UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

VANESSA FONTENELE MARQUES

AVALIACAO DO POTENCIAL REMINERALIZADOR DE GEIS CONTENDO
NANO-HIDROXIAPATITA EM LESOES INICIAIS DE CARIE EM ESMALTE

FORTALEZA-CE
2016



VANESSA FONTENELE MARQUES

AVALIACAO DO POTENCIAL REMINERALIZADOR DE GEIS CONTENDO
NANO-HIDROXIAPATITA EM LESOES INICIAIS DE CARIE EM ESMALTE

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtengdo do titulo de Mestre em
Odontologia. Area de concentragio: Clinica
Odontolégica.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Lima Santiago
Coorientadora: Prof*. Dr”. Gislaine Cristina
Padovani

FORTALEZA-CE
2016



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias da Saude

M321a Marques, Vanessa Fontenele.
Avaliag@o do potencial remineralizador de géis contendo nano-hidroxiapatita em lesdes iniciais
de carie em esmalte./ Vanessa Fontenele Marques. — 2016.
34 f.: il. color.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceara; Faculdade de Farmacia, Odontologia
e Enfermagem; Departamento de Odontologia; Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia;
Mestrado em Odontologia, Fortaleza, 2016.

Area de Concentragio: Clinica Odontologica.

Orientagdo: Prof. Dr. Sérgio Lima Santiago.

Co-Orientagdo: Profa. Dra. Gislaine Cristina Padovani.

1. Cérie Dentaria. 2. Remineralizagdo Dentaria. 3. Nanoparticulas. 4. Durapatita. 5. Flaor. 1.
Titulo.

CDD 617.67




UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO EM ODONTOLOGIA

VANESSA FONTENELE MARQUES

AVALIACAO DO POTENCIAL REMINERALIZADOR DE GEIS CONTENDO
NANO-HIDROXIAPATITA EM LESOES INICIAIS DE CARIE EM ESMALTE

Dissertacd@o apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Odontologia da Universidade
Federal do Cear4, como requisito parcial a
obtengdo do titulo de Mestre em
Odontologia. Area de concentragdo: Clinica
Odontoldgica.

Aprovadaem: 31 / 05/ 16

BANCA EXAMINADORA

Cpafairw - Fctaren
=
Prof*. Dr". Gislaine Cristina Padovani (Coorientadora)
> de Campinas (UNICAMP)

Universi

(2P i 2
=

/éfc\)ﬂ! Dr. Juli artori Mendonga

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Vaahoe  4Pers. o @wm
Prof*. Dr*. Vanara Floréncio Passos
Universidade de Fortaleza (UNIFOR)




Aos meus pais, pelo amor, dedicagdo e incentivo

a mim destinados durante esses anos de minha vida.



AGRADECIMENTOS

A DEUS, pelo dom da vida e pelas oportunidades que me foram dadas em trilhar
meu caminho académico e hoje poder concluir mais um ciclo. Pelas vezes em que me
amparou, quando pensei ndo ser capaz € me mostrou o inverso.

Aos meus pais, ANA MARCIA FONTENELE MARQUES ¢ JOAO MOREIRA
MARQUES, e 4 minha irm3, VALERIA FONTENELE MARQUES, que me impulsionam e
me encorajam a buscar o conhecimento incansavelmente.

Ao meu noivo e amigo, EMERSON LELIO COUTINHO BARROS, pela
paciéncia, compreensdo e presenca durante todo esse periodo.

Aos meus orientadores, Prof. Dr. SERGIO LIMA SANTIAGO, que tio bem me
acolheu e que, mesmo por um periodo distante, sempre se fez presente, pela confianga em
mim depositada e paciéncia ao longo desses dois anos; e a Prof'. Dr*. GISLAINE CRISTINA
PADOVANI, por ter aceitado ser minha orientadora e té-lo feito com maestria.

Aos professores: Dr'. LIDIANY KARLA AZEVEDO RODRIGUES, Dr.
JULIANO SARTORI MENDONCA e Dr. VICTOR PINHEIRO FEITOSA, por terem sido tao
solicitos quando necessitei.

A Prof. Dr*. DENISE SA MAIA CASSELLI, minha orientadora durante todo o
periodo de graduacdo e que muito me incentivou a estar aqui neste momento.

Ao meu amigo e técnico de laboratério DAVID QUEIROZ DE FREITAS, que de
um coragao tao grande se tornou muito especial.

Aos amigos que construi no Programa de Pos-Graduagdo em Odontologia da
Universidade Federal do Ceara: CINTHIA NARA GADELHA TEIXEIRA, ERNANDA
MARIA DE ARAUJO SALES, JESSICA RODRIGUES MENDES CARNEIRO, MARIA
DENISE RODRIGUES DE MORAES ¢ MARCELO VICTOR SIDOU LEMOS, os quais
levarei para sempre em minha vida.

Aos colaboradores DAVINO MACHADO ANDRADE NETO, Prof. Dr.
PIERRE BASILIO ALMEIDA FECHINE e SAID GONCALVES DA CRUZ FONSECA,

pela enorme contribuicao para o desenvolvimento desta pesquisa.



AGRADECIMENTOS INSTITUCIONAIS

A Universidade Federal do Ceara, na pessoa do magnifico reitor Prof.
Dr. HENRY DE HOLANDA CAMPOS.

A Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem (FFOE), da Universidade
Federal do Cearad (UFC), na pessoa de sua diretora, Prof*. Dr*. LIDIANY KARLA AZEVEDO
RODRIGUES GERAGE.

Ao curso de Odontologia, na pessoa do seu coordenador, Prof. Dr. JULIANO
SARTORI MENDONCA.

Ao coordenador do Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia (PPGO) da
Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem (FFOE), da Universidade Federal do
Ceara (UFC), Prof. Dr. VICENTE DE PAULO ARAGAO SABOIA.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Nivel Superior (CAPES), pela concessio
da bolsa de mestrado.

Aos professores participantes da banca examinadora, pela disponibilidade, além

das valiosas colaboragdes e sugestdes.



RESUMO

A formacdo de carie incipiente de esmalte ¢ um processo reversivel e regulado pelo grau de
saturagdo de minerais nos fluidos orais. O processo de reversdo se da através da
remineralizacdo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar, in vitro, o potencial
remineralizador de géis experimentais contendo nano-hidroxiapatita, associada ou ndo ao
flaor, através de um modelo de indugdo de lesdo de carie inicial em esmalte. Foram utilizados
incisivos bovinos cortados em blocos de esmalte e aleatorizados em cinco grupos: Ge (gel sem
flior e sem nano-hidroxiapatita); Gr (gel de fllior experimental); Gn (gel de nano-
hidroxiapatita); Gnr (gel de nano-hidroxiapatita e fltior); Grc (gel de flior comercial 1.23%)).
Os espécimes foram submetidos a um desafio cariogénico para inducdo quimica de lesdo
inicial de cérie. O desafio cariogénico foi realizado com a imersdo das amostras em 2 mL de
solugdo desmineralizante/mm” de esmalte exposto, durante 36h a 37°C, sob agitagdo. Logo
apos, os géis foram aplicados uma Unica vez durante quatro minutos e os espécimes foram
submetidos a um modelo de ciclagem de pH durante oito dias, intercalando 4 horas em
solu¢do desmineralizante e 20 horas em solucdo remineralizante. A andlise de microdureza
Knoop foi realizada em trés momentos: antes da indugdo de carie em esmalte, apos a indugdo
de cérie e, finalmente, apds a ciclagem de pH. A microdureza em corte longitudinal foi
executada apos o ultimo dia de ciclagem de pH. Logo apds, com o auxilio de microscopia
eletronica de varredura (MEV), foram avaliadas as caracteristicas superficiais dos espécimes e
por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram avaliadas as
composi¢des quimicas de cada grupo. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia e, em seguida, ao teste T (p<0,05). Nao houve diferenga estatisticamente significante
entre os grupos experimentais (Gr, Gn, Gnr, Gre); entretanto, houve diferencas entre estes e o
grupo Gc. Quanto a microdureza de corte longitudinal, os dados ndo mostraram diferengas
entre os grupos. Pela andlise de composicdo quimica por FTIR, ndo houve diferencas nas
composi¢des quimicas das amostras avaliadas. A MEV revelou caracteristicas superficiais
distintas entre os grupos. Os géis foram eficazes na remineralizacdo das lesdes de carie na
superficie de esmalte, mas ndo em profundidade. A associacdo de nano-hidroxiapatita e fltuor
ndo proporcionou efeito sinérgico.

Palavras-chave: Ciarie Dentaria. Remineralizagdo Dentaria. Nanoparticulas. Durapatita.
Fluor.



ABSTRACT

The formation of enamel’s incipient caries is a reversible process and is regulated by the level
of saturation of minerals in the oral fluids. The reversion process takes place through
remineralization. The aim of the study was to evaluate, in vitro, the remineralizing potential of
experimental gels containing nano-hydroxyapatite, associated or not with fluoride, through a
model of induction of enamel’s early caries lesion. For this study, bovine incisors were cut
into enamel blocks and randomized in five groups: Gc¢ (gel without fluoride and without nano-
hydroxyapatite); Gr (experimental fluoride gel); Gy (nano-hydroxyapatite gel); Gnr (nano-
hydroxyapatite gel and fluoride); Grc (commercial fluoride gel 1.23%). The specimens were
subjected to a cariogenic challenge in order to chemically induce an early caries lesion. The
cariogenic challenge was performed through immersing the samples in 2 mL of
demineralizing solution/mm® of exposed enamel for 36h at 37°C under agitation. Right after
this, the gels were applied only once during 4 minutes and the specimens were subjected to a
pH-cycling model for 8 days, alternating between 4 hours in demineralizing solution an 20
hours in remineralizing solution. The Knoop microhardness test analysis was initially
performed; after inducing caries in enamel; and after pH-cycling. The longitudinal-cut
microhardness was executed after the last day of pH-cycling. Right after this, using scanning
electron microscopy (SEM), the specimens’ superficial characteristics were evaluated and the
chemical compositions of each group were evaluated with Fourier Transform Infrared (FTIR)
spectroscopy. The data obtained were subjected to the analysis of variance and then to the T
test (p<0,05). There has been no significant statistical difference between the experimental
groups (Gr, Gn, Gnr, Gre); however, there have been differences between these and the group
Gc. As to the longitudinal cut’s microhardness, the data did not show any differences between
the groups. The analysis of chemical composition using FTIR showed no differences between
the chemical compositions of the samples evaluated. SEM revealed distinct superf icial
characteristics between the groups. The gels were efficient in remineralizing enamel’s early
caries lesions, but not in depth. The association between nano-hydroxyapatite and fluoride did
not bring about any synergetic effects.

Keywords: Dental Caries, Tooth Remineralization, Nanoparticles, Durapatite, Fluorides
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1 INTRODUCAO GERAL

A carie dentaria ¢ uma doenca multifatorial que evolui de forma muito lenta, na
maioria dos individuos. Raramente ¢ autolimitante e, na auséncia de tratamento, progride até
destruir totalmente a estrutura dentaria (FEJERSKOV; KIDD, 2005). As lesdes iniciais em
esmalte sdo caracterizadas pela perda mineral sob a camada de superficie aparentemente
intacta (BAKRY et al., 2014). A porosidade aumentada dentro do corpo da lesdo proporciona
aspecto esbranqui¢ado e opaco, e a drea assume uma aparéncia de lesdo de mancha branca.
Portanto, o primeiro sinal clinico observado no desenvolvimento da lesdo de carie ¢ uma
mancha branca, opaca e rugosa (KIDD; FEJERSKOV, 2004). O corpo da lesdo pode ndo ser
passivel de ser remineralizado de forma homogénea. Dessa forma, a lesdo progride abaixo
dessa camada. Se essa progressdo ndo for inibida, a camada superficial de esmalte
hipermineralizado se rompe devido as cargas mastigatdrias e pode-se observar clinicamente
uma lesdo cavitada (FEJERSKOV; KIDD, 2005). Uma cavidade, no entanto, ¢ apenas o
resultado de uma perda mineral progressiva e dependente da presenca de exposi¢do ao
biofilme e ao agucar (CURY; TENUTA, 2009).

Inicialmente, o modelo proposto para caracterizar a etiologia da doenca cérie
demonstrava a doenga como o resultado da interacdo de fatores determinantes, como:
hospedeiro, substrato (dieta cariogénica) e microrganismos (KRICHEVSKY; KEYES, 1969).
Newbrune (1978) acrescentou o fator tempo nessa interacdo. A doenca carie ¢ muito mais
complexa e com um carater comportamental, podendo ser influenciada também por fatores
modificadores.

A cérie tem sido caracterizada como uma doenca biofilme-acticar dependente;
portanto, sendo resultante da fermentacdo de acucares pelas bactérias acidogénicas da placa
bacteriana (biofilme oral) e a sacarose sendo o mais cariogénico dos carboidratos
fermentaveis (BAKRY et al., 2014; CURY; TENUTA, 2009; TENUTA; CURY, 2010).
Quando o agucar penetra no biofilme cariogénico e ¢ convertido em acidos do metabolismo
bacteriano, o fluido do biofilme torna-se subsaturado em relagdo aos minerais do esmalte e a
desmineralizacdo ocorre. O pH critico para dissolugdo do dente permanece por um tempo,
porém retoma valores fisiologicos quando a exposi¢do ao agucar ¢ interrompida. Portanto,
quando o pH ¢ aumentado e as condi¢des de supersaturagdo sdo restauradas, uma certa
quantidade do mineral perdido pode ser recuperado pelo esmalte. Este processo tem sido
chamado de remineralizagdo (CURY; TENUTA, 2009). Em condi¢des sauddveis, esses

processos estdo em equilibrio e sem danos permanentes a superficie dentaria (STRUZYCKA,
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2014). Porém, caso haja alteracdo no equilibrio fisiologico, apds sucessivas exposi¢cdes ao
acucar, ocorre a predominancia de episddios de desmineralizagdo, ocasionando o surgimento
da lesdo de carie.

Nas ultimas décadas, foi observado um declinio da doenga carie em muitos paises,
no entanto, a carie em esmalte ainda ¢ bastante prevalente. No Brasil, assim como em outros
paises em vias de desenvolvimento, igualmente foi observada uma redug@o na incidéncia de
carie dentaria (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). O grande responsavel por esse efeito
benéfico foi a adicdo de fluoreto (F') nas dguas de abastecimento publico, assim como o uso
de produtos fluoretados. Até a década de 70, a unica fonte de exposi¢do coletiva ao F~ era a
agua de abastecimento publico (LIMA; CURY, 2001), mas, devido a introdu¢do no mercado
de varios métodos alternativos, o F~ alcanga também comunidades onde ndo ha acesso a agua
de abastecimento fluoretada.

No passado, acreditava-se que o efeito inibidor da carie era atribuido a
incorporacdo do F™ nos cristais de hidroxiapatita durante a formagdo dos dentes, o que
colaborava por tornar o esmalte dentario mais resistente as quedas de pH. Esse fato levou a
adi¢dao de fluor nas aguas de abastecimento publico, sendo o efeito sistémico considerado o
principal responséavel pelo declinio da cérie dentaria (HICKS; GARCIA-GODOY; FLAITZ,
2004). Porém, hoje se sabe que o efeito topico ¢ o mais importante na reducao da prevaléncia
da doenga carie (HICKS; GARCIA-GODOY; FLAITZ, 2004) e h4 um consenso de que o F°
importante ¢ aquele que ¢ mantido constantemente na cavidade bucal, o qual ¢ capaz de
interferir diretamente no desenvolvimento e progressdo da lesdo de carie, reduzindo a
quantidade de minerais perdidos, inibindo a desmineralizacgdo e aumentando a
remineralizacdo (TEN CATE, 1990).

O F atua como um importante agente para a manutencdo do equilibrio mineral
dos dentes, atuando diretamente na dindmica do processo de des-remineralizagdo
(FEATHERSTONE et al., 1986; TEN CATE, 1990). O F ¢ benéfico por reduzir a carie
dentaria, mas deve ser utilizado na dosagem correta, evitando efeitos colaterais, tais como:
intoxicagdo aguda e cronica, bem como o risco de desenvolvimento da fluorose dentéria. No
entanto, ¢ importante salientar que o tratamento com fluor tem suas limitagdes (BROWNE;
WHELTON; O’MULLANE, 2004; HUANG et al., 2010). A adigdo de fluoreto acelera,
apenas inicialmente, o processo de remineralizacdo. Nas fases seguintes, ocorre precipitagao
das particulas de flaor na superficie da lesdo e remineralizagdo mais proeminente nessa
camada superficial, porém o corpo da lesdo permanece desmineralizado, ndo ocorrendo uma

remineralizacdo completa, mesmo com uma concentracdo elevada de flaor (TEN CATE,
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1990). Assim, torna-se fundamental buscar agentes coadjuvantes ao fluor que possam
viabilizar resultados viadveis e promissores para o tratamento das lesdes iniciais de carie
(BROWNE; WHELTON; O'MULLANE, 2004; HUANG et al., 2010).

A nanociéncia estuda estruturas com propriedades fisicas, quimicas e biologicas
novas ou alteradas devido a diminuigdo de seu tamanho a ordem de nanometros (ZACH et al.,
2006). Quando se fala em nanomateriais, significa que esses materiais tém dimensdes
pequenas, equivalentes a uma medida de 10” unidades de metro. Na busca por materiais com
propriedades melhoradas, diversas nanoparticulas vém sendo utilizadas para o
desenvolvimento de materiais odontologicos (MOSZNER; SALZ, 2007; MITRA; WU;
HOLMES, 2003).

As nanoparticulas, devido ao seu tamanho, apresentam propriedades diferentes
dos materiais usuais. A transicdo de micro para nano leva a inGimeras alteragdes nas
propriedades eletronicas, oticas € mecanicas do material, sem alterar a composi¢ao quimica.
Essa aquisicdo de novas propriedades € a principal motivagdo para pesquisas envolvendo o
desenvolvimento e a utilizacdo de materiais nanoestruturados, pois com novas propriedades
surgem outras possibilidades de aplicagdes nas mais diversas areas da ciéncia (ZACH et al.,
2006; ALVES, 2004).

Entre esses nanomateriais, a nano-hidroxiapatita ¢ semelhante ao mineral
encontrado nos tecidos dentais e vem ganhando grande aceitabilidade devido a sua boa
compatibilidade biologica e baixa solubilidade (MITRA; WU; HOLMES, 2003). E
considerada um dos materiais mais biocompativeis e bioativos e ganhou ampla visibilidade na
Medicina e Odontologia, nos anos recentes. Estudos (TSCHOPPE et al., 2011; ROVERI et
al., 2009) tém mostrado que essa hidroxiapatita em tamanho nanométrico tem apresentado
potencial de remineralizagcdo, sendo observada uma melhoria na mineraliza¢do no interior da

lesdo em esmalte e um preenchimento mais homogéneo do esmalte prismatico.
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2 PROPOSICAO

Com base no exposto, a proposta do presente estudo € avaliar, in vitro, o efeito
remineralizador de géis experimentais contendo nano-hidroxiapatita, associada ou nio ao
fldor, através de um modelo de inducdo de lesdo de cérie inicial em esmalte, bem como
avaliar se a associacdo do flior a nano-hidroxiapatita em um gel experimental é capaz de

promover um efeito sinérgico e, dessa forma, otimizar o processo de remineralizacao.
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3 CAPITULO

REGIMENTO INTERNO

Esta dissertagdo estd baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Ceara (Anexo A), que regulamenta o
formato alternativo para dissertagdes de Mestrado e teses de Doutorado e permite a inser¢ao
de artigos cientificos de autoria ou coautoria do candidato. Por se tratar de pesquisa
envolvendo partes de animais, o presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA), mas foi dispensado por se tratar de um modelo ex-vivo. Diante
disso, tal dissertacdo de mestrado ¢ composta por um capitulo que contém um artigo
cientifico, o qual serd submetido a publica¢do no periddico “Clinical Oral Investigations”, de
carater multidisciplinar, estando as regras para submissdo nesse periddico ao final deste

trabalho (Anexo B), conforme descrito a seguir.
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3.1 CAPITULO 1
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Resumo

Objetivo: Avaliar, in vitro, o potencial remineralizador de géis experimentais contendo nano-hidroxiapatita,
associada ou ndo ao fldor, através de um modelo de inducdo de lesdo de cdrie. Materiais e métodos: foram
utilizados incisivos bovinos cortados em blocos de esmalte (4x4x3mm) e aleatorizados em cinco grupos: G (gel
controle negativo); Gg (gel de fldor experimental); Gy (gel de nano-hidroxiapatita); Gye (gel de nano-
hidroxiapatita e flior); G (gel comercial 1.23% F). Os espécimes foram submetidos a um desafio cariogénico
para inducdo quimica de lesdo de cdrie. Logo apds, os géis foram aplicados uma vez, durante quatro minutos, e
os espécimes submetidos a uma ciclagem de pH durante oito dias. A analise de microdureza Knoop foi realizada
em trés momentos: antes da indugdo de carie em esmalte, ap6s a inducdo de carie e, finalmente, apos a ciclagem
de pH. A microdureza em corte longitudinal foi executada apds o ultimo dia de ciclagem. Em seguida, com o
auxilio de microscopia eletronica de varredura (MEV), foram avaliadas as caracteristicas superficiais dos
espécimes e, por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), foram avaliadas as
composi¢des quimicas de cada grupo. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e ao
teste T. Resultados: ndo houve diferenca significante quanto a microdureza superficial entre os grupos
experimentais (Gg, Gy, Gyg, Gre), porém estes apresentaram diferencas significativas quando comparados ao Ge.
Quanto a microdureza em corte longitudinal e a andlise por FTIR, ndo houve diferencas entre os grupos. A
andlise em MEV revelou caracteristicas superficiais distintas entre os grupos. Conclusio: os géis foram eficazes
na remineralizacdo das lesdes. Relevancia clinica: desenvolvimento de materiais a serem utilizados em pacientes
com alto risco a cdrie.

Keywords: Cérie Dentdria, Remineralizagdo Dentdria, Nanoparticulas, Durapatita, Fldor
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Introducao

A cérie dentdria ¢ uma doenga multifatorial que acomete populacdes no mundo inteiro. Estudo
realizado em 2010, na Global Burden of Disease (GBD), identificou que a cdrie afeta coletivamente 3,9 bilhdes
de pessoas [1]. Ela depende da interacdo entre trés fatores primdrios: um hospedeiro suscetivel, uma microflora
cariogénica e um adequado substrato local [2, 3].

As lesdes iniciais de cdrie localizam-se no esmalte e sdo caracterizadas pela perda mineral abaixo
de uma camada superficial aparentemente intacta [4]. Normalmente, essas lesdes estdo situadas no terco gengival
ou nas dreas proximais, regides em que hd um maior actimulo de biofilme [5]. Se a lesdo abaixo da camada
superficial continua a expandir-se, ela colapsa e uma cavidade € formada [6].

A formacdo de cdrie incipiente de esmalte é um processo reversivel e regulado pelo grau de
saturacdo de minerais nos fluidos orais [6]. O processo de reversdo se d4 através da remineralizagdo [7]. Sabe-se
que os periodos de progressdo da lesdo inicial de cdrie alternam-se com os periodos remineralizantes. Se o
processo de remineralizagdo tornar-se predominante, ocorrerd a reparacdo aparente da lesdo [8]. A
remineralizacdo pode ser definida como uma redeposi¢do de minerais perdidos pelo esmalte dental, a qual ndo
somente interrompe o processo de desmineralizagdo como também repara as lesdes cariosas incipientes [7, 9].

Uma abordagem comumente utilizada na reparacio de lesdes de mancha branca inclui a aplicagdo
tépica de fluoretos na forma de dentifricios, vernizes, géis e solucdes [3]. Esse efeito benéfico dos fluoretos
parece estar associado a capacidade deste de inibir a desmineralizagdo e aumentar a remineralizacdo, através da
precipitagdo de fosfato de cédlcio e formacdo de fluorapatita; adicionalmente, os fluoretos de aplicacdo tépica
formam uma barreira fisica, que tende a proteger o tecido dentdrio contra o ataque 4cido [4, 6, 10]. Nesse
sentido, o gel fluoretado é uma formulagd@o de facil acesso e aplicacdo, sendo considerado uma forma eficaz de
aplicacdo de fldor tdépico, tanto em nivel individual quanto em a¢des comunitdrias [11, 12]. No entanto, é
importante salientar que o tratamento com fldor tem suas limitacdes [13, 14]. A adi¢cdo de fluoreto acelera,
apenas inicialmente, o processo de remineralizacdo. Nas fases seguintes, ocorre precipitacdo das particulas de
flior na superficie da lesdo e remineralizacdo mais proeminente nessa camada superficial, porém o corpo da
lesdo permanece desmineralizado, ndo ocorrendo uma remineraliza¢do completa, mesmo com uma concentracio
elevada de fldor [15]. Assim, torna-se fundamental buscar agentes coadjuvantes ao flior que possam viabilizar
resultados vidveis e promissores para o tratamento das lesdes iniciais de cdrie [14].

A hidroxiapatita (HA) € um dos principais componentes da estrutura dentdria [9]. Com o
desenvolvimento da nanotecnologia, particulas de hidroxiapatita em tamanho nanométrico t€m sido
extensamente estudadas na drea de biomateriais, principalmente por apresentarem biocompatibilidade e
semelhanca quimico-estrutural com minerais do esmalte [8, 14]. A nano-hidroxiapatita (NHA) apresenta
propriedades singulares, tais como: alta dureza, alta resisténcia, vida util longa, maior solubilidade e maior
energia de superficie que a HA, liberacdo de fons cdlcio pela nano-hidroxiapatita similar a apatita biolégica e,
significativamente, mais rdpida quando comparada aos cristais de maior tamanho [9,16]. Além dessas
caracteristicas, a hidroxiapatita em tamanho nanométrico vem sendo avaliada quanto ao potencial de
remineralizacdo, sendo observados uma melhora na mineralizacdo no interior da lesdo em esmalte e um
preenchimento mais homogéneo do esmalte prismdtico [17].

Tendo em vista a dificuldade de se conseguir uma remineraliza¢cdo em 4dreas mais profundas da
lesdo, utilizando produtos fluoretados disponiveis no mercado, a proposta do presente estudo € avaliar in vitro o
efeito remineralizador de géis experimentais contendo nano-hidroxiapatita, associada ou néo ao flior, através de
um modelo de indug¢do de lesdo de cdrie inicial em esmalte, bem como avaliar se a associacdo do fldor a nano-
hidroxiapatita em um gel experimental é capaz de promover um efeito sinérgico e, dessa forma, otimizar o
processo de remineralizagdo.

Materiais e métodos
Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, do tipo investigacdo experimental in vitro. A Fig. 1 mostra um
desenho esquemadtico de como foi realizada a sequéncia experimental. O fator sob avaliacdo foram géis
experimentais utilizados como tratamento em cinco niveis e com as seguintes composi¢des: fldor (Gg), nano-
hidroxiapatita (Gy), nano-hidroxiapatita e flior (Gygp), controle negativo (G, sem flior e sem nano-
hidroxiapatita) e gel fluoretado comercial a 1,23% (Gg¢). As varidveis dependentes foram: o percentual de ganho
de microdureza de superficie; a drea de perda mineral vista por microdureza longitudinal; a composi¢do das
amostras observada por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); e a superficie da
les@o analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Fig. 1 Desenho experimental mostrado de forma esquemadtica
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Caracteristicas da nano-hidroxiapatita

A nano-hidroxiapatita utilizada neste estudo foi sintetizada no laboratério do Departamento de
Quimica Analitica e Fisico-Quimica da Universidade Federal do Ceard. Apresenta estrutura cristalina e em
formato de bastdo, como mostrado na Fig. 2, com 16nm de espessura e 54nm de comprimento em média.

Fig. 2 Micrografia de microscopia eletronica de transmissdo da nano-hidroxiapatita
Preparagdo dos espécimes

Os blocos de esmalte foram obtidos a partir das faces vestibulares de dentes incisivos bovinos
higidos, armazenados em solucdo timol a 0,1% sob refrigeragdo (4°C). Os dentes foram fixados em placas de
acrilico (40 x 40 x 5 mm) e seccionados transversalmente na jun¢do amelocementdria, para separar as coroas das
raizes, através do emprego de disco diamantado dupla face (Modelo 12205, Extec®, Enfield, CT, EUA)
montado a uma cortadeira metalografica (Isomet®, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA), sob baixa rotacdo e
refrigeracdo abundante. Foram realizados cortes seriados nas faces vestibulares dos dentes para obtencdo de
blocos contendo esmalte (4 x 4 x 3 mm). Apds o seccionamento dos dentes, estes foram adaptados em uma
politriz metalografica automatica (EcoMet 300, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) e a planificagdo foi realizada
sob refrigeracdo utilizando-se lixas de granulacdo #320, #600 e #1200. As amostras foram, em seguida, polidas
com disco de feltro e suspensdo de diamante para polimento de 1 ym (MetaDi, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL,
EUA). Entre cada etapa, os dentes foram conduzidos a uma cuba ultrassdnica (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil)
por 10 minutos para limpeza destes.

Microdureza de superficie

A microdureza foi realizada apds o polimento com a finalidade de padronizar as amostras. Foi
utilizado um diamante acoplado a um microdurdmetro (Microhardness Tester FM 100, Future Tech, Fujisaki,
Kawasaki-City, Japan) com carga estitica de 25g por 10 segundos em esmalte [18]. Foram realizadas cinco
endentacdes na regido central de cada bloco, separadas entre si por uma distincia de 100 gm. Dos espécimes
avaliados, 89 com microdureza inicial (KHN;) variando 10% em torno da média encontrada (330 KHN) foram
selecionados para o estudo.

Preparacgdo das solu¢des desmineralizante e remineralizante

As solucdes foram preparadas a partir do método descrito por Molina et al [19]. A solugdo
desmineralizante, solu¢cdo tampao acetato 0,05M contendo 1,28mM Ca, 0,74 mM P e 0,03 ug F/mL, pH 5.0, foi
preparada a partir dos sais de Ca(NO;),.4H,0, KH,PO, e NaF. Essa solucdo foi utilizada para induzir lesdes de
cérie nos blocos de esmalte e também no protocolo de ciclagem de pH. A solucdo remineralizante, 1,5mM Ca,
0,9 mM Pi, 150 mM KCI e 0,05 pg F/mL em tampdo Tris 0,1M, pH 7,0, foi preparada a partir dos sais
Ca(NO;),.4H,0, KH,PO,, KCI e NaF. A proporcdo de solucdes desmineralizante (DES) e remineralizante (RE)
por drea do bloco foi de 625 e 3,12mL/mm?>, respectivamente. Para indu¢do da lesdo inicial de cdrie, os
espécimes foram mantidos em 2 mL de solu¢gio DES/mm? de esmalte exposto, durante 36h a 37°C sob agitagio.
Apés esse tempo, as amostras foram lavadas com dgua destilada e deionizada durante 30 segundos. Os
espécimes foram novamente avaliados quanto a microdureza de superficie e 75 deles com valores pds inducdo de
céarie (KHN) entre 40 e 100 KHN foram selecionados para o estudo. Esses 75 espécimes foram distribuidos
aleatoriamente e apds a distribuicdo, cada grupo foi avaliado estatisticamente quanto a normalidade. Todos os
grupos apresentaram normalidade e homogeneidade entre as variancias.

Preparacdo dos géis experimentais

Os géis experimentais foram manipulados no laboratério de farmacotécnica do curso de Farmécia
da Faculdade de Farmdcia, Odontologia e Enfermagem (FFOE) da Universidade Federal do Ceard (UFC) com os
seguintes componentes: carboximetilcelulose, sacarina, glicerina, dgua destilada e deionizada [20]. A
concentracdo de F utilizada foi de 1,23% na forma de NaF e a concentracdo de nano-hidroxiapatita foi de 10%
em peso [8]. O pH final dos géis teve valor entre 4,6 e 4,8, portanto um pH 4cido [9].

Aplicagdo dos tratamentos
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Setenta e cinco blocos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (n=15) e submetidos a um
dos seguintes tratamentos: gel controle negativo (G, gel sem fldor e sem hidroxiapatita), gel fluoretado (Gyg), gel
nano-hidroxiapatita (Gy), gel nano-hidroxiapatita e fldor (Gyg), gel fluoretado comercial a 1.23%F (DFL,
Petrépolis, RJ, Brasil) (Gge, controle positivo). Os tratamentos foram aplicados uma tdnica vez, por quatro
minutos, sobre o esmalte com lesdo inicial de cdrie. A quantidade de gel foi padronizada em 0,1 mL gel/ bloco
com auxilio de seringas descartdveis. Decorrido esse tempo, os géis foram removidos com auxilio de gaze estéril
umedecida em dgua destilada e deionizada, e os espécimes foram lavados com dgua destilada por 30 segundos.

Ciclagem de pH

Os blocos foram mantidos individualmente durante 4h na solu¢do desmineralizante e 20h na
solucdo remineralizante, a 37°C, sob agitacdo. Duas vezes por dia (antes e depois da imersdo na solucdo
desmineralizante), os blocos foram lavados com dgua destilada e deionizada. Nos 3°, 5° e 7° dias, as solugdes
DES e RE foram substituidas por outras novas. Ap6és o ciclo de oito dias, os blocos permaneceram na solugdo
remineralizante durante mais 24 h, até as analises.

Microdureza pds ciclagem de pH

Apés a ciclagem de pH, a microdureza final (KHNg) do esmalte foi analisada e foi calculado o
percentual de ganho de microdureza %KHN = 100(KHN-KHN)/(KHN,-KHN(), como feito em estudo anterior
por Lippert e Juthani [21]. Subsequentemente, todos os blocos foram seccionados longitudinalmente através do
centro e a microdureza da seccdo transversal foi medida na superficie interna de uma das metades, para a
determinac@o da drea de perda mineral (AS). Para a realizacdo da microdureza longitudinal, trés sequéncias de
10 impressdes nas distancias de 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150, 200, 300 um da superficie externa do esmalte
foram realizadas na drea central dos blocos e outras duas a 100 um a direita e a esquerda. Os valores médios dos
trés pontos medidos foram calculados em cada distancia. A perda integrada de dureza de subsuperficie (AS) foi
calculada subtraindo-se a drea integrada da dureza da lesdo até o esmalte higido da 4rea integrada da dureza do
esmalte higido (4rea destacada em preto na Fig. 3), para isso foi utilizado o software Winplot.

Fig. 3 Perda integrada de dureza de subsuperficie (AS)
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

FTIR foi utilizado para analisar a composi¢do quimica das amostras pds-tratamento, buscando
avaliar uma possivel formacdo de compostos pela interacdo dos géis com o espécime. Para esse teste, foram
utilizados blocos de cada grupo experimental, bem como blocos de dente higido e de dente com cdrie sem ser
submetido a tratamento, com a finalidade de promover uma compara¢do. Os espécimes bovinos contendo
esmalte e dentina foram cortados e lixados para obtencdo de blocos contendo somente esmalte. Logo apds, esses
blocos foram moidos e resultaram em um po, que foi utilizado para os testes de espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier. Os espectros de FTIR foram obtidos com uma faixa de 400-4000 cm™, utilizando-
se 128 scans e com uma resolugio de 2 cm™. O espectrometro utilizado foi 0 modelo Vertex 70V (Bruker Optics
Inc., Billerica, MA, USA).

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Apos a analise da microdureza, amostras representativas de cada grupo foram selecionadas
aleatoriamente e foram preparadas para analise em MEV. Essa preparacédo foi feita com disposi¢do das amostras
em stubs, seguida da metalizagdo com ouro. Os espécimes foram, entdo, examinados para se observar a
morfologia das superficies de esmalte apds os diferentes tratamentos, com o uso de um microscopio eletroénico
de varredura Quanta FEG 450 (FEI Company, Oregon, USA), com magnitude de 100.000x e poténcia de 20kV.

Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Lilliefors, utilizando-se o software
Sigmastat 3.5. O percentual de recuperagdo de microdureza superficial (% KHN) entre os tratamentos foi
analisado por ANOVA a um fator, seguida pelo teste T. Para andlise da perda integrada de dureza de
subsuperficie foi realizada ANOVA a um fator. O nivel de significancia foi fixado em 0,05% (p< 0,05).
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Resultados

Microdureza de superficie e em corte longitudinal

Os resultados obtidos estdo apresentados na Fig. 4 e mostram que o percentual de recuperagdo da
microdureza superficial (%KHN), ao fim da ciclagem, foi semelhante estatisticamente (p>0,05) em todos os
niveis de tratamentos (Gr, Gy, Ggn, Grc); € que os tratamentos obtiveram melhores resultados que o grupo
controle negativo G.

Fig. 4 Percentual de recuperagdo da microdureza de superficie. Letras semelhantes representam auséncia de
diferencas estatisticas significantes.

Quando avaliado o valor da area de perda mineral (AS) na microdureza de corte longitudinal, ndo
houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p>0,05). Os valores estdo dispostos na Fig. 5.

Fig. 5 Microdureza longitudinal. Letras semelhantes representam auséncia de diferengas estatisticas
significantes.

FTIR

A Fig. 6 mostra os picos encontrados ao se analisarem as amostras de cada grupo. Os espectros
revelaram os mesmos grupamentos quimicos para todas as amostras. O pico 1 (450-700 cm™) representa o modo
de deformagio do grupamento fosfato (PO,); o pico 2 (845-890 cm™), o modo de deformagio do carbonato
(COs); o pico 3 representa 0 modo de estiramento do fosfato (887-1200 cem); o pico 4, o modo de estiramento
do carbonato (1350-1520 cm™); e o pico 5 (1575-1730 cm™) é referente ao grupamento amida [22].

Fig. 6 Picos encontrados ao espectrometro de infravermelho
MEV

A morfologia superficial dos espécimes estd disposta na Fig. 7. Nos tratamentos com flior (Gg e
Grc), as imagens da superficie do espécime mostraram uma caracteristica de crescimento dos cristais de apatita.
Nos tratamentos com nano-hidroxiapatita (Gye Gyg), a superficie do esmalte foi coberta por particulas finamente
divididas e unidas, formando uma camada superficial microestrutural.

Fig. 7 Micrografias por MEV com magnitude de 100.000x e poténcia de 20 kV. a) G, b) G, ¢) Gy, d) Gyg, €)
Ge

Discussao

O uso de biomateriais baseados em nanotecnologia pode ser uma estratégia importante na
prevencdo da cdrie dentdria. A nano-hidroxiapatita vem sendo estudada como um material biomimético com
capacidade de reconstruir o esmalte desmineralizado e avaliada como um agente anticdrie eficaz devido ao seu
potencial remineralizador [14]. A nano-hidroxiapatita ¢ um composto de fosfato de cdlcio com uma estrutura
semelhante & da parte mineralizada da dentina e do esmalte [16]. E bioativa e biocompativel. As pesquisas
propéem que a nano-hidroxiapatita pode reparar o esmalte danificado através da fixacdo de moléculas a
superficie do tecido ou até mesmo a possibilidade de preencher defeitos e microporos nos dentes
desmineralizados [14].

Foi adotado um pH 4cido para os géis experimentais com base em estudos anteriores [9, 23], os
quais constataram que a solubilidade da nano-hidroxiapatita ¢ aumentada em condicdes 4cidas. Logo, ela se
deposita sobre a superficie desmineralizada para reparar biomimeticamente as lesdes. Além disso, a superficie
das lesdes artificiais assumiria um potencial eletrostético negativo. Assim, a forca de repulsdo eletrostatica entre
a nanoparticula e o esmalte do dente seria reduzido, levando a um aumento da deposi¢cdo em condi¢des dcidas.
Outro fator que contribuiu para os resultados encontrados foi a concentracdo 10% em peso de nano-
hidroxiapatita utilizada neste estudo. De acordo com estudo realizado por Huang, Gao e Yu [8], em que foram
avaliadas diferentes concentragdes, entre estas, as de 10% e 15% em peso obtiveram melhores resultados de
remineraliza¢do sem diferengas entre elas.

O presente estudo analisou o efeito de géis experimentais contendo nano-hidroxiapatita associada
ou ndo ao flior sobre a remineralizacdo de lesdes iniciais de cdrie em esmalte. Os resultados revelaram que os
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tratamentos com fldor e/ou nano-hidroxiapatita foram mais eficazes em recuperar a microdureza do esmalte do
que o controle negativo; no entanto, esses tratamentos ndo tiveram diferencas entre si. Haghgoo, Rezvan e
Zeinabadi [16] compararam o efeito de vdrias concentracdes de nano-hidroxiapatita e fluoreto de sédio na forma
de bochechos sobre lesdes de carie iniciais em esmalte humano, encontrando resultados semelhantes de eficacia
sobre a remineralizacdo, mas sem diferencas entre eles. Huang et al [14] analisaram o efeito da Galla Chinensis
combinada a nano-hidroxiapatita na remineraliza¢do de lesdes primdrias em esmalte bovino e mostraram que o
aumento em microdureza do esmalte apds a aplicagdo desses materiais foi maior do que o controle negativo, o
que estd em acordo com os resultados deste estudo. Esses resultados sio justificados pela deposicdo de particulas
na superficie da lesdo no esmalte, levando a um aumento nos valores de microdureza. Em contrapartida, o grupo
sem essas particulas ndo apresentou deposicdo e, consequentemente, ndo teve aumento na microdureza [15].

A andlise da microdureza de corte longitudinal, no presente estudo, mostrou que a nano-
hidroxiapatita e o flior foram significativamente eficazes em reverter a progressdo da lesdo superficialmente,
mas pouco efeito de remineralizacdo foi obtido em profundidade. O valor da drea de perda mineral (AS) na
microdureza de corte longitudinal mostrou que pouca mudanca ocorreu em profundidade antes e depois da
remineralizacdo. Esses resultados podem sugerir que a nano-hidroxiapatita e o flior proporcionam um maior
depésito mineral sobre a camada externa do que no corpo da lesdo. Remineralizacdo € o processo de
transferéncia de anions e cations; essa difusdo de fons minerais pode ter sido inibida pela camada superficial
mineralizada. Isso pode explicar por que a remineraliza¢do completa ndo foi alcancada [14].

As superficies de esmalte sob diferentes tratamentos foram examinadas por microscopia eletronica
de varredura (MEV). As diferentes morfologias de superficie do esmalte nos tratamentos correspondentes podem
ser devido aos diferentes tratamentos. Nos tratamentos com fldor, as imagens superficiais mostraram uma
caracteristica de crescimento dos cristais de apatita semelhante ao que Huang, Gao e Yu [8] encontraram. Nos
grupos de nano-hidroxiapatita, a superficie do esmalte foi coberta por particulas finamente divididas e unidas,
formando uma camada superficial microestrutural. Ao mesmo tempo, os proprios glébulos pareciam ser
aglomerados de particulas ainda menores. Do ponto de vista do mecanismo de remineralizacdo, os cristais de
nanoparticula encontravam-se sedimentados nas superficies do esmalte e preenchendo os espacos
desmineralizados, resultando em diminui¢do dos defeitos da superficie do esmalte e aumento da microdureza de
superficie. Os resultados da andlise de microdureza superficial foram apoiados pela morfologia cristalina
observada.

A partir da andlise de FTIR, foi possivel constatar que os componentes quimicos do esmalte
submetido a diferentes tratamentos remineralizantes foram os mesmos em todos os grupos. Estudo anterior
realizado por Reyes-Gasga et al [25], para avaliar o indice de cristalinidade do esmalte humano sadio e da
hidroxiapatita sintética, encontrou indices com comportamento qualitativo semelhante para ambas as amostras,
assim como este estudo. Os grupamentos presentes foram fosfato, carbonato e amida, que fazem parte da
constitui¢cdo normal dos dentes. A aplicacdo do gel com nano-hidroxiapatita e flior ndo ocasionou a formacao de
um composto diferente, o que pode significar que a nanoparticula ndo interagiu ativamente com o esmalte,
havendo apenas uma deposi¢cdo mecanica [25, 26].

O efeito da nano-hidroxiapatita sobre a remineralizacdo de lesdes iniciais de cdrie em esmalte,
empregando um modelo de ciclagem de pH, foi confirmado; no entanto, o possivel efeito sinérgico entre nano-
hidroxiapatita e fldor ndo foi constatado através deste estudo. Em conclusdo, o estudo demonstrou que os géis
experimentais contendo nano-hidroxiapatita podem ser benéficos na promoc¢do da remineralizacio.
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4 CONCLUSOES GERAIS

1. Os géis foram eficazes na remineralizacdo das lesdes iniciais de carie em esmalte.
2. A associagdo de nano-hidroxiapatita e flior ndo proporcionou efeito sinérgico.
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