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The effect of paste containing hydroxyapatite nanoparticles and
fluoride on dentin demineralization

RESUMO

Este estudo avaliou o potencial de uma formulacdo experimental a base de HAP e fluoreto
de sodio, para reduzir a desmineralizacdo da dentina bovina in vitro. Oitenta e quatro amostras
de dentina radicular bovina foram divididas em 7 grupos de 12 amostras, sendo submetidas a
um dos seguintes tratamentos: 1) pasta Nanop plus (HAP a 20% + 9.000 ppm F, NaF); 2) pasta
Nanop (HAP 20%); 3) pasta F (9.000 ppm F, NaF); 4) pasta placebo (sem HAP e F); 5) Ml Paste
(caseina e fosfato de cdlcio); 6) Ml Paste plus (caseina e fosfato de calcio, 900 ppm F, NaF); 7)
sem tratamento (controle). Os tratamentos foram realizados duas vezes ao dia, intercalados
por ciclagem de pH (des-remineralizacio), por 7 dias. Na sequéncia, as amostras foram ana-
lisadas por microdureza superficial e longitudinal (10-220 um). Os dados foram tabulados e
submetidos a andlise estatistica (p<0,05). Em geral, os tnicos tratamentos que tiveram efeito
significativo na reducédo da desmineralizacdo da dentina foram as pastas Nanop plus e F. Por-
tanto, os dados confirmaram que o fluoreto ainda continua sendo o melhor agente quimico
para controlar a desmineralizacdo dentaria. Ja a pasta experimental contendo nanoparticulas
de HAP foi ineficaz em reduzir a desmineralizacdo da dentina utilizando-se o modelo experi-
mental proposto.

Descritores: dentina; desmineralizacéo; fluoretos

ABSTRACT

This study evaluated the potential of an experimental formulation containing HAP and
sodium fluoride to reduce bovine dentin demineralization in vitro. Eighty-four bovine roots
dentin samples were divided into 7 groups of 12 samples and subjected to one of the following
treatments: 1) Nanop plus paste (HAP 20% + 9000 ppm F, NaF); 2) Nanop paste (HAP 2000)
3) F paste (9000 ppm F, NaF); 4) placebo paste (without HAP and F); 5) MI paste (casein and
calcium phosphate); 6) Ml Paste plus (casein and calcium phosphate, 900 ppm F, NaF); 7) no
treatment (control). The treatments were performed twice a day, interspersed by pH cycling
(de-remineralization) for 7 days. Thereafter, the samples were analyzed using surface and
cross-sectional microhardness (10-220 um). The data was plotted and statistically analyzed
(p<0.05). The treatments that produced a significant effect on the reduction of dentin demi-
neralization were Nanop plus and F pastes only. Therefore, the data confirmed that fluoride
is still the best chemical agent to control dental demineralization. The experimental paste
containing HAP nanoparticles was ineffective in reducing dentin demineralization when using
this experimental model.

Descriptors: dentin; demineralization; fluoride

RELEVANCIA CLINICA

As pastas com nanoparticulas de HAP poderiam ser uma alternativa para reduzir lesdes
cariosas iniciais em dentina, porém o experimento mostrou que pastas contendo 9.000 ppm F
continuam sendo as melhores opcdes para estes casos.
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INTRODUCAO

A cérie dentdria € uma lesao relacionada a desmineralizagdo
dos tecidos dentarios promovida pela exposicdo aos acidos de
origem microbiana, que se estabelece em pacientes que apre-
sentam biofilme dentario cariogénico e dieta rica em acucar.' O
principal acido liberado pelos microrganismos € 4cido latico, que
induz a reducao do pH ao redor de 5,0 em um biofilme com uma
matriz rica em minerais, gerando uma desmineralizagdo inicial
de subsuperficie, caracterizada clinicamente como mancha bran-
ca (primeiro sinal clinico da leséo). Durante este estagio, ainda
€ possivel reverter o processo por procedimentos minimamente
invasivos, evitando-se a cavitagdo e consequentemente reabilita-
¢do mais complexa, cara e dolorosa.

No contexto da Cariologia, a aplicagdo ou reposicdo de calcio
e fosfato perdidos das superficies desmineralizadas e a formagdo
de uma peliculajcamada protetora de hidroxiapatita (HAP) pode-
ria refletir em resultados promissores na reducédo da desminera-
lizacdo e no aumento da remineralizacdo da estrutura dentaria.?

Neste sentido, foi lancado um produto australiano chamado
Prospec MI Paste (GC América Inc., contendo RECALDENT-CPP-
-ACP), a base de fosfato de célcio e fosfopeptideo da caseina,
uma molécula naturalmente presente no leite, que é capaz de
ligar ions calcio e fosfato, estabilizando-os na forma de fosfato
de calcio amorfo. Este produto apresenta propriedades remine-
ralizantes assim como propriedades preventivas contra o apare-
cimento de novas lesdes cariosas ou a progressao de lesées ca-
riosas pré-existentes, com promissores resultados laboratoriais e
clinicos. O fosfato de calcio amorfo, em condigdes apropriadas,
trabalha com precursor da hidroxiapatita (HAP) promovendo a
remineralizagdo da estrutura dentaria.*®

No Brasil foi desenvolvido um produto a base de nanoparti-
culas de HAP, com o objetivo de promover a remineralizagdo e o
tratamento da hiperestesia dentinaria. As nanoparticulas apre-
sentam elevada drea superficial, o que pode facilitar a disponibi-
lidade do produto e a reorganizagdo dos ions calcio e fosfato na
forma de HAP sobre o tecido desmineralizado.>" No entanto, a
reatividade da HAP nanoparticulada depende do tamanho e for-
mato da particula. Considera-se nanoparticula, quando o tama-
nho da particula € menor que 100 nm.

Destaca-se que atualmente a clinica odontologica é desprovida
de materiais remineralizantes e dessensibilizantes baseados em na-
notecnologia. Vrias pesquisas testando produtos similares conten-
do nano-hidroxiapatita, realizadas em outros paises, ttm mostrado
resultados positivos na remineralizagdo de lesoes artificiais de carie
em esmalte utilizando ciclagem de pH,'*'* assim como em denti-
na'®, apesar das formulacées nao serem capazes de remineralizar o
dente totalmente. Além do fato de haver poucos estudos sobre este
topico, a maioria dos trabalhos da enfoque ao esmalte e ndo temos
informacao sobre o potencial desta nova formulacdo com nano-
-HAP na prevencéo da desmineralizagdo da dentina.

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de uma
formulagao experimental a base de nanoparticulas de HAP e fluoreto de
sadio, em reduzir a desmineralizagdo da dentina bovina in vitro, utilizando
como variaveis de resposta a microdureza superficial e longitudinal.

MATERIAIS E METODOS

Preparacdo das amostras e grupos experimentais

Para o estudo foram utilizadas amostras de dentina (4 mm x 4
mm), obtidas de fatias da regido cervical da raiz, através de uma
seccdo no sentido vestibulo-lingual realizada utilizando uma ma-
quina de corte de precisdo ISOMET Low Speed Saw (Buehler Ltd,
Lake Bluff, IL, EUA) e dois discos diamantados de dupla face - XL
12205, "High concentration”, 102 x 0,3 x 12,7 mm3 (Extec Corp.,
Enfield, CT, EUA) e um espacador de 4 mm de espessura. A partir
desta fatia, duas amostras de dentina foram obtidas através de
uma seccéo dupla no sentido vestibulo-lingual e uma Unica no
sentido mésio-distal. Em seguida, as amostras de dentina foram
inseridas no centro de discos de acrilico com Cerafix para possi-
bilitar a planificacio. Para isso, utilizaram-se uma politriz (Arotec,
Cotia, SP, Brasil) e lixas de carbeto de silicio de granulacdo 320,
600 e 1200 (Extec Corp., Enfield, CT, EUA). Entre as trocas de lixas
e ao final do polimento, as amostras foram lavadas em ultrassom
T7 Thornton (Unique Ind. e Com. de produtos Eletronicos Ltda., In-
daiatuba, SP, Brasil), durante cinco minutos, com agua deionizada.

Posteriormente, as amostras passaram pela avaliacdo da mi-
crodureza superficial (diamante KNOOP-KHN, 10 g, 15 s, Bueh-
ler Omnimet, Lake Bluff, IL, EUA) através da realizagdo de cinco
endentacées a uma distancia de 100 um entre elas no centro
da superficie da amostra. As amostras foram aleatoriamente di-
vididas nos grupos experimentais de acordo com os valores de
microdureza de superficie iniciais (n=12, total 84 amostras):
pastas experimentais 1) Nanop plus (HAP 20% + 9.000 ppm F,
NaF, FGM-Dentscare, Joinville, SC, Brasil); 2) Nanop (HAP 20%,
FGM-Dentscare, Joinville, SC, Brasil); 3) F (9.000 ppm F, NaF, FGM-
-Dentscare, Joinville, SC, Brasil); 4) placebo (sem composto ativo,
FGM-Dentscare, Joinville, SC, Brasil); 5) Ml Paste (caseina e fosfa-
to de cdlcio, GC America, Alsip, IL, EUA); 6) MI Paste plus (caseina
e fosfato de calcio, 900 ppm F, NaF, GC America, Alsip, IL, EUA); 7)
sem tratamento (controle).

As pastas experimentais produzidas pela FGM/Dentscare tinham
como composicao basica: nitrato de potassio, agua destilada, espes-
sante, surfactante, umectante, adogante, flavorizante e preservantes.

Ciclagem de pH e tratamento

As amostras de dentina foram protegidas em 2/3 da super-
ficie (controle) utilizando-se esmalte cosmético de unha verme-
lho, deixando o centro da superficie exposto.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a ciclagem de
pH, sendo imersas em solucdo desmineralizante (Caa 1,5 mM, P a
0,9 mM, acido acético a 50 mM, pH 5,0, 37° C, v=30 mL/bloco) por
8h e em solucdo remineralizante (HEPES tampao a 20 mM, Ca a
1,5 mM, P a 0,9 mM, KCl'a 130 mM, NaN3 a 5 mM, pH 7,0, 37° C,
v=30 mL/bloco) por 16h, sem agitacio durante 7 dias, a 370C."%"7

Durante os 7 dias de ciclagem, as pastas experimentais foram
aplicadas em uma quantidade pré-determinada utilizando um
microaplicador, durante 1 minuto de forma passiva, 2x/dia, an-
tes e apds a exposicdo a solucdo desmineralizante. O excesso de
pasta foi removido com cotonete de forma que nenhuma pasta
estivesse visivel sobre as amostras e, em seguida, as amostras
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foram novamente imersas em uma das solugdes.

Analise da microdureza superficial e longitudinal

A microdureza superficial final foi avaliada conforme des-
crito anteriormente para o célculo da porcentagem de perda de
microdureza de superficie (%PDS).

Na sequéncia, as amostras foram seccionadas longitudinal-
mente, embutidas em resina acrilica e polidas para a analise da
microdureza longitudinal em uma sequéncia de 3 endentacées
a distancias de 10, 30, 50, 70, 90, 110 e 220 um da superficie,
utilizando o mesmo peso e tempo ja descritos. As médias de
microdureza para cada distancia foram calculadas (KHN).

Analise estatistica

Os dados foram tabulados em planilhas de Excel para o cal-
culo da média e desvio-padrao e analisados utilizando progra-
ma GraphPad Prism 4 (Graph Pad Software, EUA). As médias
de microdureza superficial e longitudinal foram comparadas
utilizando-se ANOVA a dois critérios, sequida pelo teste de Bon-
ferroni, considerando como varidveis os grupos experimentais
e as profundidades. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Pode-se notar que as pastas mais eficazes em reduzir a des-
mineralizagdo superficial, considerando que a microdureza da
dentina sadia varia entre 20-70 KHN, foram aquelas contendo
fluoreto (Nanop plus e F). Em relacdo a microdureza superfi-
cial, as médias de %PDS (desmineralizacdo superficial) encon-
tradas foram: 1) pasta Nanop plus (34,4+29,8); 2) pasta Nanop
(86,3+9,6); 3) pasta F (35,9+39,9); 4) pasta placebo (85,9+7,0); 5)
MI Paste (81,9+11,9); 6) Ml Paste plus (85,3+9,3); 7) sem trata-
mento (79,6+9,8).

Em relagdo a microdureza longitudinal (desmineralizagio
em profundidade), o mesmo resultado na comparacao entre os
tratamentos foi obtido até 70 um de profundidade. As outras
pastas apresentaram um comportamento similar a pasta placebo
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FIGURA 1

Meédia dos valores de microdureza superficial e longitudinal da dentina para cada
profundidade e grupo (KHN)
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e controle, sendo que as amostras tratadas com a pasta placebo
apresentaram microdureza significativamente menor que as do
controle a partir de 50 um de profundidade (Tabela 1 e Figura 1).

Os valores de microdureza da dentina ainda se apresentaram
baixos aos 220 um de profundidade para todos os grupos, com
excecdo daqueles contendo fluoreto (Nanop plus e F). O efeito
preventivo das duas pastas contendo fluoreto contra a desmi-
neralizacdo foi similar e mais pronunciado nas camadas mais
superficiais da dentina.

DISCUSSAO

De acordo com os resultados, somente as pastas experimentais
contendo fluoreto foram efetivas na reducédo da desmineralizagdo
da dentina. Estes resultados foram diferentes de um estudo prévio
em que uma pasta similar contendo Nanop a 20%, porém com
apenas 900 ppm F (ao invés de 9.000 ppm F como no presente
estudo), foi incapaz de reduzir a desmineralizacdo do esmalte e
dentina in vitro.? No estudo anterior, somente a pasta com 900
ppm F (sem HAP) reduziu a desmineralizacdo do esmalte e den-
tina.? Dessa forma, podemos inferir que a adicdo de uma maior
concentragdo de fluoreto a pasta com Nanop no presente trabalho
(10x maior que no trabalho anterior) foi responsavel pelo efeito
positivo, minimizando possiveis interacoes entre fluoreto e HAP
dentro da pasta e a consequente redu¢do da biodisponibilidade de
fluoreto. Portanto, o efeito preventivo da Nanop plus parece ndo
estar relacionado a presenca das nanoparticulas de HAP, mas sim
ao efeito do fluoreto em reduzir a desmineralizacéo.

Os dados confirmaram que o fluoreto ainda continua sendo o
melhor agente quimico para controlar a desmineralizacdo dentaria.
A presenca de fluoreto nos fluidos bucais (em especial o fluido do
biofilme) durante o desafio acido favorece a sua adsorgdo a HAP,
inibindo a desmineralizacdo. Quando o pH é restabelecido, tragos de
fluoreto no ambiente pode torna-lo supersaturado em relacao a FAP
(fluorapatita), acelerando o processo de remineralizacio.®

No presente estudo, a pasta contendo apenas HAP (Nanop) foi
ineficaz em reduzir a desmineralizacdo dentaria. Para um melhor en-
tendimento do efeito das pastas experimentais sobre a estrutura den-
taria, a quantidade de calcio e fosfato liberada das pastas em dgua
foi avaliada. As pastas experimentais apresentaram concentracoes de
calcio e fosfato soltiveis muito reduzidas, inclusive semelhantes ao
placebo, isto ¢, a solubilidade da HAP adicionada as pastas Nanop
fol muito baixa e, desta forma, quantidades irrelevantes de calcio e
fosfato poderiam estar disponiveis para interagir com a superficie
dentaria.® Por outro lado, poderia imaginar que apesar da baixa so-
lubilidade da HAP, as nanoparticulas poderiam interagir com o te-
cido dentério dentro dos poros da leséo cariosa por embricamento
mecanico, devido ao pequeno tamanho das particulas. No entanto,
este efeito ndo deve ter ocorrido no presente modelo experimental,
uma vez que a pasta com Nano-HAP apenas nao teve efeito contra
a desmineralizacdo da dentina. Seria interessante testar futuramente
se 0 tempo e a forma de aplicagdo (passiva ou ativa) poderiam ter
influéncia sobre o efeito da pasta no tecido dentario ou se o uso de
pastas contendo particulas ainda menores de HAP poderia apresentar
maior reatividade. Ainda seria interessante avaliar se a concentracao
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de HAP teria alguma influéncia no resultado. No presente estudo nos
testamos a concentracdo de 20% de HAP, no entanto, estudos an-
teriores testaram concentragdes de HAP variando de 1 a 200/0.%'%'

Outra forma de melhorar a eficacia das pastas experimentais
seria a associacdo de nanoparticulas de silica com nanoparticu-
las de HAP, uma vez que estudo prévio mostrou que o colage-
no quando infiltrado por particulas de silica serve de arcabouco
para as nanoparticulas de HAP, tornando o ambiente favoravel a
remineralizagdo.”

Uma vez que estudos prévios tém mostrado efeito positivo
da Nano-HAP sobre a remineralizacdo dentdria'>'® é provavel
que diferentes modelos de ciclagem de pH focando na reminera-
lizacdo de lesoes pré-formadas também poderiam apontar resul-
tados mais favoraveis para o uso da pasta experimental que em
relacéo a prevencdo da desmineralizacdo usando este modelo de
ciclagem de pH.

0 uso da pasta experimental contendo nano-HAP e fluoreto
também parece promissor para o controle da hiperestesia den-
tindria como demonstrado em estudo clinico." Portanto, tam-
bém ndo se pode descartar como mecanismo de acdo da pasta
experimental contendo nano-HAP e F a possivel obliteracdo dos
tubulos dentindrios.

E importante ressaltar que os resultados de estudos labora-
toriais nao devem ser extrapolados diretamente para a situagao
clinica, uma vez que o ambiente bucal € mais complexo que o
modelo de laboratdrio. Portanto, devemos considerar a hipotese
de que in vivo o efeito das pastas experimentais poderia ser mais
favoravel pela presenca da saliva humana e do fluido dentinario
como demonstrado em estudo clinico." Dessa forma, além dos
estudos testando a forma de aplicacdo e concentracdo de HAP
na pasta assim como o seu efeito na remineralizacdo, as pastas
experimentais devem ser futuramente testadas em um modelo

23,8493 45+19 26,8+10,1
aCD bE aBC
29,8+9,0 6,5+4,3 27,8+6,4
aAB cDE aB
30,1+7,5 9,8+39 32,4+6,5
aA cCD aA
25,6473 13,3+4,9 29,6+74
aBC beBC aAB
249+5,8 16,2+2,7 253+7,6
aCD bAB aBCD
23,4+6,5 16,9+2,8 22,6+6,9
aCD bAB aCD
249+7.3 179+2,5 21,5+6,0
aCD bA abDE
20,8+9,6 17,0+2,0 17,6452
aD aAB ak

51+2,2 6,7+4,9 50+2,5 7,4+2,6
bB bC bD bB
10,8+1,7 14,3+4,8 7,8+3,6 10,743,5
bcA bB cCD bcB
10,1+2,4 16,5+2,6 11,343,7 15,6429
bcA bAB beBC bA
10,343,3 17,4+3,5 14,0+3,1 17,5+2,0
cA bcAB bcAB bA
9,6+3,5 19,2+2,6 16,2+3,9 18,0+2,4
cA bA bA bA
8,7+3,3 20,143,3 16,4+3,3 18,2422
cAB abA bA abA
7.8+2,7 19,3+2,4 16,543,5 17,6+2,6
cAB bA bA bA
7,5+2,8 18,3+3,5 16,4+2,1 18,5+3,0
bAB aAB aA aA

Letras minusculas diferentes na mesma linha apontam para diferencas significativas entre os grupos de tratamento para cada profundidade
(p<0,0001). Profundidades sequidas por letras maiusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferencas estatisticamente significativas

(p<0,0001).

TABELA1
Meédia e desvio-padrdo dos valores de microdureza superficial e longitudinal da dentina para cada profundidade e grupo (KHN)
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in situ para averiguar o comportamento no ambiente bucal.

A inclusdo das pastas placebo e com fluoreto no deline-
amento experimental possibilitou testar e comparar correta-
mente o efeito de cada agente ativo adicionado. Como controle
comercial, as pastas M| paste (com e sem F) foram inclusas
no estudo, pois, apesar de terem composicdo distinta das pas-
tas experimentais, apresentam mecanismo de acao e aplicacdo
similares as pastas Nanop. Produtos contendo CPP-ACP tém
habilidade de prevenir a desmineralizacdo e aumentar a remi-
neralizacdo de dentina pela biodisponibilidade do célcio e fos-
fato in vitro,'**' porém dados opostos tém sido demonstrados
no estudo de Pulido et al.**e no presente trabalho. Apesar das
pastas contendo CPP-ACP apresentarem uma quantidade de
calcio e fosfato soluvel maior que as pastas experimentais Na-
nop?, estas ndo foram capazes de reduzir significativamente a
desmineralizacdo da dentina, utilizando este protocolo experi-
mental de ciclagem de pH.°

As pastas contendo CPP-ACP ainda tém mostrado aumentar
a remineralizagdo de lesdes naturais in vivo.*” No entanto, devido
a falta de estudos clinicos controlados, randomizados e longitudi-
nais, ainda nao ha evidéncia cientifica convincente sobre o efei-
to cariostatico do CPP-ACP.2 Recentemente, um estudo clinico
randomizado, controlado e longitudinal mostrou que a aplicacao
didria de CPP-ACP a 10% n4o teve efeito aditivo em relacdo ao uso
do dentifricio fluoretado no controle da carie em pré-escolares
por um periodo de 1 ano.** Infelizmente ndo ha estudos clinicos
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A pasta experimental contendo nanoparticulas de HAP foi
ineficaz em reduzir a desmineralizacdo da dentina. As Unicas
pastas eficazes em reduzir a desmineralizacdo foram aquelas
contendo 9.000 ppm de fluoreto. Portanto, as pastas fluoreta-
das (Nanop plus e F), como método caseiro adicional ao uso de
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APLICACAO CLINICA

As pastas contendo fluoreto podem ser indicadas para pa-
cientes adultos como método adicional a escovagdo diaria em
casos de lesdes iniciais de carie radicular, evitando procedimen-
tos mais invasivos, como restauragées.
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