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RESUMO

Dentifricios comerciais livres de Triclosan (TCS), Lauril Sulfato de Sodio (LSS), parabenos
e/ou fluor encontram-se disponiveis no mercado, reportando-se como naturais e com menor
risco a saude. Entretanto, evidencia-se um reduzido nimero de estudos rigorosos quanto a sua
seguranca e eficécia. Este trabalho objetivou avaliar a eficacia de alguns dentifricios naturais
comerciais referente a prevencédo de carie. Realizou-se um experimento laboratorial do tipo in
vitro, randomizado, com 5 grupos experimentais (n= 9) para investigacao da eficacia anticarie.
Os tratamentos consistiram em: dentifricio com fluoreto de estanho e LSS; dentifricio a base de
nim, semente de uva, alcaguz, erva-doce, cravo e horteld-pimenta; dentifricio a base de
camomila, babosa, nim, hibisco, manjericdo e cha verde; dentifricio a base de melaleuca; sem
tratamento (controle negativo - agua destilada). Os dentifricios testados foram analisados
quanto ao potencial antibiofilme. Os espécimes de esmalte foram submetidos a formacéo de
biofilme por Streptococcus mutans e receberam os tratamentos acima citados, duas vezes ao
dia, durante 4 dias. As analises de biofilme foram avaliadas por Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) e peso seco; as alteracdes na estrutura do esmalte foram avaliadas por
Microdureza Longitudinal (ML), morfologia das superficies de esmalte por meio da
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e da Microscopia de Luz Polarizada (MLP).
Submeteram-se os dados obtidos aos testes de ANOVA e pos-teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%. Verificou-se que o dentifricio com fluoreto de estanho mostrou menores
valores na contagem de UFC e resultados estatisticamente semelhantes ao dentifricio de nim e
o de melaleuca quanto ao peso seco de biofilme, sugerindo maior efeito inibitdrio de biofilme
do que o controle negativo e o dentifricio de camomila; na analise de ML, a &gua destilada e o
dentifricio de camomila apresentaram os menores valores nas profundidades de 10 até 100 pm.
Nas analises qualitativas, houve semelhanca de resultados entre o controle negativo e 0 grupo
tratado com o dentifricio de camomila, ambos com maior perda mineral, e diferencas entre estes
e 0s demais grupos. Com base nos resultados obtidos e dentro das limitagcdes deste estudo,
concluiu-se que o dentifricio de fluoreto de estanho teve consideravel eficacia no controle de
biofilme. Os dentifricios de nim e de melaleuca apresentaram os resultados de perfil de dureza,
MEV e MLP semelhantes ao fluoretado, porém nenhum dos tratamentos impediu 0 surgimento
de les@o de subsuperficie.

Palavras-chave: Carie dentaria. Dentifricios. Esmalte dentario. Streptococcus mutans.

Fitoterapia.



ABSTRACT

Commercial dentifrices free of Triclosan (TCS), Sodium Lauryl Sulfate (LSS), parabens and/or
fluorine are available, reported as natural and with less risk to health. However, there is a small
number of rigorous studies regarding its safety and efficacy. This work aimed to evaluate the
effectiveness of some commercial natural dentifrices regarding caries prevention. A
randomized in vitro laboratory experiment was carried out with 5 experimental groups (n=9)
to investigate the anticaries efficacy. The treatments consisted of: dentifrice with stannous
fluoride and LSS; dentifrice based on neem, grape seed, licorice, fennel, cloves and peppermint;
toothpaste based on chamomile, aloe, neem, hibiscus, basil and green tea; tea tree toothpaste;
without treatment (negative control - distilled water). The tested dentifrices were analyzed for
antibiofilm potential. The enamel specimens were submitted to biofilm formation by
Streptococcus mutans and received the treatments mentioned above, twice a day, for 4 days.
Biofilm analyzes were evaluated by Colony Forming Units (CFU) and dry weight; changes in
enamel structure were evaluated by Longitudinal Microhardness (LM), morphology of enamel
surfaces by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Polarized Light Microscopy (PLM). The
data obtained were submitted to ANOVA and Tukey's post-test, with a significance level of
5%. It was found that the dentifrice with stannous fluoride showed lower values in the CFU
count and statistically similar results to the neem and tea tree dentifrices regarding the dry
weight of biofilm, suggesting a greater inhibitory effect of biofilm than the negative control and
the dentifrice of chamomile; in the LM analysis, distilled water and chamomile dentifrice
showed the lowest values at depths from 10 to 100 um. In the qualitative analysis, there were
similar results between the negative control and the group treated with chamomile toothpaste,
both with greater mineral loss, and differences between these and the other groups. Based on
the results obtained and within the limitations of this study, it was concluded that the stannous
fluoride toothpaste had considerable effectiveness in controlling biofilm. The neem and tea tree
dentifrices presented the results of hardness profile, SEM and PLM similar to fluoride, but none

of the treatments prevented the appearance of subsurface lesion.

Key words: Dentifrices. Dental Caries. Dental Enamel. Streptoccus mutans. Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos séculos, a humanidade tem se beneficiado de substancias naturais para
prevenir e tratar moléstias, como as doencas bucais. Nesse viés, medicamentos fitoterapicos
tém sido usados h& mais de 2.000 anos com o objetivo de manter a boa higiene oral e prevenir
inflamac6es (PALOMBO, 2011). Desse modo, algumas plantas e outras substancias de origem
natural tém atraido a atencdo por estarem sendo incorporadas a produtos para higiene bucal,
como enxaguatorios e dentifricios (CHINSEMBU, 2015). Essas substancias podem apresentar
a capacidade de reduzir as populagdes da microbiota oral, bem como sua adeséo e colonizagéo,
sem causar resisténcia bacteriana nem efeitos adversos (CHINSEMBU, 2015; KOUIDHI; AL
QURASHI; CHAIEB, 2015).

A titulo de ilustracdo, a céarie dentaria € uma doenca dependente de biofilme e de
consumo de carboidratos fermentaveis para seu inicio e evolucdo (PAES LEME et al., 2006;
TENUTA,; CURY, 2010). Nas ultimas 3 décadas, a carie de denticdo decidua ndo tem
apresentado alteracdes globais significativas (PERES et al., 2019), mas ocupa, dentre as 30
principais afeccdes, a 52 posicdo, mostrando as mais altas taxas de incidéncia (GBD, 2017).
Com relacdo a denticdo permanente, dados dos Gltimos 6 anos apontam esta como a condi¢ao
mais comum em todo o mundo (PERES et al., 2019). Uma alteragdo ecoldgica no ambiente do
biofilme em contato com a superficie dental, ocasionada por acessos frequentes desse biofilme
a carboidratos fermentaveis da dieta, conduz a uma modifica¢do de populacdo microbiana de
baixo poder cariogénico para uma de alto poder cariogénico, paralelamente a um aumento na
producdo de &cidos organicos (DIBDIN; SHELLIS, 1988), o que promove perda de tecidos
dentais mineralizados e resulta em cérie (FEJERSKOV; LARSEN, 2015).

Nesse contexto, diante da existéncia de doencas bucais como a lesdo de cérie dentaria,
o melhor método para prevenir e reduzir essa doenca, bem como a inflamacéo gengival, é a
remocao mecanica do biofilme com escovacdo aliada ao uso de dentifricios os quais contenham
agentes quimicos que possam melhorar sua eficacia e reforcar sua acdo antibacteriana
(SALIASI et al., 2018). Os dentifricios, geralmente encontrados em forma de creme ou de gel,
idealmente se propdem a aparelhar o ato da escovacdo, promovendo, durante a remogéo de
residuos alimentares do meio bucal, a limpeza, a boa estética e a saude bucal, auxiliando na
prevencdo de doencas periodontais e de carie, por atuarem como veiculos para substancias
quimicas que podem ser incorporadas as suas diferentes formulagdes e que podem, além de
potencializar a acdo de limpeza e de conferir sensacdo de refrescancia, apresentar propriedades

antibacterianas, remineralizantes, dessensibilizantes, entre outras (FIORILLO et al., 2020).
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Dessa forma, agentes como Triclosan (TCS), Lauril Sulfato de Sodio (LSS) e parabenos
foram adicionados aos dentifricios para reforcar sua acdo antibiofilme (CHINSEMBU, 2015;
SALIASI et al., 2018). O Triclosan, componente incorporado a uma variedade de produtos de
higiene pessoal, inclusive dentifricios, € um antimicrobiano que apresenta utilizacao desde 1972
e que possui a capacidade de interromper os processos bioldgicos (WEATHERLY; GOSSE,
2017). O Lauril Sulfato de Sodio é um surfactante adicionado aos dentifricios para promover
tanto limpeza quanto efeitos antibacterianos (SALZER et al., 2016) e a formag&o de espuma,
auxiliando na dispersdo do dentifricio no meio bucal (SHIM et al., 2012). Como conservantes,
0s parabenos sdo adicionados a composicdo dos dentifricios para impedir a contaminagéo
desses produtos por microrganismos ap6s a abertura, uma vez que os dentifricios, por serem
umidos, conferem um meio favoravel ao crescimento bacteriano (PARK et al., 2014).

Ademais, sabe-se que o ion fluoreto € um componente bastante comum dos dentifricios
e inibe o processo carioso devido ao seu poder de reduzir a desmineralizagédo e potencializar a
remineralizacdo das estruturas mineralizadas dos dentes (CURY et al.,, 2016; CURY;
TENUTA, 2009; TENUTA et al., 2008). A literatura aponta a escovacdo dentaria com
dentifricios fluoretados como o Unico procedimento cujos resultados na reducdo da carie
dentéria sdo fortemente baseados em evidéncias cientificas claras (MARINHO et al., 2004). Os
dentifricios fluoretados sdo, contemporaneamente, 0 método mais amplamente utilizado para
manter fluoreto sollvel disponivel na cavidade bucal, o que constitui um importante papel na
reducdo de lesbes de carie (CURY et al., 2004; TENUTA; CURY, 2010; VALE et al., 2007).
Nesse sentido, o ion fluoreto pode apresentar-se combinado com diferentes ions nas
formulagdes de dentifricios comerciais, inclusive com ions metalicos, e uma das combinacdes
mais comuns do ion fluoreto, aceita pela ADA (American Dental Association) como
clinicamente eficaz, € com o ion estanho (Il), formando o fluoreto de estanho (SnF»); tal
combinacdo tem chamado a atencdo pelo seu poder cariostatico, explicado pelo potencial
antimicrobiano do ion estanho e pela sua alta afinidade por superficies de apatita, formando
uma capa protetora no esmalte dentario, protegendo-o dos acidos erosivos (FIORILLO et al.,
2020; LIPPERT, 2016), além de sua boa substantividade oral, especialmente em biofilmes
dentais (SCOTT et al., 2009).

Entretanto, de acordo com alguns estudos, componentes tais como 0s supracitados
podem representar um risco para a saude humana. A literatura sugere resisténcia bacteriana ao
Triclosan, bem como efeitos toxicos decorrentes de seu uso e reducdo de sua eficacia clinica
(CHINSEMBU, 2015; WEATHERLY; GOSSE, 2017), além de possiveis efeitos adversos a

salde humana e ao meio ambiente, o que tem levado fabricantes a ndo mais utilizarem essa
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substancia na composic¢éo de varios produtos de higiene (RANDALL ; SEOW; WALSH, 2015).
Ja o Lauril Sulfato de Sodio, apesar dos beneficios apresentados, pode desencadear efeitos
indesejados (HEALY et al., 1999; HOOGENDOORN; SCHOLTERS, 1979; SHIM et al.,
2012), induzindo a uma descamacdo das camadas superficiais de mucina, o que reduz a
resisténcia da mucosa oral (SIEGEL; GORDON, 1986). No caso dos parabenos, existe uma
preocupacdo com as propriedades toxicas dessas substancias, como efeitos alergénicos e
carcinogénicos (PARK et al., 2014). Em relacdo ao fldor, ha estudos que apontam para uma
influéncia negativa do fluoreto, relacionada, principalmente, a fluorose dentaria (WONG et al.,
2010; WRIGHT et al., 2014).

Com base nessas propriedades negativas das referidas substancias, surgiram dentifricios
comerciais livres de Triclosan, Lauril Sulfato de Sodio, parabenos e flGor, contendo substancias
gue pudessem substitui-las, como: timol, nim, melaleuca, camomila, cha verde, com a fungéo
antiplaca e antibacteriana; 6leo de coco sédico, lauril glicosideo, extrato de Quillaja saponaria
e sarcosinato de lauroil sédico como surfactantes; babosa como adstringente; benzoato de sddio
e sorbato de potassio como conservantes (CHINSEMBU, 2015).

As propriedades antimicrobianas dos dentifricios e enxaguatdrios cujas composicdes
contém predominantemente substancias naturais variam bastante; todavia, poucos produtos
desse tipo tém sido submetidos a analises padronizadas, conforme evidenciado pelo nimero
ainda reduzido de informagdes sobre sua seguranca e eficacia na literatura (BHAT; HEDGE;
RATHEESH, 2014; LEE; ZHANG,; LI, 2004), nos quesitos acdo antimicrobiana e prevencéo a
desmineralizacdo do esmalte dentario (BRAGA et al., 2019; FREIRES; ROSALEN, 2016).

Nessa perspectiva, investigacBes na area tém sido incentivadas devido a pouca
quantidade de estudos que avaliem dentifricios comerciais denominados naturais quanto ao
controle de biofilme cariogénico. Considerando que a oferta e 0 consumo de produtos naturais
tém aumentado - estimulados pela filosofia de que o uso de cremes dentais com agentes naturais
ndo gera riscos a saude e pelos estudos os quais apontam para o ion fluoreto, o Triclosan, o
Lauril Sulfato de Sodio e os parabenos como componentes de cremes dentais que apresentam
riscos para a salde humana -, é essencial investigar se realmente ha eficacia de alguns
dentifricios comerciais baseados em produtos naturais comerciais no quesito prevengdo contra
a doenca carie, justificando a relevancia deste estudo, que tem como objetivo avaliar a eficacia

de dentifricios naturais comerciais no controle de lesdes iniciais de carie em esmalte humano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilme e Céarie dentaria

O biofilme formado sobre as superficies dos dentes, também conhecido como placa
dentéria, abriga diversas espécies de microrganismos orais acumulados e organizados de forma
espacial (MARSH; MARTIN, 2009), desenvolvendo uma comunidade embebida numa matriz
de polimeros extracelulares sob condi¢des heterogéneas, onde acontecem interacdes entre essas
multiplas espécies (HOJO et al., 2009; KARATAN; WATNICK, 2009; KURAMITSU et al.,
2007; STOODLEY et al., 2002). Ele tem inicio quando apenas algumas espécies de
microrganismos conseguem aderir a pelicula adquirida, a qual consiste num envoltorio formado
sobre a superficie dos dentes quase imediatamente apos a higiene bucal ou a erupcao dentaria
e se constitui principalmente por moléculas da saliva e pelo fluido crevicular gengival
(proteinas e glicoproteinas) e até mesmo das proprias bactérias residentes do meio bucal
(HANNIG; HANNIG; ATTIN, 2005). A principio, a pelicula causa uma mudanca na carga da
superficie dentéria e favorece uma colonizacdo primaria de microrganismos, que se mantém
préximos a superficie dentaria por meio de ligacdes fracas e reversiveis (KOLENBRANDER
etal., 2010; MARSH, 2010).

As principais bactérias colonizadoras iniciais, com capacidade de tornar as ligacfes em
irreversiveis, sdo estreptococos como Streptococcus mitis e Streptococcus oralis (MARSH,
2010), os quais, por meio de adesinas, ligam-se a receptores existentes na pelicula adquirida; a
partir dai, essa mudanca de ligacdo propicia 0 aumento das populacGes das espécies pioneiras
(MARSH, 2010; WHITTAKER; KLIER; KOLENBRANDER, 1996), e seu metabolismo,
devido ao consumo de oxigénio, torna o ambiente progressivamente mais anaerobio (MARSH,
2010). As bacteérias aderidas a superficie dental produzem a matriz da placa bacteriana, formada
por polimeros extracelulares (PEC), que tém o poder de ligar, reter e interferir na penetracao de
moléculas no ecossistema do biofilme (ALLISON, 2003; VU et al., 2009), armazenar dgua e
nutrientes, proteger microrganismos da placa contra as respostas imunes do hospedeiro e contra
agentes antimicrobianos (KOLENBRANDER et al., 2010; MARSH, 2010).

As espécies de um biofilme tendem a chegar a uma estabilidade ou a um equilibrio com
0 passar do tempo, o que se chama homeostase microbiana, refletindo um estado de dinamismo
continuo marcado por interagdes entre as especies que compdem aquela comunidade, e, a
menos que haja alguma mudanca marcante no ambiente bucal, a comunidade permanece estavel

(MARSH, 1989). Porém, na presenca de uma mudanca significativa, o equilibrio pode ser
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quebrado e favorecer o surgimento e desenvolvimento de alguma doenca na cavidade bucal
(BOWEN, 2015; MARSH, 2010), por exemplo, a cérie dentéria.

Nesse contexto, a carie € uma doenca agucar-biofilme dependente, que acontece devido
a estagnacao de biofilme na superficie dentaria e a progressiva destruicdo dos tecidos dentais
mineralizados cobertos pela placa como resultado de uma alteracdo no ambiente ecoldgico e na
atividade metabdlica da placa bacteriana, devido a constancia de uma dieta rica em carboidratos
fermentaveis (TENUTA; CURY, 2010). Os carboidratos da dieta sdo utilizados pelos
microrganismos do biofilme para produzir acidos os quais provocam a perda de minerais dos
tecidos duros dos dentes; se a sacarose, carboidrato mais cariogénico da dieta, for utilizada, as
bactérias do biofilme podem também sintetizar polissacarideos intracelulares e extracelulares
gue aumentam a cariogenicidade do biofilme (BOWEN, 2002; DIBDIN; SHELLIS, 1988;
NEWBRUN, 1967; VAN HOUTE; RUSSO; PROSTAK, 1989). Aliado a isso, 0s
microrganismos de alta cariogenicidade, capazes de sobreviver em meio acido, produzem mais
acido e provocam um desequilibrio entre os processos de desmineralizacdo e remineralizacdo
(DES-RE), o que conduz a perda progressiva de minerais pelas estruturas mineralizadas dos
dentes e inicia a lesdo de carie detectavel clinicamente (TEN CATE et al., 2011).

J& a bactéria Streptococcus mutans € um patdgeno Gram-positivo oral que esta
eminentemente envolvido em processos cariogénicos como organismo pioneiro (CONRADS;
ABOUT, 2018), tem potenciais acidogénico (habilidade de transportar e metabolizar uma
grande variedade de carboidratos em &cidos organicos) e aciddrico (capacidade de se
desenvolver em condicGes de baixo pH) e, a partir da sacarose, sintetiza o glucano, um polimero
extracelular que atua promovendo a fixagcdo permanente desse microrganismo em tecidos duros
e o desenvolvimento da matriz polimérica extracelular (BOWEN; KOO, 2011; ZENG;
BURNE, 2013); além de contribuir, assim, para que outros microrganismos acidogénicos e
acidaricos possam se desenvolver no biofilme (LEMOS; BURNE, 2008; LEMOS et al., 2019).

Nesse viés, o biofilme bacteriano na superficie dental sintetiza os acidos, que se
difundem entre os prismas do esmalte dental e para o interior deles, promovendo dissolugéo de
minerais e liberagdo de ions, como hidrogénio, fosfato e calcio, induzindo & formagéo de uma
lesdo de subsuperficie ou de mancha branca, que, a principio, possui superficie aparentemente
intacta (FEATHERSTONE, 2000). A lesdo de mancha branca é a primeira manifestagéo
clinicamente detectavel da carie em esmalte e antecede a cavitacdo; seu aspecto esbranquicado
e opaco deve-se a alteragdo do indice de refracdo que o esmalte originalmente translicido sofre
com a perda de minerais e, consequentemente, com 0 aumento em sua porosidade
(FEATHERSTONE, 1999; FEJERSKOV; NYVARD; KIDD, 2011). Com uma semana de
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estagnacao de biofilme sobre o esmalte, nenhuma alteragéo clinica pode ser detectada; porém,
sob o aspecto histoldgico, a anélise com Microscopia de Luz Polarizada (MLP) j& apresenta
aumento de porosidade a partir de 20 um de profundidade, em relagéo a superficie do esmalte
(FEJERSKOV; NYVARD; KIDD, 2011). A porosidade do esmalte da subsuperficie
gradualmente aumenta mais do que na superficie, de forma que, apenas ap6s 14 dias de
estagnacdo do biofilme, detecta-se clinicamente, com secagem por jato de ar, a lesdo de mancha
branca e, ap6s 3 a 4 semanas, € possivel identificacdo de mancha branca sem o auxilio de jatos
de ar (FEJERSKOV; NYVARD; KIDD, 2011).

2.2 Dentifricios

A cérie dentaria é uma doenca bucal evitavel, que afeta a qualidade de vida e o bem-
estar das pessoas afetadas, desde criangas muito pequenas até adultos, bem como individuos
em idade mais avancada, e consiste em um problema de saude publica (PERES et al., 2019).

Nesse sentido, a eliminagdo do biofilme utilizando meios mecanicos - principalmente a
escovacao aliada a um dentifricio - evita 0 acimulo de placa sobre as superficies dentais e sobre
as gengivas (PANNUTI et al., 2003), mas a observancia e a habilidade em realizar uma higiene
bucal adequada séo, por vezes, deficientes (BHAT; HEDGE; RATHEESH, 2014). Por isso,
alguns agentes quimicos tém sido incorporados como coadjuvantes aos dentifricios para
permitir reducdo satisfatdria ou eliminagdo da placa bacteriana (BHAT; HEDGE; RATHEESH,
2014; CURY; TENUTA, 2014; PANNUTI et al., 2003).

A guisa de exemplificacdo, quando acontece ingest&o de acucar, se houver fon fluoreto
livre e soltvel no fluido do biofilme oral ou na saliva, esse ion exerce uma influéncia positiva
e significativa, interferindo no processo carioso por meio da reducdo da desmineralizacdo e do
aumento da remineralizacdo na superficie dentaria coberta por biofilme cariogénico (CURY et
al., 2004; DAWES, 1989; TENUTA; CURY, 2010; VALE et al., 2007). Apesar de reduzir a
perda mineral pelos tecidos duros dos dentes, isso ndo interfere nem no acumulo de biofilme
sobre a superficie dental, nem na producdo de acidos pela fermentagéo de acucares (TENUTA;
CURY, 2010); mas a incorporagédo do fluor as formulagdes dos dentifricios, bem como & agua
de abastecimento pablico, torna-se uma forte aliada na manutencéo da sadde oral e no controle
do risco as lesfes cariosas (CURY et al., 2004; CURY; TENUTA, 2014).

Outrossim, o ion fluoreto apresenta-se em diferentes combinacGes na formulacdo dos
dentifricios, sendo as combinagdes com ions metalicos as que tém apresentado efeito
significativo na reducéo de biofilme, como o diamino fluoreto de prata e o fluoreto de estanho
(FERNANDEZ et al., 2016; GONZALEZ-CABEZAS; FERNANDEZ, 2018), porém a
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primeira combinacdo apresenta como desvantagem o manchamento escurecido dos tecidos
dentais remineralizados (GONZALEZ-CABEZAS; FERNANDEZ, 2018). Desse modo, a
literatura recente tem apontado para o fluoreto de estanho presente nos dentifricios como um
importante componente capaz de inibir a formacdo de biofilme, além de evitar a
desmineralizacdo do esmalte, quando presente em biofilmes cariogénicos (FERNANDEZ et
al., 2016; GONZALEZ-CABEZAS; FERNANDEZ, 2018). Também existe a suposicio de que
0 estanho oferece resisténcia aos acidos formados no processo carioso, formando uma barreira
de difuséo (LIPPERT, 2016); todavia, 0 mecanismo de a¢do do fluoreto de estanho ainda nédo
estd completamente elucidado, apesar de j& haver comprovagdo da eficécia do fluoreto de
estanho presente nos dentifricios na reducio de biofilme (FERNANDEZ et al., 2016).

A partir do entendimento de que os dentifricios podem contar com agentes adjuvantes
no controle da doenca carie, alguns agentes antimicrobianos de origem quimica passaram a ser
adicionados a composigdo dos dentifricios; contudo, hodiernamente tem aumentado a
preferéncia de consumidores por produtos com ingredientes fitoterapicos destinados a saude
bucal (CHINSEMBU, 2015), por considerarem estes mais seguros do que os dentifricios com
agentes quimicos, uma vez que os denominados dentifricios “naturais” geralmente ndo contam
com uma série de produtos sintéticos e reduzem as popula¢des da microbiota oral, bem como
sua ades&o e colonizacdo (CHINSEMBU, 2015; KOUIDHI; AL QURASHI; CHAIEB, 2015;
PALOMBO, 2011), sem apresentarem o risco de causar resisténcia bacteriana (CHINSEMBU,
2015).

Ademais, os termos “herbal” ou “fitoterapico” na embalagem relacionam-se ao fato de
grande parte dos ingredientes ativos serem de origem vegetal (BHAT; HEDGE; RATHEESH,
2014). Componentes conhecidos por apresentarem alguma propriedade tém sido adicionados,
como 0s extratos vegetais, 0leos essenciais e outros compostos naturais, propondo acdes de
limpeza e anti-inflamatdria, de prevencéo a formacéo de biofilme, entre outras (CHINSEMBU,
2015; PANNUTI, 2003).

Em relacdo a inibicdo da formacéo de biofilme, associa-se tal propriedade ao uso de
Camellia sinensis (cha verde), Azadirachta indica (nim), Matricaria recutita (camomila), Vitis
vinifera (uva), Eugenia cariophyllus (cravo) (BATISTA et al.,, 2014; KOUIDHI; AL
QURASHI; CHAIEB, 2015), Ocimun sanctum (manjericéo sagrado) (AGARWAL; NAGESH,;
MURLIKRISHNAN, 2010), sendo Melaleuca alternifolia (tea tree), Aloe vera e hortela-
pimenta (Mentha piperita) indicados para potencializar a agdo antibacteriana (CHINSEMBU,
2015). Tal incorporagdo, com o intuito de substituir antimicrobianos de origem quimica como

0 TCS, tem sido motivada pelo fato de que o TCS produz resisténcia bacteriana por meio da
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modificacdo do local alvo, da alteracdo das bactérias do microbioma, desencadeando resisténcia
bacteriana e, por esse motivo, tem sido suprimido das formulag¢des de diversos produtos para
higiene humana e animal desde 2016 (WEATHERLY; GOSSE, 2017).

Para descrever de forma mais especifica as propriedades de alguns dos produtos
incorporados aos dentifricios comerciais utilizados no presente estudo, o extrato de nim
(Azadirachta indica), ha tempos, tem sido apontado por possuir atividades antifungicas, anti-
inflamatdrias, além de poder reduzir a capacidade de estreptococos colonizarem a superficie
dos dentes (WOLINSKY et al., 1996). Analogamente, 0 extrato de manjericio demonstra
atividade contra Streptococcus mutans, sendo também usado para tratar algumas doengas
(AGARWAL; NAGESH; MURLIKRISHNAN, 2010). Vitis vinifera (uva), mais
especificamente a uva passa, tem sido associada a supressao do crescimento de bactérias orais
que podem desencadear doencas (RIVERO-CRUZ et al., 2008). Aloe vera na forma de gel
apresenta propriedades anti-inflamatoérias e antioxidantes, além de efeitos inibitérios sobre
algumas bactérias periodontopatogénicas, cariogénicas e patogénicas oportunistas, por inibir a
sintese de proteinas de algumas células bacterianas (FANI; KOHANTEB, 2012).

Além disso, a Matricaria recutita (camomila) produz efeitos antimicrobianos e anti-
inflamatorios (BATISTA et al., 2014), e os 6leos essenciais extraidos de Melaleuca alternifolia
(tea tree) sdo utilizados como inibidores tanto de bactérias cariogénicas quanto de
periodontopatogénicas (ALLAKER; DOUGLAS, 2009), apresentando o poder de romper
membranas de células microbianas e de inibir a adesdo de Streptococcus mutans
(CHINSEMBU, 2015). Sobre Camellia sinensis (cha verde), a literatura tem apontado para a
sua atuacdo contra a carie, atuando contra Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, além
de eliminar o mau halito e apresentar propriedades antivirais (ALLAKER; DOUGLAS, 2009;
NAROTZKI et al., 2012). Oleo de cravo (Eugenia cariophyllus) tem efic4cia contra bactérias
cariogénicas e periodontopatogénicas (MOON; KIM; CHA, 2011). Existe recomendacdo para
0 uso de extrato etandlico da raiz de alcaguz (Glycyrrhiza glabra) para o controle de carie, uma
vez que ele produz efeito antibacteriano (MALVANIA et al., 2019), assim como 0Gleos
essenciais de hortela-pimenta (Mentha piperita) e de erva-doce (Foeniculum vulgare) tém acao
antibacteriana contra bactérias cariogénicas, incluindo Streptococcus mutans, e retardam a
formacdo de biofilme desse microrganismo in vitro (WIWATTANARATTANABUT,;
CHOONHARUANGDEJ; SRITHAVAJ, 2017).

Nessa perspectiva, € comum que muitos fabricantes de dentifricios herbais, motivados
principalmente pelo risco de fluorose dental, excluam o fluoreto de sua composi¢cdo, mesmo

sendo comprovado o fato de que esse item traz o beneficio de reducdo da desmineralizacéo e
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aumento da remineralizacdo presente no processo carioso (SHEEN; PONTEFRACT; MORAN,
2001).



19

3 HIPOTESE NULA

Os dentifricios comerciais a base de produtos naturais ndo tém agédo preventiva contra
lesGes iniciais de carie em esmalte, ndo conseguindo inibir a formacéo de biofilme nem impedir

a desmineralizagdo em esmalte.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito in vitro de dentifricios a base de ingredientes naturais na prevencgdo a
formagdo de lesdes iniciais de carie em esmalte humano, com énfase & observagdo de cada

produto quanto ao seu efeito antibiofilme e quanto ao controle de desmineralizacdo em esmalte.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar quantitativamente o biofilme formado por meio da contagem de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) e de peso seco;

e Analisar quantitativamente a area de perda mineral de cada espécime por meio da
Microdureza Longitudinal;

e Avaliar qualitativamente a perda mineral em superficie de esmalte, por Microscopia
Eletrdnica de Varredura, bem como em subsuperficie de esmalte, por meio de Microscopia de

Luz Polarizada.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

Apo6s submisséo do projeto na Plataforma Brasil e posterior aprovacdo no Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara
(CEP/UFC/PROPESC), #3.834.495, realizou-se o estudo utilizando blocos de esmalte obtidos
de terceiros molares humanos como unidades experimentais. Os dentes extraidos (por raz6es
clinicas) foram coletados ap6s o recebimento do Termo de Doagdo de Dentes assinado pelos
pacientes atendidos na Clinica de Cirurgia da Faculdade de Farmécia, Odontologia e
Enfermagem (FFOE) da UFC, conforme a Resolu¢édo 466/2012.

5.2 Delineamento experimental

Este estudo caracterizou-se por ser in vitro, laboratorial, randomizado e consistiu na
investigacdo da eficacia anticarie de dentifricios naturais comerciais. Foram realizadas analises
de biofilme por intermédio da avaliacdo de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) e peso seco
de biofilme; e as alteragdes na estrutura do esmalte foram avaliadas por Microdureza
Longitudinal (ML), morfologia das superficies de esmalte por meio da Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) e da Microscopia de Luz Polarizada (MLP). Os produtos testados
encontram-se descritos na Tabela 1 e o delineamento experimental estd esquematicamente
representado na Figura 1, mostrando a sequéncia iniciada pela confeccéo dos blocos de esmalte

e analise das microdurezas de superficie dos espécimes, até as analises.

5.3 Preparo dos espécimes de esmalte

Blocos de esmalte foram obtidos a partir das faces vestibular e lingual de terceiros
molares humanos higidos, armazenados em solucéo de timol a 0,1% sob refrigeracdo (4°C). Os
dentes, apds serem fixados em placas de acrilico (40 x 40 x 5 mm), foram seccionados
transversalmente na juncdo amelocementaria, para separar as coroas das raizes, por meio do
emprego de disco diamantado dupla face (Modelo 12205, Extec®, Enfield, CT, EUA) montado
a uma cortadeira metalogréfica (Isomet®, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA), sob baixa
rotacdo e refrigeracdo abundante. Realizaram-se cortes seriados para obtencdo de blocos

contendo esmalte (4 x 4 x 2 mm). Os mesmos blocos foram adaptados em uma politriz
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metalografica automatica (Buehler, modelo AutoMet 250, Lake BIluff, IL, EUA), e a
planificacdo aconteceu sob refrigeracéo utilizando-se lixas de granulacdo #600 e #1200. Em
sequéncia, as amostras foram polidas com disco de feltro e suspensdo de diamante para
polimento de 1 um (MetaDi, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) e, entre cada etapa, foram
conduzidas a uma cuba ultrassonica (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) por 10 minutos para
limpeza.

Posteriormente, os dados de microdureza de superficie foram obtidos, com a finalidade
de padronizar as amostras, utilizando um diamante acoplado a um microdurémetro
(Microhardness Tester FM 100, Future Tech, Fujisaki, Kawasaki-City, Japan) com carga
estatica de 259 por 5 segundos em esmalte (ARGENTA; TABCHOURY; CURY, 2003). Foram
realizadas cinco indentacGes na regido central de cada bloco, separadas entre si por uma
distancia de 100 um. Do total de espécimes preparados, avaliados e calculada a média de
microdureza, foram selecionados 45 dentre os 137 que apresentaram variagdo de 10% em torno
da média encontrada (306,308) e aleatoriamente divididos em grupos para o estudo (variacao
KHN de 275,6772 a 336,9388).



Figura 1 - Esquema representativo do delineamento experimental.
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Tabela 1 - Composi¢do de dentifricios comerciais contendo agentes naturais e do dentifricio
fluoretado.

GRUPO

TRATAMENTO

PRODUTO FABRICANTE LOTE CIDADE/PAIS

I
n=9

Controle Negativo (CN)

Agua destilada - - -

I
Dentifricio
Fluoretado

n=9

Pasta a base de fluoreto estanhoso a
0,454% (0,16% p / v de ion fluoreto),
Glicerina, Silica Hidratada,
Hexametafosfato de Sodio,
Propilenoglicol, PEG-6, Agua,
Lactato de Zinco, Fosfato
Trissédico, Sabor, Lauril Sulfato de
Sodio, Gluconato de  Sddio,
Carragenina, Sacarina de Sodio,
Goma Xantana, Azul.

Crest Pro Procter & 92317 Toronto,
Health Gamble INC Ontéario, Canada
Advanced®

Il
Dentifricio
de Nim
n=9

Pasta a base de extratos supercriticos
organicos certificados: carbonato de
calcio, sorbitol, 4&gua, glicerina,
sodio lauroil glutamato, xilitol, goma
xantana, Cyamopsi Tetragonoloba
(Guar) Goma, Vitis Vinifera
(semente de uva), raiz de
Glycyrrhiza glabra  (Alcaguz),
Foeniculum vulgare (erva-doce),
broto de Eugenia Caryophyllu
(cravo), Folha e casca de
Azadirachata Indica (Nim), dleo de
Mentha piperita (Hortel&-pimenta),
Sorbato de potassio, Oleo de Mentha
viridi, &cido Ascdrbico.

Neem Theraneem M0518004 Bowling Green,
Toothpaste™ Naturals Flérida, USA

AV
Dentifricio
de
Camomila
n=9

Pasta a base de A&gua, glicerina,
eritritol, sabores organicos,
camomila, goma guar, suco da folha
da aloe vera, 6leo de horteld-pimenta
(Mentha piperita), Extrato de
madeira de quilaia (Quillaja
saponaria), acido citrico,
concentrado de agua de coco,
maltodextrina de tapioca, arroz
(Oryza sativa) em pd, extrato de
folha de nim, Extrato de flor de Rosa
centifolia (rosa), extrato de flor de
hibisco, extrato de folha de
manjericdo  sagrado  (Ocimum
sanctum), p6 da folha de cha verde
(Camellia sinensis), extrato de
jasmin (Jasminum grandiflorum),
goma xantana.

Organic Radius 0385H8C Kutztown,
Matcha Mint® Pensilvania,
Toothpaste USA

\V
Dentifricio
de
Melaleuca
n=9

Pasta a base de carbonato de célcio,
agua, sorbitol, glicerina, Sarcosinato
de lauroil soédico, silica hidratada,
sabor, pirofosfato tetrasddico, goma
de celulose, esteviosideo, benzoato
de sodio, 6leo da folha de melaleuca
(tea tree).

Tea Tree Thursday 441700 Eight Mile
Toothpaste ™ Plantation Plains,
Queensland,
Australia

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4 Investigacdo da eficécia anticarie de dentifricios naturais
5.4.1 Formacéo dos biofilmes in vitro

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizados 3 espécimes por grupo (n=3), em
triplicata, totalizando 45 espécimes.

A bactéria utilizada para esta pesquisa foi o Streptococcus mutans (cepa UA 159,
ATCC, Manassas, Virginia, EUA), obtida por meio de doacéo do Laboratorio de Biomedicina
da Universidade Federal do Ceard, estocada sob refrigeracdo a -80°C (para que suas
caracteristicas bioguimicas e seu perfil de sensibilidade a antimicrobianos permanecessem
inalterados).

Inicialmente, as cepas bacterianas foram semeadas em placa de agar sangue por 48 horas
a 37°C com atmosfera de 5% de CO. (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA). Em
seguida, 6 a 8 colbnias foram transferidas para um tubo contendo 9 mL de Caldo Triptona Soja
(Tryptic Soy Broth — TSB; Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, BRASIL) suplementado com 45
mg de extrato de levedura e 1 mL de glicose a 10% e incubado por 18 horas a 37°C, sob
condigdes de microaerofilia (5% de CO2;Thermo Fischer Scientific Inc., Marietta, OH, USA)
(LIMA et al., 2020). Apos as 18 horas, o inoculo inicial foi utilizado para a formacdo de
biofilme na proporcdo de 100 pL para cada 45 mL de meio de cultivo (TSB + extrato de
levedura) e 5 mL de sacarose a 10%.

Para esse experimento, 0s espécimes de blocos de esmalte, previamente submetidos a
esterilizacdo em autoclave, foram submetidos a formacao de pelicula adquirida. Por meio de
doacdo de um voluntario saudavel (em jejum de 12 horas e sem escovar 0s dentes) ndo
identificado, a saliva foi coletada pela manhd, por meio da mastigacdo de um pedaco de um
filme pléastico (Parafilm M, Laboratory Film, Pechiney plastic- packaging, Chicago). A saliva
estimulada no primeiro minuto foi descartada, e o restante, recolhido. A saliva aproveitada foi
misturada com tampédo de adsor¢éo (50 mM KCI, 1.0 mM KPOg4, 1.0 mM CaClz, 0.1 mM
MgCl, pH = 6.5) (proporcédo de 1:1) e com inibidor de protease fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) (1:100), levemente agitada e, posteriormente, clarificada por centrifugacao durante 10
min, a 3500 rpm, numa centrifuga de pré-arrefecimento (4°C) (NOVATECNICA, Modelo
NT815, Piracicaba, SP, Brasil). O sobrenadante foi coletado, filtrado com um filtro de acetato
de celulose com tamanho de poro de 0,22 um (VACCUM DRIVEN FILTERS, Kasvi, Modelo
K15-1250, China) e utilizado para a formacéo da pelicula adquirida, sendo distribuido em placa
de 24 pogos (1 mL por pogo), seguindo-se a imerséo dos blocos de esmalte esterilizados, sendo
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o0 conjunto placa + contetdo filtrado + blocos de esmalte levado a um agitador orbital a 37°C
por 1 hora (LIMA et al., 2020).

Decorrido esse periodo, os blocos de esmalte foram transferidos para uma nova placa
de 24 pocos, onde se adicionou previamente o meio contendo o indculo inicial + caldo TSB +
sacarose distribuido em 15 pocos para que os biofilmes de S. mutans UA 159 fossem formados,
sendo 1 mL por pogo. Os conjuntos blocos de esmalte com pelicula adquirida + indculo foram
incubados em estufa de CO2 a 37°C, a 5% de COz, durante 24 horas, em repouso, para permitir
formacéo de biofilme (DUARTE et al., 2006), e se utilizou 1 poco no canto inferior direito da
placa de pocos para se adicionar 1 mL da mistura (indculo inicial + caldo TSB + sacarose),
sem bloco de esmalte, como controle. Por cinco dias consecutivos, os blocos foram transferidos

para novas placas com caldo estéril para evitar saturagéo.
5.4.2 Preparo das soluges e aplicacdo dos tratamentos

As solucdes de tratamentos foram preparadas na proporcdo de 1:3 (dentifricio/agua
destilada estéril) em relacdo ao peso dessas substancias e em condi¢Ges assépticas
imediatamente antes do inicio do tratamento (PANARIELLO et al., 2020). Os preparos das
solucBes de tratamento aconteceram pela manha e tarde, os tratamentos consistiam em: agua
destilada estéril (controle negativo, pH= 5,65), dentifricio fluoretado (Crest Pro Health
Advanced®, pH= 5,41), dentifricio sem flGor & base de nim (Neem Toothpaste™, pH= 7,88),
dentifricio sem flGior & base de camomila (Organic Matcha Mint® Toothpaste, pH= 5,65) ou
dentifricio sem fliior a base de melaleuca (Tea Tree Toothpaste™, pH= 8,76).

Decorridas as 24 horas de incubacdo dos conjuntos blocos de esmalte com pelicula
adquirida + in6culo, os biofilmes formados em seus espécimes receberam seus tratamentos por
imers&o no poco durante 1 minuto, duas vezes por dia, com intervalo de 6 horas entre o primeiro
e 0 segundo tratamento do dia, de acordo com o produto de seu respectivo grupo, até o quarto
dia do periodo experimental (DUARTE et al., 2006). Cada po¢o contava com 1 mL de solugéo
de tratamento. O meio de cultivo foi trocado diariamente sem adi¢do do indculo. Os espécimes
foram removidos da placa com o meio de cultura, imersos por 3 vezes em solugéo salina a fim
de remover o biofilme fracamente aderido, em seguida imersos em suas respectivas solucdes
de tratamento por 1 minuto e, posteriormente, receberam um novo banho de solugéo salina para
retirar qualquer residuo da solucéo de tratamento. Os meios dos grupos foram trocados uma vez
ao dia, apds o tratamento realizado pela manha (PANARIELLO et al., 2020). A seguir, no
quinto dia de formacéo de biofilme, os blocos de esmalte de todos os grupos foram imersos 3
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vezes em solucéo salina estéril (NaCl 0,89%), a fim de remover o biofilme fracamente aderido,
e foram coletados para anélises (DUARTE et al., 2006).

5.4.3 Andlise de biofilme

Ap0s 5 dias de desenvolvimento de biofilme e finalizado o periodo de tratamento, em
cada uma das triplicatas, o biofilme foi analisado por meio da viabilidade bacteriana (UFC) e
determinacdo do peso seco (LIMA et al., 2020). Realizou-se coleta dos biofilmes do esmalte
de cada bloco com espétulas estéreis com intuito de remover as células fortemente aderidas;
colocou-se esse material obtido em microtubos de polipropileno estéreis com 1 mL de solugéo
salina estéril e, em seguida, cada microtubo com seu biofilme e solucéo salina foi submetido a
sonicagdo (Sonicador Digital Sonifer™ 450, 50/60Hz, 4A, Branson Ultrasonics Corporation,
Danbury, EUA) com 3 pulsos de 7W, durante 15 segundos cada pulso, e intervalo de 15
segundos entre cada pulso em gelo, de forma a possibilitar a adequada dispersdo das células
(LIMA et al, 2020). Posteriormente, as suspensdes foram diluidas em série de 10 até 107, e
uma aliquota de cada diluicdo foi semeada em infusdo cérebro-coracdo BHI agar. Logo apds,
elas foram incubadas na temperatura de 37 °C, por 48 horas, em condi¢des de microaerofilia
(5% de CO»). Decorrido esse tempo, realizou-se contagem das Unidades Formadoras de
Colénia (UFC).

O ntmero de UFC/mg de peso seco de biofilme foi estabelecido por meio da adi¢éo de
600 pL de etanol puro frio (—20 °C) a 200 uL da suspensdo de biofilme dentro de microtubos
pré-pesados. Os tubos foram armazenados em freezer a -20°C por 18h. Apés esse periodo,
realizou-se sua centrifugacdo (4.000 RPM por 10 min a 4°C), e, logo a seguir, descartou-se
cuidadosamente o sobrenadante; os microtubos com seus precipitados foram levados a um
dessecador a vacuo contendo silica e entdo deixados por 48 horas para remocdo da umidade
(DUARTE et al., 2008). Passado esse tempo, 0os microtubos foram pesados novamente. Em
sequéncia, a propor¢do de Unidades Formadoras de Col6nia por mg de biofilme (UFC/mg) foi
calculada individualmente, a cada triplicata (DUARTE et al., 2006).

Os espécimes de esmalte com seus biofilmes removidos foram acondicionados em
microtubos com algoddo umedecido em agua destilada para posterior analise de Microdureza
Longitudinal (ML), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de Luz
Polarizada (MLP).
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5.4.4 Microdureza Longitudinal pés formagéo de biofilme

Subsequentemente, todos os blocos foram seccionados de forma longitudinal em seu
centro, embutidos em resina acrilica em embutidora metalografica (Arotec, modelo PRE 30 Mi,
Cotia, SP, Brasil), e as superficies de corte (1 metade de cada bloco) foram adaptadas em politriz
metalografica automaética e planificadas sob refrigeracdo, utilizando-se lixas de granula¢do na
sequéncia #320 (3M ™, Sumare, SP, Brasil), #600 (Buheler®, Lake Bluff, IL, EUA) e #1200
(DeWalt®, Baltimore, MD, EUA). Depois, receberam polimento com disco de feltro e
suspensdo de diamante para polimento de 1 um (MetaDi, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA)
e, entre cada etapa, foram conduzidos a uma cuba ultrassonica (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil)
por 10 minutos para limpeza.

A microdureza da seccdo transversal foi medida na superficie interna, para a
determinac¢do da area de perda mineral (AS). Para mapear a lesdo, realizou-se andlise de
Microdureza Longitudinal, fazendo-se trés sequéncias de 15 indentacbes de Knoop nas
distancias de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 300 e 400 pum da superficie
externa do esmalte, uma na area central dos blocos ¢ outras duas a 100 um a direita e a esquerda
(ALMEIDA et al., 2019; MANARELLI et al., 2014). Os valores médios dos trés pontos
medidos foram calculados em cada distancia. A area da dureza x profundidade da lesdo (AS)
foi calculado pela integracdo numérica utilizando uma regra trapezoidal pela diferenca entre a

area sob a curva do esmalte sadio menos a area desmineralizada (SOUSA et al., 2009).

5.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Apoés a analise da microdureza, 3 amostras representativas de cada grupo foram
selecionadas aleatoriamente e preparadas para analise em MEV. Tal preparacdo foi feita com
disposicdo das amostras em stubs, seguida da metalizacdo com ouro. Os espécimes foram,
entdo, examinados para que se observasse a morfologia das superficies de esmalte apds os
diferentes tratamentos, com o uso de um microscépio eletrdnico de varredura (Quanta FEG 450
-FEI Company, Oregon, USA), com magnitudes de 500x, 2.000x, 5.000x e 10.000x e poténcia
de 20kV.
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5.4.6 Andlise das regides de desmineralizacdo em esmalte por meio da Microscopia de Luz
Polarizada (MLP)

Para visualizacdo dos espécimes em microscopio de luz polarizada, cortes de duas
amostras representativas de cada grupo selecionadas aleatoriamente foram polidos
manualmente em lixa de granulacdo de #600 até chegar a uma espessura de aproximadamente
100um £ 20 e, em seguida, receberam lavagem ultrassénica de 10 min. Posteriormente, 0s
cortes foram imersos em agua deionizada e colocados em lamina de vidro; sobre esta foi
depositada uma laminula. Analises qualitativas da microestrutura do esmalte foram realizadas
em um aumento de 50x. Todas as imagens geradas foram capturadas por meio de uma camera
digital acoplada ao microscépio de luz polarizada (Leica MC170, HD, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha), transferidas para o computador e analisadas com auxilio do programa de

captura de imagens Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA).

5.5 Analise estatistica

Todas as variaveis quantitativas foram inicialmente analisadas por meio do teste
Kolmogorov—Smirnov, objetivando verificar a distribuicdo normal dos resultados. Para os
dados de UFC, foi realizada uma transformacdo logaritmica, como segue a equacao:
y = logi0 X = log x. Dados referentes a contagem de UFC, peso seco, Delta S e anélise dos dados
de Microdureza Longitudinal foram testados através da analise de varidncia ANOVA (One
Way), seguidos de pds-teste de Tukey, adotando um nivel de significancia de 5%. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS 22.0 para Windows (SPSS Inc.
Chicago, IL. USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) e peso seco

Quanto ao efeito antimicrobiano, analisado por meio de contagem de UFC, verificou-se
diferenga entre os grupos (p<0,001), como apresentado na Figura 2 (letras distintas mostram
diferencas significativas entre os dentifricios e a agua destilada). As médias e o desvio padrao
dos valores referentes ao peso seco do biofilme (mg/ml) apresentaram diferencas (p<0,001),
descritas na Tabela 2. Nesse contexto, infere-se que os valores médios de UFC do grupo tratado
com o dentifricio fluoretado foram menores do que nos grupos tratados com agua destilada,
dentifricio de nim, de camomila e de melaleuca; sem diferenca significativa nem entre os grupos
controle negativo e dentifricio de camomila, nem entre dentifricio de nim e de melaleuca.
Entretanto, a média de UFC no grupo controle positivo (dentifricio fluoretado) foi

marcadamente menor do que nos outros grupos.

Figura 2 — Média e desvio padrdo da contagem de UFC dos grupos testados (p<0,001).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 2, com as médias e o desvio padrdo do peso seco obtido em cada grupo testado
apos os 5 dias de formacéo de biofilme, mostra que o peso seco do biofilme de S. mutans dos
grupos controle negativo, dentifricio de nim e dentifricio de camomila ndo foi
significativamente diferente (letras diferentes mostram diferengas significativas entre os
dentifricios e a agua destilada). Os grupos tratados com dentifricio de nim ou com controle

negativo apresentaram diferenca se comparados ao dentifricio fluoretado, porém o valor deste
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ndo apresentou diferenga significativa em relacdo aos grupos dentifricios de camomila e

dentifricio de melaleuca.

Tabela 2 - Médias + desvio padrao do peso seco obtido em cada grupo testado (p<0,001).

Grupos
Controle Dentifricio Dentifricio  Dentifricio de Dentifricio de
Negativo Fluoretado de Nim Camomila Melaleuca
PESOSECO 5 77,080  140+0,16° 253+0,67%  2,20+0,85% 1,6520,50°

(mg/ml)

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.2 Microdureza Longitudinal Knoop

Os dados de microdureza em cada profundidade da estrutura dental, de acordo com 0s
grupos, estdo ilustrados no grafico da Figura 3. Na profundidade de 10 um, observou-se uma
maior dureza para 0 grupo que recebeu tratamento com o dentifricio a base de melaleuca
(p<0,05), diferindo dos demais. Quanto as profundidades de 20 e 30 um, 0s grupos tratados
com dentifricio fluoretado, dentifricio de nim e dentifricio de melaleuca apresentaram as
maiores durezas, diferindo do controle negativo e do dentifricio de camomila, os quais
apresentaram os menores padrdes de dureza. Entretanto, a 20 um, dentifricio fluoretado e
dentifricio de nim mostraram resultados também estatisticamente semelhantes entre si, de
forma anéloga a agua destilada e ao dentifricio de camomila. A partir da profundidade de 40
até 80 um, agua destilada e dentifricio de camomila (p>0.05) apresentaram os menores padrées
de dureza, diferindo do dentifricio fluoretado, dentifricio de nim e dentifricio de melaleuca
(p>0.05). Na profundidade de 100 um, apenas o controle negativo e dentifricio de camomila
apresentaram valores diferentes dos demais. E a partir de 120 um até 400 pm, todos 0s grupos

apresentaram valores semelhantes.
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Figura 3 - Grafico representativo do perfil de dureza por grupo (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como observado no grafico da Figura 4, que representa a média e o desvio padrdo do
perfil da perda de dureza delta S (AS) do esmalte dos grupos avaliados apés a formacdo de 5
dias de biofilme, o grupo tratado com &gua destilada apresentou a maior area de perda mineral
e consequentemente maior padrdo de perda de dureza, o qual foi estatisticamente menor para
0s outros grupos (p<0,05), porém semelhante ao dentifricio de camomila (p=0,227). Dentifricio
fluoretado, de nim e de melaleuca apresentaram perfis de perda mineral semelhantes entre si e
diferentes da agua destilada. No entanto, houve semelhanca de dentifricio de camomila com

dentifricio fluoretado, de nim e de melaleuca.
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Figura 4 - Média + desvio padrdo do perfil da perda de dureza (AS) do esmalte dos grupos
avaliados (p<0,05 e p=0,227).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise em microscopio eletronico de varredura com amplitude de 10.000X mostra,
na Figura 5, imagens das superficies dos espécimes tratados com cada dentifricio e dos que néo
receberam tratamento (agua destilada). Nos grupos controle negativo e dentifricio de camomila,
observa-se a exposicdo dos prismas de esmalte (semelhante a uma estrutura de favos de mel ou
de escamas de peixe), sendo mais evidente em controle negativo e tendo em dentifricio de
camomila uma exposicdo mais discreta, além de algumas &reas erodidas (Figuras A e D,
respectivamente). Nos grupos dentifricio fluoretado, dentifricio de nim e dentifricio de
melaleuca, observa-se cobertura dos prismas de esmalte, semelhante a uma cobertura
homogénea, sugerindo menor desmineralizacdo; porém, em dentifricio de nim, a superficie

apresenta-se com maior lisura.
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Figura 5 - Imagens em MEV representativas dos espécimes de esmalte apos o experimento. Aumento de
10.000X.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

6.4 Microscopia de Luz Polarizada

A Figura 6 mostra cortes de amostras representativas de cada grupo, montados em
laminas e observados ao microscdpio com luz polarizada. Verificam-se lesdes de subsuperficie
na estrutura do esmalte em todos os espécimes de esmalte; porém, em controle negativo e
dentifricio de camomila, a lesdo apresenta maior espessura e, portanto, maior profundidade. Em

dentifricio fluoretado, de nim e de melaleuca, as espessuras da lesdo sdo mais discretas.
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Figura 6 - Imagens representativas de microscopia de luz polarizada (MLP) dos espécimes de esmalte
com lesao de subsuperficie formada durante o periodo experimental. Aumento de 50X.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, avaliou-se a eficacia na prevencao a formacéo de lesdes iniciais de céarie,
dentifricios herbais comerciais, diante da presenca de biofilme de Streptococcus mutans com 5
dias de formac&o, aderido a superficie do esmalte em meio contendo sacarose, comparados a
um controle negativo e a um dentifricio com fluoreto de estanho em sua formulacao.

O método empregado no experimento do presente estudo, realizado com base nos
trabalhos de Duarte et al. (2006, 2008), Lima et al. (2020) e Panariello et al. (2020), teve como
caracteristica a colocacdo das solucdes de dentifricios diretamente em contato com biofilme
espacialmente estruturado, formado sobre os espécimes de esmalte, com uma troca diaria de
meio de cultura e com dois momentos de tratamento também diarios. E um método mais
complexo se comparado ao que utiliza a suspensdo de microrganismos, descrito no trabalho de
Vitt et al. (2015), o qual consiste basicamente em colocar as solu¢Ges de produtos testados em
contato com suspensdes de microrganismos (em seu meio de cultura apropriado) uma Unica
vez, diluir, semear e incubar em meio e em condi¢6es adequadas, a depender do microrganismo
de teste, e posteriormente observar os resultados.

Nesse Vviés, o presente estudo mostrou, pelos resultados de contagem de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC), que os grupos tratados com os dentifricios de composi¢do
natural ndo sofreram reducdo de biofilme consideravel, se comparados ao grupo tratado com o
dentifricio fluoretado; contudo, apesar de ndo serem estatisticamente semelhantes a ele, 0s
resultados do dentifricio de nim e de melaleuca, semelhantes entre si, mostraram-se melhores
do que o controle negativo que, por sua vez, foi analogo ao dentifricio de camomila. Em relacéo
ao peso seco, ndo houve diferenca estatistica significativa entre o grupo tratado com dentifricio
fluoretado e os grupos tratados com dentifricio de camomila e com o de melaleuca.

Em estudo in vitro realizado por Anushree et al. (2015), foi testada a eficacia
antimicrobiana de dentifricios herbais, homeopaticos e fluoretados com Triclosan (TCS), sendo
trés tipos para cada (dois dentifricios herbais continham nim em sua composi¢do), para 4
patdgenos orais, dentre esses 0 Streptococcus mutans. Utilizou-se o método de difusdo em agar
modificado, onde culturas dos microrganismos foram espalhadas nas placas de agar e se
observaram as zonas de inibicdo promovidas pelas diluicdes de cada dentifricio. Verificou-se
gue os trés produtos herbais apresentaram significativa eficacia contra S. mutans, sugerindo o
uso dos dentifricios herbais como alternativa aos dentifricios fluoretados com TCS. O nim, de

acordo com a literatura, possui azadiractina, um terpenoide responsavel pela eficacia
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antibacteriana (GEORGE; SHETTY; HEDGE, 2016). Porém, Anushree et al. (2015)
mencionam que seus resultados podem néo ter aplicabilidade clinica e sugerem testes in vivo
porque, dentre outras razdes, o método utilizado depende da capacidade de difusdo das solucgdes
através do agar. Ja no caso do presente estudo, que utilizou dentifricio contendo nim, ndo se
percebeu considerdvel eficacia de tal dentifricio na reducdo de UFC quando se utilizou o
indculo para promover formacdo de biofilme diretamente sobre a superficie dos blocos de
esmalte dentario. Isso recai sobre a afirmacdo de que o biofilme é uma comunidade
espacialmente estruturada e conta com uma matriz na qual € envolta, o que também poderia
dificultar a difuséo e a acéo do produto.

J& em estudo in vitro realizado por Braga et al. (2019), com 3 dentifricios e 3
enxaguantes bucais a base de substancias naturais/fitoterapicas comparados a produtos
convencionais (controles positivos), utilizando biofilme de microcosmo, verificou-se eficacia
antimicrobiana e reducdo significativa da profundidade da lesdo de apenas um dentifricio, cujos
ingredientes ativos naturais eram extratos de propolis e de mirra (Commiphora myrrha), e um
enxaguatorio contendo, entre outros, malva (Malva sylvestris), mentol, TCS e fluoreto de sddio
como agentes ativos. Os outros dois dentifricios com composi¢do natural utilizados, além de
ndo apresentaram efeito antimicrobiano, tinham extrato de uva (Vitis vinifera) e de flor de
camomila; 6leo de horteld-pimenta (Mentha piperita) e de folhas de melaleuca (Melaleuca
alternifolia), respectivamente. Esses ingredientes fazem parte também das formulaces dos
dentifricios utilizados no presente estudo. A melaleuca, dentre os seus diversos componentes,
conta principalmente com o terpinen-4-ol, associado especificamente aos potenciais
antimicrobiano e anti-inflamatério (HART et al., 2000; NOGUEIRA et al., 2014). Bragaet al.
(2019) sugerem que provavelmente a concentracdo do agente natural no dentifricio o qual
apresentou efeito antimicrobiano esteja reduzida, uma vez que a producdo de polissacarideos
extracelulares ndo foi afetada. Perceberam reducdo apenas na viabilidade bacteriana; além
disso, a respeito do mesmo produto, também consideraram que os ingredientes podem interferir
na biodisponibilidade de seus agentes ativos. Essas afirmacdes podem ser aplicadas para o
presente trabalho, sugerindo realizacdo de mais estudos que utilizem, inclusive, biofilme de
microcosmo e condi¢cBes mais proximas do ambiente bucal para verificar melhor a
aplicabilidade clinica dos produtos testados. Ademais, possivelmente os ingredientes ativos que
coincidem em ambos os trabalhos ndo estejam ainda numa concentracéo eficaz para apresentar
efeito antimicrobiano.

Em um experimento realizado por Song et al. (2020) para investigar a eficacia contra S.

mutans do dleo de melaleuca diluido, o microrganismo foi utilizado na forma planctonica e em
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biofilme; verificou-se que essa substancia apresenta-se como um potencial agente
anticariogénico, podendo inibir crescimento, producéo de &cidos e adesdo de S. mutans. Porém,
esses autores declaram como limitacéo o fato de terem utilizado um biofilme monoespécie, pois
se sabe que um biofilme cariogénico é formado por mais de uma espécie de bactérias. No
tocante ao presente trabalho, também se utilizou biofilme apenas formado por S. mutans; mas
a melaleuca estava contida em dentifricio comercial. Também esse produto apresentou alguns
resultados satisfatorios; todavia, em se tratando de dentifricios, € importante considerar que, na
formulacdo, pode haver substancias que interfiram positiva ou negativamente na eficacia da
substancia natural. Uma outra diferenca encontrada foi que Song et al. (2020) n&o avaliaram o
potencial da melaleuca para impedir ou reduzir a formacao de lesdes iniciais de carie causadas
por biofilmes formados diretamente em esmalte dentario; esse método foi aplicado no presente
trabalho.

Braga et al. (2020) também desenvolveram um estudo para avaliar o efeito de solugdes
experimentais preparadas a partir de extratos de algumas plantas, dentre elas a camomila,
comparados a enxaguatorios bucais comerciais (sendo um a base de malva e o outro
convencional, de clorexidina), com relacdo a formacao de biofilme, contagem de UFC, reducéo
de producdo de acido latico e prevencdo de desmineralizacdo, para microrganismos de um
biofilme de microcosmo em esmalte dentéario. Referente a espessura de biofilme, todas as
solugdes, com excegédo do enxaguante de clorexidina, apresentaram resultados semelhantes ao
controle negativo. A solucdo de camomila ndo reduziu a producdo de &cido, diferindo da
clorexidina e do enxaguatorio comercial com malva. Da analise de UFC, para Lactobacillus sp
e estreptococcus totais, a solucdo de camomila apresentou significativa reducdo comparada ao
controle negativo. Assim como 0s enxaguatorios de clorexidina e o de malva, a solucdo de
camomila também foi capaz de reduzir a perda mineral integrada do esmalte, a profundidade
da lesdo e a taxa de perda mineral. Camomila contém, dentre outros, sesquiterpenos, cumarinas,
flavonoides como principais constituintes ativos e alfa bisabolol e éteres ciclicos com
propriedades antimicrobianas (BRAGA et al., 2020; SINGH et al., 2011). Embora tenha
mostrado alguma eficécia no estudo citado, em nossa pesquisa o dentifricio a base de camomila
néo teve bons resultados de forma geral. Mais uma vez, deve-se considerar a possibilidade de,
pelo fato de ter sido utilizada como unico componente, em solugédo, a substancia em questao
pode gerar resultados bastante diferentes do que se estiver na forma de dentifricio, somada a
outros ingredientes, que possivelmente interfiram em sua agao.

Quanto as andlises relacionadas ao controle de desmineralizagdo, um dos métodos

utilizados foi o de Microdureza Longitudinal com um indentador Knoop, 0 que permitiu
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verificar e mensurar a desmineralizacdo das lesdes de cérie por profundidade e também o perfil
da perda de dureza (AS). Tal método tem sido aplicado em diversos estudos (ALMEIDA et al.,
2019; ARGENTA; TABCHOURI; CURY, 2003; VALE et al., 2007). Outra anélise utilizada
foi a de Microscopia de Luz Polarizada, largamente utilizada para determinar areas de
desmineralizacdo no esmalte, sendo apontada como um método eficaz para a determinacdo de
lesGes de subsuperficie (QUITERO et al., 2019).

Com relacéo a acdo dos dentifricios contra a desmineralizacdo do esmalte dentario, 0s
dados obtidos da analise de microdureza apresentaram um bom desempenho para o dentifricio
de melaleuca, que em todas as profundidades mostrou padrdes altos de dureza. Os valores do
dentifricio fluoretado nas profundidades individualizadas de 10 um e de 20 pm assemelham-se
aos da agua destilada, e esse dentifricio somente aumenta o padrdo de dureza a partir das
profundidades de 20 um e 30 um, comparado aos demais. No que diz respeito aos resultados
de perda de dureza, valores mais baixos do padrdo de AS sugerem maior inibicdo de
desmineralizacdo (FERNANDEZ et al., 2017), entdo ha semelhanca entre os dentifricios de
nim, de melaleuca e o fluoretado, os quais apresentaram resultados melhores do que a dgua
destilada. No entanto, o valor de perda mineral para o dentifricio de camomila foi semelhante
a agua destilada, e isso contrasta com os resultados do trabalho de Braga et al. (2020).

Apesar de os dentifricios de nim e de melaleuca terem bons resultados quanto a perda
de dureza, permitiram maior formac&o de biofilme do que o dentifricio fluoretado. Talvez isso
se explique pelos seus valores de pH mais elevados que os demais produtos testados, o que
pode ter neutralizado os &cidos produzidos pelo biofilme, inibindo a desmineralizacdo do
esmalte dentario. No estudo realizado por Braga et al. (2019), percebeu-se que o dentifricio o
qual continha extrato de propolis apresentou limitada prevencao a desmineralizacdo, reduzindo
a profundidade da lesdo provavelmente pela diminuicdo da quantidade de &cidos e/ou da
penetracdo desses acidos no esmalte dentario, o que sugeriu estudos futuros os quais permitam
novas abordagens desse mecanismo.

Nas andlises qualitativas, as imagens obtidas da analise de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) evidenciaram que as superficies de esmalte dos grupos sem tratamento e
tratado com dentifricio de camomila sofreram maior perda mineral, e na analise de Microscopia
de Luz Polarizada (MLP), verificou-se que todos 0s grupos apresentaram imagens sugestivas
de lesdes de subsuperficie, porém estas se mostraram menos espessas em dentifricio fluoretado,
dentifricio de nim e dentifricio de melaleuca. O baixo pH do dentifricio de camomila pode ter
contribuido para uma maior perda mineral de sua superficie e para uma maior lesdo de

subsuperficie, o que se percebeu primeiramente na analise de MEV, a qual mostrou a exposi¢ado
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de prismas de esmalte na superficie dos espécimes tratados com esse produto e posteriormente,
na andlise de MLP, percebeu-se uma regido sugestiva de lesdo de subsuperficie mais espessa
se comparada aos grupos tratados com dentifricio de fluoreto de estanho, de nim e de melaleuca.
Provavelmente os &cidos produzidos pelos microrganismos do biofilme provocaram perda
mineral na superficie do esmalte dos espécimes e estes, mesmo quando imersos em seu
tratamento, ndo se submeteram a um meio cujo pH pudesse neutralizar os &cidos produzidos no
biofilme e, assim, pudesse reduzir a perda mineral do esmalte.

Dessa forma, percebe-se, pelos resultados das analises realizadas, que apenas o
dentifricio de camomila apresentou resultados semelhantes aos do controle negativo,
evidenciando que tal produto ndo demonstrou acdo preventiva contra lesdes iniciais de cérie.

Ademais, os dentifricios comerciais convencionais podem contar com alguns
ingredientes quimicos terapéuticos em suas formulacdes, os quais desempenham funcdes
especificas e importantes, como os fluoretos, que tém o poder de remineralizar estruturas
dentérias as quais sofreram desmineralizagdo, e os antimicrobianos como o TCS. Entretanto,
alguns trabalhos tém apontado para efeitos adversos dessas substancias, e, devido a isso, novos
produtos com composicdo predominantemente natural/herbal tém aparecido no mercado,
apresentando ingredientes que sugerem substituir os contraindicados.

O receio da ingestdo de fltor advindo do dentifricio por criangas de tenra idade no
momento da higiene bucal, podendo ser somado ao que se ingere advindo da agua de
abastecimento, induziu a producdo de dentifricios sem fluoretos em sua composicdo. Uma
revisao realizada por Wong et al. (2010), sobre 0 momento de se iniciar a escova¢do com
dentifricio fluoretado na infancia, mostrou evidéncias irresolutas para o uso desse produto entre
as idades de 12 e 24 meses. Porém, o trabalho de Wright et al. (2014) aponta para o uso de
dentifricio fluoretado como estratégia para se evitar carie em todas as idades, apenas tendo o
cuidado de observar a quantidade ideal para cada faixa etaria. Diante do comprovado controle
a carie promovido pelo ion fluoreto, bem como da detec¢do de graus muito leve e leve de
fluorose associados ao uso regular de dentifricios e de agua de abastecimento fluoretados no
controle de carie na maior parte dos casos, evidencia-se que os dentifricios fluoretados devem
ser utilizados independentemente da faixa etéria, desde que em concentragdo, quantidade e
frequéncia corretas e sob supervisdo de um adulto responsavel durante a higiene bucal de uma
crianca (CHEDID; BLANK; CURY, 2017; CURY; TENUTA, 2014, O’MULLANE et al.,
2016). Além disso, areas de opacidade encontradas no esmalte podem ser resultado de outra
causa que ndo a fluorose, devendo haver um diagndstico criterioso para diferenciar os defeitos
encontrados no esmalte (O’MULLANE et al., 2016).



41

Curiosamente, as anélises de microdureza e de MLP do presente estudo ndo conferiram
ao dentifricio fluoretado resultados melhores que o destacassem dos demais produtos testados.
Outrossim, uma vez que o uso de fluoretos é considerado o principal motivo para a reducdo dos
indices de carie na maioria das populagdes, pois esse ion desempenha um papel crucial no
mecanismo de remineralizacdo (GONZALEZ-CABEZAS; FERNANDEZ, 2018), a literatura
tem apontado que a combinacdo de alguns metais com o ion fluoreto confere efeitos
antimicrobianos ao produto, e isso tem gerado interesse no tocante ao manejo da doenca carie
(GONZALEZ; FERNANDEZ, 2018). Diante disso, o presente estudo avaliou o desempenho
de dentifricios herbais comparados a um com fluoreto de estanho e com Lauril Sulfato de Sddio
(LSS), que também tem acdo antimicrobiana, no controle de lesdes iniciais de céarie. A literatura
afirma que o fluoreto de estanho apresenta o poder de interferir na formacao de biofilme, em
razdo da presenca do ion estanho, ao mesmo tempo que reduz a desmineralizacdo do esmalte
(FERNANDEZ et al., 2016; GONZALEZ; FERNANDEZ, 2018). O estanho tem propriedades
antimicrobianas e alta afinidade pelas superficies de apatita (LIPPERT, 2016). Porém, de
acordo com Lippert (2016), apesar de a literatura sugerir que o estanho provavelmente precipite
na superficie do esmalte dental e crie uma barreira para a difusdo dos acidos produzidos no
processo carioso, também existem evidéncias as quais apontam para a sua interferéncia no
mecanismo de remineralizagdo, minimizando o efeito do fluor na redistribuicdo mineral dentro
da lesdo de subsuperficie (LIPPERT, 2016).

Somado a isso, 0s acidos produzidos pelo biofilme estagnado na superficie do esmalte
diante de uma dieta rica em alimentos cariogénicos ocasionam aumento da porosidade da
subsuperficie mais do que na superficie (FEJERSKOV; NYVARD; KIDD, 2011). Apesar de
ndo haver um completo esclarecimento quanto a isso, sabe-se que as proteinas salivares ricas
em prolina e outros inibidores contribuem para que a pelicula adquirida desempenhe um papel
de protecdo (HAY, 1984), pois previnem a precipitacdo do fosfato de calcio na superficie do
esmalte e inibem a desmineralizagao; porém, por serem macromoléculas, possuem uma atuagéo
limitada, uma vez que ndo conseguem penetrar na subsuperficie do esmalte (FEJERSKOV;
NYVARD; KIDD, 2011). Portanto, sugere-se que além de, diante da presen¢a dos &cidos
produzidos pelas bactérias do biofilme, as macromoléculas da saliva ndo conseguirem conferir
uma protecédo natural a subsuperficie do esmalte, no caso do dentifricio contendo fluoreto de
estanho, esse ion metalico pode interferir no mecanismo do fluoreto. Possivelmente essas
afirmacdes justifiguem o fato de, no presente estudo, terem sido observadas as lesbes de
subsuperficie, ainda que discretas, nos espécimes tratados com o dentifricio fluoretado nas

analises de MLP e tambem responda a duvida gerada diante dos resultados da anélise de
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Microdureza Longitudinal, que ndo mostraram padrdes de dureza melhores para tal produto nas
profundidades de 10 um e de 20 pm.

Nessa perspectiva, outros estudos poderiam se desenvolver utilizando biofilmes
multiespécies, pois uma das limitacbes do presente trabalho foi o fato de que os produtos
testados in vitro ndo se submeteram as condicOes reais do ambiente bucal, ndo contando com
biofilmes complexos e estruturados. Além disso, futuros experimentos poderiam testar a
eficacia de outros dentifricios com diversas formulacfes naturais, a fim de verificar a eficacia

das diferentes opcGes destinadas a higiene bucal existentes no mercado.
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8 CONCLUSAO

Pelos achados obtidos e dentro das limitacdes deste trabalho, conclui-se que 0s
dentifricios comerciais a base de produtos naturais de nim e de melaleuca, apesar de
apresentarem uma menor inibicéo a formacao de coldnias de S. mutans em relagdo ao dentifricio
fluoretado, tiveram um resultado melhor do que o controle negativo; além disso, apresentaram,
em outras analises, semelhancas com os resultados do dentifricio a base de fluoreto de estanho.
Porém, tal afirmacéo ndo se aplica ao dentifricio de camomila, o qual exibiu alguns resultados
semelhantes aos do controle negativo. Por sua vez, o dentifricio a base de fluoreto de estanho,
assim como o controle negativo e 0s demais tratamentos, também ndo impediu o surgimento de

lesGes de subsuperficie.
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