 3 
Humano 61,1 29,8 19,5 14,0 
 (1,7) (1,3) (0,7) (0,4) 
Bovino 58,8 26,8 17,7 12,8 
 (1,5) (1,0) (0,6) (0,3) 

*Valores de SMH ao longo do desafio cariogênico   
** Entre parenthesis – Erro padrão. 
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Discussão 

Entre os modelos existentes para a indução de lesões de cárie, todos 

apresentam vantagens e limitações quanto sua aplicação. Entretanto, o uso de 

ciclos de pH é considerado o método mais próximo de indução em relação à 

formação natural das lesões de cárie (ten CATE, 1990) por ele reproduzir a 

dinâmica do processo alternando tempos de desmineralização e remineralização 

como acontece clinicamente (FEATHERSTONE, 2004). Além disso, ciclos de pH 

aplicados sobre o esmalte dental na indução de lesões artificiais apresenta 

correlação com as lesões naturais encontradas in vivo (FEATHERSTONE et al., 

1986).       

Em relação á escolha da microdureza superficial como uma das variáveis 

de resposta, esta foi feita, pelo fato do método ser considerado rápido e não 

destrutivo (ZAMFIROVA et al., 2003), além de possibilitar a condução de medidas 

ao longo do tempo no mesmo espécime, ao final de cada ciclo de pH (ARGENTA; 

TABCHOURY; CURY, 2003). O delineamento adotado permitiu a obtenção da 

equação do modelo ajustado que rege a perda de conteúdo mineral ao longo do 

tempo e, para ambos os substratos o valor de r2 observado foi maior que 90%.  

Para que as leituras de microdureza pudessem ser realizadas na superfície 

dos substratos dentais ao longo do tempo, modificações no modelo de ciclos de 

pH descritos por Featherstone et al., (1986) foram realizadas. O volume e o tempo 

de imersão em solução desmineralizante foram diminuídos tanto em para esmalte 

quanto para dentina. Também foram acrescidas pequenas concentrações de flúor 

(0,03 ppm na solução desmineralizante e 0,05 na solução remineralizante). Estas 

alterações foram realizadas com o intuito de conter a agressividade do desafio 

cariogênico promovido pelo modelo e permitir assim, leituras diárias de 
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microdureza superficial ao longo da progressão das lesões artificiais de cárie. As 

avaliações das alterações ocorridas nos valores de microdureza superficial dos 

substratos dentais apresentam extrema relevância, no que se refere aos 

processos de desmineralização e remineralização, uma vez que as principais 

interações entre os tecidos dentais e o meio bucal ocorrem na sua camada 

superficial (ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003). 

Apesar das similaridades entre o substrato humano e bovino, seja em 

esmalte ou dentina, a Análise de Variância demonstrou diferença significativa 

entre ambos, e a progressão mais rápida dos substratos bovinos pode ser 

observada nos Gráficos 01 e 02. A Análise de Regressão revelou que em ambos 

os substratos, a redução dos valores de dureza foi regida por equações 

exponenciais. As equações relacionadas ao decréscimo dos valores de dureza ao 

longo do tempo mostram que o comportamento de ambos os substratos é similar 

(Gráficos 01 e 02). Entretanto, uma maior taxa de desmineralização foi observada 

para o substrato bovino, corroborando com outros estudos (FEATHERSTONE; 

MELLBERG, 1981; EDMUNDS; WHITTAKER; GREEN, 1988). A explicação para 

tal fato é que a alta susceptibilidade do esmalte bovino a episódios cariogênicos 

poderia estar relacionada à sua alta porosidade (ARENDS et al., 1989). 

Microscopicamente, o esmalte humano e bovino exibe similares orientações nos 

cristais prismáticos. Todavia, o esmalte bovino apresenta uma grande região 

interprismática em relação ao humano (BOYDE, 1965; BOYDE, 1971). Além 

disso, deve-se também considerar que a superfície do esmalte humano pode 

apresentar uma alta incorporação de fluoretos, o que sabidamente reduz suas 

taxas de dissolução mineral (ELLWOOD et al., 2008).  
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Neste estudo in vitro a metodologia aplicada para a indução das lesões 

artificiais de cárie possibilitou a indução de uma dentina desmineralizada em 

ambos os substratos. Ao contrario do esmalte o substrato dentinário apresenta 

um menor conteúdo mineral - sendo constituído por matéria inorgânica (70%), 

matéria orgânica (20%) e água (10%) (NANCI, 2003) – e neste modelo de 

indução de lesões de carie, um aspecto a ser considerado é a ausência de 

componentes orgânicos na solução remineralizante utilizada.  

A formação de uma lesão de carie, clinicamente pode se estender por 

semanas, meses ou anos; dado às respostas biológicas que podem ocorrer como, 

a formação de dentina reacional (WEFEL; HEILMAN; JORDAN, 1995). 

Contrariamente ao que acontece na indução de uma lesão de carie artificial, que, 

geralmente é realizada em poucas horas. Diferente do descrito para esmalte, 

onde as leituras de microdureza foram conduzidas por oito dias (8 ciclos de pH), 

em dentina estes testes de microdureza superficial foram conduzidos por apenas 

três dias (3 ciclos de pH), dado que este substrato apresenta um menor conteúdo 

mineral quando comparado ao esmalte (NANCI, 2003) e também pelo fato de que 

após este número de ciclos a mensuração microdureza superficial se tornava 

crítica. 

Outro aspecto a ser levado em consideração é o fato de alguns autores 

criticarem a utilização da microdureza para a avaliação de alterações ocorridas no 

substrato dentinário, pautados em um encolhimento da indentação que ocorreria 

devido à secagem necessária para sua realização (WEFEL; HEILMAN; JORDAN, 

1995), levando à introdução de erros nos valores mensurados (HARA ET AL., 

2003). Todavia, neste estudo os dados dos valores de microdureza foram obtidos 

de espécimes não desidratados e os valores de dureza medidos imediatamente 
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após a indentação ter sido realizada, evitando-se assim a influência que a 

deformação elástica da dentina teria nos dados de microdureza superficial 

(HERKSTRÖTER et al., 1989), padronizando-se as condições de todas as 

amostras.   

Apesar da dentina humana e bovina terem apresentado um comportamento 

semelhante (Gráfico 2), ao longo do tempo, o substrato bovino sempre 

apresentou uma menor taxa de desmineralização, e este fato pode ser associado 

a sua morfologia. Os túbulos dentinários bovinos possuem sua base maior voltada 

para a superfície externa do dente (DUTRA-CORREA; ANAUATE-NETTO; 

ARANA-CHAVEZ, 2007), diferente dos túbulos em dentina humana, que têm sua 

base maior voltada para o tecido pulpar (NANCI, 2003). Essas diferenças podem 

influenciar a permeabilidade de cada substrato quanto a aplicação das soluções 

durante o desafio cariogênico empregado para a indução das lesões em dentina. 

Em relação ao desenvolvimento das lesões cárie, ainda existem detalhes a 

serem esclarecidos, sendo que, o entendimento do fenômeno clínico ainda tende 

a buscar suas respostas em simplificados estudos in vitro. Os conhecimentos 

obtidos com este trabalho, não serão aplicados á situações clínicas, mas que, no 

entanto podem ser utilizados como um modelo viável para a avaliação e 

desenvolvimento de medidas e materiais que levem ao controle do processo in 

vivo da doença cárie.    
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Conclusões 

 Dadas as limitações dos estudos in vitro, o modelo aplicado foi capaz de 

induzir lesões de cárie tanto em esmalte quanto em dentina para ambos os 

substratos (humano e bovino). Apesar de uma desmineralização mais rápida no 

substrato bovino em relação ao humano, tanto para esmalte quanto para dentina, 

conclui-se que este pode ser utilizado em detrimento a dentes humanos em 

estudos de cárie dental.    
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Fluxograma – Capítulo 01 

Fragmentos de esmalte e dentina de substratos humano e bovino medindo 4x4x2 foram embutidos, planificados, polidos e levados ao ultra-som. Em sua superfície, 
isolou-se uma área de 7mm2 e avaliou-se a microdureza superficial (KNH, Knoop) utilizando-se carga estática e tempo de aplicação de 25g, por 5s para esmalte e 10 g 
por 10 segundos para dentina. Os espécimes foram então submetidos a ciclos de pH, para a indução de lesões artificiais de cárie. Leituras de microdureza superficiais 
foram conduzidas ao final de cada ciclo de pH tendo sido realizados 8 ciclos para esmalte e 3 ciclos para dentina. 



 

 

Capítulo 02 

Agentes Remineralizantes no Controle de Lesões 

Artificiais de Cárie em Esmalte Bovino. 
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REHDER-NETO FC. Agentes Remineralizantes no Controle de Lesões 
Artificiais de Cárie em Esmalte Bovino. 2008. Dissertação de Mestrado – 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2008.   

Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar a progressão de lesões artificiais de 

cárie em esmalte bovino, na presença ou ausência de agentes potencialmente 

remineralizantes. Fragmentos de esmalte bovino foram embutidos, planificados e 

polidos. Em sua superfície, isolou-se uma área de 7mm2 e avaliou-se a 

microdureza superficial (MDS, Knoop, 25g, 5s). Lesões incipientes de cárie foram 

induzidas através de um modelo de des-remineralização (1 e 23 h, 

respectivamente). Novas medidas de MDS foram realizadas (MDSpós-lesão). 

Instituíram-se, então, os seguintes tratamentos com: 1) dentifrício regular (RE, 

1.100 ppm F, Sensodyne, GSK); 2) dentifrício contendo um vidro bioativo (VB, 

Oravive); 3) pasta à base de fosfato de cálcio amorfo, estabilizado por 

fosfopeptídeo de caseína (CPP-ACP, MI Paste, GC America) ou 4) CPP-ACP com 

900 ppm F (MI Plus Paste, GC America). O grupo controle não foi exposto a 

qualquer agente potencialmente remineralizante (n=15). Aplicaram-se os 

tratamentos cinco vezes, sendo estes intercalados por um novo desafio 

cariogênico. Mensurou-se a MDSfinal. A ANOVA, aplicada à diferença percentual 

entre as MDSfinal/MDSpós-lesão, revelou diferença significativa entre os 

tratamentos (p = 0,0161). Os espécimes expostos ao VB (7,1%)a, RE (6,7%)a e 

CPP-ACP+F (3,8%)a apresentaram menor perda mineral em relação àqueles que 

serviram como controle (11,0%)b. O grupo CPP-ACP (3,2%)ab não diferiu dos 

demais. Conclui-se que, na dependência do agente utilizado, pode haver efeito 

remineralizante, que se reflete no controle da progressão de lesões de cárie. 

 

 

 

Palavras-chave: Lesão artificial de cárie; Esmalte; Microdureza; 

Remineralização; ciclos de pH; CPP-ACP; Fosfosilicato de cálcio e sódio. 
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Abstract 

The aims of this study were to investigate pastes containing casein 

phosphopeptide-amorphous calcium phosphate (CPP-ACP) and calcium sodium 

phosphosilicate (VB) to control artificial caries lesion progression. Enamel slabs of 

bovine teeth were embedded in polyester resin and had their enamel surfaces 

serially polished, and tested for surface microhardness (SMH) with a static load of 

25 g applied for 5 s. After preformed incipient caries-like lesions they were 

evaluated by microhardness (SMHpost-lesion) and randomly assigned to five 

treatment groups(n=15): 1) regular dentifrice (RE, 1.100 ppm F, Sensodyne, 

GSK); 2) dentifrice with bio glass (VB, Oravive); 3) amorphous calcium phosphate 

stabilized by casein phosphopeptide (CPP-ACP, MI Paste, GC America); 4) CPP-

ACP with 900 ppm F (MI Plus Paste, GC America) and 5) Control group - not 

exposed to any remineralising agent (n=15). Treatments were applied five times, 

after the demineralization period in the cariogenic challenges. Post-treatments 

SMH measurements were conduced (SMHpost-tratment).  The ANOVA applied to the 

percentage difference between SMH post-treatment/SMHpost-lesion, reveals a significant 

difference among the treatments (p=0.0161). The specimens exposed to VB 

(7.1%), RE (6.7%) and CPP-ACP+F (3.8%), showed lower mineral loss content in 

relation to those that was used as a control group (-11.0%). The group CPP-ACP 

(3.2%) did not differed from the other groups. The remineralizing effect is 

dependent of the remineralizing agent used, which reflects over the control of 

caries lesions progression.   

 

 

 

 

Keywords: Artificial Caries Lesion; Enamel; Microhardness; Remineralization; pH 

cycles; CPP-ACP; calcium sodium phosphosilicate. 
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Introdução e Revisão 

Substanciais avanços têm sido feitos sobre novos produtos e métodos 

empregados no controle da progressão das lesões de cárie, sendo que, apesar 

dos estudos clínicos continuarem considerados o padrão ouro de avaliação 

(CASALS et al., 2007), a dificuldade e os custos atrelados à condução desse tipo 

de estudo (ten CATE et al., 2008) tem levado os pesquisadores a buscarem 

novas opções, fazendo dos modelos in vitro uma viável alternativa. Em relação a 

carie dental, estudos laboratoriais, quando bem delineados e controlados, podem 

fornecer subsídios valiosos e eficazes na avaliação do potencial anti cariogênico 

de determinados produtos (CASALS et al., 2007). 

A diminuição das propriedades mecânicas do esmalte dental está 

relacionada a alterações do conteúdo mineral, devido à desmineralização que 

ocorre no processo de cárie (FEATHERSTONE et al., 1983; ARENDS; ten 

BOSCH, 1992; MARSHALL et al., 2001) e com relação aos métodos empregados 

para seu controle, o uso de flúor¤ têm se destacado como um dos métodos mais 

efetivos (FEJERSKOV, 1996, CURY et al., 2004; ELLWOOD et al., 2008). Assim, 

por desempenhar um papel importante no controle da cárie, o flúor tem sido 

adicionado a diversos produtos para uso individual e profissional (ELLWOOD et 

al., 2008).  O flúor pode atuar tanto no processo de desmineralização dental, 

inibindo a progressão das lesões (ten CATE, 1990; CURY et al., 2004; HARA et 

al. 2005; ELLWOOD et al., 2008) quanto no processo de remineralização, 

alterando a estrutura dental, tornando a sua superfície menos solúvel 

(FEJERSKOV, 1996; ELLWOOD et al., 2008).  

O uso de dentifrícios contendo flúor tem sido apontado como a principal 

causa da redução de cárie em diversos países, nas últimas décadas (RÖLLA; 



54 
 

 

Capítulo 2 – Introdução e Revisão - 

ØGAARD; CRUZ., 1991; BARTIZEK et al., 2001), além de ser considerado o 

modo mais simples e racional de controlar a doença cárie em diferentes grupos 

etários (RICHARDS; BANTING 1996). De fato, inúmeros estudos clínicos têm 

demonstrado que os usos de dentifrícios fluoretados podem reduzir os indicies de 

cárie em aproximadamente 25% quando comparado com o uso de dentifrícios 

não fluoretados (CLARKSON; ELLWOOD; CHANDLER, 1993). 

Contudo, apesar dos dentifrícios regulares contendo 1000 ppm de flúor se 

mostrarem efetivos no controle de lesões de cárie em esmalte (RICHARDS; 

BANTING 1996), novos materiais para potencializar a remineralização dental em 

condições cariogênicas, têm sido propostos, como por exemplo, o uso de 

dentifrícios com maior concentração de flúor (FEATHERSTONE et al. 2007) ou a 

aplicação de agentes bioativos (RAHIOTIS; VOUGIOUKLAKIS, 2007). Estes 

agentes teriam em sua composição compostos de fosfato de cálcio (como o 

ACP*), associado ou não a fosfopeptídeo de caseína (CPP**) (REYNOLDS, 

1997), ou ainda vidros bioativos contento em sua composição fosfosilicato de 

cálcio e sódio (Novamin***) (FEATHERSTONE et al., 2007). 

Em relação a estes produtos, tem sido demonstrado que soluções 

contendo ACP-CPP apresentam um efeito benéfico no controle de lesões 

cariosas (REYNOLDS, 1997), mas quando utilizado na forma de pasta ou 

dentifrício, resultados conflitantes têm sido obtidos. Hicks e Flaitz (2006) e Oshiro 

et al., (2007), demonstraram um efeito positivo no controle da progressão das 

lesões de cárie, quando uma pasta contendo CPP-ACP foi utilizada como 

tratamento anti-cariogênico, enquanto que Pulido et al. (2008) e Kumar et al. 

(2008) não observaram um efetivo efeito remineralizante quanto da aplicação 

destas pastas na progressão de lesões de cárie. Em relação aos materiais 
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bioativos, quando aplicados a lesões radiculares estes, têm demonstrado um 

potencial efeito anti cariogênico com e sem a adição de flúor a sua composição 

(FEATHERSTONE et al., 2007), no entanto, ainda não existem estudos que 

tenham avaliado seus efeitos no esmalte dental. De modo que, é necessária a 

condução de estudos que comprovem e avaliem a efetividade desses dentifrícios 

para posterior indicação aos pacientes (PULIDO et al., 2008) e até o presente 

momento não existem estudos que comparem a efetividade da aplicação destes 

novos agentes, potencialmente remineralizantes no controle da progressão de 

lesões de cárie em esmalte.  

Considerando os vários modelos in vitro que podem ser aplicados para 

induzirem-se lesões artificiais de cárie, a utilização de ciclos de pH têm sido 

descrito como um método que pode trazer informações importantes, não 

disponíveis em estudos clínicos na avaliação da eficácia de novos produtos ou 

agentes remineralizantes (ten CATE et al., 2008). 

Dessa maneira, pouco se sabe quanto à progressão de lesões de cárie em 

esmalte após aplicação de diferentes pastas – contendo fosfosilicato de cálcio e 

sódio; compostos de fosfato de cálcio associado a fosfopeptídeo de caseína e 

dentifrício regular. Sendo também inexistentes estudos que comparem os 

diferentes tipos de tratamentos, e com base nos aspectos apontados, o objetivo 

desse estudo é avaliar in vitro o efeito de potenciais agentes remineralizantes no 

controle da progressão de lesões de cárie em esmalte bovino. 

¤ 

Flúor: denominação genérica para definir as formas iônicas (fluoreto), ionizável e não ionizável do elemento F. 

*ACP: Fosfato de Cálcio Amorfo 

**CPP: Fosfopeptídeo de Caseína 

***Novamin: Fosfosilicato de Sódio e Cálcio 
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O presente estudo teve com proposta: 

Avaliar e comparar a resposta da aplicação de diferentes agentes 

remineralizantes no controle da progressão de lesões de cárie em esmalte bovino. 
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Materiais e Métodos 

Delineamento experimental 

Segundo um delineamento em blocos completos casualizados, fragmentos 

de esmalte bovino foram aleatoriamente distribuídos entre os cinco grupos 

experimentais (n=15). O fator em estudo foi tratamento em cinco níveis (Tabela 

01). A variável de resposta quantitativa foi perda mineral, avaliada através de 

microdureza de superfície (KNH). 

 

Obtenção dos fragmentos dentais 

Foram utilizados fragmentos dentais provenientes de incisivos inferiores 

bovinos. Os dentes foram limpos com lâminas de bisturi, polidos com pedra 

pomes, utilizando escova de Robinson em baixa rotação, e mantidos em solução 

de timol a 0,1%. 

Os incisivos bovinos foram seccionados na junção amelo-cementária e 

fragmentos de esmalte medindo 4 x 4 x 2 mm foram obtidos da superfície 

vestibular (de MENEZES et al., 2007). Os espécimes foram então incluídos em 

resina de poliéster e a planificação e polimento realizada em politriz giratória 

(Phonix β – Buehler), com lixas de Al2O3 de granulação decrescente (400, 600 e 

1200) e pasta abrasiva de alumina, sob refrigeração com água (TURSSI et al., 

2006; de Menezes et al., 2007). Posteriormente, os espécimes foram lavados com 

água deionizada e submetidos ao ultra-som por 10 minutos em água deionizada. 

Os fragmentos foram codificados e armazenados individualmente em recipientes 

com umidade relativa, a 37ºC (TURSSI et al., 2006; de MENEZES et al., 2007).  
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Medida de microdureza para seleção dos fragmentos 

Após a inspeção da superfície para verificação da ausência de trincas, os 

fragmentos foram avaliados quanto a sua microdureza superficial. Para tal, foi 

utilizado o microdurômetro Shimadzu HMV-2 e penetrador Knoop, com carga 

estática de 25 gramas aplicada por 5 segundos (Argenta et al., 2003). Foram 

realizadas cinco endentações em cada fragmento e selecionados os espécimes 

cujos valores ficaram mais próximos da média, não excedendo o limite superior e 

inferior de 20% (de MENEZES et al., 2007).  

Através de um sorteio aleatorizado, os fragmentos foram então divididos em 

cinco grupos de acordo com respectivo tratamento a ser aplicado: A) dentifrício 

regular (RE, 1.100 ppm F, Sensodyne, GSK) B) dentifrício contendo um vidro 

bioativo (VB, Tooth Revitalizing Paste, Oravive,) C) CPP-ACP (CPP-ACP, MI 

Paste, GC America) D) CPP-ACP com 900 ppm Flúor(CPP-ACP, MI Paste Plus, 

GC America) (Tabela 01) e E) grupo controle (não exposto a qualquer agente 

potencialmente remineralizante). 

 

Tabela 01 – Agentes Remineralizantes. 

Produto Sigla Ingredientes Ativos Fluoreto Lote

Sensodyne   
(Sensodyne, GSK) 

RE Nitrato de Potássio 5% 1100 ppm (NaF) 705072

MI Paste 
(GC America) 

CCP-ACP Fosfato de Cálcio Amorfo e 
Fosfopeptídeo de Caseína 

 
- 070316t

MI Paste Plus 
(GC America) 

CCP-
ACP+F 

Fosfato de Cálcio Amorfo e 
Fosfopeptídeo de Caseína 

 
900ppm (NaF) 070309t

Tooth Revitalizing Paste 
(Oravive) 

VB Fosfosilicato de Sódio e Cálcio, 
Sílica  - 0610301

* Fonte: De acordo com as informações do fabricante contidas na embalagem.  
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Protocolo de indução de lesões artificiais de cárie 

Cada fragmento teve sua superfície externa isolada com esmalte, deixando 

exposta uma área circular de cerca de 7,0 mm2, a qual entrava em contato com as 

soluções durante a dinâmica de indução das lesões de cárie artificiais.  

Em todos os espécimes foram induzidas lesões de cárie através de um 

modelo de ciclos de pH. Os espécimes de esmalte eram imersos individualmente 

em 1,5 ml de solução desmineralizante (1.4 mM Ca, 0.9 mM P, 0.03 ppm F, 0.05 

M tampão acetato, pH 5.0) por 1 hora, sendo então lavados com água deionizada, 

e posteriormente imersos em 1,5 ml de solução remineralizante (1.5 mM Ca, 0.9 

mM P, 0.05 ppm F, 0.1 M tampão Tris, pH 7.0)  por 22 horas, o que correspondia 

a um ciclo de pH. Modelo semelhante aos propostos por Featherstone et al., 

(1986) e Argenta et al., (2003) para esmalte. 

  

Medidas de microdureza pós-lesão 

Inicialmente, três ciclos de pH foram conduzidos antes que os tratamentos 

fossem instituídos, de forma a criar uma lesão de cárie incipiente. Após os ciclos 

de pH iniciais mensurações de microdureza foram realizadas (MDSpós-lesão), de 

forma análoga ao realizado na seleção dos fragmentos.  

 

Tratamentos remineralizantes 

Após a formação das lesões, foram então instituídos os tratamentos 

remineralizantes, realizados concomitantemente a novos ciclos de pH. 

Antes da aplicação dos produtos, todos os espécimes receberam sobre sua 

superfície a aplicação uma fina camada de saliva artificial. A saliva artificial 

utilizada foi similar a descrita por McKnight-Hanes and Whitford (1992), sendo 
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modificada pela exclusão do sorbitol. Sendo composta por (em g:L): Methyl-p-

hydroxybenzoate, 2 g; sodium carboxymethyl cellulose, 10 g; KCl, 0.625 g; 

MgCl2.6H2O, 0.059 g; CaCl2.2H2O, 0.166 g; K2HPO4, 0.804 g; KH2PO4, 0.326 g. 

A viscosidade da saliva foi simulada pelos dois primeiros componentes enquanto 

que os outros constituintes formam a parte inorgânica a níveis comparáveis 

àqueles encontrados na saliva natural. A saliva teve seu pH ajustado para 6,75 

utilizando-se KOH (AMAECHI; HIGHAM; EDGAR, 1999).  

A aplicação dessa camada de saliva artificial sobre todos os espécimes 

antes da instituição do agente remineralizante foi realizada com o intuito de 

simular o que acontece clinicamente na superfície dental, e devido à 

recomendações do fabricante quanto à aplicação dos agentes ACP-CPP e ACP-

CPP+F, justificando a contribuição da saliva no processo de remineralização.   

Assim, após de período de imersão em solução desmineralizante e 

aplicação da camada de saliva, os tratamentos com dentifrícios (grupos VB e RE) 

foram aplicados através de um “slurry” preparado em água deionizada na 

proporção de 1:3. (TURSSI et al., 2004). Enquanto que os tratamentos com 

pastas (ACP-CPP e ACP-CPP+F) foram realizados através de aplicação tópica 

pelos mesmos 90 s. A aplicação dos tratamentos foi realizada por cinco dias.  

  

Medida de microdureza pós-tratamento 

Ao término das aplicações dos tratamentos, novas leituras de microdureza 

Knoop (MDSfinal) foram conduzidas. Para tal, foi empregada a mesma carga 

estática e tempo utilizado para a seleção dos fragmentos e na avaliação pós-

lesão.  
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Análise Estatística 

Os cálculos estatísticos foram realizados no programa Statgraphics 

Centurion XV, considerando o nível de significância de 5%. Foi realizada a 

Análise de Variância (ANOVA) para delineamento do tipo split-polt revelando 

diferença significativa entre os tratamentos (p = 0,0161). O Teste de Tukey 

aplicado à diferença percentual entre as MDSfinal/MDSpós-lesão.  
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Resultados 

 

Os espécimes expostos ao VB (7,1%)a, RE (6,7%)a e CPP-ACP+F (3,8%)a 

apresentaram menor perda mineral em relação àqueles que serviram como 

controle (11,0%)b. O grupo CPP-ACP (3,2%)ab não diferiu dos demais (Gráfico 1). 

 

 

 

 
Gráfico 1: Resposta dos tratamentos no controle da progressão das lesões de cárie.  
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Discussão 

 A proposta deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes dentifrícios e 

pastas remineralizantes contendo fosfosilicato de cálcio e sódio e compostos de 

cálcio e fosfato após a indução de lesões de cárie artificial em esmalte. O método 

escolhido para a indução das lesões foi o de ciclos de pH, pelo fato deste 

possibilitar a reprodução da dinâmica do processo de formação das lesões de 

cárie alternando tempos de desmineralização e remineralização (ten CATE, 1990; 

FEATHERSTONE et al., 1986; ten CATE et al., 2008); além de ser um método 

aplicado já aplicado em diversos estudos para se avaliar a ação de dentifrícios 

(DAMATO; STRANG; STEPHEN, 1990; CURY et al., 2004; VIEIRA et al., 2005 

FEATHERSTONE et al. 2007; CASALS et al., 2007; PULIDO et al., 2008).  

Contudo em relação ao modelo de ciclos de pH utilizado, pequenas 

concentrações de fluoretos (0,03 e 0,05 ppm F) foram respectivamente 

adicionadas às soluções desmineralizante e remineralizante empregadas. Essas 

concentrações simulam as concentrações de flúor encontradas na saliva 

(ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003; VIEIRA et al., 2005) sendo este aspecto 

relevante na formação de uma lesão de cárie sub-superficial típica onde a 

superfície do esmalte se mantivesse preservada, permitindo assim, a análise 

superficial da microdureza ao longo do tempo (ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 

2003). 

Em uma condição de subsaturação iônica, a desmineralização do esmalte 

resulta da dissolução da hidroxiapatita pela difusão de íons cálcio (Ca) e fosfato 

(P) em direção à superfície externa do esmalte. A hiper-saturação destes íons na 

superfície resulta em uma re-precipitação destes íons ou remineralização 

formando uma camada de hidroxiapatita que recompõe essa camada superficial 
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do esmalte (ARNOLD et al., 2006). Note-se, portanto que a maior parte das 

interações dentais no meio bucal ocorre na camada superficial do substrato dental 

(ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003). De modo que os dados obtidos através 

da microdureza superficial podem fornecer informações importantes a cerca das 

mudanças ocorridas na estrutura superficial do esmalte, e, em relação a estas 

mudanças, valores positivos são indicativos do grau de remineralização 

alcançado, enquanto que os valores negativos são indicativos de 

desmineralização (CASALS et al., 2007) (Gráfico 1). 

Dentro do processo de remineralização dental sabe-se que a presença dos 

íons cálcio e fosfato, encontrados na saliva são essenciais. No entanto, os 

componentes orgânicos da saliva também influenciam no processo de 

remineralização, um aspecto a ser considerado. De modo que, um cuidado 

adicional foi tomado, sendo feita a aplicação de uma pequena e fina película de 

saliva artificial contendo compostos orgânicos e inorgânicos sobre a superfície 

dos espécimes antes da aplicação dos tratamentos remineralizantes, na tentativa 

de se imitar o que acontece clinicamente e também favorecer o processo de 

remineralização. 

 Freqüentemente empregada em estudos que avaliam remineralização 

dental (WHITE, 1987; WHITE, 1995; FALLER et al., 1997; VIEIRA et al., 2005; 

NEWBY et al., 2006, CASALS et al., 2007), quando comparado a outros métodos, 

a análise da microdureza superficial apresenta algumas vantagens, como o seu 

baixo custo e técnica simplificada, além de ser um método não destrutivo 

(ZAMFIROVA et al., 2003) e permitir assim medidas ao longo do tempo no 

mesmo espécime, reduzindo a variação experimental (ARGENTA; TABCHOURY; 

CURY, 2003) refletindo as alterações minerais que poderiam ocorrer em função 
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dos tratamentos aplicados (WHITE, 1987; WHITE, 1995; NEWBY et al., 2006, 

CASALS et al., 2007). Aspectos estes importantes e levados em consideração 

frente ao delineamento do tipo “spli-plot” adotado.   

 De fato, o emprego da microdureza superficial aplicado a variações 

percentuais do conteúdo mineral revelou que todos os tratamentos aplicados 

tiveram um efeito positivo no que tange a taxas de remineralização (Gráfico 1). Os 

grupos tratados com VB, RE e CCP-ACP+F tiveram as menores taxas na redução 

da microdureza quando comparados ao grupo controle. O grupo tratado com 

CPP-ACP teve uma resposta intermediária, apresentando um efeito positivo, mas 

não diferindo do grupo controle.  

Em relação ao grupo tratado com VB, a tecnologia dos materiais bioativos 

(Novamin) ainda parece estar nos estágios iniciais de desenvolvimento, sendo 

que estudos in vitro ou in situ que suportem o seu emprego como agente 

remineralizante no controle de lesões de cárie em esmalte não foram encontrados 

(REYNOLDS, 2008). Assim, para este grupo, uma possível explicação para os 

resultados encontrados estaria no fato de que quando o vidro bioativo é exposto a 

uma solução aquosa, as interações químicas que se formam entre o meio e o 

material bioativo, leva à modificação das partículas vítreas contidas no material 

liberando um conteúdo iônico rico em cálcio e fosfato para o ambiente bucal. Além 

disso, na presença de hidrogênio ionizado, este é capaz de reagir com as 

partículas vítreas do material complexando íons sódio, elevando o pH do meio 

(GILLAN ET AL., 2002). O conteúdo iônico liberado das partículas vítreas formaria 

uma camada superficial rica em cálcio e fosfato (SCHEPERS; DUCHEYNE, 1997; 

GILLAM ET AL., 2002). Este reservatório iônico formado poderia proteger o 

esmalte contra novos episódios cariogênicos, atuando nas condições de 
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saturação do meio, inibindo a desmineralização e favorecendo a remineralização 

dental.       

Para os grupos tratados com CPP-ACP o mecanismo de ação estaria 

relacionado ao complexo formado da reação que envolve os fosfopeptídeos de 

caseína com cálcio e fosfato amorfos (REYNOLDS, 2008), o que formaria uma 

solução supersaturada com relação às fases amorfas e cristalinas de cálcio e 

fosfato que serviriam de reserva desses íons frente a novos desafios 

cariogênicos, favorecendo processo de remineralização (REYNOLDS, 1998; 

REYNOLDS, 2008). Entretanto, para o grupo CPP-ACP, apesar do grau positivo 

de remineralização (Gráfico 01), este não diferiu do grupo controle corroborando 

com o observado por Pulido et al. (2008). Já em relação ao grupo CPP-ACP+F, 

era esperado que a presença de íons flúor elevasse o grau de remineralização e 

de fato, em relação ao grupo controle isso ocorreu (Gráfico 1). Entretanto, apesar 

do aumento observado, o grupo CPP-ACP+F não diferiu do grupo CPP-ACP 

(Gráfico 1), também corroborando com o descrito por Pulido et al. (2008). 

Especula-se que a presença de íons flúor na composição do produto poderia levar 

a uma reação entre estes íons e o ACP (componente do complexo de caseína), 

formando como precipitado dessa reação fluoreto de cálcio, tornando os 

componentes inorgânicos (CPP-ACP) não efetivos (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 

2008). Assim, parece ser sugestivo afirmar que a presença de 900 ppm de Flúor 

poderia ser o principal responsável pelas taxas de remineralização observadas 

para o grupo tratado com CPP-ACP+F e de fato estes resultados corroboram com 

o descrito por Kumar et al. (2008), que relata que um maior potencial 

remineralizante foi conseguido quando da utilização de uma pasta contendo ACP-

CPP combinado a um dentifrícios fluoretados do que quando este foi utilizado 
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sozinho. Contudo, uma recente revisão sistemática, concluí que ainda não 

existem evidências em termos de eficácia e eficiência que levem a recomendar os 

derivados de caseína, mais especificamente CPP-ACP no controle de lesões de 

cárie (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 2008).     

Para o grupo tratado com RE, o grau e remineralização observado pode 

ser relacionado à presença de 1100 ppm de flúor (NaF) em sua composição. 

Sabe-se que o íon fluoreto circundante a estrutura dental é capaz de interferir nos 

processos de desmineralização e remineralização dental (FEJERSKOV, 1996; ten 

CATE, 1999; ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003; CURY et al., 2004; ten 

CATE et al., 2008). A presença de íons flúor no meio oral faz com que íons cálcio, 

seguido de íons  fosfato sejam atraídos e se precipitem sobre a superfície do 

esmalte favorecendo a remineralização dental (FEJERSKOV, 1996; ten CATE, 

1999; CURY et al., 2004; TANTBIROJN et al., 2008; ELLWOOD et al., 2008). 

Além disso, a presença de fluoretos pode modificar a estrutura da apatita do 

esmalte, e dentro do processo de remineralização levar a formação de uma 

apatita fluoretada, tornando a superfície do esmalte menos solúvel (WHITE, 1987; 

DAMATO; STRANG; STEPHEN, 1990; FEJERSKOV, 1996; ELLWOOD et al., 

2008).  

O uso de dentifrícios associado à escovação dental para o controle da 

doença cárie pode ser considerado um método relativamente simples e efetivo, 

que, entretanto é largamente dependente de fatores como, nível sócio-econômico 

e sócio-cultural, hábitos de higiene pessoal, disponibilidade e habilidade dos 

indivíduos em comprar e fazer uso desses produtos de modo regular (GOLDMAN 

et al., 2008). Dentre os dentifrícios testados, ao considerar a recomendação de 

uso para pacientes, o custo destes produtos e os resultados obtidos com este 
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trabalho, o dentifrício fluoretado continua sendo a escolha mais viável para o 

controle do desenvolvimento de lesões de cárie.  

 
 
Conclusão 
 
 Baseado nos resultados obtidos, e dentro das limitações de um estudo in 

vitro, foi possível concluir que todos os tratamentos empregados demonstraram 

um efeito remineralizante, mostrando que as aplicações de materiais bioativos 

podem vir a se tornar uma alternativa aplicável no controle de lesões de cárie. 

Entretanto, o emprego e a indicação de pastas contendo CPP-ACP e dentifrícios 

baseados em fosfosilicatos de cálcio e sódio, dependem da condução de mais 

estudos.   
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Fluxograma – Capítulo 02 

Fragmentos de esmalte bovino medindo 4x4x2 foram embutidos, planificados, polidos e levados ao ultra-som. Em sua superfície, isolou-se uma área de 7mm2 e avaliou-se 
a microdureza superficial (KNH, Knoop) utilizando-se carga estática e tempo de aplicação de 25g, por 5s. Três ciclos de pH foram realizados, para a indução de lesões 
artificiais de cárie e após essa indução, novas leituras de microdureza foram realizadas. Tratamentos remineralizantes, utilizando-se pastas e dentifrícios (CPP-ACP, CPP-
ACP+F, VB e RE) foram então instituídos e aplicados concomitantemente a novos ciclos de pH. Após a aplicação dos tratamentos junto à realização de cinco ciclos de pH, 
leituras de microdureza finais foram conduzidas.
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