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Resumo

Objetivo: avaliar in vitro o efeito de um dentifricio a base de nanoHAp na rugosidade superficial do esmalte bovino submetido a ciclagem de pH. Material e
Métodos: foram utilizados 12 discos de incisivos bovinos divididos em 2 grupos experimentais: Grupo 1 — dentifricio com fllor - Colgate Total 12 (Colgate-Palmolive
Industrial LTDA) e Grupo 2 — dentifricio com nanoHAp - Megasonex (Grupo Goldspire LTDA). Os espécimes foram submetidos ao teste de escovagéo simulada em
30 ciclos, 2 vezes ao dia, e submetidos a um modelo de ciclagem de pH (desmineralizagéo 6 h pH 4,6/ remineralizagdo 18 h pH 7,0 por dia) durante 14 dias. Todos
0s espécimes tiveram sua rugosidade superficial avaliada inicialmente e apés o tratamento, utilizando um rugosimetro de bancada (Surftest SJ 201). Resultados:
na andlise estatistica pela comparagao multipla entre pares, os testes de Bonferroni e Holm demonstraram que ap6s 7 dias ndo houve diferenga estatisticamente
significativa no comportamento dos dentifricios (p > 0,05), porém ap6s 14 dias, houve um aumento das médias de rugosidade no grupo 1 (dentifricio com flor) esta-
tisticamente significativo (p < 0,05). Conclusao: o dentifricio com nanoHAp promoveu menor rugosidade superficial apos 14 dias.

Palavras-chave: Dentifricios; Esmalte dentario; Hidroxiapatita.

ABSTRACT

Objective: this study aimed to evaluate in vitro, the effects of dentifrices with hydroxyapatite nanoparticles (nano-HAP) on the roughness of the bovine enamel
surface submitted to a pH cycle. Material and Methods: twelve disks of bovine incisors were divided into 2 experimental groups: Group 1, dentifrice with fluoride
1450 ppm—_Colgate Total 12 (Colgate-Palmolive Industrial LTDA); Group 2, dentifrice with nano-HAP—Megasonex (Goldspire Group LTDA). The specimens were
submitted to 30 cycles of a simulated brushing test, twice a day, and also to a pH cycle model (6 h demineralization at 4.6 pH/18 h remineralization 7.0 pH a day) during
14 days. All specimens were evaluated for their superficial roughness at baseline and after the treatment, using a bench rugosimeter (Surftest SJ 201). Results:
the statistical analyses by multiple comparison between pairs, using Holm and Bonferroni test’s demonstrated that after 7 days no statistically significant difference
was observed in the behavior of the dentifrices (p > 0.01); however, after 14 days, the roughness increased in group 1 (dentifrice with fluoride) and was statistically
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significant (p < 0.05). Conclusion: the dentifrice with nano-HAP promoted less superficial roughness after 14 days.

J

Introducao
s estruturas mineralizadas do elemento dental estao
sujeitas durante todo o tempo a mudangas de pH da
cavidade bucal. Diante disto, a saliva, que apresenta
em sua composicdo fons de calcio, fosfato e fltor, auxilia na
protecao do esmalte através da formagdo da pelicula adqui-
rida, agindo diretamente sobre os acidos presentes, neutra-
lizando-os e fornecendo estes ions para remineralizar lesdes
cariosas.' Quando a saliva nao for capaz de manter o equi-
librio entre a perda e o ganho de ions do esmalte dental, a
desmineralizacdo prevalecerd,"* e para reverter e/ou contro-
lar este processo, substancias tém sido sugeridas,’ dentre as
quais destacam-se os compostos a base de fltor, proteinas
derivadas do leite como a caseina, e compostos bioativos
como as nanoparticulas de hidroxiapatita de célcio, que po-
dem ou néo estar associadas ao fluor.*

Idealmente, um sistema de remineralizagdo deveria fa-
vorecer o ganho de mineral abaixo da superficie ao invés
de apenas depositar na camada superficial. Este fato pode
explicar a baixa eficacia dos fluoretos em promover o ganho

mineral de esmalte e, consequentemente, alterar a cor das
lesdes de mancha branca.® As pastas contendo hidroxiapa-
tita (HA) possuem algumas vantagens clinicas: eficacia em
prevenir caries, tratamento de doengas periodontais, eli-
minam os odores bucais e possuem um efeito clareador. O
componente HA na pasta é relatado como sendo efetivo em
remover o biofilme dental, promover a remineralizacdo da
superficie dos dentes e dificultar o progresso de lesoes de
carie incipientes.® Particulas de HA de 20 nandmetros tém
uma excelente habilidade de reparar biomimeticamente o
esmalte submetido a ataque acido;” em adicdo, uma pasta de
HA foi desenvolvida para reparar lesdes de carie iniciais, o
que demonstrou nanocristais de HA perfeitamente cresci-
dos na interface entre a pasta e o esmalte dental.®

A nanohidroxiapatita (nanoHAp) é um dos materiais
bioativos mais biocompativeis.” As nanoparticulas de hidro-
xiapatita tém similaridade com os cristais de HA do esmalte
dentdrio em estrutura morfolégica e estrutura cristalina e
quando utilizadas para remineralizagdo e tratamento da
hipersensibilidade dentindria, associada ao flor, parecem
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penetrar com maior facilidade no interior das microtrin-
cas em esmalte, promovendo um selamento de qualidade e
restaurando a microestrutura e a composi¢do superficial do
dente’

Considerando as perspectivas promissoras do uso destas
substancias, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro o
efeito de um dentifricio a base de nanoHAp na rugosida-
de de superficie do esmalte bovino submetido a ciclagem de
pH.

Material e Métodos

Foram utilizados 12 incisivos bovinos. As amostras fica-
ram armazenadas em Timol a 0,05% por até seis meses para
nao haver degradagao de colageno. A limpeza foi obtida pela
raspagem da superficie externa com instrumentos perio-
dontais e profilaxia com pedra pomes e dgua.

Os dentes foram seccionados em discos de 8 mm de
didmetro e 2 mm de espessura, obtidos da area mais pla-
na da porgao vestibular de esmalte e ficaram armazenados
em agua ultrapura a uma temperatura de 4°C por até uma
semana antes da realizagdo dos ensaios. Os fragmentos
foram inicialmente lixados em uma politriz metalografica
(Arotec ® modelo-APL-4), empregando lixas de carbureto
de silicio (lixas d’agua) de abrasividade crescente (400, 600,
800, 1.200 e 2.500) e com irriga¢ao abundante e, desta for-
ma, foi feita a padronizac¢io pela planificacio da superficie.
Em seguida, foram obtidos os discos a partir do recorte dos
fragmentos com o auxilio de pontas diamantadas cilindri-
cas e turbina de alta rotagao, adaptadas em um equipamen-
to padronizador de preparos cavitarios. Matrizes de silicone
padronizadas para o uso na maquina de escovagao simulada
foram confeccionadas para cada disco de esmalte bovino.

Todos os espécimes foram avaliados inicialmente a par-
tir de leituras por rugosimetro de superficie (Surftest SJ 201,
Mitutoyo, Toéquio, Japao) para obtencao dos dados iniciais.
Ap06s a obtencio destes dados iniciais, os espécimes foram
divididos em dois grupos experimentais com seis amostras
cada: Grupo 1 - dentifricio com 1450 ppm de fltor - Colgate
Total 12 (Colgate-Palmolive Industrial LTDA) e Grupo 2 -
dentifricio com nanoHAp e sem fltior - Megasonex (Grupo
Goldspire LTDA), ambos comercialmente disponiveis.

» Tratamento com as Pastas

Os espécimes foram submetidos ao teste de escovacdo
simulada em uma maquina para teste de escova¢ao mode-
lo MEV-2T, com escovas de cerdas de nylon macias (esco-
va dental Slim Soft - Colgate-Palmolive Industrial LTDA),
independentes para cada espécime. O teste foi realizado
com trinta ciclos, duas vezes ao dia, por quatorze dias. Os
dentifricios foram diluidos numa propor¢éo 1:1 (dentifricio/
agua destilada), inseridos no dispositivo do equipamento e
trocados a cada escovacdo simulada.
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« Ciclagem de pH

Os espécimes foram tratados com as pastas duas vezes ao
dia, antes e apds a desmineralizacdo. Os espécimes foram
submetidos a um modelo de ciclagem de pH (desminerali-
zagdo 6 h/ remineralizacao 18 h por dia), durante quatorze
dias.

Os espécimes de esmalte foram submetidos ao seguinte
modelo de ciclagem de pH: imersao na solugao desminerali-
zante [0.1 mol/L de 4cido latico; 1% de carboximetilcelulose;
3mmol/L de cloreto de calcio e 1.8 mmol/L de fosfato mo-
nobdsico de potassio pH 2 4,6] por 6 horas didrias e imer-
sdo na solu¢do remineralizante [1,5 mmol/L de nitrato de
calcio tetrahidratado, 0,9 mmol/L fosfato de sddio dibasico
di-hidratado, 150 mmol/L de cloreto de potassio tampao/L
de Tris 0,02 mol, 0,05 ppm de flaor, pH 7,0] por 18 horas.
Foram utilizados 30 ml por espécime, numa temperatura
de 37°C, sem agitagao. Os espécimes foram tratados com as
pastas, conforme descrito anteriormente, antes e ap6s o ci-
clo de desmineralizagéo."

 Rugosidade

Todos os espécimes tiveram a rugosidade de superficie
avaliada, inicialmente e apds o tratamento, utilizando um
rugosimetro de superficie (Surftest S] 201, Mitutoyo, Téquio,
Japdo). Quatro tragos de rugosidade espagados em 120°, com
um percurso de 0,25 mm e uma velocidade de 0,1 mm/s, fo-
ram registrados para cada amostra, e a média da rugosidade
da superficie (Ra - um) foi determinada. O parametro Ra foi
obtido utilizando a seguinte formula:

1 (L
Ra:zjo\f(x)\dx

Onde L é o comprimento da secgdo e f(x) é a fungao de
deslocamento.

o Analise Estatistica

Os valores de rugosidade foram estatisticamente trata-
dos por Anova e posteriormente pelo teste de Comparacio
multipla entre pares de Bonferroni e Holm, utilizando-se o
software SigmaPlot versao 11.0 (Systat Software).

Resultados
A tabela 1 apresenta os valores de Ra em cada amostra
obtidos nos diferentes grupos, nos diferentes periodos de
avaliacio.
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Tabela 1. Resultado do teste de rugosidade (médias de Ra e desvio padrao (DP) da média)

Baseline 7 dias 14 dias
Grupo 1 Média DP Média DP Média DP
Dente 1 0,10 0,01 0,29 0,03 0,71 0,01
Dente 2 0,13 0,02 0,61 0,08 1,02 0,01
Dente 3 0,12 0,03 0,31 0,02 0,69 0,01
Dente 4 0,11 0,03 0,26 0,03 0,61 0,11
Dente 5 0,11 0,01 0,24 0,01 0,46 0,03
Dente 6 0,11 0,04 0,45 0,03 0,97 0,04
Grupo 2 Média DP Média DP Média DP
Dente 7 0,09 0,02 0,26 0,01 0,40 0,01
Dente 8 0,10 0,02 0,21 0,03 0,35 0,02
Dente 9 0,09 0,02 0,22 0,01 0,31 0,01
Dente 10 0,09 0,01 0,27 0,01 0,55 0,03
Dente 11 0,13 0,02 0,55 0,06 0,56 0,01
Dente 12 0,12 0,02 0,23 0,02 0,85 0,04
Ja na tabela 2, podem ser observados os valores médios de Ra nos diferentes grupos testados.
Tabela 2. Média de valores de rugosidade dos grupos testados
Baseline 7 dias 14 dias

Grupo 1 Média DP Média DP Média DP

0,112 0,01 0,36° 0,14 0,74¢ 0,21
Grupo 2 Média DP Média DP Média DP

0,10° 0,02 0,29° 0,13 0,50° 0,20

Obs.: Letras diferentes significam diferenca estatistica

Na anadlise estatistica pela comparac¢do multipla entre pa-
res (Tabela 2), os testes de Bonferroni e Holm demonstra-
ram um aumento significativo da rugosidade superficial de
todas as médias de Ra apds 7 e 14 dias de tratamento (p <
0,01), quando comparadas com as médias de Ra no baseline.
E na comparagao entre os grupos de tratamento, apds 7 dias
ndo houve diferenca estatisticamente significativa no com-
portamento dos dentifricios (p > 0,05), porém apds 14 dias,
houve um aumento das médias de Ra no grupo 1 (dentifricio
convencional) estatisticamente significativo (p < 0,05).

Discussao

O esmalte dental é uma estrutura mineralizada, formada
principalmente por cristais de hidroxiapatita que, depen-
dendo das condi¢des do meio, como, por exemplo, acimulo
de biofilme, higiene deficiente e substrato favoravel, o de-
sequilibrio entre a perda e ganho de minerais prevalece. A
reducdo da concentracdo mineral é devido a queda de pH
abaixo do nivel critico para dissolu¢éo da hidroxiapatita.'

Com o objetivo de reproduzir e simular a perda e ganho
de minerais, ou seja, desmineralizagdo e remineralizagéo,
que ocorre na cavidade bucal, lesoes artificiais sao recriadas

nos estudos in vitro.! Em sua maioria, sdo compostas por
acido latico ou acético e permitem a formacédo de lesdes de
céarie incipientes.”” Portanto, foi utilizado neste estudo um
desafio desmineralizante (solugdo com acido latico) simu-
lando alto desafio de carie e remineralizante com os denti-
fricios e imersao em solu¢ao neutra. O objetivo foi simular
duas escovacdes e seis refeicdes diarias - o total foi de 6 horas
de pH critico em torno de 4,0 e 18 horas de pH neutro 7,0."*

Quando essas lesdes de carie ainda estdo em estagio in-
cipiente, clinicamente identificadas como manchas brancas,
terapias remineralizadoras podem reverter seu progresso,
além de reparar essas lesoes.! Para tanto, dentifricios com
fluoretos sdo o protocolo convencional para prevengio da
formacdo dessas lesdes e para remineralizacdo. A presenga
constante de qualquer ion fltior na cavidade oral possibilita
ao flior uma atuagao considerada anticarie.”” Em contrapar-
tida, qualquer F absorvido pelo organismo e, consequente-
mente, circulante através da corrente sanguinea possui po-
tencial de manifestar alguns efeitos colaterais. Estes efeitos
colaterais sdo dependentes da dose absorvida e também do
tipo de exposicdo ao fluoreto. A toxicidade causada pelo ion
F pode ser dividida em aguda e cronica, ambos sendo efei-
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tos sistémicos do fluor. Os sintomas da toxicidade aguda,
que ocorre quando uma grande dose de flior é ingerida
de uma s6 vez, incluem vomitos, mal estar gastrico, hiper-
salivagdo, suor frio, queda de pressdo, arritmia cardiaca,
desorientac¢do, coma e até mesmo a morte do individuo.”
A toxicidade cronica pelo ion flior se manifesta como flu-
orose dental, que é uma alteracao do esmalte que acontece
durante o periodo de formagdo dos dentes como consequ-
éncia da ingestdo excessiva de fluoretos por um periodo de
tempo prolongado. Contemporaneamente, a fluorose den-
taria decorre da ingestao de fluoretos através de multiplas
fontes de flior, sendo estas geralmente a a4gua e dentifricios
fluoretados.'®

Além disso, concentragdes altas de flior podem limi-
tar a remineralizagdo da subsuperficie de esmalte desmi-
neralizada, ja que causam rapida precipitagdo mineral na
superficie do esmalte e obstru¢ao dos poros da superficie
do esmalte. Este fato pode explicar a baixa eficacia dos flu-
oretos em promover o ganho mineral de esmalte e, conse-
quentemente, alterar a cor das lesdes de mancha branca.’

Considerando as limitacdes supracitadas em relacdo a
utilizacdo de fluoretos, torna-se importante a busca por
compostos bioativos alternativos ao fluor que sejam uma
opgao viavel de utilizacdo pela populacdo e que possam
ser seguramente incorporados aos produtos de uso odon-
toldgico, como nos dentifricios, sem oferecer os riscos de
toxicidade pertencentes ao ion flior. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar in vitro o efeito de um dentifri-
cio com nanohidroxiapatita na rugosidade de superficie do
esmalte bovino submetido a ciclagem de pH por meio de
teste de rugosidade de superficie, simulando alto desafio
cariogénico, comparando-o a um dentifricio convencional
com fluor.

As caracteristicas fisicas e Opticas da superficie de esmal-
te nos indicam atividade ou nao das lesoes iniciais de carie.
Lesdes de cdrie ativa sdo descritas como manchas brancas,
opacas e rugosas. Posteriormente, com a adequagédo da hi-
giene oral, essas manchas se tornam inativas com aspecto
liso e brilhoso. Clinicamente, o diagndstico dessas lesoes
se da a partir da observagéo visual da superficie (opaca ou
brilhosa) e tatil, com relagao a textura superficial (lisa ou
rugosa).”” A partir desse conceito, foi escolhido o teste de
rugosidade de superficie para a avaliagdo da superficie de
esmalte tratada nesse estudo, se aproximando da realidade
clinica de diagnoéstico de lesoes iniciais de carie e processo
de remineralizagdo. Segundo Field et al.,'”® apesar de varios
métodos disponiveis para avaliagdo in vitro das mudangas
de superficie de esmalte, o teste de rugosidade de superficie
ainda ¢é o principal e mais reportado nos estudos.
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Os resultados desse estudo demonstraram que a rugo-
sidade de superficie do esmalte submetido a ciclagem de
pH e tratamento com dentifricio convencional com fluor
foi maior do que com o tratamento com dentifricio expe-
rimental com nanoHAp, apds quatorze dias. O que suge-
re um processo de reversdo da desmineralizagdo, ou seja,
uma maior remineralizag¢do superficial do esmalte tratado
com nanoHAp, demonstrado por uma maior lisura su-
perficial. Concordando assim com as recomendagdes de
uso pelo fabricante, de no minimo quatorze dias para que
haja esse processo de remineralizagdo. Este estudo esta de
acordo com Tschoppe et al.’® que encontraram que cremes
dentais que contenham nanoHAp revelaram efeitos remi-
neralizantes mais elevados em comparac¢do com dentifri-
cios fluoretados (AmF) em dentina bovina e tendéncias
comparaveis foram obtidas para o esmalte. Além disso,
Souza et al.”® utilizaram uma pasta experimental a base de
nanoHAp e encontraram resultados que sugeriram a re-
ducido da desmineralizacdo na dentina e um aumento na
remineralizacdo do esmalte.

Em contrapartida, Comar et al.?® avaliaram in vitro
o potencial de pastas experimentais contendo nanoparti-
culas de hidroxiapatita a 10% e 20% (nanoHAp), com ou
sem fluoreto, na preven¢ao da desmineraliza¢do dentaria
e concluiram que as pastas experimentais nanoHAp, inde-
pendentemente da presenca ou nio de fluoreto, nao foram
capazes de reduzir a desmineralizagdo dentdria in vitro.
Ha de se ressaltar, no entanto, que no trabalho de Comar
et al.*°os autores fizeram a avaliagdo por meio de teste de
dureza longitudinal, ndo permitindo assim a comparagéo
com os resultados obtidos neste estudo.

Vale ressaltar que este estudo foi realizado in vitro e,
apesar da metodologia tentar se aproximar ao maximo do
que ocorre na cavidade bucal, ela ndo corresponde exata-
mente a realidade clinica. Com isso, sugere-se a continui-
dade novos estudos para avaliar a real eficacia desses mate-
riais, realizando-se outros testes, tais quais as avaliagoes de
cor e brilho, microdureza, imagens em MEV e contagem
de elementos Ca e P.

Devido aos resultados promissores desta pesquisa su-
gerimos que a nanohidroxiapatita deve continuar sendo
estudada, com estudos complementares in situ e in vivo
para melhor elucidar os efeitos desse composto em outras
propriedades além da rugosidade superficial, assim como a
realizagdo de outras avaliagdes e testes.

Conclusao
Conclui-se que o dentifricio experimental & base de
nanoHAp promoveu uma menor rugosidade do que o
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convencional com fldor apés 14 dias de tratamento sob
condigoes de ciclagem de pH, sugerindo um aumento no
processo de remineralizagdo superficial do esmalte.

O presente estudo mostra-se de extrema importancia
para a comunidade cientifica por encontrar resultados bas-
tante promissores em relacdo a nanohidroxiapatita, um
composto bioativo e biocompativel que pode ser utilizado

como alternativa aos fluoretos nos dentifricios. Este estudo
sugere que dentifricios contendo nanohidroxiapatita pos-
suem um potencial remineralizador consideravel e inclusive
maior do que os dentifricios convencionais fluoretados, po-
dendo ser uma excelente alternativa aos dentifricios conten-
do fltor, considerando-se as limita¢des da utilizagdo deste
elemento, que ja foram claramente descritas na literatura.
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