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RESUMO

Objetivos - Comparar o efeito da combinagao de distintos produtos fluoretados, na

remineralizacdo de caries induzidas artificialmente.

Materiais e métodos — 48 espécimenes foram obtidos a partir de 12 molares
humanos e aleatoriamente distribuidos em 4 grupos. 3 grupos (A, B e C) foram
submetidos a uma solugdo tampao de acido latico a pH 5 durante 6 dias para inducdo de
lesdo de carie. Todos os espécimenes destes 3 grupos foram escovados duas vezes ao dia,
com uma escova elétrica e uma pasta dentifrica fluoretada (1450ppm NaF), durante 7
dias, e submersos em saliva artificial durante os ciclos de escovagem. Ao grupo B (n=12)
adicionou-se um verniz de flior de alta concentracdo uma unica vez. Ao grupo C (n=12)
adicionou-se caseina fosfopeptidea com fosfato de calcio amorfo durante 7 dias. O grupo
D (n=12) nao foi submetido a indugdo de lesao de carie nem a qualquer tratamento. A
superficie de cada espécime foi avaliada por microscopia eletronica de varrimento e pelo
teste de microdureza de Vickers. Na andlise estatistica usaram-se os testes ANOVA one-

way (com um intervalo de confianga de 95%) e de Bonferroni.

Resultados — Todos os tratamentos produziram uma remineralizagdo demonstrada
pelos valores de dureza iguais ou superiores aos do grupo D. Os grupo A e B ndo
demonstraram diferengas entre si (p>0,05). O grupo C foi 0 que apresentou uma maior
dureza de superficie, diferindo dos outros grupos (p<0,05). A maior organizacio e
homogeneidade topografica foi verificada no grupo C, seguida dos grupos B e A,

respetivamente.

Conclusdes — Todos os tratamentos aumentaram a dureza de superficie, sugerindo
aremineralizagdo. A adi¢do da caseina fosfopeptidea com fosfato de célcio amorfo a pasta
dentifrica fluoretada foi a que demonstrou uma maior dureza de superficie. A adi¢cdo do
verniz de flaor de alta concentragdo nao demonstrou diferenga significativa quando

comparado a aplicacdo tnica de pasta dentifrica fluoretada.

Palavras-chave: Fluor, fosfato de calcio, remineralizagdo, white spot



ABSTRACT

Objectives — To compare the combination effect of different fluoride-containing

products in remineralization of caries-like lesions.

Materials and methods — 48 specimens were obtained from 12 human molars and
randomly divided into 4 different groups. 3 groups (A, B and C) were subjected to a lactic
acid buffer solution at pH 5 for artificial induction of white spot lesions. All specimens
of these 3 groups were brushed twice a day, with an electric toothbrush and a fluoridated
toothpaste (1450ppm NakF), for 7 days, and submerged in artificial saliva during brushing
cycles. A high-concentration fluoride varnish was added in the group B (n=12) once a
week. Casein phosphopeptide - amorphous calcium phosphate was added in the group C
(n=12) once a day. The group D (n = 12) was not submitted to the induction of caries or
any treatment. The surface of each specimen was evaluated by scanning electron
microscopy and by the Vickers microhardness test. Relating to statistic analysis, ANOVA

one-way (with a 95% confidence interval) and Bonferroni were the tests used.

Results — All treatments produced a remineralization demonstrated by equal or
higher hardness values than those of the group D. The groups A and B showed no
differences (p>0,05). Group C showed the greater surface hardness differing from the
other groups (p<0,05). The greater organization and topographical homogeneity was

verified in group C, followed by group B and A, respectively.

Conclusions — All treatments increased the surface hardness, suggesting
remineralization. The addition of casein phosphopeptide - amorphous calcium phosphate
to fluoride toothpaste showed a greater increase of surface hardness. The addition of high
concentration fluoride varnish showed no significant difference when compared to the

single application of fluoridated toothpaste.

Keywords: Fluoride, calcium phosphate, remineralization, white spot
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Figura 31 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000, apo6s indugdo de
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Introducao

I. INTRODUCAO

As patologias orais afetam cerca de 3,9 mil milhdes de pessoas, sendo as céries
dentarias nao tratadas na denti¢do permanente a doencga cronica oral mais dominante, com
uma prevaléncia global de 35% (Marcenes et al., 2013). A carie ¢ considerada pela OMS
como um grave problema de Saude Publica (Melo, Azevedo, & Henriques, 2008). E
definida como uma progressiva desmineralizacdo do esmalte, que ocorre quando
bactérias cariogénicas metabolizam agucares provenientes da dieta em 4cidos,
promovendo a dissolucdo e libertagdo de ides de cdalcio e fosfato dos cristais de
hidroxiapatite (HA) (Buzalaf, Pessan, Honorio, & Cate, 2011). As lesdes de carie
progridem gradualmente, iniciando-se como uma minima alteracdo estrutural
macroscopicamente ndo detetavel, progredindo para uma condi¢do clinicamente visivel
até uma total destruicdo dos tecidos duros do dente (Cochrane, Cai, Huq, Burrow, &
Reynolds, 2010). No entanto, a fase inicial da lesdo de carie € reversivel e para que ocorra
a sua remineralizacao devem estar biodisponiveis ides de calcio, fosfato e flior em niveis
suficientes na cavidade oral (Chen & Wang, 2011; Llena, Leyda & Forner, 2015).

Apesar da saliva apresentar um importante papel na remineralizacdo de lesdes de
carie, ao disponibilizar ides de fluor, célcio e fosfato ao dente (Li, Wang, Joiner, & Chang,
2014), o facto de algumas proteinas salivares como a estaterina e fosfoproteinas ricas em
prolina se ligarem aos i0es de calcio e fosfato, torna mais lento o processo de
remineralizacdo (Cochrane et al., 2010). O processo de remineralizagdo consiste
essencialmente na saturacdo do meio envolvente do dente por ides de fluor, célcio e
fosfato sdo fornecidos ao dente de modo a promover a sua deposi¢do nos cristais
desmineralizados (Featherstone, 2008; Elkassas & Arafa, 2013).

Numa perspectiva minimamente invasiva, a medicina dentaria, tem-se suportado
por procedimentos e técnicas que possam controlar a progressdo da carie dentdria
(Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2013; Li et al., 2014) e diversas estratégias t€ém
sido desenvolvidas com o intuito de estagnar, ou mesmo reverter, lesdes iniciais de carie
designadas lesdes de white spot (WSL) (Elkassas & Arafa, 2013; Li et al., 2014).

Sabe-se que o fluor ¢ considerado o pilar da remineralizagdo e tem sido efetivo na
protecdo do esmalte ao inibir a sua desmineralizacdo e favorecer a sua remineraliza¢do
(Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012; Carmona-Arango, Lujan-Pardo, & Martinez, 2013;
Elkassas & Arafa, 2013; Li et al., 2014). A aplicagao topica de produtos fluoretados tem

como objetivo aumentar o tempo de contacto do flior com o esmalte (Duraisamy, Xavier,
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Nayak, Reddy, & Rao, 2015) ao promover a formacao de um reservatorio de fluoreto de
calcio (CaF>), do qual o fluor ¢ libertado assim que ha uma diminui¢do do pH, formando-
se cristais de fluorapatite (FA), juntamente com ides de calcio e fosfato que sao libertados
aquando da desmineralizag¢ao (Llena et al., 2015).

No entanto, uma vez que a remineraliza¢cdo do esmalte com produtos fluoretados ¢
limitada pela biodisponibilidade dos ides de célcio e fosfato presentes na saliva, e estes
podem nao ser suficientes (Reynolds, 2008; Shen et al., 2015), foram desenvolvidos
novos agentes para melhorar a sua capacidade remineralizadora (Elkassas & Arafa, 2013;
Lietal., 2014).

Recentemente, uma gama de sistemas de libertagdo de ides fosfato e calcio foi
introduzida no mercado com o objetivo de promover novos caminhos para a
remineralizacao de lesdes nao cavitadas (Elkassas & Arafa, 2013; Farooq, Moheet, Imran
& Farooq, 2013). Estes sistemas podem ser categorizados em formulacdes cristalinas,
amorfas ndo estabilizadas e amorfas estabilizadas. O fosfato de célcio (TCP — tricalcium
phosphate) insere-se nos sistemas cristalinos. O ACP (amorphous calcium phosphate) é
um sistema amorfo ndo estabilizado que consegue promover a remineralizacdo e inibir a
desmineralizacdo aquando de um ataque 4cido. Por fim, o CPP (casein phosphopeptide)
pertence ao sistema amorfo estabilizado e tem uma capacidade de estabilizar o ACP,
formando nanocomplexos de CPP-ACP (casein phosphopeptide amorphous calcium
phosphate) que favorecem a supersaturagao de ides de fosfato e de célcio potenciando a
remineralizacdo (Elkassas & Arafa, 2013; Li et al., 2014; Duraisamy et al., 2015;).

Uma vez que, para a maxima eficacia da remineralizacdo, € necessaria a
coexisténcia de 10es de fosfato, calcio e flior em quantidades significativas, a combinagao
destes novos sistemas com o flior podem induzir um efeito sinérgico na formagao de
cristais de FA e, portanto, na atenuac¢do da progressdo de lesdes de cérie (Shen et al.,
2015).

Assim, torna-se util estudos que visem comparar a aplicagdo de apenas um produto
fluoretado com a sua combinacdo com outros produtos que disponibilizem ides de célcio

e fosfato, sobre lesdes iniciais de carie.
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I.1 ESMALTE HUMANO

I.1.1 Constitui¢ao e Propriedades Quimicas

O esmalte ¢ um tecido dentario acelular constituido por matéria inorganica (96%
do seu peso), dgua (3% do seu peso) e matéria organica (1% do seu peso) (Lussi,
Schlueter, Rakhmatullina, & Ganss, 2011; Li et al., 2014). A matéria inorganica ¢
composta maioritariamente por calcio e fosfato, apresentando também outros minerais
como sodio, magnésio, potassio e zinco (Garcia-Godoy & Hicks, 2008; Lussi et al., 2011).
A matéria organica, por sua vez, ¢ constituida por proteinas e lipidos (Li et al., 2014; West
& Joiner, 2014).

A fase mineral do esmalte apresenta-se na forma de cristais de hidroxiapatite (HA)
que apresentam a formula estequiométrica Caio(PO4)s(OH)> (Robinson et al., 2000;
Laurance-Young et al., 2011; Lussi et al., 2011; Zheng, Zheng, Zhang, Qian, Zhou, 2013).
O cristal pode sofrer alteracdes na sua composicao por perda ou substituicdo de ides.
Quando sdo incluidos ides ndo pertencentes ao seu arranjo original, leva a uma forma
impura dos minerais de hidroxiapatite designados por hidroxiapatite carbonatada com
défice de calcio que ¢ mais suscetivel aos ataques acidos (Lussi et al., 2011; West &
Joiner, 2014; Duraisamy et al., 2015;). O lugar do célcio pode ser ocupado pelo sodio,
magnésio, zinco ou potéssio; o fluoreto pode substituir o hidroxilo e o fosfato pode ser
substituido pelo carbonato. Estas alteracdes influenciam o comportamento da HA e as
suas propriedades fisicas e quimicas, nomeadamente a sua solubilidade na presenga de
valores de pH reduzidos (Robinson et al., 2000; Lussi et al., 2011; West & Joiner, 2014)

A substituicdo de hidroxilo por fluoreto aumenta a resisténcia dos cristais a
desmineralizacao (West & Joiner, 2014). Ja na presenca do ido carbonato, o cristal de HA
apresenta uma maior solubilidade (Featherstone, 2008; Lussi et al., 2011). Ao contrario
do 130 fluoreto que ¢ incluido a superficie do esmalte, a inclusdo do ido carbonato ocorre
maioritariamente nos cristais internos. Desta forma, a solubilidade do esmalte varia com
a profundidade, aumentando da superficie para o interior do tecido (Laurance-Young et

al., 2011; Lussi et al., 2011; West & Joiner, 2014).

I.1.2 Microestrutura

Estruturalmente, o esmalte ¢ composto por prismas cilindricos sendo estes a
unidade basica estrutural do esmalte (West & Joiner, 2014). Por sua vez, os prismas sao

constituidos por, aproximadamente, 1000 cristais de HA organizados entre si (Robinson
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et al., 2000). Cada cristal de HA apresenta cerca de 50-70nm de largura, 20-25nm de
espessura ¢ 100um de comprimento podendo atravessar a totalidade da espessura do
esmalte (Lussi et al., 2011). Os cristais orientam-se de forma a que o seu longo eixo e o
longo eixo dos prismas se encontrem paralelos. No entanto, na periferia de cada prisma,
os cristais desviam-se formando um angulo de 45° em relacao ao eixo axial (Zhang, Du,
Zhou, & Yu, 2014), que da origem ao espaco intercristalino, que € preenchido por dgua
€ compostos organicos, e constitui um meio de difusdo para pequenas moléculas como o
acido latico, perdxido de hidrogénio e outros ides (Robinson et al., 2000; West & Joiner,
2014). E neste espago que os processos de desmineralizagdo e remineralizagio ocorrem
(Buzalaf et al., 2011).

Existem varios métodos que permitem observar a microestrutura do esmalte como
a microscopia eletronica de varrimento (MEV), microscopia de transmissao de eletroes e
a luz estereomicroscépica (Schlueter, Hara, Shellis, & Ganss, 2011; Lippert & Lynch,
2014).

A MEV ¢ um instrumento complementar que permite elucidar as altera¢des ultra-
morfoldgicas superficiais induzidas por diferentes agentes remineralizantes (Elkassas &
Arafa, 2013). E uma forma de anélise que promove imagens de alta resolugdo e
tridimensionais e informagao topografica (Chen, Parolia, Pau, & Celerino De Moraes
Porto, 2015). Utiliza um feixe de eletrdes em vacuo com uma determinada energia para
bombardear a superficie do material a analisar que deve estar revestida com um metal
(Schlueter et al., 2011).

Quando observado através da MEV, o esmalte dentdrio higido apresenta uma
aparéncia lisa e homogénea devido a unido firme dos cristais de HA. Quando ocorre o
processo de desmineralizagdo, observa-se uma amplificacdo dos espagos intercristalinos
do esmalte, os quais contribuem para o aumento da porosidade da regido (Elkassas &

Arafa, 2013; Fejerskov, Nyvad, & Kidd, 2015).

I.1.3 Macroestrutura

Uma vez que a distribui¢do dos componentes que constituem o esmalte ndo ¢é
uniforme, a sua morfologia nao se apresenta da mesma forma em todos os locais da coroa
(West & Joiner, 2014). Anatomicamente, a espessura do esmalte ndo € homogénea,
apresentando uma maior profundidade nas faces oclusais, ao nivel das cuspides, € nos

bordos incisais chegando a apresentar até 2,5mm de espessura, apresentando 1,3mm nas
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faces laterais ¢ uma menor profundidade ao nivel cervical (Berkovitz, Holland &
Moxham, 2009; West & Joiner, 2014).

A espessura do esmalte ndo varia s6 de individuo para individuo como de dente
para dente no mesmo individuo, aumentando do primeiro para o terceiro molar (Berkovitz

etal., 2009).

I.1.4 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas do dente incluem a dureza, a viscoelasticidade, a
resisténcia a fratura e a elasticidade. O estudo destas propriedades contribuem para o
conhecimento tanto do dente em si como de materiais dentarios (Zhang et al., 2014).

A estrutura e a composi¢ao do esmalte determinam as suas propriedades mecanicas
(Zhang et al., 2014). O conteudo mineral e a densidade dos cristais e dos prismas ndo sao
uniformes em toda a extensao do esmalte, sendo maior em zonas mais espessas de esmalte
e mais reduzido ao nivel cervical, levando a altera¢des do comportamento mecanico deste
tecido (West & Joiner, 2014). A densidade apresenta valores compreendidos entre 2.89 a
3.12 g/cm? (Lussi et al., 2011). Propriedades mecanicas tais como a densidade, o médulo
de elasticidade e a dureza do esmalte tendem a diminuir com a distancia a superficie do

esmalte (Lussi et al., 2011).

Dureza

O esmalte € o tecido mais duro e mineralizado do corpo humano (Li et al., 2014;
West & Joiner, 2014). A dureza ¢ a medida que representa a capacidade de um material
resistir a uma deformacao e fratura numa determinada area (Zhang et al., 2014).

A dureza do esmalte depende da técnica de medida utilizada (Lussi et al., 2011),
sendo que as formas mais frequentes da sua medi¢do sdo os testes de Vickers e Knoop

diferindo no angulo do identador e na for¢a aplicada (Zhang et al., 2014).

Teste de Microdureza de Vickers

O teste da microdureza de Vickers ¢ considerado um método razoavelmente
confiavel, facil, rapido e apenas necessita de uma reduzida area de superficie do espécime
para obter a medida da sua dureza (Elkassas & Arafa, 2013; Strnad & Buka, 2014). E
comumente utilizado para o estudo das propriedades fisicas do dente e para a obtengao

de informag¢des indiretas sobre as alteragdes do conteudo mineral dos tecidos duros
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dentarios em estudos in vitro (Elkassas & Arafa, 2013; Memarpour, Soltanimehr, &
Sattarahmady, 2015).

A dureza de superficie de Vickers ¢ medida através da resisténcia de um substrato
a deformacao por um indentador piramidal de base quadrada formando, entre as duas
faces, um angulo de 136° (Zhang et al., 2014). A dureza ¢ calculada pelo comprimento da
indentag¢do e a carga aplicada durante um periodo de tempo especifico (Zhang et al.,
2014). Para obter medidas precisas, este teste implica que a superficie do espécime seja
polida para que esta se posicione perpendicularmente ao longo eixo do indentador
(Schlueter et al., 2011; Elkassas & Arafa, 2013). O polimento também proporciona a
padronizacgdo dos espécimenes, ao remover variagdes naturais da superficie de esmalte,
entre o proprio dente e entre diferentes dentes, que podem levar a alteragcdes da sua

resposta a desmineralizacdo (Elkassas & Arafa, 2013).

I.1.5 Papel da Saliva na Prote¢iio do Esmalte

Caracteristicas e Func¢oes da Saliva

A saliva ¢ um fluido biolédgico secretado pelas glandulas salivares diretamente na
cavidade oral (Fejerskov et al., 2015; Zhang, Zheng, Zheng, & Zhou, 2015). A maioria
da saliva ¢ secretada pelas glandulas salivares major, como a paroétida, a submandibular
e a sublingual e a Unica diferenga entre elas consiste na viscosidade pela diferente
constitui¢do de proteinas salivares (Fejerskov et al., 2015). E constituida por componentes
organicos como proteinas, glicoproteinas, glucose e ureia, e por componentes inorganicos
nomeadamente o calcio, fosfato e flior (Dawes, 2008; Garcia-Godoy & Hicks, 2008;
Ionta et al., 2014). Os componentes organicos formam uma pelicula protetora, designada
pelicula adquirida, na superficie de esmalte, que funciona com uma barreira protetora e
uma membrana com permeabilidade seletiva prevenindo o contacto direto entre os acidos
e a superficie dentaria. Os componentes inorganicos servem como reservatorio para a
nucleacdo de novos nanocristais (Wang, Mihailova, Klocke, Heidrich, & Bismayer,
2011).

Apresenta inumeras funcdes desde a protecdo e lubrificacdo, neutralizagdo dos
acidos (capacidade tampao), protecdo antibacteriana (Featherstone, 2008) e manutengdo
da integridade do esmalte (Garcia-Godoy & Hicks, 2008; Ionta et al., 2014).

A capacidade tampao da saliva € essencial para diminuir o tempo necessario ao

restabelecimento dos niveis de pH fisioldgicos. Acima de um pH de 5,5, a sua capacidade
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tampao ¢ determinada principalmente pelos sistemas tampao fosfato e bicarbonato, uma
vez que estes neutralizam os acidos libertados pelas bactérias cariogénicas, prevenindo a
desmineralizacdo e impedindo que se retinam as condi¢des dtimas para a colonizacdo de

outros microorganismos patogénicos (Dawes, 2008; Fejerskov et al., 2015).

Grau de Saturacao

Em condigdes fisioldgicas, as estruturas mineralizadas que constituem o dente
realizam constantemente trocas idnicas com a saliva numa relagao de equilibrio (Li et al.,
2014). Deste modo, a saliva ¢ um dos principais mecanismos que interfere no ganho e
perda mineral na interface esmalte-placa bacteriana por, em niveis de pH fisiologicos,
manter em supersaturacdo os niveis de calcio e fosfato em relagdo aos cristais de HA
(Garcia-Godoy & Hicks, 2008; Neto, Maeda, Turssi, & Serra, 2009; lonta et al., 2014).

Os i0es de célcio e fosfato provenientes da saliva e da estrutura cristalina do dente
quando sofre desmineralizacdo, sdo transportados de forma passiva da saliva e do
biofilme para a subsuperficie de esmalte desmineralizado (Garcia-Godoy & Hicks, 2008;
Lietal., 2014).

Quando ocorre uma diminui¢ao do pH abaixo de 5,5 em consequéncia de um ataque
acido, ocorre uma subsatura¢do da saliva, levando a um aumento da solubilidade da
apatite e, consequentemente, a dissoluc¢ao dos cristais de HA (West & Joiner, 2014).

Assim, a saliva consegue proteger o esmalte dentario até¢ um pH de 5,5 — pH critico
que corresponde ao valor a partir do qual a saturagdo da saliva em relagdo a HA perde a
sua capacidade de protecao e conduz a perda mineral do esmalte pela libertacao de ides

calcio, fosfato e hidroxilo na cavidade oral (West & Joiner, 2014).

Pelicula Adquirida

Quando o esmalte esta exposto a saliva, um filme proteico ¢ formado sobre a sua
superficie (Fejerskov et al., 2015). Este filme ¢ denominado pelicula adquirida sendo
constituida por proteinas, péptidos e lipidos (Hannig & Hannig, 2014) e apresenta,
normalmente, uma espessura de 1pum (Fejerskov et al., 2015).

Uma vez que a camada exterior dos cristais de hidroxiapatite apresentam uma carga
16nica positiva, devido essencialmente ao calcio, todas as proteinas com uma carga
negativa sao atraidas para a superficie do esmalte e ligam-se através de interagdes idnicas,
forcas van der Waals e interagdes hidrofobicas (Hannig & Hannig, 2014; Fejerskov et al.,

2015). As proteinas ricas em prolina, a histatina e a estaterina sdo as primeiras proteinas
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que formam a pelicula adquirida pela sua carga negativa e sao o elo de ligacdo entre o
esmalte e outras proteinas através de complexas interagdes entre elas (Hannig & Hannig,
2014; Fejerskov et al., 2015). A importancia desta pelicula deve-se ao facto de promover
a adesdao ou a repulsao de certos microorganismos controlando, assim, a colonizagao
bacteriana. A pelicula ajuda também na remineralizagao do esmalte, uma vez que mantém
10es de calcio e fosfato em proximidade com a superficie dentaria (Fejerskov et al., 2015).

A agdo mecanica da escovagem dos dentes ndo promove a remog¢ao ou a diminuigao
da espessura da pelicula adquirida, no entanto, algumas pastas dentifricas que contém
lauril sulfato de s6dio podem diminuir a capacidade de adsor¢dao de novas proteinas, o

que pode levar a um aumento da vulnerabilidade do esmalte (Fejerskov et al., 2015).

Quantidade da saliva

Diariamente ¢ produzido 0.5 a 1 litro de saliva, sendo que sao produzidos 0,2 a 0,5
mL por minuto de saliva ndo estimulada e 1,0 a 2,0 mL por minuto de saliva estimulada.
A condi¢do que torna estes valores reduzidos designa-se hipossialia e pode-se dever a
patologias da glandula, como distirbios enddcrinos e autoimunes, a toma de certos
medicamentos, como antidepressivos, anti-histaminicos e anti-hipertensores, ou a
tratamento de doengas como a radioterapia (Fejerskov et al., 2015). Um vez que, em casos
de hipossialia, a biodisponibilidade de ides de célcio e fosfato ¢ limitada e a clearance de
acucares e acidos ¢ reduzida, desenvolve-se um aumento do risco de lesdes causadas pela

desmineralizacdo das estruturas dentérias (Featherstone, 2008; Fejerskov et al., 2015)

Limitacoes da Saliva

Apesar de possuir uma capacidade remineralizadora, esta ndo ¢ tdo rapida quando
comparada com a aplicagdo de agentes remineralizadores externos, uma vez que a
presenca de proteinas salivares como a estaterina e proteinas ricas em prolina podem
inibir a precipitacdo total de fosfato de célcio para a formagdo de cristal, ao ligar-se aos

10es de calcio e fosfato (Cochrane et al., 2010).

Saliva artificial

Estudos in vitro sdo essenciais para o estudo da desmineralizag¢do e remineralizacao
uma vez que podem ser feitos num curto periodo de tempo, requerem menos custos € nao
dependem da colaboragdo de participantes. No entanto, ndo sdo capazes de reproduzir

caracteristicas bioldgicas da cavidade oral, tal como a saliva (Mohammed, Lynch, &
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Anderson, 2014). As dificuldades e limitagdes do uso de saliva natural, pelo tempo de
recolha e pela sua rapida decomposi¢do (Aykut-Yetkiner, Wiegand, & Attin, 2014),
implicam o uso de formulagdes de saliva artificial que, pelas alteracdes da sua
composi¢ao e pela inexisténcia da formagao da pelicula adquirida, apresentam menor
capacidade protetora (Wang et al., 2011; Ionta et al., 2014; Mohammed et al., 2014).
Foi demonstrado que a saliva artificial ¢ um agente efetivo no aumento da dureza
de esmalte desmineralizado em estudos in vitro (Aykut-Yetkiner et al., 2014), existindo
diversas formulacdes de saliva artificial na literatura que mimetizam a capacidade

remineralizadora necessaria a realizagdo deste tipo de estudos (Ionta et al., 2014).

1.2 CARIE DENTARIA

1.2.1 Definicao

A carie ¢ uma doenca complexa que se caracteriza como sendo cronica, infecciosa
e transmissivel (Keyes, 1960). Trata-se de um processo continuo que evolui desde
alteragdes subclinicas a nivel da subsuperficie do esmalte até a completa destrui¢do do
dente e pode ser interrompido a qualquer momento (Sala & Garcia, 2013).

Apresenta um caracter multifatorial (Melo et al., 2008; Sala & Garcia, 2013),
resultando da interagdo, ao longo do tempo, entre a presenca de bactérias produtoras de
acidos localizadas no biofilme da superficie dos dentes, o substrato que estas
metabolizam, e fatores do hospedeiro como o dente e a saliva (Melo et al., 2008; Sala &
Garcia, 2013). Os fatores do hospedeiro baseiam-se na sua suscetibilidade de desenvolver
a lesdo de carie e subdividem-se em fatores intrinsecos como o fluxo, a composi¢do e
capacidade tampao da saliva, componentes imunoldgicos e fatores genéticos; e fatores
extrinsecos relacionados com a estrutura sociocultural em que o individuo est4 inserido
dependendo do estilo de vida, estrato social e educacdo (Fig. 1) (Lima, 2007; Selwitz,
Ismail, & Pitts, 2007).

Fatores comportamentais podem estar, também, implicados na progressao da carie,
como o tipo de higiene oral, os habitos alimentares e o uso de medicamentos que
contenham acgucar. Desta forma, o risco de carie varia de pessoa para pessoa (Selwitz et

al., 2007).
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I.2.2 Aspetos Bioquimicos

A remineralizacdo e desmineralizagdo sdo processos que coexistem no dente (Niu
et al., 2014) e ocorrem durante a flutuacdao do pH da cavidade oral como consequéncia do
metabolismo bacteriano de hidratos de carbono fermentaveis (Carmona-Arango et al.,
2013; Llena et al., 2015) e do contacto com 4cidos de origem ndo bacteriana (Li et al.,
2014), envolvendo o fluxo de célcio e fosfato para o interior e exterior do dente (Xiang
et al., 2012), respetivamente. Dao-se de forma ciclica e continua na cavidade oral desde
que seja assegurado um equilibrio entre os fatores protetores e os fatores patologicos das
lesdes de carie (Featherstone, 2008).

Consideram-se fatores protetores: o fluxo salivar e os seus componentes, a presenca
de fltior, de agentes remineralizantes e de outros agentes antibacterianos como a
clorohexidina. No que diz respeito aos fatores patoldgicos, encontram-se entre estes: as
bactérias cariogénicas, hidratos de carbono fermentaveis e disfungdes salivares (Fig. 1)
(Featherstone, 2008; Oliveira et al., 2014).

A desmineralizagao pode ter etiologia bacteriana ou ndo bacteriana: carie ou erosao,
respetivamente. A carie deriva de sucessivos ataques acidos de origem bacteriana,
implicando também outros fatores como a dieta e a suscetibilidade do individuo. A
erosao, por sua vez, envolve a dissolug¢ao de esmalte por acidos de origem nao bacteriana

ou condi¢des patologicas como refluxo gastroesofagico ou bulimia

Equilibrio da carie

Fatores Patol6gicos
- Bactérias produtoras de acidos;

- Alteragdes da fungao e fluxo salivar;
Fatores protetores
- Componentes e fluxo salivar;

hidratos de carbono fermentaveis - Remineralizagéo com fltor, célcio e fosfato;
- Antibacterianos — clorohexina, xilitol

- Frequente ingestdo de alimentos com

Sem cérie

Figura 1 - Conceito de equilibrio da carie. Figura retirada de Featherstone (2008)
com permissdo do Prof. Dr. John Featherstone.
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nervosa (Lussi et al., 2011). Ambas as causas de desmineralizagdo podem provocar a
perda de tecido dentério irreversivel caso ndo sejam aplicadas estratégias preventivas ou
revertiveis atempadamente (West & Joiner, 2014).

A lesao de carie ¢ o resultado de uma acumulacdo de eventos multiplos de
remineralizacdo e desmineralizacdo desencadeados ao longo do tempo (Melo et al.,
2008). Estes sucessivos eventos resultam numa continua diminui¢do do pH na interface
esmalte-biofilme, para valores inferiores a 5,5, devido a producao de 4cidos organicos
como o acido latico, acido formico, acido acético e acido propidnico por bactérias
cariogénicas (Melo et al., 2008; Niu et al., 2014), incluindo os Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp., como produtos do seu metabolismo de
hidratos de carbono fermentaveis provenientes da dieta (Featherstone, 2008; Melo et al.,
2008). No entanto, para o desenvolvimento da lesdo de carie € necessaria a presenca de
bactérias, mas esta condi¢ao nao ¢ suficiente (Melo et al., 2008; Sala & Garcia, 2013). E
necessario que, num hospedeiro suscetivel, ocorra um desequilibrio entre os fatores
protetores e os patologicos por um determinado periodo de tempo, que provoca uma
rutura no processo fisioldgico da remineralizacdo e desmineralizacdo da estrutura dentaria
resultando na dissolugdo dos cristais de HA pela perda de minerais para o meio
envolvente (Melo et al., 2008; Cochrane et al., 2010; Oliveira et al., 2014; Memarpour et
al., 2015).

Se o0 aumento de volume da placa bacteriana e a frequéncia de consumo de aguicares
nao forem controlados durante longos periodos de tempo, a perda mineral sobrepde-se ao
seu ganho, ou seja, em condigdes patoldgicas, a desmineralizacdo prevalece em relagdo a
remineralizacao (Niu et al., 2014; West & Joiner, 2014).

Se o pH retornar a valores acima de 5,5 pela remocao do biofilme, pela diminuigdo
do consumo de aglicar ou mesmo pela capacidade tampao da saliva, a perda mineral

poderé ser interrompida, ou mesmo revertida (Melo et al., 2008).

1.2.3 Aspetos Histologicos

A cérie desenvolve-se gradualmente, iniciando-se por apenas uma minima alteragao
a nivel estrutural, ndo detetavel a nivel clinico, progredindo para um estado de
desmineralizacao clinicamente visivel, podendo alcangar graves nives de destruicdo da

estrutura dentaria (Llena et al., 2015).
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Como referido anteriormente, os cristais de hidroxiapatite contém varias impurezas
e inclusoes de 10es diferentes do proprio cristal. A substituicdo do carbonato pelo fosfato
¢ a que torna o cristal de hidroxiapatite mais soluvel e mais propenso a desmineraliza¢ao
pela acdo dos acidos, levando a existéncia de zonas com deficiéncia de calcio
(Featherstone, 2008; Lussi et al., 2011). Apds o metabolismo dos hidratos de carbono
pelas bactérias cariogénicas presentes na cavidade oral, libertam-se acidos organicos que
se difundem pelo espago intercristalino. Posteriormente, quando o acido atinge uma zona
suscetivel do cristal, ides de calcio e fosfato sao libertados para este espaco (Featherstone,
2008).

No primeiro estagio da carie, a desmineralizacdo traduz-se num aumento dos poros
intercristalianos ao nivel da subsuperficie por perda de cerca de 50% de mineral. Nesta
fase, a superficie do esmalte encontra-se relativamente intacta alterando apenas a sua
tonalidade (Melo et al., 2008; Pino, Ar, Prado, & Tard, 2014).

Quando o processo de desmineraliza¢dao ndo ¢ controlado, este pode continuar até

atingir a dentina, destruindo gradualmente a estrutura dentaria (Melo et al., 2008)

.24 Classificacio

A carie classifica-se em fung¢do da sua localizagdo anatomica e atividade que nao
reflete uma composi¢do quimica da estrutura dentdria mais suscetivel, mas sim a
localizagdo de placa bacteriana metabolicamente ativa (Sala & Garcia, 2013).

O primeiro sinal de carie ¢ designado como lesdo de whifte spot que tem sido,
também, denominado como cérie incipiente (Fejerskov et al., 2015).

A lesdo de carie pode ocorrer ao nivel da coroa, afetando o esmalte (carie coronal),
ou ao nivel da raiz (cérie radicular), quando esta se encontra exposta, afetando o cemento
e a dentina (Sala & Garcia, 2013; Fejerskov et al., 2015). A carie também pode ser
classificada como carie primaria se ocorrer em superficies integras, ou carie secundaria
ou recidivante, caso surja sob uma restauracao previamente realizada (Fejerskov et al.,
2015). Uma importante forma de classificacdo da lesdo de cérie ¢, também, quanto a sua
atividade: ativa ou inativa. Baseando-se em avaliacdes prévias, uma carie que esteja em
progressdo ¢ designada como ativa; uma lesdo de carie que nao tenha sofrido alteragdes
e ndo tenha progredido ¢ dada como inativa. Esta distin¢do € muito importante, uma vez
que, se a carie estiver inativa, ndo ¢ necessaria qualquer intervencao e apenas um controlo

para detetar possiveis alteragdes € suficiente (Fejerskov et al., 2015).
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Existem, também, caries rampantes que afetam particularmente criancas ou
pacientes que sejam submetidos a tratamentos com radiagdo, e sdo caracterizadas por
serem multiplas e se localizarem em zonas que normalmente ndo apresentam lesdes de
carie. As caries ocultas ou hidden caries sao aquelas que se desenvolvem em dentina e

cuja detecao nao ¢ facil, requerendo um exame radiografico (Fejerskov et al., 2015).

I.2.5 Potencial cariogénico

A cariogenicidade da dieta ¢ determinada pela presenca de hidratos de carbono que
servem de substrato para as bactérias cariogénicas que sintetizam polissacarideos
extracelulares e produzem éacidos organicos, resultando na desmineraliza¢do do esmalte
(Lima, 2007). Os hidratos de carbono podem ser diferenciados em monossacaridos
(glucose, galactose e frutose), oligossacaridos (sacarose, lactose e maltose) ou
polissacaridos (amido, amilose e amilopectina). Sao os monossacaridos que desenvolvem
mais rapidamente a lesdo de carie, mas também a combinacdo do amido com a sacarose
apresenta elevada cariogenicidade (Sala & Garcia, 2013). O potencial cariogénico da
dieta pode ser influenciado por factores do proprio alimento como a quantidade e tipo de
hidratos de carbono presentes, pH, consisténcia, retencao, frequéncia, horario de ingestao,
propriedades sialogénicas e presenga de fatores modificadores da solubilidade do esmalte
como acidos. Pode ser também influenciado por fatores socio-econdémicos como a
disponibilidade, distribui¢do e marketing dos alimentos (Sala & Garcia, 2013; Fejerskov
et al., 2015).

Para o desenvolvimento da lesdo de carie, as bactérias possuem certas
caracteristicas que aumentam, também, o potencial cariogénico. A sua viruléncia ¢ dada
pela capacidade de transportar rapidamente agucares fermentaveis e converté-los em
acidos pelo facto de certas bactérias como o Streptococcus mutans apresentarem sistemas
de transporte que conseguem metabolizar agucares mesmo quando em baixas
concentragdes na cavidade oral; e capacidade de tolerar condigdes acidas, adaptando-se e
modificando a sua expressdo fenotipica para aumentar a produgdo de acidos (Sala &

Garcia, 2013; Fejerskov et al., 2015)

1.2.6 Prevaléncia

Patologias orais como a carie dentaria e a doenca periodontal continuam a ser uma

das doencas mais prevalentes que afeta o ser humano em todo o mundo (Melo et al., 2008;
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Sala & Garcia, 2013; Veiga, Pereira, & Amaral, 2015). Estas condi¢des patologicas estao
associadas a uma diminuida qualidade de vida, com repercussdes sdcio-econdmicas pelo
elevado custo do seu tratamento (Melo et al., 2008; Veiga et al., 2015). A prevaléncia tem
vindo a diminuir na maioria dos paises desenvolvidos, no entanto, nos paises
subdesenvolvidos € em certas etnias e grupos populacionais mais desfavorecidos dos
paises industrializados, a doenga continua a ter uma alta prevaléncia (Veiga et al., 2015).

A principal explicagdo para o facto da cérie dentdria continuar a ser uma doenga
prevalente reside no acesso limitado aos cuidados de saude, principalmente dos residentes
de areas suburbanas, a falta de higiene oral e ao baixo nivel educacional (Veiga et al.,
2015). Num estudo realizado em Portugal em 2015, foram avaliadas 605 criangas, com
idades compreendidas entre os 5 e os 12 anos, que apresentaram uma prevaléncia de carie
de 72,1%, das quais 47,0% apresentaram mais de 3 caries, 42,2% viviam em zonas
suburbanas e apenas menos de metade das criancas (41,4%) tinham tido uma s6 consulta
de medicina dentaria no ultimo ano (Veiga et al., 2015).

Segundo uma revisdo sistematica realizada em Londres, em 2015, a prevaléncia
global de caries ndo tratadas na dentigdo permanente em 2010, foi de 35%
correspondendo a 2,4 mil milhdes de pessoas; ¢ a prevaléncia de carie ndo tratada na
denticdo decidua em 2010 foi de 9%. Ambos os resultados foram comparados com
valores obtidos em 1990, constatando-se que permaneceram estaticos, concluindo que a
carie continua a ser um problema major na maioria dos paises do mundo (Kassebaum et
al., 2015). Diversas populacdes do mesmo pais ou entre paises encontram-se em
patamares diferentes de prevaléncia de carie, pelo que as atitudes a adotar deverdao ser
individualizadas e implementadas em fun¢do dos valores encontrados em cada populagao

e pais (Melo et al., 2008).

1.2.7 Incidéncia

Um estudo longitudinal realizado durante 10 anos na Suécia, constatou que, dos
102 participantes com mais de 65 anos, apenas 5 ndo apresentaram novos casos de carie
durante esse periodo de tempo. Os outros participantes apresentaram um elevado aumento
de caries, principalmente radiculares (Fejerskov et al., 2015).

Em 2015, foi realizado um estudo longitudinal no Brasil que incluia 381 criangas
com idades compreendidas entre 1 e 5 anos, das quais 184 apresentavam caries € 197 nao

apresentavam cdries. Foi feita uma avaliagdo de presenca de céaries num intervalo de 2
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anos e constatou-se que a incidéncia geral da carie era de 46,6%, sendo que os valores
mais altos foram encontrados no grupo de criancas que apresentavam caries na avaliagao
inicial (61,1%). 36,7% do grupo de criangas que ndo apresentava caries na primeira
avaliacdo, exibiu lesdes de carie no segundo exame. Concluiu-se que criangas que
apresentam lesdes de carie apresentam um maior risco de desenvolver novas lesdes de

carie (Corréa-Faria, Paixao-Gongalves, Paiva, & Pordeus, 2015).

1.2.8 Manifestacoes Clinicas

A lesdao de carie manifesta-se inicialmente por uma lesdo de mancha branca
denominada: white spot lesion (WSL). As WSL sdo o primeiro sinal clinico visivel a olho
nu da carie dentaria e sdo caracterizadas por serem manchas bem definidas, diferenciadas
do esmalte, aleatoriamente distribuidas estando muitas vezes localizadas no centro do
dente (Bishara & Ostby, 2008; Sala & Garcia, 2013). A mancha branca deve-se a perda
mineral subsequente da desmineralizagdo que leva a alteragdes das propriedades oOticas,
resultando num esmalte de aparéncia opaca e esbranqui¢ada pela diminui¢do da
translucidez (Bishara & Ostby, 2008; Pino et al., 2014). A translucidez do esmalte ¢ um
fendmeno 6tico que depende do tamanho do espacgo intercristalino, sendo que em estagios
iniciais ¢ necessdria a secagem com ar para esta poder ser visivel e com o
desenvolvimento da lesdo e, consequente aumento do espago intercristalino, a WSL
torna-se visivel sem qualquer secagem. Esta translucidez da-se pela substituicdo do ar
pela dgua que circunda os prismas de esmalte (Torres, Borges, Torres, Gomes, & Oliveira,
2011).

Durante o curso natural da doenga, ao longo do tempo, € com o decorrer do processo
de desmineralizagdo, a lesdo de cérie agrava-se e dissipa-se para o esmalte remanescente,
até chegar a dentina e, eventualmente, a polpa. Quando a carie se encontra inativa e
localizada no esmalte, ao nivel das superficies livres, esta apresenta-se com cor branca,
superficie lisa, dura e brilhante. Quando a lesdao de carie se encontra no esmalte ao nivel
do sistema fissurdrio e inativa, esta apresenta-se com uma cor escura € com superficie
lisa. Quando a lesdo atinge a dentina e esté ativa esta apresenta-se com uma cor amarela
ou castanha clara, consisténcia mole e superficie rugosa. Quando esta inativa e na dentina,
surge com uma superficie dura e lisa e de cor castanha escura ou preta (Sala & Garcia,

2013).
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Existem outras lesdes de mancha branca que devem ser distinguidas das WSL como
as manchas de fluorose ou as hipoplasias de esmalte. Ao contrario das manchas de white
spot, a fluorose traduz-se pela presenga de manchas indefinidas, indiferenciadas do
esmalte e distribuidas de forma simétrica (Bishara & Ostby, 2008). As hipoplasias do
esmalte, definidas pela incompleta ou deficiente formagao do esmalte, apresentam-se
como manchas brancas ou com descoloracdo do dente, variando de amarelo a castanho
escuro, de superficie rugosa e irregular € podem apresentar sulcos ou depressdes com

exposicao de dentina pela auséncia parcial ou total do esmalte (Souza et al., 2009).

1.2.9 Distribuicao

Uma vez que as lesdes de carie ocorrem onde ha uma maior acumulagdo de placa
bacteriana ativa, estas podem ser encontradas em qualquer superficie do dente (Sala &
Garcia, 2013; Fejerskov et al., 2015). As fossas e fissuras, as faces interproximais e a
margem gengival sdo as zonas mais afetadas uma vez que sdo mais favoraveis a retengao
de placa bacteriana e de dificil acesso para a higienizagdo (Fejerskov et al., 2015). No
entanto, também podem ser encontradas ao nivel das faces vestibulares e
linguais/palatinas que, quando ocorrem, indicam um elevado risco de cérie, e nas
superficies radiculares quando se encontram expostas (Sala & Garcia, 2013; Fejerskov et

al., 2015).

1.2.10 Diagnéstico e Indices de Classificacio

Para a realizagdo de um correto diagnéstico € fundamental o conhecimento das
caracteristicas clinicas tendo em conta a sua localizacdo, o estadio e a progressao,
permitindo estabelecer a presenga ou auséncia de lesdo de carie (Sala & Garcia, 2013).

O diagnostico das lesdes de carie ¢ fundamental para detetar a doenca, avaliar o
prognostico, contribuir para a decisdo clinica, informar o paciente € monitorizar o
desenvolvimento da doenca (Fejerskov et al., 2015).

Existem duas formas de diagnostico de lesdes de carie: o epidemiologico e o clinico.
Enquanto o diagnostico epidemiologico limita-se a detetar lesdes e a classificé-las, o
diagnéstico clinico avalia a evolugdo da historia, atividade e risco de caries, estando
condicionado pela decisdo terapéutica. Ao contrario do diagnéstico epidemiologico, o
diagnostico clinico ndo ¢ standarizado, ndo sendo um método objetivo (Sala & Garcia,

2013).
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O diagnostico clinico da carie ¢ realizado através do exame visual e tatil das
superficies dentarias com o auxilio de uma sonda (Selwitz et al., 2007; Sala & Garcia,
2013) e, para isso, a superficie deve estar limpa, seca e bem iluminada (Sala & Garcia,
2013; Fejerskov et al., 2015). Outros métodos de diagnostico incluem a radiografia, a
transiluminacdo com fibra oOtica ¢ sistemas baseados na fluorescéncia como o
DIAGNOdent ou o VistaProof. Estes métodos exibem uma maior objetividade na dete¢ao
de lesdes de carie, no entanto, ndo sdo aplicaveis a todas as superficies dentérias e podem
ter um elevado custo (Sala & Garcia, 2013; Fejerskov et al., 2015).

Em 1997, Pitts esquematizou graficamente os varios estadios da lesao de carie em
funcdo da sua gravidade — iceberg da carie dentaria. Esta representacdo, divide a lesdo de
carie em diferentes etapas do diagnoéstico iniciando-se, na base, com as lesdes subclinicas
e lesdes que apenas sdo detetaveis a nivel radiografico; seguindo-se de lesdes
clinicamente detetaveis com a superficie intacta, onde se insere a lesdo de white spot;
acima encontram-se as lesdes cavitadas que sao divididas em cavitagdo do esmalte ou
cavitagdo da dentina; e, por fim, no topo do esquema encontram-se todas as lesdes que
afetam a polpa dentdria (Sala & Garcia, 2013).

Esta esquematizagdo representa ainda as possibilidades de tratamento adequado
para cada tipo de lesdo, conforme o grau de destrui¢cdo e o tipo de atividade (Sala &
Garcia, 2013).

Em 1999, Nyvad desenvolveu um novo sistema de diagnostico que diferenciava
lesdes ativas de lesdes inativas de acordo com um conjunto de critérios tateis e visuais.
Este sistema categoriza a gravidade das lesdes em trés niveis: superficie intacta,
descontinuidade superficial do esmalte e cavidade evidente na dentina. A atividade das
lesdes é determinada através de sinais clinicos como a cor, textura e brilho, sendo o
critério de diagnostico essencialmente visual e tatil pelo uso da sonda que determina a
textura da superficie (Sala & Garcia, 2013).

O ICDAS II (International Caries Detection and Assessment System 1) € outro
indice classificativo e ¢ um exemplo de um método de detegdo e diagnodstico baseado na
avalia¢do do estado da les@o e do dente ou restauracao (Fejerskov et al., 2015). Este indice
classifica a carie através de dois digitos: o primeiro refere-se ao estado da superficie do
dente, se esta integra ou restaurada, e o segundo relaciona-se com a presenca ou nao de
carie e o seu estado (Sala & Garcia, 2013). As tabelas 1 e 2 ilustram os diferentes codigos

utilizados neste indice. Por exemplo, se um dente ndo esta restaurado nem selado, mas
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apresenta uma carie cavitada sem exposi¢ao de dentina, o dente € classificado como 04;

se um dente apresenta uma restauragdo a amalgama infiltrada ¢ classificado como 43.

Tabela 1 - Critérios associados a integridade ou a presenga de restauracdes no dente,
baseados no ICDAS (International Caries Detection and Assessment System).

Codigos | Descricao dos critérios clinicos

Codigo 0 | Nao restaurado nem selado

Codigo 1 | Parcialmente selado

Codigo 2 | Totalmente selado

Codigo 3 | Restauragdo da cor do dente

Codigo 4 | Restauragdo a amalgama

Codigo 5 | Coroa metalica

Codigo 6 | Coroa ceramica, em ouro metalo-cerdmica ou faceta

Codigo 7 | Restauragdo fraturada ou perdida

Codigo 8 | Restauragdo provisoria

Tabela 2 — Critérios associados a presenga ou nao de carie e ao seu estado, baseados no
ICDAS (International Caries Detection and Assessment System).

Codigos | Descricao dos critérios clinicos

Codigo 0 | Esmalte saudavel

Codigo 1 | Alteragdes de esmalte visiveis com esmalte seco

Codigo 2 | Alteragdes inequivocas de esmalte visiveis

Codigo 3 | Cavidade do esmalte sem dentina visivel

Codigo 4 | Sombra escura de dentina vista do esmalte sem cavidade

Codigo 5 | Cavidade com exposi¢ao da dentina

Codigo 6 | Extensa cavidade com exposi¢ao da dentina

1.2.11 Inducdo Artificial de Lesoes de Carie

A inducdo de lesoes iniciais de carie tem sido muito utilizada como modelo de
estudo para o estudo do processo carioso. Estes estudos utilizam ciclos de pH e agentes
desmineralizantes para reproduzir ataques cariogénicos. No entanto, devido a auséncia de
microorganismos, ndo ¢ totalmente conseguida a reproducao das condigdes naturais da

cavidade oral, apenas refletindo os aspetos fisico-quimicos da desmineralizagdo do
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esmalte (Campos et al., 2015). Para além disso, existem variacdes da composicao do
esmalte humano, podendo haver diferencas na desmineralizagdo entre diferentes
espécimenes e entre locais do mesmo espécime (Mohammed et al., 2014).

Por outro lado, as WSL induzidas artificialmente sao mais homogeneamente
reprodutiveis do que as lesdes de carie naturais, uma vez que podem ser produzidas lesoes
de céarie com uma profundidade constante facilitando o estudo dos fenémenos da
desmineralizacdo e remineralizacdo (Damle, Bengude, & Saini, 2010).

Desta forma, uma vez que € necessario avaliar o potencial remineralizante de certos
produtos antes de serem aplicados aos pacientes, os estudos in vitro sao fundamentais,
oferecendo informagdes sobre condi¢cdes que ndo sdo possiveis avaliar em estudos

clinicos (Neto et al., 2009).

1.2.12 Prevencéo e Remineralizacio das Lesoes Cariogénicas

No inicio da segunda metade do século XX, quando o processo de desenvolvimento
da cérie comecou a ser melhor entendido, desenvolveram-se os primeiros programas para
combater esta doenca como a fluoretagdo das 4guas de consumo e a aplicacdo de medidas
que interferiam com os habitos alimentares e de higiene oral. Outras medidas preventivas
foram aplicadas mais tarde como a aplicagdo de selantes de fissura e pastas dentifricas
fluoretadas (Melo et al., 2008).

A prevencao primaria passa por manter o equilibrio fisioldgico, ao controlar a dieta,
manter os héabitos de higiene oral adequados, pelo controlo mecanico da placa bacteriana,
e realizar visitas regulares ao médico dentista (Sala & Garcia, 2013; Fejerskov et al.,
2015). O controlo mecanico da placa deve ser realizado regularmente, pela escovagem
dentaria didria, uso de fio dentério e/ou escovilhoes, e pela realizagdo de bochechos com
antimicrobianos (Sala & Garcia, 2013).

Sabe-se que um bom cuidado da cavidade oral durante a infancia, reduz
significativamente o risco de patologias orais no futuro (Veiga et al., 2015).

Quando a prevenc¢do primaria nao ¢ eficaz, passa-se de um estado de equilibrio para
um estado patoldogico em que a prevengdo secundaria deve intervir, devendo-se
diagnosticar precocemente e executar um tratamento atempado. Na prevencao tercidria,
a carie ja esta instalada e avancada, devendo-se recorrer a tratamentos invasivos

(Fejerskov et al., 2015).
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Tradicionalmente, a interveng¢ao no tratamento de lesoes de carie, cavitadas ou nao,
passava pela sua imediata remocgao e substituicdo por materiais restauradores (Stewart &
Hale, 2003), o que produzia uma grande perda de estrutura dentaria, por vezes
desnecessaria.

Hoje em dia, a filosofia da medicina dentdria preventiva nao invasiva ou
minimamente invasiva ¢ direcionada para o uso de tratamentos que controlam ou
revertem lesdes de carie incipientes, mantendo o dente saudavel e funcional. Uma vez
que, nem todas as lesdes de carie avangam para cavitagdo, o desafio ¢ determinar quais
as WSL que progridem para cavitagdo e avalia-las de forma adequada para tomar decisdes
clinicas apropriadas (Elkassas & Arafa, 2013; Pino et al., 2014; Lenzi, Montagner,
Soares, & de Oliveira Rocha, 2015).

Atualmente, as vdrias estratégias para controlar a carie dentdria focam-se na
interrupcao da interagdo entre todos os fatores de risco que tém um importante papel no
desenvolvimento da carie dentaria. Algumas destas medidas incluem alteragdes na dieta,
praticas de higiene oral, uso de produtos fluoretados, selantes de fossas e fissuras e
aplicagdo de agentes antimicrobianos. Porém, todas as estratégias implementadas até
agora, baseadas no controlo desses fatores, apenas diminuiram a incidéncia de carie sem,
no entanto, erradica-la (Lima, 2007; Farooq et al., 2013).

Idealmente, os agentes de remineralizacio devem proporcionar uma
biodisponibilidade de ides calcio, fosfato e fluoreto que favorega o ganho mineral em
profundidade na lesdo e ndo apenas a sua deposi¢do a nivel superficial (Cochrane et al.,
2010).

Portanto, o agente remineralizador deve ter como requisitos basicos: seguranca para
o uso humano, biodisponibilidade dos ides, precipitacdo rapida sobre as regides
desmineralizadas, proprorcionar a formagdo de apatite estavel e resistente a futuros
ataques acidos e apresentar uma capacidade de difusdo pelo biofilme e pela subsuperficie

da lesdao (Nongonierma & FitzGerald, 2012).

O Fluor como agente remineralizador

Existem circunstancias em que o risco de carie € elevado e as condi¢des naturais da
cavidade oral ndo sdo suficientes para reverter a desmineralizacdo, pelo qual se tem que
recorrer a elementos externos tais como os produtos fluoretados (Carmona-Arango et al.,

2013).
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Apos a aplicagdo topica de fluor precipitam-se complexos de CaF, que funcionam
como uma barreira protetora na superficie e como reservatorios do ido fluoreto
(Mohammed et al., 2014). Quando o pH diminui, o flGor livre dos depdsitos de CaF»
liberta-se inibindo o processo de desmineralizacdo. Ao aumentar o pH, os ides de fluor
livres penetram na superficie porosa do esmalte e sdo utilizados para a formacdo de
mineral (Li et al., 2014; Memarpour et al., 2015).

Assim, ha uma redu¢do da quantidade de minerais perdidos aquando do fenémeno
da desmineralizagdo e um aumento da resposta aquando da remineralizagdo salivar. A
formagdo de mineral ocorre pela substitui¢ao de i0es de hidroxilo (OH") do cristal de HA,
com a formula Caio(PO4)sOH, por ides de fluor (F°), resultando em cristais de FA, com a
formula Caio(PO4)sF2, que possuem menor solubilidade e maior resisténcia ao ataque
acido comparativamente a estrutura original de HA, uma vez que o pH critico para a
dissolu¢do do esmalte remineralizado com FA ¢ de 4,5 (Sudjalim, Woods, & Manton,
2006; Chen & Wang, 2011; Mohammed et al., 2014;).

Pelo facto do fluoreto poder ser integrado na rede cristalina do esmalte dentério
resultando numa estrutura que ¢ mais resistente a dissolucao pelos acidos, a administra¢ao
de fluor topico ¢ amplamente utilizada como recurso para o tratamento de lesdes de carie
incipientes (Sudjalim et al., 2006).

O fluor ¢ considerado um cléssico agente “anti-carie” (Xiang et al., 2012) que
interage com os fluidos orais na superficie e subsuperficie do esmalte e que se combina
com os i0es de calcio e fosfato, libertados aquando da desmineralizagdo do esmalte, para
substituir HA por FA (Li et al., 2014; Oliveira et al., 2014) sendo a sua capacidade
remineralizadora reconhecida (Memarpour et al., 2015).

Por cada dois 1des de flior, sdo necessarios seis 10es de fosfato e dez de calcio para
formar uma molécula unitaria de FA (Caio(PO4)sF2). Assim, na aplicagdo topica de fltor,
a biodisponibilidade de i1des de calcio e fosfato pode ser o fator limitativo da
remineralizacdo do esmalte (Reynolds, 2008; Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa,
2013; Li et al., 2014).

Formas de aplicacdo de fluor

Hé mais de 50 anos, desde a introducao da agua fluoretada, que a terapia com fluor
tem sido o foco nas estratégias preventivas da satde oral (Xiang et al., 2012). A aplicagao
sistémica de fllior através de, por exemplo, administragdo de comprimidos, ndo tem uma

acdo significativa na diminuicdo da desmineralizacdo e aumento da remineralizagdo.
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Assim, a tentativa de prevencao e de reversao de lesoes iniciais de carie direciona-se para
o uso topico de fluor visto que sdo de facil uso e tém aceitabilidade por parte dos pacientes
(Shen et al., 2015). Pastas dentifricas, géis, vernizes e colutérios sdo as formas mais

comuns de aplicagao topica de fltior (Duraisamy et al., 2015; Memarpour et al., 2015).

Pastas Dentifricas Fluoretadas

As pastas dentifricas fluoretadas sdo consideradas um dos agentes mais efetivos
para prevenir e reverter a desmineralizagao do esmalte, sendo que o fltior € o principal
componente do dentifrico comprovadamente associado ao declinio da incidéncia de carie
(Joetal., 2014).

Durante a escovagem com uma pasta fluoretada, o fluor pode ser distribuido as
diferentes areas da cavidade oral como a superficie dentaria, a saliva, tecidos moles e o
biofilme formando-se reservatorios de CaF» que ajudam na posterior formacao de cristais
de FA, proporcionando a remineralizagdo (Li et al., 2014; Shen et al., 2015).

A eficacia da pasta dentifrica convencional (1.000 ppm de fluor) tem sido
documentada em varios estudos; a evidéncia refere que pastas dentifricas com 5.000 ppm
de fluor podem também promover a redugdo da desmineralizacdo € o aumento da
remineraliza¢do. No entanto, a completa eliminagdo de WSL ¢ improvavel pela rapida
remineraliza¢do da superficie de esmalte na presenca de uma elevada concentragio de
fltor, que restringe a passagem de ides em profundidade as camadas mais afetadas.
Assim, a aplicacdo direta de grandes concentracdes de flior ndo ¢ recomendada (Jo et al.,
2014).

Segundo Damle et al. (2010), o uso regular de pastas dentifricas fluoretadas

aumenta a remineralizagao de WSL.

Vernizes fluoretados

A aplicacdo topica de fluor com vernizes tem sido usada como adjuvante no
tratamento de lesdes ativas de white spot. A evidéncia do efeito dos fluoretos topicos na
prevencao de caries tem sido extensamente reportada, apresentando um beneficio para a
aplicag¢do de verniz de fllior pelo menos duas vezes por ano para a prevencao de céries
em criancgas e adultos com moderado ou alto risco de carie (Lenzi et al., 2015; Shen et al.,
2015).

Virios estudos demonstraram que vernizes de fluor sdo capazes de prevenir ou até

remineralizar lesdes iniciais de cérie quando combinados com outras estratégias
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preventivas como o controlo da dieta e do biofilme (Du et al., 2012; Silva et al., 2012).
O verniz mais efetivo reportado na literatura é o que contém fluoreto de s6dio como
agente anti-cariogénico (Cardoso et al., 2014).

Os vernizes dentarios sao uma estratégia utilizada na aplicagao topica de fluor para
controlar caries e apresentam diversas vantagens em relagdo as outras formas de aplicagao
de fluor: ndo sdo afetados pela humidade, endurecem sobre o dente em contacto com a
saliva, o que ajuda na sua reten¢do, permanecendo aderidos durante mais tempo ao
esmalte e ndo dependem da cooperacao do paciente, permitindo uma maior aceitabilidade
(Duraisamy et al., 2015; Llena et al., 2015).

Apresentam um curto periodo de tempo na cavidade oral uma vez que podem ser
eliminados pela a¢do da lingua, do fluxo salivar, da mastigacdao ou dos procedimentos de
higiene oral. Assim sendo, os vernizes devem libertar os seus ides no curto espago de
tempo antes de serem totalmente eliminados. Foi estimado que os vernizes de fluor
permanecem durante 24 horas in situ (Shen et al., 2015).

A agdo remineralizadora dos vernizes de flaor pode ser explicada pela presenga de
reservatorios de fluor pela formagao de CaF» e pela sua lenta libertagdo a niveis de pH
diminuidos para reduzir o processo de desmineralizacdo (Li et al., 2014). No entanto, a
formacao destes reservatorios de CaF» e dos cristais de fluorapatite ¢ limitada pela
biodisponibilidade de ides de calcio, fosfato e fluor (Reynolds, 2008; Elkassas & Arafa,
2013; Shen et al., 2015).

Por conseguinte, tentou-se incluir ides de célcio e fosfato em vernizes de flior com
o objetivo de melhorar a sua eficacia, criando-se vernizes de flior com fosfato de calcio
(Clinpro™ White Varnish) pela adi¢do de fTCP (Shen et al., 2015) que resulta da
combinagdo de fosfato, célcio e de fluoreto de sddio a 5% (Memarpour et al., 2015). O
fTCP, por sua vez, resulta da mistura do fosfato de calcio com lauril sulfato de sédio (Jo
etal., 2014).

No entanto, a adi¢do de 10es de calcio e fosfato pode levar ao efeito contrario ao
desejado uma vez que o fosfato inorganico pode dificultar a reten¢do dos ides de flaor
impedindo a formacao de CaF». Pode, também, levar a formacgdo de fases de fosfato de
calcio com baixa solubilidade diminuindo a sua biodisponibilidade e favorecendo a

formacao de célculo dentério (Shen et al., 2010; Shen et al., 2015).

O CPP-ACP

Recentemente, foram criados novos métodos preventivos que visam potencializar
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o efeito da remineralizacdo obtida por meio do fluor, pela aplicacdo de ides de fosfato e
calcio que conseguem penetrar em profundidade nas WSL, tal como o CPP-ACP (Jo et
al., 2014).

O uso clinico de calcio e fosfato, para a remineralizacao, ndo tem sido bem-
sucedido pela baixa solubilidade do fosfato de calcio, especialmente na presenca de ides
de fluor (Reynolds, 2008).

No entanto, a caseina fosfopeptidea (Casein Phosphopeptide — CPP) ¢ capaz de
ligar ides de calcio e fosfato, estabiliza-los como fosfato de célcio amorfo (Amorphous
Calcium Phosphate - ACP), formando-se nanocomplexos de CPP-ACP que se ligam a
superficie do dente e ao biofilme (Reynolds, 2008; Duraisamy et al., 2015; Memarpour
et al., 2015). Durante um ataque 4acido o CPP-ACP dissocia-se em i0es de fosfato e de
calcio e, como consequéncia, a estrutura dentaria passa a beneficiar de uma
supersaturagao co-localizada de ides de calcio e fosfato no biofilme que se difundem para
as lesdes de esmalte subsuperficiais (Zhang, Zou, Yang, & Zhou, 2011; Farooq et al.,
2013; Memarpour et al., 2015), proporcionando assim o processo de remineralizagdo
(Reynolds, 2008; Oliveira et al., 2014; Memarpour et al., 2015).

O CPP ¢ derivado de uma proteina de leite designada caseina, ¢ insipida, tem baixa
antigenicidade e pode ser purificada em nano-complexos de CPP-ACP por precipitagdo
seletiva, troca de ides ou por ultrafiltragdo (J. Li et al., 2014). Possui uma sequéncia
especifica de aminoécidos -Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu que estabiliza o ACP em
solugdo metaestavel (Reynolds, 2008). Tem, também, a capacidade de diminuir a
quantidade de Streptococcus mutans pela sua possibilidade de se integrar no biofilme
(Farooq et al., 2013).

Diversos estudos in vitro e in situ demonstraram um importante papel do CPP-ACP
na reversdo de lesdes iniciais de white spot (Reynolds, 2008; Zhang et al., 2011
Duraisamy et al., 2015; Memarpour et al., 2015) e uma maior a¢do na neutraliza¢do de
acidos da cavidade oral quando comparado com a aplicagdao de apenas pasta dentifrica
fluoretada (Farooq et al., 2013).

No entanto, nos estudos in vitro, o CPP-ACP tem algumas limita¢des: ao ser
aplicado sem fliior apenas leva ao aumento das concentracdes de ides de fosfato e de
calcio e nao de fluor, necessario também a remineralizacdao; ndo ¢ conhecido o tempo

total de acdo do CPP-ACP (Farooq et al., 2013).
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Combinacao do CPP-ACP com Fluaor

Para uma remineralizacdo eficaz € necessaria a coexisténcia de ides de flior, calcio
e fosfato. Assim, o fltior ou o fosfato de calcio quando aplicados individualmente nio sdo
tdo eficazes na remineralizagdo quando comparado com a sua aplicacdo combinada
(Reynolds, 2008; Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2013).

A combinac¢dao de flior com CPP-ACP, independentemente da sequéncia da
aplicag¢do (Duraisamy et al., 2015), mostrou uma maior eficiéncia na remineralizagdao do
que produtos que tinham apenas flior na sua constitui¢do e do que apenas CPP-ACP sem
flor (Reynolds, 2008; Duraisamy et al., 2015; Llena et al., 2015).

Isto porque, quando se combina a aplicacdo de flior com CPP-ACP, formam-se
nanocomplexos de ides de calcio, fosfato e fltior designados por CPP-ACFP. O ACFP ¢
estabilizado pelo CPP na superficie do dente (Li et al., 2014) e, desta forma, € possivel a
coexisténcia de calcio, fosfato e flior na superficie do esmalte, promovendo todos os
elementos necessarios a remineralizagdo com FA (Reynolds, 2008). Assim, ¢
proporcionado um efeito sinérgico do CPP-ACP e do fluor no controlo e tratamento das
WSL promovendo um efeito inibitério na desmineraliza¢do do esmalte (Li et al., 2014;

Duraisamy et al., 2015).

1.3 PERTINENCIA DO ESTUDO

A carie dentaria ¢ uma doenca cronica e qualquer individuo pode estar suscetivel
ao seu desenvolvimento em qualquer altura da sua vida. Apesar de ndo ser fatal, causa
morbilidade, influencia desfavoravelmente a satide geral do individuo, sendo a principal
causa de dor oral, e pode levar a perda total da peca dentaria (Selwitz et al., 2007).

A carie pode diminuir a fun¢do mastigatéria, provocar perturbacdes fonéticas,
alterar a estética facial, originar complicagdes infecciosas com repercussdes locais e
sistémicas e alterar a componente psicossocial do individuo (Robinson et al., 2000). Os
problemas de saude provocados pela carie dentaria podem também refletir problemas
socioecondmicos pelo elevado custo do seu tratamento e pelo absentismo no trabalho
(Melo et al., 2008).

A remineraliza¢do ¢ um processo natural ou artificial de reparacdo do esmalte e ja
¢ estudada hd muitos anos com o intuito de diminuir a incidéncia e prevaléncia da carie.
Uma vez que existe uma fase em que a lesdo de carie € reversivel (Llena et al., 2015),

deve-se atuar precocemente e de forma minimamente invasiva para controlar a progressao
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da doenca e melhorar a estética e a fungdo (Cochrane et al., 2010). No inicio da segunda
metade do século XX, quando foram descobertas as potencialidades cariostaticas do fluor,
comecaram a ser desenvolvidos programas para combater a carie o que levou ao declinio
da cérie dentaria nos paises industrializados. No entanto, estudos referem um aumento da
incidéncia nestes paises e uma elevada prevaléncia nos paises subdesenvolvidos surgindo
novas duvidas quanto ao melhor meio para prevenir e tratar a carie dentaria (Melo et al.,
2008).

O médico dentista deve ter conhecimento da etiologia, da fisiopatologia e da
prevencao da carie dentaria, devendo estar a par das estratégias preventivas mais eficazes
em cada caso especifico, para informar e orientar o paciente de forma a evitar a progressao

da céarie para cavitagao e poder controla-la mais facilmente.

1.4 OBJETIVOS

Com o presente trabalho pretendeu-se:

e Comparar a microdureza de superficie do esmalte humano, apds indugdo
artificial de carie e aplicagdo de uma pasta dentifrica fluoretada;

e Comparar a microdureza de superficie do esmalte humano, apds indugdo
artificial de carie e aplicagdo de verniz de flior de alta concentragcdo com
fosfato de calcio;

e (Comparar a microdureza de superficie do esmalte humano, apds inducao
artificial de carie e aplicagdo de CPP-ACP;

e Analisar microscopicamente o efeito que a pasta dentifrica fluoretada tem
sobre o esmalte humano, ap6s indugao artificial de cérie;

e Analisar microscopicamente o efeito que a combinagdo de pasta dentifrica
fluoretada com verniz de flior de alta concentragao com fosfato de calcio
tem sobre o esmalte humano, apds indugao artificial de carie;

e Analisar microscopicamente o efeito que a combinagdo de pasta dentifrica
fluoretada com CPP-ACP tem sobre o esmalte humano, apds inducdo

artificial de carie.

36



Introducao

I.5 HIPOTESE NULA

Para tal foi equacionada a seguinte hipotese:
e Nao existem diferengas significativas no aspeto microscopico e na dureza
superficial do esmalte apds a aplicagdio dos distintos agentes

remineralizadores sobre lesOes iniciais de carie.
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I. MATERIAIS E METODOS

II.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto de investigagdo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica da
Cooperativa de Ensino Superior Egas Moniz. Os dentes do estudo foram fornecidos pelo
banco de dentes da Clinica Dentaria Egas Moniz e preservados numa solucao diluida de
cloramina T a 0,5% e 4gua desionizada a 4°C. Todos os dentes foram obtidos de sujeitos

anonimos que assinaram um consentimento informado.

I1.2 LocAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado nas instalacdes do Instituto Superior de Ciéncias da Saude
Egas Moniz, no laboratorio de Biomateriais, entre junho e julho de 2016. A analise dos
espécimenes, pela Microscopia Eletronica de Varrimento, foi efetuada no Laboratério de
Microscopia Eletronica no Instituto Superior Técnico da Universidade de Lisboa em julho

de 2016.

I1.3 DESENHO DO ESTUDO

Foi executado um estudo observacional e analitico em 12 molares humanos higidos,
sem caries ou fraturas, dos quais foram obtidos 48 fragmentos de esmalte. Selecionaram-
se 3 grupos de estudo: Grupo A (n=12), Grupo B (n=12) e Grupo C (n=12), que foram
submetidos a um procedimento de desmineralizacdo e, posteriormente, aplicadas
diferentes estratégias de remineralizagdo. Ao grupo controlo, Grupo D (n=12), nao foi

aplicado nenhum processo de desmineralizagdo, nem nenhum agente terapéutico (Fig. 2).

I1.4 SELECAO DA AMOSTRA

Foram selecionados, aleatoriamente, 12 molares integros que respeitassem 0s
seguintes critérios de inclusao: higidez, auséncia de lesdes de carie, auséncia de fraturas
de esmalte e que nao tivessem sido submetidos a tratamento quimico ou mecanico prévio,
a excecdo dos contemplados na higiene dentdria dos individuos. Deste modo, foram

excluidos todos os dentes que apresentassem lesdes de carie, restauragdes, fraturas,
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malformagdes, perda de integridade ou que tivessem sido submetidos a tratamentos
mecanicos (por exemplo, tratamento ortodontico), quimicos (como branqueamento) ou
eletromagnéticos (por exemplo, radiacdo laser). Os critérios de inclusdo foram
visualmente observados, nesta fase inicial, através da lupa estereomicroscopica Leica TM

MZ6 (Leica, Germany).

12 dentes humanos
4 espécimenes por dente
(n=48)
Anélise Vickers
Grupo D (n=10)
' =12)
(n Andlise MEV
(n=2)

n=36

Indugéo de WSL artificiais: 6 dias em ac. lacticoa pH 5 e 37°C

v ! /

Grupo A Grupo B Grupo C
(n=12) (n=12) (n=12)
17 v v
Tratamento com Tratamento com Tratamento com

Pasta Dentrifica Fluoretada
2 min, 2x por dia (12 em 12 horas), 7 dias

Pasta Dentrifica Fluoretada Pasta Dentrifica Fluoretada
2 min, 2x por dia (12 em 12 horas), 7 dias 2 min, 2x por dia (12 em 12 horas), 7 dias
+ +
Vemiz de Fluor com Fosfato de Célcio CPP-ACP
10 seg, 1x por semana 3min, 1x por dia, 7 dias
Saliva artificial + +

+

Saliva artificial Saliva artificial

—

Andlise Vickers
(n=10)

Analise MEV
(n=2)

Andlise Vickers
(n=10)

Analise MEV

(n=2)

Analise Vickers
(n=10)

Andlise MEV
(n=2)

Figura 2 - Fluxograma do procedimento experimental.

40




Materiais e Métodos

I1.5 PREPARACAO E SECCAO DOS DENTES

Ap6s a selecdo da amostra, foi realizada a limpeza das superficies das raizes dos
dentes para a remocao de célculo e restos de tecidos como o ligamento periodontal, com
recurso a curetas periodontais Gracey 3/4 e 5/6 (Cardoso et al., 2014; Jo et al., 2014).

Para a sec¢ado dos dentes foi utilizado um micrétomo de tecidos duros, o Accutom-

50 (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca) (Fig. 3).

Accutom-50

Figura 3- Maquina de corte de precisao Accutom-50 (Struers).

Cada dente foi seccionado no sentido mesio-distal, seguindo o sulco central da face

oclusal (Fig. 4), de forma a obter dois fragmentos, um vestibular e um palatino/lingual

(Fig. 5).

Figura 4 - Sec¢do de um dente no Figura 5 - Obtengdo de dois fragmentos
sentido mesio-distal. através da sec¢do no sentido mesio-distal.
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De seguida, cada um destes fragmentos obtidos foi novamente seccionado no
sentido vestibulo-palatino/lingual (Fig. 6) em dois outros fragmentos (Fig. 7). Obtendo-

se assim as por¢des mesio-vestibular, mesio-palatino/lingual, disto-vestibular e disto-

palatino/lingual.

Figura 7- Resultado da secc¢ao no

Fi 6 - Secgdo d dent tid . . .
teura . sentido vestibulo-lingual.

vestibulo-lingual.

As raizes foram cuidadosamente seccionadas ao nivel da jun¢ao amelocementaria,
perpendicularmente ao longo eixo do dente (LED), separando a por¢do corondria da
porcao radicular (Fig. 8). Obtiveram-se assim 4 espécimenes por cada molar (Fig. 9),

perfazendo um total de 48 espécimenes (n=48).

Figura 8 - Sec¢do da raiz de um dente, Figura 9- Obtengdo, a partir de um molar, de quatros
perpendicularmente ao LED. espécimenes com uma area de 3x4mm.
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I1.6 POLIMENTO DAS AMOSTRAS

Os espécimenes submetidos a analise de microdureza e MEV, foram polidos com
recurso a maquina LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca) (Fig. 10) e aos discos de
polimento a 40 rpm, sob arrefecimento com agua. Os discos utilizados foram de grao fino
de carbeto de silicio, resistentes a agua (StruersTM, FEPA paper, granulometria: 320,
600, e 1200 grits (Ionta et al., 2014). Os espécimenes foram polidos até apresentarem uma
superficie lisa e plana (Fig. 11, 12 e 13), necessaria a analise de Microdureza Vickers
(Schlueter et al., 2011). Os espécimenes foram, posteriormente, colocados em agua

destilada para remover as particulas provenientes do polimento.

LahoPol-4

Figura 10 - Maquina LaboPol-4® (Struers) e disco de polimento.

Figura 11 - Espécime antes de ser submetido ao polimento: (2 esquerda) vista superior
e (a direita) vista lateral.
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Figura 12 - Espécime submetido a polimento.

Figura 13 - Espécime apos ser submetido ao polimento: (a esquerda) vista superior e (a
direita) vista lateral.

I1.7 INDUCAO DA DESMINERALIZACAO SIMULANDO LESOES
ARTIFICIAIS DE WHITE SPOT

Para a indugao de lesdes artificiais de white spot, os 36 espécimenes sofreram um
processo de desmineralizagdo com uma solugao tampao de 50 mL de acido latico a pH 5
durante 6 dias (Cardoso et al., 2014), a uma temperatura de 37°C (Jo et al., 2014; Oliveira

et al., 2014). A solugdo tampao de 4cido latico foi preparada com 50 mM de écido latico
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(Fluka® Analytical, SIGMA — ALDRICH,Co., Espanha, lote: #BCBN4919V), tendo sido
o pH ajustado a 5,0 com NaOH (LABORSPIRIT, Lisboa, Portugal, lote: #201011).

Foi utilizado 4cido latico, uma vez que ¢ um dos produtos resultantes do
metabolismo dos hidratos de carbono realizado pelas principais bactérias cariogénicas
como o Streptococcus mutans € o Lactobacillus spp (Buzalaf et al., 2011; West & Joiner,
2014). O pH foi ajustado para 5, uma vez que o pH critico a partir do qual o cristal de
hidroxiapatite sofre desmineralizagdo ¢ 5,5 (Garcia-Godoy & Hicks, 2008; West &
Joiner, 2014).

I1.8 ALEATORIZACAO DAS AMOSTRAS E APLICACAO DOS
AGENTES INDUTORES DE REMINERALIZACAO

Apos a indugdo das lesoes artificiais de white spot, os 36 espécimenes foram
aleatoriamente divididos em trés grupos de estudo: Grupo A (n=12), Grupo B (n=12) -
e Grupo C (n=12). O Grupo D (n=12) constituiu o grupo controlo.

Durante e entre os ciclos de remineralizagdo os espécimenes dos trés grupos de
estudo, foram colocados numa solucao de saliva artificial que foi preparada com 0,02 mM
de Na;S+*9H,0 (sulfito de sdédio nano-hidratado), 6,84 mM de NaCl (cloreto de sodio),
5,36 mM de KCl (cloreto de potéssio), 4,42 mM de NaH>PO4-2H,0 (di-hidrogenofosfato
de sodio di-hidratado), 16,65 mM de Ureia, 1,80 mM de CaCl: (cloreto de célcio) e 1000
mL de dgua desionizada (Urban et al., 2009), apresentando um pH entre 6,9 e 7. No grupo
controlo, os espécimenes ficaram apenas armazenados em saliva artificial, durante o

mesmo tempo em que decorreu o estudo (7 dias).

Grupo A (n=12) — Grupo de estudo

12 espécimenes foram escovados com uma escova elétrica (Oral-B, Vitality, Braun)
(Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012) duas vezes por dia (8h00 e 20h00 - intervalo de 12h)
durante 7 dias. A escovagem foi feita com pasta dentifrica fluoretada com 1450ppm NaF
(Colgate™, Triple Action) (Fig. 14) durante 2 minutos (Wang et al., 2011). Os
espécimenes foram colocados numa solugdo de saliva artificial e armazenados a 37°C
(Duraisamy et al., 2015) entre os ciclos de escovagem.

Destes, 10 espécimenes foram submetidos a teste de microdureza de Vickers e 2 a

MEV.
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OralB

VITALITY
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Figura 14 - Escova elétrica (Oral-B, Vitality, Braun) e pasta dentifrica fluoretada (1450 ppm de
NaF) utilizadas na escovagem dos espécimenes.

Grupo B (n=12) — Grupo de estudo

12 espécimenes foram escovados com uma escova elétrica (Oral-B, Vitality, Braun)
(Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012) duas vezes por dia (8h00 e 20h00 - intervalo de 12h)
durante 7 dias. A escovagem foi feita com pasta dentifrica fluoretada com 1450ppm NaF
(Colgate™, Triple Action) (Wang et al., 2011).

No sétimo dia, secou-se a superficie do espécime e aplicou-se uma camada de
verniz de flior de alta concentra¢io com fosfato de calcio (Clinpro™ White Varnish, 3M
ESPE, Neuss, Alemanha, lote: #N641681 ¢ validade: 08/2016) (Fig. 15), tendo sido
absorvida por 10s (Duraisamy et al., 2015). Os espécimenes foram colocados numa
solugdo de saliva artificial e armazenados a 37°C (Duraisamy et al., 2015), entre os ciclos
de escovagem. Passadas 24 horas, o verniz foi removido usando uma compressa
embebida em 4gua destilada.

Destes, 10 espécimenes foram submetidos a teste de microdureza de Vickers e 2 a

MEV.
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Figura 15 - Verniz de fluor de alta concentragdo com fosfato de calcio (Clinpro™
White Varnish, 3M ESPE).

Grupo C (n=12) — Grupo de estudo

12 espécimenes foram escovados com uma escova elétrica (Oral-B, Vitality, Braun)
(Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012) duas vezes por dia (8h00 e 20h00 - intervalo de 12h)
durante 7 dias. A escovagem foi feita com pasta dentifrica fluoretada com 1450ppm NaF
(Colgate™, Triple Action) (Wang et al., 2011).

Imediatamente e apenas apds a primeira escovagem didria, aplicou-se, com um
microbrush, uma camada de CPP-ACP (GC Tooth Mousse, Recaldent™, GC Europe,
lote: 150241V, validade: 03/2017) (Fig. 16), durante 3 minutos (Duraisamy et al., 2015).
Posteriormente os espécimenes foram colocados em nova saliva artificial durante 90
segundos e limpos com uma compressa. Os espécimenes foram colocados numa solucao
de saliva artificial e armazenados a 37°C (Duraisamy et al., 2015) entre os ciclos de
escovagem.

Destes, 10 espécimenes foram submetidos a teste de microdureza de Vickers e 2 a

MEV.

m-,- 5 ’“’: .

GC
Tooth
Mousse

Topical creme with
bio-available calcium and

de

phosphate

Strawberry

from milk casain.

RECALDENT

o

Figura 16 - Pasta de CPP-ACP (GC
Tooth Mousse, Recaldent™).

47



Remineralizagdo de lesoes iniciais de cdrie dentaria — estudo in vitro

Grupo D (n=12) — Grupo controlo / de Esmalte Sao
12 espécimenes de esmalte higido ndo foram submetidos a inducao artificial de
lesdo de carie nem a qualquer tratamento remineralizador. Destes, 10 espécimenes foram

submetidos a teste de microdureza de Vickers e 2 a MEV.

I1.9 ANALISE DA SUPERFICIE DO ESMALTE

11.9.1 Teste de Microdureza de Vickers

10 Espécimenes de cada grupo foram submetidos ao teste de microdureza de
Vickers (Vickers Hardness Tester —HSV-30T, Shimadzu Corporation, Japao) (Fig. 17) a
uma temperatura de 21°C e uma humidade relativa de 50-60%. Foram realizadas 5
indentacdes em cada espécime (Fig. 18) com uma carga de 29,42 N durante 5 segundos
(Fig 19), de forma aleatdria, em diferentes regides e com alguma distancia entre si para
evitar stress residual, perfazendo um total de 200 indentagdes: 50 indentagdes por grupo.

Os valores foram obtidos em HV, a unidade de dureza de Vickers.

Figura 17 - Maquina HSV-30® (Shimadzu)
usada nos testes de microdureza de Vickers.
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Figura 18 - Exemplo de indentagdo num Figura 19 - Exemplo de medigdo de
espécime. dureza de um espécime.

Foi calculada a média e o desvio padrao de cada grupo e os dados foram submetidos
a tratamento estatistico através do programa SPSS.

Para determinar a existéncia de diferengas entre os diferentes grupos, foi realizando
o teste paramétrico ANOVA a um fator (one-way).

Os pressupostos deste método estatistico, nomeadamente as normalidades das
distribui¢des ¢ a homogeneidade de variancias, foram avaliados com o teste de Shapiro-
Wilk e de Levene, respetivamente. Apods realizagdo do teste de normalidade, foi
necessaria a eliminagdo de dois outliers do grupo C correspondentes a duas indentagdes
de diferentes espécimenes, e um outlier do grupo D, correspondente a um espécime.
Depois da sua eliminacdo e de verificadas a independéncia, distribui¢do normal e a
homogeneidade, realizou-se o teste ANOVA. Consideraram-se estatisticamente
significativas as diferencas cujo p-value do teste fosse inferior ou igual a 0,05. Uma vez
rejeitada a hipose nula no teste ANOVA, efetuou-se a comparacdo multipla das médias
dos grupos, recorrendo-se aos testes post-hoc e optando-se pelo teste de Bonferroni uma

vez que se trata de uma amostra pequena.

I1.9.2 Observacao ao Microscopio Eletronico de Varrimento

2 espécimenes de cada grupo foram analisados com o microscopio eletronico de
varrimento (JEOL JSM-700001F) (Fig. 20). Previamente todos os espécimenes foram
montados em pegas de aluminio e foram recobertos com uma liga de Ouro/Paladio a
20mA e 1,4kV durante 3minutos, num revestidor de bombardeamento i6nico — Quorum

Technologies modelo Q150T ES (Sussex, Reino Unido) (Fig. 21).
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Figura 20 - Microscopio Eletronico de Varrimento (JEOL
JSM-700001F) utilizado neste trabalho para a analise da
superficie dos espécimenes.

Figura 21 - Metalizagdo dos espécimenes no
Quorum Technologies modelo Q150T ES.
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III. RESULTADOS

II1.1 TESTE DE MICRODUREZA DE VICKERS

A tabela 3 representa as medidas descritivas dos diferentes estudos como o numero
de espécimenes utilizados (N), a média, o desvio padrao e o limite superior e inferior.

O grupo A, correspondente ao grupo submetido ao tratamento apenas com pasta
dentifrica fluoretada, apresentou os menores valores de dureza de superficie, com uma
dureza de 357,46 £ 21,61 HV.

O grupo B, correspondente ao grupo submetido ao tratamento com pasta dentifrica
fluoretada e verniz de flaor de alta concentragao com fosfato de calcio, apresentou valor
de dureza de 380,56 + 23,73 HV.

O grupo C, correspondente ao grupo submetido ao tratamento com pasta dentifrica
fluoretada e CPP-ACP, foi o que apresentou maiores valores de dureza de superficie, com
uma dureza de 430,78 £ 21,03 HV.

Os valores de dureza do grupo D, correspondente aos espécimenes de esmalte sdo,

apresentaram uma dureza média de 360,11 £ 17,93 HV.

Tabela 3 - Medidas descritivas dos diferentes grupos.

95% Intervalo de Confianca de Média
Grupo | N | Média | Desvio-padrio
Limite Inferior Limite Superior
A 10 | 357,46 21,61 341,99 372,92
B 10 | 380,56 23,73 363,59 397,53
C 10 | 430,78 21,03 415,73 445,82
D 9 360,11 17,93 346,33 373,89

Para ilustrar as diferengas entre os grupos, realizou-se um grafico comparativo aqui

apresentado (Fig. 22).
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Figura 22 - Grafico comparativo das médias de microdureza do esmalte dos diferentes
grupos.

A maior dureza de superficie foi encontrada no grupo C (pasta dentifrica fluoretada
com CPP-ACP), seguida pelo grupo B (pasta dentifrica fluoretada com verniz de fltor
com fosfato de calcio), pelo grupo D (esmalte sdo) e pelo grupo C (pasta dentifrica
fluoretada), respetivamente.

Para determinar a existéncia de diferencas entre os distintos grupos, foi realizado o
teste paramétrico ANOVA a um fator (one-way ANOVA). Para tal, os pressupostos
destes testes foram verificados, nomeadamente a normalidade de cada amostra e a
homogeneidade das variancias.

A normalidade da distribuicdo foi determinada, apos remocao dos outliers, pelo
teste de Shapiro-Wilk, sendo que uma significancia superior a 0,05 corresponde a uma
distribuicdo normal. Assim, como se pode observar na tabela 4, todos os grupos

apresentam uma distribui¢ao normal (p>0,05).

Tabela 4 — Resultados do teste de normalidade Shapiro-Wilk.

Grupos Estatistica N Significancia
A 0,959 10 0,775
B 0,917 10 0,329
C 0,937 10 0,517
D 0,868 9 0,118
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A homogeneidade das variancias dos diferentes grupos foi avaliada pelo teste de
Levene. Como se pode observar na tabela 5, o pressuposto do teste ANOVA relativo a
homogeneidade dos grupos foi validado dado que apresentou um nivel de significancia

superior a 0,05, ou seja, as variancias ndo diferem significativamente entre os grupos.

Tabela 5 - Teste de homogeneidade de variancias de Levene (dfl = niimero de grupos -1; df2
= numero de espécimenes - nimero de grupos).

Estatistica de Levene dfl df2 Significancia
0,489 3 35 0,692

Procedeu-se, entdo, ao teste ANOVA para avaliar se os grupos apresentavam
diferengas entre si, estipulando-se como hipdtese nula (HO) a igualdade das médias dos
varios grupos, € como hipdtese alternativa (H1) a existéncia de diferengas entre as médias
dos grupos. Segundo este teste, para se poder rejeitar a HO é necessario que o p-value
(significancia) seja inferior a 0,05. De acordo com a tabela 6, a estatistica F apresenta um
valor de 25,157, e uma significancia de 0,001 (F(3,35)=25,157, p<0,001). Desta forma
constata-se que a microdureza de superficie varia consoante o tratamento, rejeitando-se a

hipotese nula.

Tabela 6 - Teste paramétrico ANOVA a um fator (one-way ANOVA).

Soma dos quadrados | df | Média F Significancia

Entre grupos 34120.41 3 | 11373,47 | 25,157 0,001

Dentro do grupo 15823,28 35| 452,09

Para verificar quais os pares de grupos cujos valores de microdureza de superficie
diferem entre si, utilizou-se o teste post-hoc de Bonferroni uma vez que ¢ indicado para
pequenas amostras. Segundo este teste, a diferenga entre os varios grupos ¢
estatisticamente significativa quando o p-value ¢ inferior a 0,05.

Na tabela 7, sdo demonstrados os valores de diferenca das médias e respetivo valor
de significancia (p-value). O grupo A nao apresenta diferenca significativa entre o grupo

B (p=0,122) e entre o grupo D (p=1,000) mas apresenta diferenga significativa em relacao
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ao grupo C (p=0,001). O grupo B ndo apresenta diferenca em relagdo ao grupo D
(p=0,262) mas apresenta diferenca significativa em relacdo ao grupo C (p=0,001). O

grupo C apresenta diferenga significativa em relagdao ao grupo D (p=0,001).

Tabela 7 - Resultados da comparacdo multipla das médias dos grupos estudados pelo
teste de Bonferroni (teste post-hoc).

Grupos Significancia (p-value)

0,122

0,001

1,000

0,001

0,262

o O 0l O ol w

0,001

Resumindo, os resultados indicam que os grupos A (pasta dentifrica fluoretada),
B (pasta dentifrica fluoretada com verniz de fluor de alta concentracdo com fosfato de
calcio) e D (esmalte sdo) ndo diferem significativamente (p>0,05), mas que estes trés
grupos diferem de C (pasta dentifrica fluoretada com CPP-ACP) (p<0,05). Assim, para
um intervalo de confianga de 95%, os resultados obtidos sugerem que, assumindo uma
inducdo artificial da carie eficaz, os grupos A e B induziram uma remineralizacdo do
esmalte no sentido da reposi¢do dos valores da microdureza do esmalte sao (grupo D). O
grupo C induziu também um aumento da microdureza mas para valores estatisticamente

superiores aos do esmalte sdo.

I11.2 ANALISE DA SUPERFICIE AO MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARRIMENTO

Dois espécimenes de cada grupo foram sujeitos a Microscopia Eletronica de

Varrimento. Foram avaliados todos os grupos, como ja descrito nos Materiais e Métodos,
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e foram efetuadas ampliagdes a x3.000, x10.000 e x30.000. As imagens selecionadas

desta andlise apresentam-se nas Fig. (de 23 a 34).

Grupo A

lpm MicroLab
15.0KkV SEI SEM

Figura 23 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x3000, apds indugdo de lesdo artificial
de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada.
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iu.m Mi croi.ab
X 10,000 15.0kV SEI SEM

Figura 24 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000, apds induggo de lesdo
artificial de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada. A generalidade da superficie
apresenta um aspeto lacunar e heterogéneo, com dispersdo na orientacdo dos cristais.
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- 100nm MicroLab
X 30,000 15.0kV SEI SEM

Figura 25 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000, apds indugdo de lesdo
artificial de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada. E evidente um aumento da
desorganizacdo da superficie, sendo notoria a presenga de varias lacunas entre os cristais. De notar
a diferente orientacdo dos cristais de esmalte.
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Grupo B

- lpm MiecroLab
X 3,000 15.0kV SEI SEM

Figura 26 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x3000, apds indugdo de lesdo artificial

de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e verniz de flior com fosfato de calcio.

Presenga de diferentes camadas de verniz de flor, polimerizado/endurecido sobre a superficie do
esmalte.

AT e

1lpm " MicroLab
X 10,000 15.0kV SEI SEM

Figura 27 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000, apds indugdo de lesdo
artificial de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e verniz de flior com fosfato
de célcio. E evidente a remineralizagdo generalizada da superficie.
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X
- LA
- 100nm MicroLab
15.0kV SEI SEM

Figura 28 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000, apds inducdo de lesdo
artificial de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e verniz de fluor com fosfato
de calcio. Evidente oclusdo interprismatica.

Grupo C

- 1lpm MicroLab
15.0kV SEI SEM

Figura 29 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x3000, apos indugdo de lesdo artificial
de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e pasta de CPP-ACP. Observa-se uma
fratura de tensdo por desidratacdo (seta).
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o T — lpm MicroLab
X 10,000 15.0kV SEI SEM

Figura 30 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000, apds inducdo de lesdo
artificial de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e pasta de CPP-ACP. E
evidente uma superficie mais homogénea sugestiva de deposi¢do mineral pela precipitagdo de
fosfato de calcio com notério preenchimento das falhas e espagos lacunares originados pelo acido
latico.

Figura 31 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000, apds indugdo de lesdo
artificial de white spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e pasta de CPP-ACP.
Observam-se distintas zonas aglomeradas entre si compativeis com a deposi¢do mineral do CPP-
ACP e preservagdo de substancia interprismatica.
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Grupo D

S SOIE .~ oy o,
I 10pm MicroLab
10.0kV SEI SEM

Figura 32 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x2500, sem indugdo
de lesoes artificiais de white spot ou qualquer tratamento.

1|3.m Microi.ah
X 10,000 10.0kV SEI SEM

Figura 33 - Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000, sem
indugdo de lesoes artificiais de white spot ou qualquer tratamento. E evidente a
microrugosidade natural do esmalte.
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[ ] 1pm
X 20,000 10.0kVv SEI SEM

Figura 34 - Fotomicrografia sobre a superficie de esmalte a x20000, sem
indugdo de lesoes artificiais de white spot ou qualquer tratamento.
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Tabela 8 — Resumo das imagens obtidas na microscopia eletronica de varrimento dos diferentes grupos.

Grupo A (x3000; x10000; x30000)

=™ im Hicrokab
1S.0kv szT oM X 10 : x 30,00

Grupo C (x3000; x10000; x30000)
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Discussdo

IV. DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizados diferentes produtos remineralizadores como a pasta
dentifrica fluoretada, o verniz de fltior de alta concentragdo com fosfato de calcio e o
CPP-ACP, com o intuito de avaliar a sua capacidade de remineralizacao quando aplicados
em superficies de esmalte desmineralizado. Para comparar a eficacia dos agentes
remineralizadores utilizados, os espécimenes estudados foram analisados quanto a sua
dureza de superficie, utilizando o teste de microdureza de Vickers, e foram observados

microscopicamente com recurso ao Microscopio Eletronico de Varrimento.

IV.1 TESTE DE MICRODUREZA DE VICKERS

O teste da dureza de superficie é considerado simples, ndo destrutivo e eficaz na
avaliagdo de alteracdes da microestrutura da superficie dentaria, seja em esmalte ou
dentina, apos processo de desmineralizagdo e remineralizagao (Neto et al., 2009; Elkassas
& Arafa, 2013; Strnad & Buka, 2014; Memarpour et al., 2015). Por esta razdo, tem sido
diversamente utilizado tanto em estudos in vitro como em estudos in situ (Damle et al.,
2010; Zhang et al., 2011; Elkassas & Arafa, 2013; Strnad & Buka, 2014; Memarpour et
al., 2015).

Os valores de dureza do grupo D, correspondente ao grupo de esmalte sdo,
apresentaram uma dureza média de 360,11 + 17,93 HV, concordante com outros estudos
publicados que calcularam a microdureza de Vickers do esmalte sdao (Neto et al., 2009;
Prestes et al., 2013; Cardoso et al., 2014; Field, German, & Waterhouse, 2014;).

Ap6s aplicagdo do acido latico, ocorre um aumento dos poros intercristalinos,
devido a perda de mineral, levando a alteragdes estruturais do esmalte (Melo et al., 2008).
Quando a densidade dos cristais € o conteido mineral diminuem, as propriedades
mecanicas sao alteradas, promovendo uma diminui¢ao da dureza do esmalte que pode ser
reposta quando aplicados produtos que contenham flor, calcio e fosfato necessérios a
remineralizacdo (Laurance-Young et al., 2011; Lussi et al., 2011; West & Joiner, 2014).

O grupo A, correspondente ao grupo cujos espécimenes foram tratados com pasta
dentifrica fluoretada, foi eficaz no aumento da dureza de superficie apoés a indugdo de
lesdes de carie visto que repds os valores de dureza do esmalte sdo. Dado que a
substitui¢do do ido hidroxilo pelo ido de flaor proporciona um cristal mais resistente e

com uma maior dureza, e esta ocorre ao nivel da superficie, a pasta dentifrica contendo
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flaor proporciona um aumento da dureza de superficie, na medida em que o cristal de
fluoropatite apresenta uma maior dureza do que o cristal de hidroxiapatite (West & Joiner,
2014).

Estes resultados sdo suportados por varios autores que concordam que, quando
aplicados produtos fluoretados, a formacao de cristais de fluorapatite no esmalte promove
uma maior ganho de mineral e um aumento da microdureza de superficie (Tschoppe &
Meyer-Lueckel, 2012; Carmona-Arango et al., 2013; Mohammed et al., 2014; Strnad &
Buka, 2014; Memarpour et al., 2015).

No entanto, sabe-se que para uma completa remineralizacdo, tanto a nivel da
subsuperficie como a nivel da superficie, ¢ necessaria a coexisténcia dos ides de fluor,
fosfato e calcio e nao de apenas fluor (Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2013; Li
etal., 2014).

O grupo B, correspondente ao grupo em que foi adicionada a aplicacdo de verniz
de fluor de alta concentracdo com fosfato de célcio a pasta dentifrica fluoretada, nao
apresentou diferengas significativas na média de dureza de superficie em relagdo ao
esmalte sdo, indicando que o grupo foi eficaz no aumento da dureza de superficie. No
entanto, a adi¢do do verniz de flior de alta concentracdo com fosfato de célcio ndo
mostrou diferengas significativas estatisticamente quando comparado a aplicacdo de
apenas pasta dentifrica fluoretada. O Clinpro™ White Varnish, por ndo ser um sistema
estavel e por se tratar da aplicagdo de uma camada superficial de verniz, leva a uma rapida
precipitacdo do calcio e fosfato ao nivel da superficie da lesdao, impedindo a continuacao
da remineralizacdo no corpo da lesdo (Oliveira et. al, 2014). Também pelo facto do
Clinpro™ White Varnish apresentar uma elevada concentragdo de fluor (22.600ppm),
ocorre uma rapida remineralizagdo da superficie de esmalte que restringe, também, a
passagem de ides em profundidade as camadas mais afetadas (Jo et al., 2014).

Um estudo, realizado em 2015, que comparou o conteudo mineral, através de
microradiografia transversal, libertado por diferentes vernizes contendo fllior e outros
com fltor e fosfato de calcio como o Clinpro™ White Varnish, ndo obteve diferengas
estatisticamente significativas na inibicdo da desmineralizagcdo entre vernizes contendo
apenas fluor e o Clinpro™ White Varnish (Shen et al., 2015).

Estes resultados podem-se dever ao facto do fTCP, existente no Clinpro™ White
Varnish, apresentar uma baixa solubilidade e particulas com um largo didmetro que
impedem a difusdo das suas particulas para a subsuperficie (Shen et al., 2010; Shen et al.,

2015). Por estas razoes, a adi¢do do verniz de flaor de alta concentragdo com fosfato de
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calcio ndo difere significativamente quanto a dureza de superficie da aplicagdo de apenas
pasta dentifrica fluoretada.

No entanto, outras investigacdes concordam que o Clinpro™ White Varnish tem a
capacidade de remineralizar o esmalte ¢ aumentar a dureza de superficie do mesmo
(Elkassas & Arafa, 2013; Jo et al., 2014). Estes resultados discrepantes podem-se dever
a alteracdes do tipo de estudo como um maior nimero da amostra, uma diferente forma
de induzir lesdes de carie e um periodo de tempo mais extenso de remineralizagao.

Por fim, o grupo C, correspondente ao grupo em que foi adicionada a aplicacao de
CPP-ACP a pasta dentifrica fluoretada, foi o que obteve melhores resultados quanto a
dureza de superficie, apresentando uma diferenga estatisticamente significativa em
relacdo aos outros grupos. Uma vez que apresentou uma média de dureza de superficie
superior a do esmalte higido, depreende-se que a combinacdo da pasta dentifrica
fluoretada com o CPP-ACP atuou no sentido da remineralizagao.

Estes resultados sdo compativeis com outros estudos publicados que demonstram
que o CPP-ACP ¢, de facto, um potente agente remineralizador e aumenta a microdureza
de esmalte desmineralizado (Reynolds et al., 2008; Zhang et al., 2011; Prestes et al., 2013;
Memarpour et al., 2015; Shen et al., 2015). Enquanto outros produtos contendo fosfato e
calcio podem levar a uma rapida precipitagao destes ides a nivel superficial, o CPP-ACP
impede este acontecimento devido a presenca do CPP que estabiliza aglomerados de
fosfato e calcio em alta concentragdo sobre a forma de nanocomplexos amorfos. Ao se
localizar na superficie do dente de forma estavel, o CPP-ACP permite a difusdo destes
10es em profundidade, permitindo a remineralizagdo desde o corpo da lesdo até a sua
superficie melhorando as suas propriedades mecanicas ao tornar o esmalte mais resistente
e com uma maior dureza (Oliveira et. al, 2014).

O efeito sinérgico da combinagdo do CPP-ACP com o flior também foi
demonstrado em varios outros estudos (Reynolds, 2008; Neto et al., 2009; Duraisamy et
al., 2015; Llena et al., 2015; Shen et al., 2015).

Este efeito anticariogénico aditivo deve-se ao facto de que, quando combinados,
estes dois produtos formam uma nova fase — ACFP, que cuja localizag¢do na superficie do
esmalte pela estabilizagdo do CPP, leva a coexisténcia dos 10es de célcio, fluor e fosfato
que se encontram biodisponiveis num racio necessario a difusdo para a subsuperficie da
lesdo e formagdo de fluorapatite (Reynolds, 2008). Estes nanocomplexos de CPP-ACFP

formados apresentam um raio hidrodindmico de 2,12 + 0,26nm e sdo complexos com
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carga elétrica neutra o que permite a difusdo para a subsuperficie e superficie do esmalte
através dos espacos interprismaticos (Cochrane et al., 2010; Shen et al., 2015).

Neste estudo, a aplicagao de CPP-ACP aumentou mais a remineralizagdo do que a
aplicagio do verniz de fluor de alta concentragio com fosfato de célcio, o Clinpro™ White
Varnish, e de pasta dentifrica fluoretada, o que ¢ consistente com outro estudo realizado
por (Shen et al., 2015) que, através de microradiografia transversal, concluiu que o CPP-
ACP libertava maior quantidade de ides de célcio e fosfato inorganico, necessarios a
remineralizacdo, do que o Clinpro™ White Varnish e que outros produtos que so
continham fluor.

Estes resultados sdo contraditorios com estudos realizados in vivo, que ndo mostram
um melhor efeito do CPP-ACP quando comparado com outros produtos fluoretados (Li
et al., 2014). Isto pode-se dever a auséncia de pelicula adquirida e da sua capacidade de
influenciar as trocas i6nicas neste estudo in vitro, que proporciona um ambiente mais
favoravel a supersaturacao de calcio e fosfato promovido pelo CPP-ACP e, portanto, ao
aumento da sua remineralizagao.

A saliva artificial, adicionada a todos os grupos, ao conter NaH,PO4:2H>0 e CaCl,
para melhor reproduzir o ambiente oral, causou também um aumento da remineralizacdo
e, consequentemente, da dureza de superficie dos diferentes grupos estudados. Varios
estudos demonstraram que a saliva artificial contendo ides de calcio e fosfato
promoveram a remineralizagdo (Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012; Ionta et al., 2014;
Oliveira et. al, 2014).

Apesar deste estudo ser incapaz de simular completamente as caracteristicas
naturais da cavidade oral, consegue demonstrar a efectividade dos produtos fluoretados e

do CPP-ACP na remineralizagao de lesdes artificiais de carie.

IV.2 ANALISE DA SUPERFICIE AO MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARRIMENTO

A MEV ¢ um instrumento complementar qualitativo, frequentemente utilizado em
investigacdes (Damle et al., 2010; Zhang et al., 2011; Elkassas & Arafa, 2013; Zheng et
al., 2013) uma vez que permite observar as alteracoes micromorfologicas superficiais
induzidas por diferentes agentes remineralizadores (Elkassas & Arafa, 2013), fornecendo

informacao topografica, imagens de alta resolucado e tridimensionais (Chen et al., 2015).
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Quando observadas através da MEV, as imagens referentes ao grupo D,
representativas de esmalte dentério higido, apresentam um aspeto nebular com aparéncia
homogénea devido a firme unido dos cristais de HA, uma vez que ndo existe exposicao
dos cristais. Pode-se, entdo, observar a microrugosidade natural do esmalte.

O estagio inicial da carie dentaria caracteriza-se pela amplificagdo dos espacos
interprismaticos do esmalte, os quais contribuem para o aumento da porosidade da regido,
criando espagos vazios e lacunas na subsuperficie do esmalte e ndo apenas na superficie
como ocorre na erosao. Para isso, para a eficaz remineraliza¢ao do esmalte € necessaria a
penetracdo dos ides a um nivel subsuperficial (Elkassas & Arafa, 2013; Fejerskov et al.,
2015).

Nas imagens referentes ao grupo A, em que foi apenas aplicada pasta dentifrica
fluoretada, apds inducdo de lesdes de cérie, ¢ notéria uma rugosidade e desorganizagdo
da superficie e uma dispersao na orientagdo dos cristais. Isto porque o seu contetido pode
nao ter sido suficiente para preencher todas as lacunas existentes.

Nas imagens referente ao grupo B, em que foi adicionado verniz de fluor de alta
concentracdo com fosfato de calcio a pasta dentifrica, ¢ notéria uma superficie mais
regular e uma orientagdo dos cristais mais semelhante entre si. E possivel também avaliar
uma diferen¢a entre camadas de aplicagdo do verniz pela sua propriedade de polimerizar
e endurecer sobre o dente como foi observado num estudo que usou outro verniz de fluor,
o Duraphat (Gontijo, Cruz, & Brandio, 2007). E de notar um maior preenchimento das
lacunas devido aos depdsitos de fosfato de célcio, no entanto, ainda se pode observar
alguma desorientagio dos cristais e algumas lacunas pelo facto do Clinpro™ White
Varnish apresentar particulas de grande didmetro que ndo conseguem penetrar nas
lacunas mais profundas.

Por fim, as imagens referentes ao grupo C, em que foi adicionado CPP-ACP a pasta
dentifrica fluoretada, apresentam uma superficie mais homogénea € um maior
preenchimento das lacunas quando comparado aos dois grupos anteriores.

O CPP-ACP quando combinado com a pasta dentifrica promove uma
supersaturagdo de ides de fluor, calcio e fosfato, proporcionando todos os ides necessarios
para a formagao de cristais de fluoropatite. Uma vez que se trata de um sistema estavel,
estes 10es difundem-se para as zonas subsuperficiais e sao depositados ao nivel do espago
interprismatico para poderem ser adicionados aos cristais reproduzindo imagens
compativeis a uma homogeneidade da superficie do esmalte. Foi estudado que o CPP-

ACP se une a paredes especificas do cristal de hidroxiapatite que permite o crescimento

67



Remineralizagdo de lesoes iniciais de carie dentaria — estudo in vitro

do cristal ao longo do seu eixo axial, que corresponde ao padrao de crescimento do cristal
durante a amelogénese, permitindo entdo uma orientagdo mais regular e paralela dos
cristais (Cochrane et al., 2010).

De acordo com outros estudos, o CPP-ACP foi efetivo na remineralizacdo dos
prismas de esmalte reparando a subsuperficie e superficie do esmalte alteradas pela
inducdo de carie, pela incorpor¢do do fosfato de calcio amorfo nas zonas porosas do
esmalte desmineralizado produzindo uma camada mais regular (Elkassas & Arafa, 2013;
Farooq et al., 2013; Zheng et al., 2013). Outras investigacdes concordam que a
remineraliza¢ao do esmalte com CPP-ACP proporciona uma imagem mais lisa, regular e
homogénea pelo preenchimento das fissuras e lacunas produzidas pela desmineralizagao
(Damle et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2013).

Todos os grupos submetidos a tratamento apresentam sinais de remineralizacgao,
sendo que o grau de remineralizagdo ¢ mais evidente no grupo C (pasta dentifrica
fluoretada e CPP-ACP), seguido pelo grupo B (pasta dentifrica fluoretada e verniz de
flior de alta concentragdo com fosfato de cdlcio) e pelo grupo A (pasta dentifrica
fluoretada).

Relacionando a analise da dureza de superficie com a analise topografica, uma vez
que a orientagdo ¢ a densidade dos cristais interfere nas propriedades mecanicas, quando
existe uma menor organizacdo e menor densidade dos cristais, a dureza ¢ afetada
negativamente (Zhang et al., 2014), Assim, quando os cristais se encontram mais
desorganizados e perpendiculares entre si, como se observa no grupo A e no grupo B, a
dureza do esmalte ¢ inferior. Ja no grupo C, a maior organizacao e paralelismo entre os
cristais, ¢ necessdria uma forca maior para provocar a ruptura destas estruturas,
apresentando melhores propriedades mecanicas.

Foi possivel constatar que o aspeto topografico das imagens obtidas com auxilio da
MEV foram consistentes com os valores de microdureza de superficie, para os distintos

grupos.

IV.3 LIMITACOES DO ESTUDO

Uma vez que a cérie se trata de uma condi¢ao multifatorial dependendo de diversas
variantes para que a mesma progrida, e os estudos in vitro nao reproduzem as condigdes
fisiolégicas na totalidade, o estudo apenas reflete os aspetos fisico-quimicos da

desmineralizacdo do esmalte.
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Outra limitagdo do estudo prende-se com o facto de se ter utilizado saliva artificial
em alternativa ao uso de saliva natural, pela sua dificuldade de recolha e rapida
decomposicdo. Assim, as caracteristicas biologicas da saliva nao foram totalmente
reproduzidas, apresentando uma capacidade protetora diminuida.

Visto que foram utilizados dentes humanos e estes possuem uma diferente
distribuicdo do seu conteudo mineral sendo que a densidade dos cristais ndo sao
uniformes em toda a sua extensao, as suas propriedades mecanicas, como a dureza, podem
diferir consoante a zona onde esta ¢ medida.

De modo a realizar as medi¢des da microdureza de superficie foi necessario o
polimento da superficie de esmalte dos espécimenes, promovendo também a sua
padronizacdo. No entanto, a remog¢ao da camada mais externa do esmalte torna-o mais
suscetivel a desmineralizagao podendo levar a variagdes dos resultados do estudo quando
comparado com estudos in situ.

A ndo existéncia de um grupo de esmalte sujeito apenas ao acido latico, que
permitisse a comparagao quantitativa e qualitativa entre este € o esmalte tratado, foi uma
limitacao.

Outra limitagao foi também o curto periodo de tempo do estudo (uma semana), uma
vez que as alteragdes produzidas pelos agentes remineralizantes sao mais evidentes com

o aumento da duracao do seu uso.

IV.4 PERSPETIVAS FUTURAS

Futuramente, seria interessante comparar o uso destes produtos ao longo de um
periodo de tempo mais extenso € com um maior nimero de amostras. Poderiam ser
também realizados ciclos de pH, que demonstrassem a capacidade remineralizadora
destes produtos apos um segundo ataque acido e poderia ser avaliada a quantificacao de
10es de fluor, fosfato e calcio libertados aquando desse ataque acido. Seria, também,
interessante comparar o tamanho das particulas dos produtos utilizados ao tamanho

lacunar do esmalte desmineralizado.
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V. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no estudo e, perante as suas limitacdes, ¢ possivel

concluir que:

e Apds inducdo artificial de carie e aplicagdo de uma pasta dentifrica fluoretada, a
microdureza de superficie nao apresentou diferencas significativas a do esmalte sdo, o
que sugere que a pasta dentifrica fluoretada contribuiu para um aumento da dureza de
superficie, sugestiva de remineralizacao;

e Apds indugdo artificial de carie e aplicagdo de verniz de flor de alta concentracio
com fosfato de calcio, a microdureza de superficie ndo apresentou diferengas
significativas quanto ao esmalte sdo nem quanto a aplicacdo de apenas pasta dentifrica
fluoretada, o que sugere que a aplicacdo do verniz ndo faz diferenca no aumento da
dureza de superficie quando comparado a aplicacdo tUnica de pasta dentifrica
fluoretada;

e Apds inducio artificial de cérie e aplicacdo de CPP-ACP, a microdureza de superficie
apresentou uma microdureza de superficie superior quando comparada aos outros
tratamentos, sugerindo uma maior capacidade de aumentar a dureza de superficie,
sugestiva de uma maior remineralizagao;

e Apos indugdo artificial de carie e aplicagdo de pasta dentifrica fluoretada, observou-se
uma menor qualidade de superficie do esmalte quando comparado aos outros
tratamentos;

¢ A combinacgdo de pasta dentifrica fluoretada com verniz de fluor de alta concentragao
com fosfato de calcio, apés indugdo artificial de cérie, apresentou alteragdes
qualitativas no esmalte;

e Microscopicamente, a combinagao de pasta dentifrica fluoretada com CPP-ACP, apos
indugao artificial de carie, foi a que apresentou uma melhor qualidade de superficie do

esmalte.
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