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RESUMO

Objetivo: Comparar o efeito da combinagéo de distintos agentes remineralizadores,

em caries de esmalte induzidas artificialmente.

Materiais e métodos: 48 especimenes obtidos a partir de 12 molares humanos
foram selecionados e distribuidos aleatoriamente em 4 grupos. Trés grupos- A, B e C-
foram submetidos a solug¢do tampdo de acido lactico (pH=5), durante 6 dias, a 37°C,
simulando lesdes artificiais de carie dentaria. Posteriormente foram escovados duas vezes
ao dia, com escova elétrica e dentifrico fluoretado (1450ppm de fluoreto de sodio),
durante 7 dias. O grupo D (n=12) corresponde ao grupo controlo - esmalte sdo. No grupo
B (n=12), aplicou-se uma unica vez, ao 7°dia, um verniz de fluor de alta concentrag¢do
com fosfato de calcio. No grupo C (n=12), foi aplicada uma pasta de fosfopéptido de
caseina — fosfato de calcio amorfo, 1 vez por dia, durante 7 dias. Durante os ciclos de
escovagem, os especimenes estiveram submersos em agua desionizada.

Foi realizada uma analise da superficie do esmalte através da microscopia eletronica
de varrimento e pelo teste de microdureza Vickers.

Os dados obtidos foram estatisticamente tratados com os testes de Shapiro-Wilk,
Levene, ANOVA one-way (intervalo de confianca de 95%), Games Howell e de

contraste.

Resultados: Os grupos B (295,74+10,65 HV) e C (308,16+£25,29 HV)
demonstraram um aumento na microdureza do esmalte, ndo diferindo entre si (p>0,05),
contudo menor que o grupo D (340,02+17,24 HV) (p<0,05). O grupo A (246,62+23,90
HV) apresentou menores valores de microdureza, diferindo dos restantes grupos
(p<0,05). O grupo C apresenta um aspeto mais homogéneo e uma melhor reorganizagao

da camada superficial do esmalte.

Conclusoes: A aplicagdo de pasta de fosfopéptido de caseina — fosfato de calcio
amorfo e o verniz de fluor de alta concentragdo com fosfato de calcio, ambos combinados
com dentifrico fluoretado, demonstrou maior potencial de remineralizacdo do esmalte

apos um desafio cariogénico.

Palavras-chave: Esmalte, white spot, remineralizagdo, CPP-ACP



ABSTRACT

Objective: To assess the effect of the combination of different remineralizating

agents on artificial enamel caries lesions.

Materials and methods: 48 enamel specimens obtained from 12 human molars
were selected and randomly divided to 4 groups. Three groups (A, B and C) were treated
with to a lactic acid buffer solution at pH 5 for 6 days at 37°C, simulating artificial white
spot lesions. They were then brushed twice a day with an electric toothbrush and fluoride
toothpaste (1450 ppm sodium fluoride) for 7 days. Group D (n=12) corresponds to the
control — sound enamel. In group B (n=12), a high concentration fluoride varnish with
calcium phosphate was applied one single time, on the 7" day. In group C (n=12), a casein
phosphopeptide-amorphous calcium phosphate paste was applied once a day for 7 days.
In groups A-C, during the brushing cycles, the specimens were submerged in deionized
water.

An analysis of the enamel surface was carried out using scanning electron
microscopy and the Vickers micro-hardness test.

The data obtained were statistically treated with the Shapiro-Wilk test, Levene test,
ANOVA one-way test (95% confidence interval), Games-Howell post-hoc test and

Contrast test.

Results: Groups B (295,744+10,65 HV) and C (308,16+25,29 HV) showed a marked
increase in enamel micro-hardness, not differing from each other (p> 0.05), however
different from the values of group D (340,02+17,24 HV) (p <0.05). Group A
(246,62+23,90 HV) presented lower micro-hardness values, being different from the
other groups (p <0.05). Group C is the one that presents a more homogeneous aspect and

a better reorganization of the surface layer of the enamel.

Conclusion: The application of casein phosphopeptide-amorphous calcium
phosphate paste and high concentration fluoride varnish with calcium phosphate, both
combined with fluoride toothpaste, showed the highest remineralization potential of

enamel after an acidic challenge.

Keywords: Enamel, white spot, remineralization, CPP-ACP
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Introdugdo

INTRODUCAO

A cérie dentéria ¢ a doencga cronica, oral, mais prevalente a nivel global, atingindo
quase metade da populacdo mundial (44%), de acordo com a Federacdo Dentaria
Internacional (FDI), sendo comum na infancia e afetando os individuos durante toda a
sua vida (Federacion Dental Internacional, 2015). Tem aumentado nos paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, sobretudo nas criancgas, devido ao aumento da
popularidade dos produtos com agucares refinados (Sultan et al., 2016). E definida como
uma destruicao localizada de tecidos dentarios pelos acidos provenientes do metabolismo
bacteriano que se difundem pelo esmalte e dentina, promovendo uma dissolu¢ao do
conteudo mineral, (Featherstone, 2008; Tuloglu, Bayrak, Tunc, & Ozer, 2016), ou seja,
um desequilibrio no processo dinamico de desmineralizagdo e remineralizagdo (X. Zhang
etal., 2014).

Na fase inicial do processo carioso, a fermentacao dos hidratos de carbono pelas
bactérias diminui o nivel de pH local abaixo do valor critico (pH<5.5), resultando na
desmineralizacao do substrato mineral (Tuloglu et al., 2016).

E nesta fase inicial do processo carioso, onde sdo visiveis os primeiros sinais de
desmineralizacdo do esmalte denominadas lesdes de white spot (WSL), que o tema deste
trabalho incide. Antes da existéncia de cavitagdo, ¢ sabido que o mesmo processo pode
ser interrompido ou revertido, através do processo de remineralizacdo (Featherstone,
2008; Selwitz, Ismail, & Pitts, 2007).

A remineralizagdo, neste caso, representa um processo fisiologico de reparagao de
superficies nao cavitadas de lesdes cariosas (Featherstone, 2008), em que ides de calcio
e fosfato presentes na saliva estabelecem ligagdes quimicas, que permitem uma
reconstrugdo parcial dos cristais de apatite dissolvidos e também uma neutralizacdo do
pH oral (Elkassas & Arafa, 2013; Gangrade et al., 2016).

Contudo, a remineralizacao fisiolégica promovida pela saliva € pequena ¢ um
processo lento, em que se obtém apenas a remineralizacdo da camada superficial das WSL
e nao das camadas mais profundas da lesdo, havendo alteragdes a nivel estrutural e
estético. A maior parte das WSL ndo mostram sinais de regressao apds 2 anos, sendo que
algumas perduram entre 5 a 12 anos (Cochrane, Cai, Huq, Burrow, & Reynolds, 2010;
Singh, Singh, Goyal, Utreja, & Jena, 2016).

Atendendo, que um dos objetivos contemporaneos da Medicina Dentaria

Preventiva reside no conceito de dentisteria minimamente invasiva (X. Zhang et al., 2014)
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Des-remineraliza¢do em lesoes de carie induzidas artificialmente — Estudo in vitro

e de gestdo ndo invasiva da carie dentaria, deve-se proceder ao controlo de lesdes cariosas
nao cavitadas de forma nao invasiva, através de métodos alternativos de remineralizagao,
numa tentativa de prevenir a progressao da doenga e preservar a integridade do substrato
dentario saudavel (Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2013; G. M. S. Oliveira et
al., 2014; X. Zhang et al., 2014).

Existem inumeros métodos que permitem acelerar a remineralizacdo, através de
mecanismos que transportam ides para a area afetada (Gangrade et al., 2016), permitindo
a reparacdo das camadas mais profundas das WSL, uma regressao da lesdo e
consequentemente uma melhoria estética (Singh et al., 2016).

Com base em anos de investigacdes clinicamente comprovadas, a aplicagao de
fluoreto promove a remineralizacdo da estrutura dentaria (Grewal, Gumber, & Kaur,
2017), tendo sido descrito como o método mais eficaz para prevencdo da carie (Neel et
al., 2016).

Os vernizes de flaor tem sido usados amplamente na prevengao de lesdes cariosas,
devido a sua fécil aplicabilidade e ser bem tolerada pelos pacientes (Shen et al., 2015).
Foram desenvolvidos com o objetivo de promover um contacto prolongado entre o ido
fluoreto e a superficie dentéria, sendo que o seu mecanismo de atuagdo baseia-se na
criacdo de um reservatoério intraoral de fluoreto devido a formacao de um complexo CaF,,
que ¢ retido no esmalte e na placa bacteriana e ¢ lentamente libertado para ajudar a inibir
perda mineral durante a desmineralizagao (Cardoso et al., 2014; Shen et al., 2015).

Apesar do flior ser considerado como elemento essencial no processo de
remineralizacao, a sua capacidade de remineralizacao ¢ limitada pela disponibilidade de
10es de calcio e de fosfato no meio oral (Elkassas & Arafa, 2013; Grewal et al., 2017).

Pela facto da disponibilidade de ides de célcio e fosfato ser um fator limitante para
a remineralizacdo do esmalte (Grewal et al., 2017), foram desenvolvidos novos agentes
remineralizadores que visam manter a biodisponibilidade de i10es de calcio, fosfato e
fluoreto, protegendo o esmalte contra a desmineralizagdo, constituindo uma alternativa
significativamente melhor relativamente aos vernizes que biodisponibilizam unicamente
fluoretos (J. Li et al., 2014; Shen et al., 2015).

Estes novos sistemas podem ser classificados em 3 formulagdes: cristalino, amorfo
nao estabilizado e amorfo estabilizado. Um exemplo de sistema cristalino ¢ a base de
fosfato de calcio (B-TCP — beta tricalcium phosphate), que demonstrou capacidade de

disponibilizar ides calcio e fosforo nas lesdoes de esmalte. O B-TCP ao ser acoplado com
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Introdugdo

por¢des organicas e/ou inorganicas, como acidos carboxilicos ou surfactantes, resulta na
formagao do fTCP (functionalized [3-tricalcium phosphate) (Karlinsey & Pfarrer, 2012).

O B-TCP apresenta incompatibilidade com o fluor, o que poderia afetar a
terapéutica remineralizante. Devido a esta incompatibilidade, a funcionalizacao do B-
TCP permite a criagdo de uma barreira previne interacdes indesejaveis entre o célcio e o
fluoreto, que poderia inativar ambos (Cochrane et al., 2010; Jo et al., 2014; Karlinsey &
Pfarrer, 2012), e facilita a sua distribui¢do na superficie dentaria (Karlinsey & Pfarrer,
2012). O fTCP estabiliza o fluoreto na solugdo e permite manter altas concentragdes de
fosfato de calcio e fluoreto nas zonas desmineralizadas (Jo et al., 2014).

A funcionalizagcdo do B-TCP pode ser obtida pela sua moagem com lauril sulfato
de sodio (Jo et al., 2014), ou ser preparado com silica ou acido fumarico (Karlinsey &
Pfarrer, 2012).

O fosfato de célcio amorfo (ACP-amorphous calcium phosphate) ¢ baseado num
sistema amorfo nao estabilizado, em que i0es de calcio e o fosfato sao disponibilizados
de forma independente na forma de sais, isto ¢, um sistema de duas fases, que impede os
dois elementos de reagirem antes da sua aplicabilidade (Cochrane et al., 2010; Elkassas
& Arafa, 2013).

Este sistema promove a remineralizagao, diminui a desmineralizagdo ou a
combinacdo dos dois efeitos (Elkassas & Arafa, 2013).

Nas formulagdes amorfas estabilizadas encontra-se o CPP (casein phosphopetide)
(Cochrane et al., 2010), derivada da caseina, uma fosfoproteina do leite bovino. Apresenta
baixa antigenicidade, ¢ insipida e possui aminoacidos -Ser(P) (phosphoseryl residue), que
permitem estabilizar fosfato de calcio, numa fase metaestavel, formando nano-
aglomerados de CPP-ACP (casein phosphopeptide-amorphous calcium phosphate.
(Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2013).

O CPP-ACP possibilita manter um estado de supersaturacao de fosfato e calcio,
funcionado como um reservatorio de fosfato de calcio, inibindo a desmineralizagao e
promovendo a remineralizacao do esmalte (Elkassas & Arafa, 2013; J. Li et al., 2014).

Numerosos estudos tem sido publicados relativos a atividade anticariogénica do
CPP-ACP e o seu efeito sinérgico com outros agentes remineralizadores (Tuloglu et al.,
2016).

E importante assegurar que estes novos materiais biodisponibilizem ides de calcio,

fosfato e fluoreto de forma a proteger o esmalte de eventos de desmineralizagdo,
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apresentando, assim, resultados superiores relativamente aos vernizes de principio ativo
unicamente de flaor (Shen et al., 2015).

Assim ¢ importante fazer um estudo comparativo dos diferentes agentes
remineralizadores que libertam fosfato e célcio e o efeito sinérgico quando utilizados com
produtos fluoretados, sobre lesdes iniciais de carie, com o intuito de adotar uma

abordagem terapéutica de maior evidéncia cientifica.

ESMALTE HUMANO

Constituicao e propriedades quimicas

O esmalte ¢ um tecido acelular altamente mineralizado, de origem ectodérmica,
constituido por matéria inorganica (92-96% w/w), matéria organica (1-2% w/w) e agua
(3%-4%) (De Dios Teruel, Alcolea, Hernandez, & Ruiz, 2015; Zheng et al., 2013), o que
o torna o tecido mineralizado mais duro do corpo humano (Cao, Mei, Li, Lo, & Chu,
2015).

A matéria organica € constituida sobretudo por proteinas ndo colagénicas (Neel et
al., 2016; Rodrigues, Serro, Polido, Ramalho, & Figueiredo-Pina, 2017), como a
amelogenina, cerca de 90%, e enamelina (Neel et al., 2016; Rodrigues et al., 2017) e por
lipidos (De Dios Teruel et al., 2015).

A porcao mineral constituinte do esmalte genericamente ¢ um fosfato de calcio
idealizado (De Dios Teruel et al., 2015) como hidroxiapatite (HAp) carbonatada
deficiente em calcio, apresentando uma foérmula nao estequiométrica CajoxNa,(PO4)s.
y(CO3),(OH),.F,, que difere da hidroxiapatite (HAp) mineral Ca;o(PO4)s(OH), (Lussi &
Carvalho, 2015; Rodrigues et al., 2017).

Foram identificados outros complexos como o fosfato de célcio e fosfato de
magnésio associado ou ndo com a apatite: brushite (CaHPO4-2H,0), fosfato de octacélcio
(CagH,[PO4]s-5H,0), fosfato de calcio ou whitlockita (B-TCP, B-Ca3[POs],), struvite
(MgNH4PO4-6H,0) entre outros (De Dios Teruel et al., 2015). Os ides de calcio, fosfato
e hidroxilo sdo organizados em padrdes repetitivos formando uma rede cristalina. A
inclusdo de sodio, fluoreto, carbonato e outros ides, representam uma forma impura de
mineral (Fejerskov et al., 2015).

Varios catides e anides sdo incorporados nos centros cationicos (Ca’") e anionicos

(OH", PO4>) da matriz de hidroxiapatite. O calcio pode ser substituido por ides de sédio
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(Na"), potassio (K") e magnésio (Mg>"), enquanto que o fluoreto (F") e o cloreto (CI)
podem substituir o hidroxilo (OHY); o carbonato (COs>) pode alternar com os ides
hidroxilo (OH) e fosfato (PO, (De Dios Teruel et al., 2015).

Muitos outros elementos foram descritos na estrutura da hidroxiapatite, alguns em
maior quantidade > 1000 ppm como o Zn, Sr, Fe, Al, B, Ba, Pb, etc, e outros em menor
(<100 ppb), como o Ni, Li, Ag, As, Se, Nb, Hg, etc.

Catides metalicos como Mn*", Ni*", Cu®" ou 0 Zn*" podem ocupar a posicio do
Ca2+, complexos aniénicos como As043', SO42' ou SiO44' podem substituir o PO43' na
estrutura cristalina (De Dios Teruel et al., 2015).

A incorporagdo de quantidades vestigiais dos elementos supramencionados na
estrutura cristalina ira modificar as propriedades mecanicas e fisico-quimicas ¢ a
solubilidade da hidroxiapatite (De Dios Teruel et al., 2015) , ocorrendo alteracdes na rede
cristalina (Neel et al., 2016).

Desta forma, foi descrito por Schofield, Nesson e Richardson (2002), uma elevada
correlagdo entre a rigidez do dente e o conteudo em zinco; enquanto que o magnésio torna
o substrato mais poroso (De Dios Teruel et al., 2015) e inibe o crescimento dos cristais
(Neel etal., 2016) e o fluoreto torna o dente mais resistente a agressoes de caracter acidico

(De Dios Teruel et al., 2015) e diminui a solubilidade (Neel et al., 2016).

Microestrutura

As moléculas de hidroxiapatite formam longos e finos cristais (Baumann, Carvalho,
& Lussi, 2015). Os cristais apresentam uma forma hexagonal num corte transversal e tem
uma espessura média de 26 nm e 68 nm de largura. O espacgo entre os cristais ¢ de 1-2 nm
e sao preenchidos com matriz organica (Baumann et al., 2015). Aproximadamente 10000-
40000 destes cristais, com uma densidade de empacotamento de 550 cristais/um formam
um prisma (Baumann et al., 2015; Neel et al., 2016).

O prisma de esmalte, uma estrutura semelhante a um “buraco da fechadura” com
diametro aproximadamente de 5 um, ¢ perpendicular a jun¢ao amelodentinaria e
principalmente composta por prismas hexagonais de cristais de hidroxiapatite (Neel et
al., 2016; Y. R. Zhang, Du, Zhou, & Yu, 2014).

Os cristais de hidroxiapatite no centro sdo paralelos ao longo eixo do prdprio
prisma. Contudo os cristais nas zonas marginais do prisma formam um angulo de 45° em

relagdo ao eixo axial (Y. R. Zhang et al., 2014). Esta configuragdo geométrica origina um
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espaco intercristalino que permite a passagem de elementos i6nicos (hidrogénio e célcio)
e de pequenas moléculas como o acido latico (Featherstone, 1999), ocorrendo processos
de desmineralizacdo e remineralizacao (Buzalaf, Pessan, Hondrio, & ten Cate, 2011).
Estes prismas sdo organizados numa estrutura tridimensional, estdo dispostos em colunas
e sao parcialmente rodeados por uma bainha de matriz organica, também denominada de
rod sheath ou bainha do prisma de esmalte. Apesar da matriz organica constituir apenas
1% do peso do esmalte, esta encontra-se finamente presente em toda a estrutura do
esmalte, tanto dentro como entre os prismas (Baumann et al., 2015).

A matriz organica ¢ composta por proteinas que foram secretadas pelos
ameloblastos durante a formacdo do esmalte (Baumann et al., 2015). Estas sdo quase
todas reabsorvidas pelos proprios ameloblastos durante a maturagdo, mantendo-se
algumas proteinas residuais, como a enamenlina, a tuftelina (He & Swain, 2007a) e a
ameloblastina (Rodrigues et al., 2017), que tem como funcdo “colar” os cristalitos,
mantendo a estrutura hierarquica do esmalte (He & Swain, 2007b). Esta estrutura tem um
efeito relevante nas propriedades mecanicas do esmalte, alterando propriedades como a
dureza e a resisténcia a fratura (He & Swain, 2007b).

Existem vérias técnicas que podem ser aplicadas para uma analise dos tecidos duros
dentarios, como a microrradiografia, microscopia eletrénica de varrimento (MEV),
microscopio de forga atomica, teste de nano- e micro- dureza, entre outros (Attin &
Wegehaupt, 2014).

A MEV ¢ um método que permite obter informagao sobre a reabsorc¢ao dos tecidos
duros dentarios. Este tipo de técnica consiste na dispersdo de eletroes sobre a superficie
da amostra, que ¢ previamente revestida por um material eletrocondutor (geralmente
ouro), de modo a evitar a acumulacao de energia electroestatica, e o sinal resultante
fornece imagens de grande profundidade de foco, mesmo a diferentes profundidades,
conferindo imagens tridimensionais de alta resolucao, que permitem obter informagao
sobre a composicao e a topografia da superficie (Field, Waterhouse, & German, 2010).
Neste sentido, ¢ um meio que nos ajuda a compreender as alteragcdes morfologicas
induzidas pelos agentes remineralizadores na estrutura do esmalte.

O esmalte higido apresenta uma aparéncia suave e homogénea, quando observado
no microscopio eletronico de varrimento; quando € sujeito a um processo de
desmineralizacdo ocorre um aumento da microporosidade, apresentando um padrao

escamoso (Elkassas & Arafa, 2013).
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Macroestrutura

r

O esmalte que cobre a coroa anatdmica varia na espessura nas diferentes areas. E
mais fina nas areas incisais € oclusais, tornando-se progressivamente mais fina até
terminar na jun¢ao amelocimentaria (JAC).

A espessura ¢ variavel entre os diferentes tipos de dentes, sendo que os bordos
incisais apresentam cerca de 2mm, até 2,5 mm nas cuspides do pré-molares e entre
2,5mm-3mm nos molares (Heymann, Swift Jr, & Ritter, 2013; L. Zheng, Zheng, Weng,
Qian, & Zhou, 2011).

Propriedades mecanicas

O processo de biomineralizagdo altamente preciso permite que o dente apresente
caracteristicas impares ao nivel estrutural e composicional (He & Swain, 2007b),
contribuindo de modo favoravel para as suas propriedades mecanicas (He & Swain,
2007b; Y. R. Zhang et al., 2014), apresentando uma for¢a Unica e propriedades
antiabrasivas (Cao et al., 2015).

Nas propriedades mecanicas incluem-se a elasticidade, a dureza, a viscoelasticidade
e a resisténcia a fratura (Y. R. Zhang et al., 2014).

A dureza ¢ uma medida que representa capacidade de um material s6lido em resistir
a deformacao elastica, deformacao plastica e fratura (Y. R. Zhang et al., 2014) e no caso
do esmalte depende do seu conteido mineral e proteico, sendo a parte proteica
responsavel por alguma ductilidade e consequente resisténcia (Rodrigues et al., 2017).

Devido a variagdao quantitativa destes componentes em profundidade, a rigidez do
esmalte também varia nas diferentes localizagdes do esmalte (Rodrigues et al., 2017),
apresentando valores superiores nas superficies oclusais e diminuindo até a JAC, devido
ao aumento da matriz organica e a diminui¢ao da densidade mineral (Elfallah, Bertassoni,
Charadram, Rathsam, & Swain, 2015).

E referido na literatura a variagio da microdureza do esmalte com os genes TUFT]
e TUIPI1 (Kiichler et al., 2017).

Os teste de dureza sdo utilizados para o estudo das propriedades mecanicas dos
materiais, sendo amplamente usados para medi¢dao da microdureza dos tecidos dentérios
(Chuenarrom, Benjakul, & Daosodsai, 2009). Este ¢ um método répido, de facil
aplicabilidade e requer uma area pequena do espécimen para proceder ao teste

(Chuenarrom et al., 2009).
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Existe uma grande variedade de testes de dureza, em que a maior parte se baseia na
capacidade da superficie de um material em resistir a penetragao através de um indentador
de ponta diamantada ou uma esfera metalica, sobre uma carga especifica e durante um
certo intervalo de tempo (Anusavice, Shen, & Rawls, 2013; Chuenarrom et al., 2009).

Os testes mais aplicados para determinagao da dureza incluem dureza de Vickers,
dureza de Knoop e a nano-dureza (Y. R. Zhang et al., 2014). No teste de dureza de
Vickers, apos aplicagdo da carga por meio de um indentador diamantado com a forma de
uma piramide quadrangular, em que os angulos opostos sao de 136°, as diagonais da
indentagdo sao medidas através de um microscopio optico. O valor da dureza ¢ obtido
através do racio entre o quociente da for¢a da indentacdo e a area residual de impressao
(Chuenarrom et al., 2009; Y. R. Zhang et al., 2014).

Tanto os testes de dureza Vickers como os de Knoop, sao classificados como testes
de microdureza em vez de testes de macrodureza (Brinell € Rockwell), visto que permitem
aplicar for¢as de 10 mN a 10 N (Anusavice et al., 2013; Y. R. Zhang et al., 2014). Para
avaliacdo da microdureza ¢ necessario proceder ao polimento para remocgao das variagdes
superficiais existentes no esmalte com intuito de uniformizar todos os especimenes
(Elkassas & Arafa, 2013) e para que o processo de desmineraliza¢dao ndo tenha diferencas
entre os diferentes especimenes (Kim, Lee, Lee, & Lee, 2013).

O polimento permite que obter uma superficie plana que ¢ necessaria para uma

medicao precisa da indentagdo (Srinivasan, Kavitha, & Loganathan, 2010).

Papel da saliva na protecio do esmalte

A saliva ¢ o componente quimico mais importante da cavidade oral (Y. F. Zhang et
al., 2013). Secretada pelas glandulas salivares, sendo constituida 99% por 4gua e em
menor percentagem, por componentes organicos e inorgdnicos que se encontram
dissolvidos no meio aquoso (Lima, Diniz, Moimaz, Sumida, & Okamoto, 2010). Este
liquido organico, apresenta varias fungdes, desempenhando um papel importante na
mastigacdao, fonacdo, degluticdo, nas sensagdes gustativas, lubrificagdo tecidular,
protecao da mucosa oral e esofagica, na digestdo alimentar, atividade antibacteriana,
antivirica e antifingica, na regula¢ao do balanco i6nico na remineralizacao do esmalte,
na deposi¢ao da pelicula adquirida e capacidade de tamponamento dos acidos (Dawes et

al., 2015; Lima et al., 2010).
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A componente inorganica ¢ composta por calcio, fosfato, fluoreto, carbonato de
hidrogénio, acido carbdnico e di-hidrogenofosfato (Hara & Zero, 2010). A saliva rica
nestes 10es, pode funcionar como um tampao fisioldgico para neutralizagcdo dos acidos e
assim diminuir a desmineralizagdo. A um pH>5.5 e associado a uma alta concentragao
i6nica de calcio e fosfato, o fosfato de calcio pode ser precipitado, promovendo
remineralizacao dos tecidos desmineralizados (X. Li, Wang, Joiner, & Chang, 2014),
mantendo a integridade da estrutura do esmalte através da regulacdo do processo
binominal de desmineralizagao/remineralizacao (Hara & Zero, 2010).

A parte organica ¢ constituida por ureia, acido Urico, creatinina, lipidos como o
colesterol e acidos gordos, e proteinas (histatina, alfa-amilase, mucinas, lactoferrina,
lisozimas, cistatina, PRP, transferrina e imunoglobulina secretéria A ) (Lima et al., 2010).
As proteinas constituintes da saliva estdo envolvidas no processo de regulacdo da
desmineralizagcdo/remineralizagdo e consequentemente no desenvolvimento da céarie
dentaria (Hara & Zero, 2010). Esta proteinas juntamente com glicoproteinas salivares,
proteinas com origem no fluido crevicular, sangue, alimentos e componentes bacterianos
(Pitts et al., 2017), que possuem carga eletronegativa apresentam alta afinidade para a
superficie do esmalte, que embora seja também eletronegativa ¢ revestida sobretudo por
Ca*'(eletropositivo), que desta forma atrai moléculas eletronegativas estabelecendo
ligagdes fracas e reversiveis do tipo forcas de van der Waals e ligagdes mais fortes e
permanentes entre as adesinas (bactérias) e recetores complementares do biofilme do tipo
i6nicas e covalentes, formando uma pelicula denominada por pelicula adquirida
(Fejerskov et al., 2015; C. Hannig, Hannig, Kensche, & Carpenter, 2017; M. Hannig &
Joiner, 2006; Hara & Zero, 2010; Pitts et al., 2017), que apresenta ume espessura entre
0.3al.1 um (Dawes et al., 2015).

A pelicula adquirida ¢ uma subestrutura especifica das biomoléculas salivares que
estabelecem fortes ligagdes a superficie ionica do esmalte (C. Hannig et al., 2017),
atuando como uma barreira semipermeavel na prevencao da difusdo acidica como um
reservatorio de eletrolitos remineralizadores (Ca”*, PO,> e F'), mantendo da integridade
do esmalte (M. Hannig & Joiner, 2006; Hara & Zero, 2010).

Kiichler ef al. (2017), avaliaram a relacao entre as variagdes existentes nos genes
associados ao desenvolvimento do esmalte com os niveis de célcio e fosforo na saliva e
concluiram que as variagdes genéticas no AMELX, AMNB e ESRRB estao associadas aos
niveis de calcio na saliva e que as variagdes genéticas ocorridas no ENAM estdo

associadas ao nivel de fosforo na saliva.
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CARIE DENTARIA

Definicao

A carie dentaria ¢ uma doenca dinamica, multifatorial, que envolve intera¢des entre
o biofilme microbiano mediado e formado na superficie da estrutura dentaria, os agucares,
a saliva, a exposi¢do inadequada ao fluor e fatores genéticos (Buzalaf et al., 2011; Pitts
etal., 2017).

O processo dinamico da carie consiste em alteragdes repentinas intercaladas dos
processos de desmineralizacdo e remineralizagdo, em que se a desmineralizacdo se
perpetuar durante tempo suficiente, resulta no aparecimento de lesoes de carie em zonas
especificas dos dentes (Pitts et al., 2017).

A céarie pode desenvolver-se ao longo da vida, afetando a denticdo decidua como a
definitiva, danificando a coroa dentaria e ao longo do tempo expor as superficies
radiculares (Pitts et al., 2017).

Os mecanismos subjacentes a progressao da carie estdo bem explicitos, sobretudo
nos aspetos relacionados com os tecidos duros € com a microbiologia da doenga,
conhecendo nds, que estes dois fatores, ndo sdo independentes um do outro. A carie pode
ser considerada uma doenga dieto-microbiana, visto que ndo ocorre na auséncia de
biofilme dentario cariogénico e¢ ¢ dependente da presenca de hidratos de carbono,
fermentaveis.

O conceito moderno de carie também inclui fatores comportamentais, sociais,
psicoldgicos e bioldgicos € o seu envolvimento na doencga (Pitts et al., 2017), sendo de
extrema importancia a existéncia de um equilibrio entre os fatores protetores e
patologicos que influenciam a iniciagdo e progressao da carie dentaria. Uma otimizagao
dos fatores protetores (dieta saudavel, escovagem com pasta fluoretada bi-didria,
aplicacdo profissional topica de fluoretos, aplicagdo de selantes e fungdo salivar normal)
promovem a remineralizagdo alterando a dinamica do processo carioso, impedindo a
progressao da lesdo e que ocorra a intercorréncia da sua regressao (Featherstone, 2008;
Pitts et al., 2017). Contudo, caso ndo se invertam os fatores patologicos, entre os quais o
consumo frequente de alimentos agucarados, uma higiene oral deficitaria, baixa aplicagao
de fluoretos e uma disfuncao salivar, estes ao desequilibrarem o balango dinamico,
promovem a desmineralizagdo e conduzem processo carioso no seu inicio € progressao

(Pitts et al., 2017).
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A carie dentaria ¢ uma doenca prevenivel, distribuida de forma heterogénea, tendo

encargos significativos a nivel econdmico e na qualidade de vida (Pitts et al., 2017).

Aspetos Bioquimicos

A carie dentaria tem inicio na superficie do esmalte, em que a estrutura mineral
cristalina do dente ¢ desmineralizada por 4cidos organicos resultantes do metabolismo de
hidratos de carbono fermentaveis pelas bactérias do biofilme (Pitts et al., 2017), sobretudo
pelos Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp (Selwitz et al.,
2007).

Apesar da possibilidade de formagao de distintos acidos pelos microrganismos do
biofilme dentario, o acido lactico ¢ o predominante e ¢ considerado o principal acido
envolvido no processo carioso (Pitts et al., 2017).

Alguns estudos laboratoriais confirmaram a presenga de diferentes bactérias
presentes no biofilme dentario capazes de produzir acidos a partir de acucares
(acidogénicas) e outras do tipo aciduricas (acido-tolerantes), incluindo os tipos:
Bifidobacterium spp., Actinomyces spp., Propionibacterium spp., Scardovia wiggsiae
(Fejerskov et al., 2015; Rosier, De Jager, Zaura, & Krom, 2014).

Também existem certos tipos de bactérias que atenuam o potencial efeito nocivo do
acido lactico, ao utiliza-lo como fonte nutricional e convertendo-o em acido fraco, como
¢ o exemplo da Veillonella spp., ou produzir compostos alcalinos através do metabolismo
da arginina ou ureia na saliva, como € o caso S.salivarius, S.sanguinis e A.naeslundii
(Fejerskov et al., 2015; Pitts et al., 2017).

A medida que a concentragdo de acidos aumenta na fase fluida do biofilme, o valor
de pH diminui e o acido desmineraliza a camada superficial do dente. A perda de
substancia mineral conduz ao aumento da porosidade, aumentando assim o espago entre
os cristais e ocorre um enfraquecimento da superficie, permitindo uma difusdo em
profundidade no dente tendo como consequéncia uma desmineralizagdo subsuperficial.

A medida que a desmineralizagdo progride e na presenca de um meio acidico, a taxa
de perda mineral ¢ superior nas camadas inferiores quando comparado as camadas mais
superficiais, formando uma lesdao subsuperficial (Pitts et al., 2017).

Os produtos resultantes da desmineralizacao, sobretudo célcio e fosfato, aumentam
o seu grau de saturagdo podendo ter um papel de protecdo parcial sobre a camada

superficial desmineralizada. A presenca do ido fluoreto inibe a desmineralizagdo da
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camada superficial (Pitts et al., 2017), funcionando como catalisador para a difusdo do
calcio e fosfato para o dente (Featherstone, 2008; Selwitz et al., 2007).

Os acidos presentes no biofilme sdo neutralizados pela capacidade tampao da
saliva; o pH do fluido do biofilme torna-se neutro e suficientemente saturado de Ca2+,
PO, ¢ F~ impedindo a desmineralizagdo e promovendo a re-deposi¢do de minerais-
remineralizacao (Featherstone, 2008; Pitts et al., 2017). Estas alteracdes dinamicas no
processo carioso permitem que os estagios iniciais da carie (subclinicos) possam ser
parados e revertidos (Pitts et al., 2017)

A carie ¢ o resultado desfavoravel das mudancas que ocorrem na flora microbiana
residente provocadas pelo ambiente oral. Um aumento do consumo de hidratos de
carbono fermentaveis resulta na exposi¢ao do biofilme a um pH baixo durante um periodo
de tempo maior, favorecendo o desenvolvimento de bactérias acidtricas. Pode-se
considerar que a acidificacdo da placa bacteriana atua como principal fator de selecao de

uma comunidade bacteriana acidurica e acidogénica, que aumenta o risco de carie

(Takahashi & Nyvad, 2008).

Classificacao

Uma das formas que existe de classificacdo de lesdes de carie € relativamente a sua
localizagdo anatdémica. Por exemplo, pode-se dizer que existem caries de sulco e fissuras
e caries de superficies lisas. Nas superficies lisas, as lesdes podem iniciar-se no esmalte
ou nas zonas que apresentem superficies radiculares expostas, afetando o cemento e
dentina (caries radiculares).

Quando as lesoes de carie afetam superficies integras naturais, designa-se por carie
primaria; caso as lesoes se localizem proximas de uma restauragdo designam-se por caries
secundarias ou recorrentes (Fejerskov et al., 2015).

Outra classificagao que se pode aplicar ¢ em relacao a atividade das lesdes cariosas.
Uma lesdao ¢ considerada ativa quando esta em progressao, isto €, quando ocorre uma
desmineralizacao continua (Young et al., 2015). Uma lesdo de carie inativa € uma lesao
que ja teve um periodo de atividade, mas que a sua a progressao foi interrompida. Ha que
salientar que a distingdo entre uma lesdo ativa e inativa por vezes ¢ de dificil apreciagao,
sendo necessario recorrer a um conjunto de fatores de avaliagdo, tacteis e visuais, para

poder classificar (Fejerskov et al., 2015; Young et al., 2015).
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O estado de atividade lesdo ira influenciar a decisao do clinico em optar uma
intervengdo nao cirurgica ou cirargica (Young et al., 2015), em que cdaries inativas nao
necessitam de tratamento para além de uma escovagem diaria com pasta fluoretada
(Fejerskov et al., 2015).

A terminologia, céries oculta ou hidden caries, ¢ usada para classificar lesdes
presentes na dentina impercetiveis no exame visual, necessitando de um exame

radiografico complementar (Fejerskov et al., 2015) .

Epidemiologia

Durante décadas, tém-se realizado estudos epidemioldgicos de carie a nivel
mundial, com o intuito de obter dados que estejam enquadrados nas seguintes
especificagdes: dados precisos e significativos de faixas etarias relevantes sobre a
quantificagdo da doenca (prevaléncia), a taxa de progressao da mesma- novos casos —
(incidéncia) e o seu comportamento temporal (Pitts et al., 2017).

Contudo nem sempre ¢ possivel fazer comparagdes entre os estudos, pelo facto dos
critérios de diagndstico aplicados diferirem um dos outros (Selwitz et al., 2007).

A carie dentaria continua a ser um problema de saude major na maioria dos paises
industrializados, em que 60-90% da populacdo pedidtrica e a grande parte dos adultos
apresentam, sinais de carie (Pitts et al., 2017). Apesar de existir um decréscimo na sua
prevaléncia (Selwitz et al., 2007), tém-se verificado o seu aumento, em certos grupos
populacionais, sobretudo nos estratos socioecondémicos mais desfavorecidos, em
minorias étnicas e populacdes migrantes (Bagramian, Garcia-Godoy, & Volpe, 2009;
Pitts et al., 2017). Estas diferencas podem ser explicadas pelo facto das medidas
preventivas nao abrangerem esses grupos (Bagramian et al., 2009). O contexto geografico
da populagdo a nivel mundial ¢ outro fator que ajuda a explicar mudancas, visto que o
crescimento econdmico dos paises promove um fluxo das zonas rurais para os centros
urbanos, promovendo alteragdes no estilo de vida e na dieta das populagdes (Bagramian
et al., 2009; Pitts et al., 2017).

Num estudo publicado em 2017, referente a prevaléncia de carie e a necessidade de
tratamento nas criangas e adolescentes portugueses, englobado no III Estudo Nacional de
Prevaléncia de Doencas Orais, foi selecionado uma amostra aleatoria de 3710
participantes, de 6, 12 e 18 anos, em que foi aplicado um questiondrio relativo a aspetos

sociodemograficos e sobre a saude oral. O exame clinico foi baseado nos critérios do
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ICDAS (International Caries Detection and Assessment System). Os resultados
demonstraram que aos 6, 12 e 18 anos, a prevaléncia de cérie era de 45,2%, 47% ¢ 67,6%,
respetivamente, revelando uma grande redugdo dos niveis da doenca nas criancas e
adolescentes ao longo dos tultimos anos, devido a existéncia do Programa Nacional de
Promogao da Saude Oral que foi implementado (Calado, Ferreira, Nogueira, & Melo,
2017).

Nos Estados Unidos da América, cerca de 50% das criancas com idades
compreendidas entre os 5 os 9 anos de idade, tem pelo menos um dente cariado ou
restaurado, com maior prevaléncia na faixa etaria do 17 anos (78%) (Bagramian et al.,
2009).

As lesdes de carie por tratar na denti¢do definitiva, englobando todas as idades,
apresentam uma prevaléncia de 35%, o que a nivel global corresponde a 2,4 mil milhdes

de pessoas afetadas (Pitts et al., 2017).

Manifesta¢oes Clinicas

Quando ocorre uma perda mineral significativa, surgem os primeiros sinais de carie
dentaria, as lesdes de white spot (WSL). As WSL sdo definidas com uma
desmineralizacao da superficie e a subsuperficie do esmalte, sem a presenga de cavitagao
(Paula et al., 2017).

Esta estdgio da doenca ¢ clinicamente relevante, visto que a lesdo pode ser
interrompida ou mesmo revertida (Abdullah & John, 2016; Paula et al., 2017).

Apresentam uma aparéncia branca e opaca, particularmente quando desidratada,
suscetivel a deterioracdo quando sondadas, aumento da porosidade sobretudo na
subsuperficie, localizando-se nos sulcos, fissuras e superficies lisas dos dentes (Paula et
al., 2017). A formagdo de WSL pode estar também associada a utilizagdo de aparelhos
ortodonticos fixos (bandas, brackets e outros componentes) que dificultam a higiene oral,
aumentando assim o risco de desmineralizacdo e consequentemente o aparecimento de
WSL (Jo et al., 2014; Sudjalim, Woods, & Manton, 2006).

A perda de translucidez do esmalte ¢ um fenomeno Otico que ocorre devido
desmineralizagdo das camadas mais externas do esmalte. As alteracdoes do indice de
refracdo nas zonas afetadas sdo consequéncia da rugosidade de superficie, da perda de

brilho e alteragdes na reflexdo interna em que o esmalte poroso dispersa mais luz do que

24



Introdugdo

o esmalte sdo, apresentando um esmalte com maior opacidade visual (Sudjalim et al.,
2006).

Neste estadio de evolucao do processo carioso, as lesdes podem ser interrompidas
ou revertidas através da modificacdo dos fatores causais ou da aplicacdo de medidas
preventivas; caso a lesdo de carie continue ativa, esta ird progredir para estagios mais
avangados de destrui¢do da estrutura dentaria (Pitts et al., 2017).

Quando a carie se encontra nos estadios iniciais, esta encontra-se circunscrita ao
esmalte e na forma inativa apresenta uma superficie lisa, dura e brilhante, de cor branca
ou castanha; no sistema fissurario apresenta uma mudanca evidente de cor, tornando-se
castanha, sem sinais significativos de desmineraliza¢ao da dentina.

Quando ocorre progressao da lesdo, o esmalte apresenta cavitagao e aspeto rugoso,
sendo visivel uma sombra da dentina através do esmalte. A dentina apresenta uma perda
de brilho, de aspeto mate, com um coloragdo branco-amarelada e de consisténcia mole.
(Young et al., 2015).

Deve-se realizar um diagnostico diferencial das WSL, de fluorose e
hipomineralizagdo, em que estes 2 apresentam uma origem intrinseca € nao resultam de
fatores causais de carie dentdria j& mencionados anteriormente (Denis, Atlan, Vennat,

Tirlet, & Attal, 2013).

Diagnéstico e Indices de classificacio

O diagnostico da carie quer seja efetuado de forma precoce ou avangada, ¢ feito
através de um exame visual e tactil das superficies dentarias. Embora este método esteja
bem estabelecido e universalmente aceite, ndo ¢ possivel aplicar em todas as superficies
dentarias, sobretudo nas zonas proximais dos dentes posteriores (Selwitz et al., 2007).

Neste sentido foram desenvolvidos outros métodos de diagnostico, como o exame
radiografico (Selwitz et al., 2007), o quantitative light-induced fluorescence (QLF), laser
fluorescence, digital imaging fiber-optic transillumination (FOTI), electrical resistance
caries monitoring device e optical coherence tomography (Aykut-Yetkiner, Kara, Ates,
Ersin, & Ertugrul, 2014; Fejerskov et al., 2015). Estas técnicas sdo consideradas como
complementares na detegdo de lesdes de carie incipientes (Aykut-Yetkiner et al., 2014).

A avaliagdo clinica da gravidade de lesdes, o tamanho e a sua atividade podem ser
classificados através de sistemas clinicos indexados. A gravidade das WSL podem ser

quantificadas de acordo com [International Caries Detection and Assessment System 11
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(ICDAS 1I), que foi desenvolvido com a necessidade de padronizar a quantificacao das
lesdes de carie e facilitar a comparagao entre estudos (Bailey et al., 2009).

Existem outros indicadores epidemiologicos utilizados em estudos, como ¢ o caso
do Indice de Dentes Cariados, Perdidos e Obturados (CPO), desenvolvido em 1937, que
continua a ser ainda muito utilizado (Veiga, Pereira, Ferreira, & Correia, 2015), apesar
de demonstrar muitas limitagdes (Fejerskov et al., 2015). Para mitigar algumas limitagdes
do indice CPO, foi apresentado o Significant Caries Index (SiC), que ndo ¢ um novo
indice, mas sim uma forma de apresentacdo de dados que ajuda a ter uma melhor visao
sobre a distribui¢dao da cérie na populacdo, dando maior aten¢do aos individuos de risco
elevado (Bratthall, 2000; Fejerskov et al., 2015). Contudo, os indicadores referidos
anteriormente ndo possuem os requisitos para avaliacdo de lesdes ndo cavitadas, que ¢
importante no processo de diagnostico (De Almeida Pinto-Sarmento et al., 2016).

Os critérios do ICDAS baseiam-se numa avaliagdo combinada das caracteristicas e
atividade das lesdes, em que a cor do dente, aparéncia clinica da lesdo, sensagdo tactil
(rugosidade) e areas de estagnacao de placa bacteriana sdo tidos em conta para a
elaboragdo do diagnostico (De Almeida Pinto-Sarmento et al., 2016).

Neste sistema, ¢ feita a avaliacdo da condicao do dente (integridade ou a presenca
de restauragdes) atribuindo uma codificagdo numérica de 0 a 8, que corresponde ao
primeiro digito (tabela 1); outro critério que ¢ o estagio de desenvolvimento da cérie, ¢
atribuido um codigo de 0 a 6, correspondendo ao segundo digito (Banava et al., 2012;

Sala & Garcia, 2013).

Tabela 1 - Descrigdo da codificagdo do primeiro digito do c6digo ICDAS

Cadigo Descrigao do cddigo

0 N&o restaurado, nem selado

1 Selado parcialmente

Selado totalmente

Restaurado com resina composta ou ionémero de vidro

Restauragdo a amalgama

Coroa metalica

Coroa de ceramica, faceta ou ponte

Restauragao perdida ou fraturada

oo Nl O o B~ WO DN

Restauragao proviséria
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Tabela 2 - Descrigdo da codificagdo do segundo digito do cédigo ICDAS

Cadigo Descri¢ao do cadigo
0 Superficie dentaria intacta e sem lesdes
1 Cavitagao incipiente no esmalte
2 AlteracOes visuais proeminentes no esmalte
] Cavidade em esmalte opaco e pigmentado sem dentina
visivel
4 Sombreamento da dentina adjacente
5 Cavidade distinta em redor de uma restauragéo ou
selante, de dimensé&o superior a 0,5 mm
6 Cavidade extensa, com exposic¢ao da dentina

Prevencio e remineralizacio de lesdes cariogénicas

As lesdes de carie desenvolvem-se gradualmente, iniciando-se com alteragcdes
estruturais minimas, nao detetaveis clinicamente, progredindo até desmineralizagdo com
uma continua destrui¢cao dos tecidos dentarios. Contudo, nos estados iniciais da patologia,
arelagdo existente ente os fatores patologicos e protetores ¢ dinamica e reversivel (Llena,
C., Leyda M., Forner, 2015).

A saliva pode remineralizar as lesdes iniciais até certo ponto, mas este processo
fisiologico € lento e nao ¢ eficaz na remineralizagao de todas as lesdes (Abdullah & John,
2016).

O objetivo da Prevengdo moderna tem em conta a abordagem profilatica e
preventiva no tratamento de lesdes iniciais de carie, através de métodos ndo invasivos que
previnem a desmineraliza¢do e promovem a remineralizagao, impedindo a progressao da
doenga e preservando a integridade do dente, ao invés da abordagem mais tradicional que
consiste no tratamento restaurador, que na maioria das vezes ¢ invasivo (Abdullah &
John, 2016; Elkassas & Arafa, 2013).

A decisdo clinica sobre o tipo de terapéutica a abordar deve ter em conta a avaliagao

do risco de carie, para assim estabelecer um protocolo terapéutico adequado com base no
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risco de carie determinado (baixo, médio ou alto). Na presenca de uma lesdo de cérie, a
decisdao por escolher uma abordagem preventiva ou cirurgica deve ser baseada na
localizagdo, extensao e atividade da lesdo. Ha que realgar que ndo se deve optar por uma
terapéutica cirtrgica com base no alto risco de carie. Em todas as categorias de risco deve-
se poder aplicar uma terapéutica de remineralizagao nas lesdes ndo cavitadas (Young &
Featherstone, 2013).

Para minimizar a ocorréncia ¢ a disseminagcdo das WSL, ¢ possivel encontrar
iniimeras terapéuticas na literatura como a educacao para a higiene oral, fluor, compostos
a base de fosfopéptidos de caseina, xilitol, resinas infiltrantes entre outros (Abdullah &
John, 2016; Paula et al., 2017), devendo existir uma biodisponibilidade quantitativa
suficiente ou supersaturada de célcio, fosfato e fluor, para que possa haver uma eficiente

remineralizacao (Llena, C., Leyda M., Forner, 2015).

Fluor

Os beneficios do fluor em relagdo a prevengao e controlo da cérie sio amplamente
reconhecidos pelos investigadores e profissionais de satde oral (Abdullah & John, 2016;
Pitts et al., 2017).

Na cavidade oral, a presenca do fluor diminui o desenvolvimento da patologia
através 3 diferentes mecanismos: aumento da remineralizagdo do esmalte, inibi¢ao dos
enzimas bacterianos acidogénicos e através da inibicao da desmineralizacao do esmalte
(Paula et al., 2017).

O fluor pode ser aplicado em estratégias de ambito comunitario como a fluoretacao
da agua, leite e sal, ou veiculados em agentes terapéuticos de aplicacdo profissional ou
em ambulatorio, na forma de pasta (maximo de 5000 ppm), gel (méximo 5000 ppm),
vernizes (23000 ppm), espuma, colutérios (223 ppm) ou comprimidos (Paula et al., 2017;
Pitts et al., 2017).

A aplicagdo topica de flior em concentracdes elevadas (superior a 2500 ppm)
permite criar um fluxo capaz de penetrar no biofilme dentario que cobre a superficie
dentaria, fornecendo o fluor para a superficie do dente e sendo capaz de se concentrar nas
lesdes incipientes, verificando-se um aumento na taxa de remineralizacao do esmalte
(Pitts et al., 2017).

Concentragdes elevadas de flaor sdo importantes para a criagao de reservatorios de

fluoreto de calcio na superficie do dente e na placa dentaria (Pitts et al., 2017),
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promovendo a remineralizagdo por hipermineralizagdo do esmalte, de acordo com a
literatura. No entanto esta hipermineraliza¢dao incide sobre a zona mais superficial do
esmalte, impedindo a fluxo i6nico para a subsuperficie do esmalte, afetando a sua
remineralizacdo e consequentemente as propriedades Opticas do esmalte (Paula et al.,
2017).

Verificou-se que altas concentracdes de flior podem apresentar propriedades
bactericidas, embora com efeito de curta duracao (Pitts et al., 2017). Também foi
demonstrado o efeito benéfico de concentragdes clevadas de fluoreto nos desafios
erosivos € o aumento da resisténcia do dente a abrasdo (X. Li et al., 2014).

A concentracao e doses da aplicacao de fluoretos ¢ um tema controverso. De acordo
com alguns autores, a utilizagdo de doses altas apresenta melhores resultados no aumento
da resisténcia do esmalte contra a desmineralizacdo, enquanto que doses baixas de
fluoreto tem melhor efeito de remineralizagdo do esmalte (Singh et al., 2016).

Ha que salientar que a administracdo de doses elevadas pode ter efeitos toxicos
sobre os individuos e no caso de ser administrado em excesso durante o desenvolvimento
dentario pode conduzir a situagdes de fluorose dentéaria (G. M. S. Oliveira et al., 2014).

O fluor ¢ apresentado em 3 tipos de formulagdes: fluoreto de sodio (NaF),
monofluorfosfato de sodio e fluoreto de amina (Paula et al., 2017; Pitts et al., 2017).

Certos produtos fluoretados sao acidulados, apresentando um pH entre 3 a 4. Foi
demonstrado em estudo laboratoriais, que o valor de pH baixo permite a penetragao de
10es a zonas mais profundas das lesodes, evitando o bloqueio por parte do poros mais
superficiais do esmalte (Pitts et al., 2017).

As pastas dentifricas fluoretadas sdo a forma mais usada de veiculacao de flaor
mundialmente, tendo demonstrado efetividade contra a carie dentaria, reduzindo a
incidéncia a nivel global. Esta efetividade relaciona-se com uma aplicagdo frequente em
baixas doses (Pitts et al., 2017).

A utilizacao da pasta dentifrica permite que o fluoreto que se difunda por varias
partes da cavidade oral (dentes, saliva e biofilme residual), onde forma depodsitos de
fosfato de calcio. Estes depositos desempenham a fungdo de reservatorios de fluor, que
servem como protecdo da superficie mineral contra os desafios acidogénicos
subsequentes (X. Li et al., 2014).

Os vernizes de flaor sdo amplamente usados com uma estratégia de aplicagao topica
para o controlo da carie (Cardoso et al., 2014), sendo a sua eficacia descrita na literatura

(Duraisamy, Xavier, Nayak, Reddy, & Rao, 2015). A utilizac¢ao deste tipo de formulagdes
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de fltior apresenta diversos beneficios: aderem a superficie do esmalte, funcionado com
um reservatorio de libertacao lenta de fltior, que conduz a uma biodisponibilidade mais
prolongada de fluor na cavidade oral (Duraisamy et al., 2015). Esta libertacdo lenta e
continua de fluoreto reage com os cristais de hidroxiapatite do esmalte durante um
periodo mais longo, conduzindo a penetragao mais profunda que resulta na formagao de
cristais de fluoro-hidroxiapatite mais estaveis (Singh et al., 2016), tendo implicagdes
importantes na reducdo da desmineralizagdo e no aumento da remineralizagdo
(Duraisamy et al., 2015).

Outras vantagens residem na sua facil aplicabilidade, seguros, bem aceites pelos
pacientes, visto que ndo depende da sua cooperagdo diaria e endurecem com a saliva
(Cardoso et al., 2014; Duraisamy et al., 2015).

O verniz dentario que foi descrito na literatura com maior efetividade como agente
anticariogénico € o constituido por fluoreto de sédio (Cardoso et al., 2014).

Os vernizes de flior apresentam um tempo de vida util curto na cavidade oral
porque estao sujeitos a constantes agressdes de natureza mecanica ou quimica (héabitos de
higiene oral, acdo mastigatéria dos tecidos orais, fluxo salivar). Supdem-se que os
vernizes permanecam até 24h na superficie dentaria. E importante que os vernizes, neste
periodo curto libertem os ides, antes que sejam removidos (Shen et al., 2015).

Apesar das propriedades do flior como agente remineralizador, a sua presenca
unica nao permite um remineralizacdo mais substancial da subsuperficie do esmalte
(Llena, C., Leyda M., Forner, 2015). Tem sido demonstrado um aumento da eficacia
anticariogénica ¢ um aumento da remineralizacdo de lesdes iniciais de carie, quando
existe a presenca de célcio e fosfato. Assim foram desenvolvidos novos produtos para
melhorar a eficiéncia dos vernizes, como por exemplo os vernizes de fluor (fluoreto de
sodio) com fosfato de calcio modificado por 4acido fumarico (fTCP) (Bajaj et al., 2016;
Shen et al., 2015).

Contudo a combinacao ionica de fosfato de calcio e o fluoreto no ambiente oral
pode ser problematico, podendo levar a formacao de um composto de fluoreto, calcio e
fosfato de baixa solubilidade, diminuindo a disponibilidade i6nica para a remineralizagao

(Bajaj et al., 2016; Shen et al., 2015).
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CPP-ACP e CPP-ACFP

Os fosfopéptidos de caseina apresentam uma capacidade notdvel em estabilizar os
10es de calcio e fosfato em solugdo, formando o complexo fosfopéptido de caseina —
fosfato de calcio amorfo sendo que este complexo aumenta os niveis de fosfato e calcio
promovendo a remineralizacao (Paula et al., 2017).

O CPP-ACP ¢ considerado como um reservatério de fosfato de célcio, capaz de
regular a atividade dos i0es livres de calcio e fosfato, ajudando a manter um estado de
supersaturagdo que inibe a desmineralizacdo e promove a remineralizagdo, tendo sido
demonstrado que o CPP-ACP apresenta adesao a placa bacteriana (Bajaj et al., 2016; J.
Li et al., 2014), sendo capaz de incorporar o ACP na placa bacteriana, prevenindo a
desmineralizacao da subsuperficie do esmalte (Abdullah & John, 2016; X. Lietal., 2014).

O potencial do CPP-ACP na prevencdo da desmineralizagdo e na promocao da
remineralizagdo tem sido descrito na comunidade cientifica, em estudos in vitro, ensaios
clinicos e modelos humanos in situ (Abdullah & John, 2016).

Foi descrito que o CPP-ACP quando usado em combinagdo com fluoretos
demonstrou maior efeito inibitério de desmineralizacdo e menor incidéncia de carie em
comparac¢ao com o seu uso individual (Bajaj et al., 2016; Duraisamy et al., 2015).

Esta melhoria deve-se a capacidade do CPP-ACP em interagir com o fluoreto,
produzindo um efeito anticariogéncio aditivo através da formagdo de um complexo de
fosfato de calcio amorfo e fluoretos (ACFP), que ¢ estabilizado pelo CPP na superficie
dentaria (Bajaj et al., 2016; J. Li et al., 2014).

O complexo ACFP fornece todos os componentes necessarios para que ocorra a
remineralizacdo com fluorapatite, que ¢ mais resistente aos ataques acidos do que a
hidroxiapatite (J. Li et al., 2014).

Apesar de haver produtos comerciais que t€ém na sua composi¢do CPP-ACP, as
vantagens do seu uso como agente suplementar aos produtos fluoretados continua incerto
(Bajaj etal., 2016; G. M. S. Oliveira et al., 2014). Sao necessarios estudos clinicos de alta
qualidade para proceder a recomendacdes definitivas (Bajaj et al., 2016;J. Lietal., 2014).

31



Des-remineraliza¢do em lesoes de carie induzidas artificialmente — Estudo in vitro

PERTINENCIA DO ESTUDO

A elevada prevaléncia da carie dentaria a nivel mundial tem repercussdes ao nivel

da saude oral, das condi¢Oes sociais e econémicas dos individuos, contudo tem-se

procurado encontrar as melhores estratégias e/ou agentes terapéuticos que os médicos

dentistas possam utilizar para contribuir para diminuir a incidéncia e prevaléncia desta

doenca progressiva e reversivel, atuando de forma preventiva e ndo invasiva no

tratamento desta doencga.

OBJETIVOS

Sao objetivos deste estudo comparar o efeito da combinagdo de distintos agentes

promotores de remineralizacao, em caries de esmalte induzidas artificialmente:

Medir a microdureza superficial do esmalte humano, ap6s inducao de lesdes de
carie e aplicacao de pasta dentifrica fluoretada;

Medir a microdureza superficial do esmalte humano, ap6s inducao de lesdes de
carie e aplicacdo combinada de pasta dentifrica fluoretada e verniz de fluor de alta
concentragcdo com fosfato de calcio;

Medir a microdureza superficial do esmalte humano, ap6s inducao de lesdes de
carie e aplicacao combinada de pasta dentifrica fluoretada e CPP-ACP;
Comparar a microdureza superficial do esmalte humano, apo6s inducao de lesdes
de carie e aplicacdo isolada e combinada, dos distintos agentes promotores de
remineralizacao;

Avaliar microscopicamente o efeito que a pasta dentifrica fluoretada tem sobre
esmalte humano, apos a indugdo de lesdes de carie;

Avaliar microscopicamente o efeito que a combinagcdo de pasta dentifrica
fluoretada ¢ verniz de fluor de alta concentragao com fosfato de célcio tém sobre
esmalte humano, apos a indugdo de lesdes de carie;

Avaliar microscopicamente o efeito que a combinagcdo de pasta dentifrica
fluoretada e CPP-ACP tem sobre esmalte humano, apés a indugdo de lesdes de

carie;
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HIPOTESE NULA

Foram equacionadas as seguintes hipoteses:

e Nao existem diferengas significativas na microdureza de superficie do esmalte
humano quando comparados os distintos agentes de remineralizagdo sobre as
lesdes iniciais de carie.

e Nao existem diferengas significativas no aspeto microscopico da superficie do
esmalte humano quando comparados os distintos agentes de remineralizagao

sobre as lesOes iniciais de carie.
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MATERIAIS E METODOS

CONSIDERACOES ETICAS

O projeto de investigacdo em questdo foi apresentado sob a forma de Proposta Final
da Tese do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do Instituto Superior Ciéncias da
Satde Egas Moniz (ISCSEM), tendo sido submetido e aprovado pelas seguintes entidades
responsaveis, Comissdo Cientifica do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do
ISCSEM e Comisséo de Etica para a satide da Cooperativa Egas Moniz.

Os dentes do estudo foram fornecidos pelo banco de dentes humanos da Clinica
Dentaria Universitaria Egas Moniz, sendo obtidos individuos andnimos que assinaram o
seu termo de consentimento informado. Todos os dentes foram preservados numa solugao
de Cloramina T (1%) e agua desionizada a 4°C, de acordo com a Norma ISO/TS

11405:2015.

LocALDO ESTUDO

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Biomateriais do ISCSEM,
durante o periodo de maio a julho de 2017. A analise dos especimenes através da
Microscopia Eletronica de Varrimento foi realizada no Instituo Superior Técnico da

Universidade de Lisboa em julho 2017.

DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo in vitro, observacional e analitico, em 12 molares humanos
higidos, sem caries, nem fraturas, dos quais se obteve 48 fragmentos, distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos: Grupo A (n=12), Grupo B (n=12) ¢ Grupo C (n= 12) —
grupos de estudo - foram sujeitos a um processo de desmineralizagdo e de seguida foram
aplicados os diferentes agentes de remineralizagdo; o Grupo D (n=12), controlo, nao foi
sujeito a nenhum processo de desmineralizacio nem aplicado algum agente de

remineralizacao (Fig.1).
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l

4 espécimenes por dente

(n=48) Anidlise

Vickers

(n=10)

GrupoD |
n=12

Andlise

n=36 MEV

(n=2)

Indugdo de lesdes de white spot: acido lactico (pH=5), durante 6 dias, a 37°C

Grupo A
(n=12)

!

Pasta dentifrica fluoretada
(1450 ppm NaF)
1g, 2min., 2x dia (12h/12h),
7 dias
+
Agua desionizada

Grupo B
(n=12)

'

Grupo C
(n=12)

|

Pasta dentifrica fluoretada
(1450 ppm NaF)
1g, 2min., 2x dia (12h/12h),
7 dias
+
No 72dia: Verniz de Flior

Pasta dentifrica fluoretada
(1450 ppm NaF)
1g, 2min., 2x dia (12h/12h),
7 dias
+
CPP-ACP

(37°C) com fosfato de célcio 1x por dia, 7 dias, 3 min.
3 min., seca-se com ar +
+ Agua desionizada
Agua desionizada (37°C)
(37°C)
| | |
Andlise Anilise Anilise Anélise Anilise Anilise
Vickers MEV Vickers MEV Vickers MEV
(n=10) (n=2) (n=10) (n=2) (n=10) (n=2)
Figura 1 - Fluxograma do procedimento experimental
SELECAO DAAMOSTRA

Foram selecionados 12 molares humanos higidos, respeitando os seguintes
critérios de inclusdo: integros, ndo cariados, livres de fraturas e sem terem alteragdes de
superficies expostas a tratamentos quimicos (branqueamento, entre outros), mecanicos
(tratamento ortodontico, entre outros) ou eletromagnéticos (radiagdo laser), a exce¢do dos

contemplados na higiene dentaria dos individuos.
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Como critérios de exclusao foram definidos: dentes com malformagdes, nao
integros, que tivessem sido submetidos a tratamentos quimicos, mecanicos ou
eletromagnéticos (anteriormente referidos).

Para se proceder a selecdo dos dentes, respeitando os critérios de inclusdo, foi
realizada uma inspe¢do visual através de uma lupa estereomicroscopica Leica' ™ MZ6

(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) (Tuloglu et al., 2016).

PREPARACAO DA AMOSTRA

Apos a selecdo da amostra de estudo, foram removidos, com recurso a curetas
periodontais, todo o célculo e tecido mole das superficies coronal e radicular (Cardoso et
al., 2014; Jo et al., 2014).

Para obtencao de fragmentos a partir dos dentes, foi utilizado um micréotomo de

tecidos duros, o Accutom-50® (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca) (Fig.2).

Aeeutom 53

o

SIA=)
22z

Figura 2 — Micrétomo de tecidos duros Accutom-50® (Struers A/S)

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

oclusal, obtendo-se 2 fragmentos, um vestibular e um palatino/lingual (Fig.3).
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Figura 3 - Sec¢do de um molar no sentido mesio-distal

Cada fragmento obtido foi cortado nos sentido vestibulo-palatino/lingual,
perpendicularmente ao longo eixo do dente (Fig.4) (Chen, Parolia, Pau, & Celerino De
Moraes Porto, 2015; Y. F. Zhang et al., 2013), obtendo-se outros 4 fragmentos no total
(mesio-vestibular, mesio- palatino/lingual, disto-vestibular e disto-palatino/lingual).

A porg¢do corondria foi separada da por¢do radicular, ao nivel da jungdo amelo-

cimentaria (Vyavhare, Sharma, & Kulkarni, 2015), com recurso ao micrétomo (Fig.5).

Figura 4 - Fragmentos resultantes apos Figura 5 - Secgdo da porg¢do radicular
secc¢do no sentido vestibulo-lingual
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JUEL A

Figura 6 - Quatro fragmentos obtidos com area de 3x4 mm

Os especimenes submetidos ao teste de microdureza foram previamente, polidos
através uma maquina rotatoria refrigerada com discos de carbeto (de granulometria 320,
600 e 1200 grits) (Fig.7), até obtencdo de uma superficie lisa e plana (Buzalaf et al., 2010;
Cardoso et al., 2014; A. F. B. de Oliveira et al., 2016; Magalhaes, Comar, Rios, Delbem,
& Buzalaf, 2008; Tuloglu et al., 2016).

Figura 7 - Maquina de polimento LaboPol-4® (Struers)

Seguidamente todos os especimenes foram lavados em agua desionizada, para

remover as particulas resultantes do polimento.

SIMULACAO DE LESOES ARTIFICIAIS DE WHITE SPOT ATRAVES DE UM CICLO DE
DESMINERALIZACAO

Para a inducdo de lesdes artificiais de white spot, os 36 especimenes foram
selecionadors, sendo imersos numa solu¢do tampdo de 50 mL acido lactico, a pH=5
durante 6 dias (Buzalaf et al., 2010; Cardoso et al., 2014; Gangrade et al., 2016), a uma
temperatura de 37°C (Jo et al., 2014; Oliveira et al., 2014). A solu¢do tampdo de acido

39



Des-remineraliza¢do em lesoes de carie induzidas artificialmente — Estudo in vitro

lactico foi preparada com: 50 mM de acido latico (Fluka® Analytical, SIGMA —
ALDRICH,Co., Espanha, lote: #BCBN4919V), 3 mM CaCl2-2H,0, 3 mM KH,PO,
(Chem-Lab NV, Zedelgem, Bélgica, Lote 21.0070103.1000), 6 mM tetraetil-metil-
difosfonato e vestigios de timol, tendo sido o pH ajustado para 5,0 com KOH

(Laborspirit, Lisboa, Portugal, Lote: 201210) (Cardoso et al., 2014).

APLICACAO DE AGENTES INDUTORES DA REMINERALIZACAO

Grupo A (n=12)

Os especimenes foram escovados com uma escova elétrica (Oral B Vitality, Braun,
P&G, Cincinnati, EUA) (Fig.8) (Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012), duas vezes por dia
(8h00 e 20h00), com 1.0 g de pasta dentifrica com 1450ppm NaF (Colgate™ Triple
Action, Colgate-Palmolive, Nova lorque, EUA, lote: 7094PL112A) (Fig.9) por um
periodo de 2 minutos, durante 7 dias (Cardoso et al., 2014; Singh et al., 2016; Wang et
al., 2011).

OralB)

VITALITY
ik

CROSSACTION

uremry P e e
[ e T

Figura 8 - Escova elétrica (Oral B Vitality, Braun, P&G)

Os especimenes foram colocados numa solucao de agua desionizada e armazenados
numa estufa a 37°C (Memmert INE 400, Memmert, Schwabach, Alemanha) (Shetty,
Hegde, & Bopanna, 2014), entre os ciclos de escovagem e durante 7 dias.

Apos estes 7 dias, de armazenamento, 10 especimenes foram submetidos ao teste

de microdureza de Vickers e 2 a microscopia eletronica de varrimento (MEV).
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Figura 9 - Pasta dentifrica fluoretada (1450 ppm NaF) (Colgate™ Triple Action, Colgate-Palmolive)

Grupo B (n=12)

Os especimenes foram escovados com uma escova elétrica (Oral B Vitality, Braun,
P&G, Cincinnati, EUA) (Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012), duas vezes por dia (8h00 e
20h00), com 1.0 g de pasta dentifrica (1450ppm NaF), por um periodo de 2 minutos,
durante 7 dias (Cardoso et al., 2014; Singh et al., 2016; Wang et al., 2011). Os
especimenes foram colocados numa solucao de 4gua desionizada e armazenados a 37°C
(Memmert INE 400, Memmert, Schwabach, Alemanha) (Shetty et al., 2014), entre os
ciclos de escovagem e durante 7 dias.

Ao 7° dia, fez-se uma aplicacao unica de verniz de fliior de alta concentragdo com
fosfato de calcio (Clinpro™ White Varnish, 3M ESPE, Neuss, Alemanha, lote: #N722972
e validade: 10/2017) (Fig.10). Secou-se a superficie e aplicou-se uma camada de verniz,
deixando-se absorver durante 10 segundos. De seguida submergiram-se os especimenes
em agua desionizada, mantendo-os na estufa a 37°C (Memmert INE 400, Memmert,
Schwabach, Alemanha). Apos um periodo de 24h, o verniz foi removido com uma
compressa embebida em agua desionizada (Duraisamy et al., 2015) e seguidamente 10
especimenes foram submetidos ao teste de microdureza de Vickers € 2 a microscopia

eletronica de varrimento (MEV).

3M ESPE
Clinpro™
White Varnish

Figura 10 — Verniz de fluor de alta concentragdo com fosfato de calcio (Clinpro™ White Varnish, 3M
ESPE)
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Grupo C (n=12)

Os especimenes foram escovados com uma escova eléctrica (Oral B Vitality, Braun,
P&G, Cincinnati, EUA) (Tschoppe & Meyer-Lueckel, 2012), duas vezes por dia (8h00 e
20h00), com 1.0 g de pasta dentifrica (1450ppm NaF), por um periodo de 2 minutos,
durante 7 dias (Cardoso et al., 2014; Singh et al., 2016; Wang et al., 2011).

Posteriormente a escovagem aplicou-se com um microbrush, uma vez por dia,
durante 3 minutos, por 7 dias consecutivos, uma camada de CPP-ACP (GC Tooth Mousse,
Recaldent™, GC Corporation, Téquio, Japao, lote:160114S e validade: 01/2018) (Fig.11)
(Duraisamy et al., 2015; Jo et al., 2014). As amostras foram colocadas numa solucao de
agua desionizada e armazenadas numa estufa a 37°C (Memmert INE 400, Memmert,
Schwabach, Alemanha) (Duraisamy et al., 2015) entre os ciclos de aplicacdo do CPP-
ACP (GC Tooth Mousse, Recaldent™. Apos estes 7 dias, de armazenamento, 10
especimenes foram submetidos ao teste de microdureza de Vickers € 2 a microscopia

eletronica de varrimento (MEV).

Figura 11 - Paste de CPP-ACP (GC Tooth Mousse, Recaldent™, GC Corporation)

Grupo D (n=12)

Os 12 especimenes nao foram sujeitos a qualquer tipo processo de desmineralizacao

nem sujeitos a agentes remineralizadores. Foram selecionados 10 especimenes para o

teste de microdureza de Vickers e 2 para microscopia eletronica de varrimento (MEV).
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ANALISE DA SUPERFICIE DO ESMALTE

Teste de microdureza de Vickers

10 especimenes, de cada grupo, foram sujeitos ao teste de microdureza de Vickers,

utilizando a maquina HSV-30T (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao) (Fig.12).

[

'/-

Figura 12 - Maquina HSV-30T (Shimadzu Corporation)

HEV- i \

Foram realizadas 5 indentacdes em cada um dos especimenes (Fig.13), sendo
distribuidas de forma aleatéria e espacgados entre eles, sendo sujeitos a uma carga de 4,903
N, durante 15 segundos (Fig.14) (Ar, Kazemi, Ataei, Vatanpour, & Abdollahi, 2012;
Vyavhare et al., 2015).

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

Na totalidade efetuaram-se 50 indentagdes para cada grupo, num total de 200.

Figura 13 - Exemplo de uma indentacao de Vickers
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Figura 14 - Exemplo de dados obtidos através da indentagdo de Vickers

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com recurso ao software SPSS
Statistics (IBM SPSS Statistics, versdo 24.0, Nova lorque, EUA).

Foi calculada a média e o desvio padrdo (medidas de tendéncia central) para cada
um dos grupos, com um intervalo de confianca de 95%.

Para averiguar diferengas estatisticas entre os diferentes, foi aplicado um teste
paramétrico, ANOVA a um fator (one way), tendo como pressupostos a normalidade e a
homogeneidade das variancias, sendo avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk e teste de
Levene respetivamente.

Considerou-se estatisticamente significativo as diferencas dos valores de

significancia superiores a 0,05 (p-value inferior ou igual a 0,05).

Observacao através do microscopio eletronico de varrimento

De cada grupo, foi feita a analise da topografia superficial de 2 especimenes, com

recurso ao microscopia eletronica de varrimento JEOL-JSM 7001F (Fig.15).
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Figura 15 — Microscoépio eletronico de varrimento (JEOL-JSM 7001F)

Previamente os especimenes foram recobertos com uma liga de Ouro-Paladio (Au-
Pd) a 20mA e 1,4kV (Fig.16), em vacuo, utilizando um Sputter coater Q150T ES

(Quorum Technologies, Sussex Reino Unido).

Figura 16 - Especimenes metalizados com liga de Au-Pd
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RESULTADOS

TESTE DE MICRODUREZA DE VICKERS

Na tabela 3 estao descritos os resultados da média, desvio padrdo e limite inferior e

limite superior, com um intervalo de confianga de 95%, dos 4 grupos.

Tabela 3 — Estatistica descritiva dos grupos de estudo A-D (output obtido recorrendo ao software de
analise estatistica SPSS)

Descritivas
MICRODUREZA
Intervalo de confianca de 95%
Desvio para média

N Média Padréo Erro Padrdo Limite inferior Limite superior  Minimo ~ Maximo
A 10 246,6200 23,90489 7,55939 229,5195 263,7205 212,20 274,80
B 10 295,7400 10,65209 3,36849 288,1200 303,3600 27540 307,80
C 10 308,1600 25,29133 7,99782 290,0677 326,2523 262,40 349,00
D 10 340,0200 17,23986 5,45172 327,6873 352,3527 312,60 367,40
Total 40 297,6350 39,13482 6,18776 285,191 310,1509 212,20 367,40

400,007

350,00

300,00 %
4

250,00

MICRODUREZA

200 00

GRUPO

Figura 17 — Boxsplot dos valores de microdureza dos grupos de estudo A-D (output obtido recorrendo ao
software de analise estatistica SPSS)
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O grupo A, onde houve aplicacdao de pasta fluoretada (1450 ppm), apresenta um
valor médio de 246,65 + 23,90 HV.

O grupo B, onde houve aplicacdao de pasta fluoretada (1450 ppm) mais verniz de
fltior de alta concentragao com fosfato de célcio, apresenta um valor médio de 295,74 +
10,65 HV.

O grupo C, onde houve aplicacdo de pasta fluoretada (1450 ppm) e também CPP-
ACP, apresenta um valor médio de 308,16 + 25,29 HV, sendo o grupo que apresenta o
valor mais alto de microdureza Vickers.

O grupo D, correspondente ao controlo - esmalte sao, apresenta um valor médio de
340,02 £ 17,24 HV.

Por ordem crescente de valores de microdureza: tip < g < Uc < Up.

Na figura seguinte, pode-se verificar a comparacao dos diferentes valores médios

de microdureza para cada um dos 4 grupos (Fig.18).

350,00

325,00

300,00

Média de MICRODUREZA

275,00+

250,00

GRUPO

Figura 18 — Descri¢ao grafica dos valores médios da microdureza (HV) dos grupos estudo A-D, (output
obtido recorrendo ao software de analise estatistica SPSS)

Como pretende-se fazer uma andlise comparativa dos valores médios entre os
grupos, procedeu-se ao teste paramétrico ANOVA, o qual exige a confirmagdao dos
seguintes pressupostos:

-As amostras sao independentes;
- As amostras apresentam distribui¢do normal.

- A variancia das amostras deve ser igual, isto €, a homogeneidade das variancias;
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O pressuposto da independéncia das amostras ¢ valido, tendo sido garantido pelo

processo de recolha e aleatorizagdo da amostra.

Para verificar a normalidade, aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk, indicado para

amostras pequenas, tendo-se obtido os resultados que se apresentam na tabela 4.

Tabela 4 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk (output obtido recorrendo ao software de analise

estatistica SPSS)

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
GRUPO  Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
MICRODUREZA A ,183 10 ,200° ,901 10 ,222
B ,199 10 ,200° ,896 10 ,196
C 151 10 ,200° ,968 10 875
D ,159 10 ,200° ,962 10 ,810

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors

Todos os grupos apresentam niveis de significancia superiores a 0,05 (p>0,05), pelo
que pode-se afirmar, com um nivel de confianca de 95%, que as amostras sdo normais.
Para verificar o pressuposto da homogeneidade das variancias, realizou-se o teste

de Levene, cujos resultados se mostram na tabela 5.

Tabela 5 — Teste de homogeneidade das varidncias de Levene (gll= n°grupos-1; gl2 = n°especimenes-
n°grupos) (output obtido recorrendo ao software de analise estatistica SPSS)

MICRODUREZA
Estatistica de Levene gl gl2 Sig.
3,681 3 36 ,021

O teste da homogeneidade das varidncias revela existirem diferengas entre as
variancias dos varios grupos, dado que o nivel de significancia ¢ inferior a 0,05 (p=0,021),

pelo que nao se pode assumir a homogeneidade das varidncias. Ainda assim pode-se
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prosseguir com a analise recorrendo a testes paramétricos, por um lado porque as
amostras em analise tém igual dimensao (N=10 em todos os grupos), por outro porque o
proprio programa utilizado para a andlise estatistica o permite, ao incluir testes
apropriados a esta situagao.

Aplicou-se o teste ANOVA a um fator (ANOVA one-way) para detetar diferengas
entre os grupos, tendo-se formulado como hipoteses:
e Hipotese nula (HO): as médias dos grupos nao diferem estatisticamente;
e Hipotese alternativa (H;): as médias dos grupos diferem estatisticamente.

Para assumir a rejei¢ao da HO, o p-value (significancia) deve ser inferior a 0,05. Os

resultados obtidos com a aplicagdo deste teste encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 - Teste paramétrico ANOVA one-way (output obtido pelo software de analise estatistica SPSS)

ANOVA
MICRODUREZA
Soma dos
Quadrados gl Quadrado Médio F Sig.
Entre Grupos 45133,851 3 15044,617 37,107 ,000
Nos grupos 14595,980 36 405,444
Total 59729,831 39

De acordo com a tabela anterior, F(3,36)=37,107, p<0,001, pode concluir-se que
existem diferencas entre as amostras, ou seja, ¢ valida a hipotese alternativa. Uma vez
que foram detetadas diferencas, foi aplicado um teste de comparagao multipla (teste post-
hoc), o qual permite comparar pares de amostras. Para o efeito, recorreu-se ao teste de
Games-Howell (tabela7) por ser o mais indicado quando as amostras sdo pequenas € nao

se pode assumir a igualdade de variancias.
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Tabela 7 — Teste post-hoc Games-Howell (output obtido pelo software de analise estatistica SPSS)

Comparagdes multiplas

Variavel dependente: MICRODUREZA

Games-Howell

Diferenca média

Intervalo de Confianga 95%

() GRUPO  (J) GRUPO (1-J) Erro Padrdo Sig. Limite inferior  Limite superior
A B -49,12000° 8,27594 ,000 -73,5617 -24,6783
C -61,54000° 11,00498 ,000 -92,6529 -30,4271
D -93,40000° 9,32018 ,000 -119,9991 -66,8009
B A 49,12000° 8,27594 ,000 24,6783 73,5617
C -12,42000 8,67824 ,505 -38,1545 13,3145
D -44,28000° 6,40843 ,000 -62,7504 -25,8096
C A 61,54000° 11,00498 ,000 30,4271 92,6529
B 12,42000 8,67824 ,505 -13,3145 38,1545
D -31,86000° 9,67918 ,022 -59,5757 -4,1443
D A 93,40000° 9,32018 ,000 66,8009 119,9991
B 44,28000° 6,40843 ,000 25,8096 62,7504
C 31,86000° 9,67918 ,022 4,1443 59,5757

*. A diferenga média é significativa no nivel 0.05.

De acordo coma tabela, os resultados sugerem que a média do grupo A difere

significativamente (p<0,001) da dos restantes grupos. A média do grupo B nao difere

significativamente (p=0,505) da do grupo C, isto ¢, pode-se afirmar, com um intervalo de

confianga de 95%, que Gig= fic. Entre o grupo B e D existem diferengas significativas

(»<0,001) para os valores médios da microdureza de Vickers. Finalmente, entre os grupos

C e D verificam-se diferengas significativas (p=0,022) entre os valores médios da

microdureza de Vickers, ou seja, estatisticamente podemos afirmar, com um intervalo de

confianga de 95%, que Uc+# Up.

Para validagdo destas conclusoes, aplicou-se um segundo teste, o teste de contrastes

(tabela 8), que permitiu comparar grupos especificos:
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Tabela 8 — Teste de contraste (output adaptado obtido pelo software de analise estatistica SPSS). Foi omitido
o parametro “Considera varidncias iguais”.

Testes de contraste

Contraste  Valor de Contraste  Erro Padrao t gl Sig. (bilateral)
MICRODUREZA Nao considera  Ua VS Us -49,1200 8,27594 -5935 12,439 ,000
vanancias 19uais - 4. vs e 12,4200 867824 1431 12,096 178
Uc Vs Up -31,8600 9,67918 -3,292 15,879 ,005

O teste de contraste permite comprovar que nao existem diferencas significativas
(p=0,178) entre as médias de microdureza de Vickers dos grupos B e C, contudo ¢ possivel
verificar diferencas significativas entre as médias de microdureza de Vickers dos grupos
A e B (p=0,001), e dos grupos C e D (p=0,005);

Assim, os resultados da aplicagdo do teste paramétrico ANOVA a um fator,
juntamente com os testes de comparagdao de médias entre os grupos de estudo (teste de
Games-Howell de comparagdes multiplas e teste de contrastes considerando variancias
nao homogéneas) e os valores médios de microdureza obtidos para cada grupo, indicam,
estatisticamente e com um intervalo de confianca de 95%, que o grupo A (pasta dentifrica
fluoretada) teve menor efeito de remineralizagdao do esmalte uma vez que os valores de
microdureza do esmalte sdo inferiores ao todos os restantes grupos. O grupo B (pasta
dentifrica fluoretada + verniz de fluior de alta concentracdo com fosfato de calcio) e o
grupo C (pasta dentifrica fluoretada com CPP-ACP) apresentam uma efeito
estatisticamente semelhante na remineralizacao avaliada pelos valores de microdureza do

esmalte, sendo superiores aos do grupo A e inferiores aos do grupo D (controlo).
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ANALISE DA SUPERFICIE DO ESMALTE AO MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARRIMENTO

De cada grupo, 2 especimenes foram analisados através do microscopio eletronico

de varrimento, tendo-se efetuado ampliagdes de x1000, x10000 e x30000, que se

encontram nas figuras abaixo indicadas (Fig.19 a 30).

Grupo A

Figura 19 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x1000, apds inducdo artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada. Observam-se zonas de desmineralizagdo dos prismas de
esmalte, semelhante a um padrio de “favo de mel” e zonas com aspeto uniforme, em menor extensao,
correspondente a depdsito mineral.
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Figura 20 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x10000, ap6s indugao artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada. Existem uma grande area de zonas lacunares com

desorganizacdo prismatica evidente. E possivel verificar oclus@o prismatica pela cristalizagdo induzida
pelo fluoreto de s6dio numa menor extensdo de superficie.

Figura 21 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x30000, ap6s indugdo artificial de lesoes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada. E de salientar as diferentes orientagdes dos prismas de
esmalte, com uma desorganizagdo evidente.
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Figura 22 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x1000, ap6s indugdo artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada mais verniz de fltor de alta concentragdo com fosfato de
célcio. Verifica-se uma pelicula sobre a superficie do esmalte, correspondendo a camada de verniz de
flor.

Figura 23 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x10000, apds indugdo artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e verniz de flior de alta concentragdo com fosfato de
calcio. Observa-se uma estrutura mais homogénea na disposi¢do dos prismas de esmalte, sugestiva de
remineralizag¢do consideravel.
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Figura 24 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x30000, ap6s indugdo artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada mais verniz de fliior de alta concentragdo com fosfato de
calcio. Evidente remineralizagdo pela presenga abundante de matéria mineral (presumivelmente de
fosfato de calcio), apresentando uma superficie do esmalte mais regular. Menor presenga de espacos
lacunares.

Grupo C

Figura 25 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x1000, apds indugdo artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluorctada e pasta de CPP-ACP.
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Figura 26 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x10000, ap6s indugdo artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e pasta de CPP-ACP. Observa-que os prismas de
esmalte se encontram organizados de uma forma homogénea, com poucos espagos interprismaticos
visiveis a superficie.

Figura 27 - Imagem de MEV da superficie do esmalte x30000, ap6s inducdo artificial de lesdes de white
spot e tratamento com pasta dentifrica fluoretada e pasta de CPP-ACP. E possivel verificar redugio das
microporosidades e um recobrimento da estrutura prismatica do esmalte por aglomerados de matéria
mineral, compativel com CPP-ACP.
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Grupo D

Figura 29 - Imagem de MEV da superficie do esmalte sdo a x10000. E possivel verificar um padrio
prismatico homogéneo, e pequenas irregularidades caracteristicas do esmalte.
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Figura 30 - Imagem de MEV da superficie do esmalte sdo a x30000.
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Tabela 9 - Quadro comparativo das imagens MEV dos diferentes grupos, com ampliagdes de x1000, x10000
e x30000.

Grupo A

x1000 x10000 x30000

Grupo B
x1000 x10000 x30000

Grupo C
x1000 x10000 x30000

Grupo D
x1000 x10000 x30000
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DISCUSSAO

Na elaboragao deste estudo foram utilizados trés agentes de remineralizagdo, dois
de uso em ambulatorio (pasta dentifrica de fluoreto de sédio e pasta de CPP-ACP) e um
de aplicacao profissional (o verniz de flaor de alta concentragdo com fosfato de célcio),
com o objetivo de comparar a eficacia de remineralizagdo sobre esmalte desmineralizado,
por lesdo cariosa. As suas propriedades na eficacia de remineralizagao de lesdes iniciais
de carie (Bajaj et al., 2016; Elkassas & Arafa, 2013; Neel et al., 2016), estao descritas na
literatura, contudo ndo existe consenso em relacao a taxa de sucesso destes agentes (Singh
et al., 2016).

A avaliagdo da microdureza ¢ uma técnica simples, rapida, facil de executar, sendo
um método ndo destrutivo, fidvel e eficaz, pois reflete as alteracdes minerais que ocorrem
em consequéncia da aplicagao de agentes remineralizadores nos tecidos duros dentérios,
amplamente usados em estudos in vitro (P. R. A. Oliveira, Fonseca, Silva, Coutinho, &
Tostes, 2016; Soares, Ataide, Fernandes, & Lambor, 2017; Tuloglu et al., 2016).

Este método permite medigdes repetidas do mesmo espécimen durante um periodo
de tempo, reduzindo assim a variagao experimental.

Tendo em conta a importancia da camada superficial no desenvolvimento da lesao
cariosa, € relevante avaliar as alteracdes que ocorrem nesta regido, sendo assim a técnica
de microdureza apropriada para o estudo do processo de des-remineralizagao (Soares et
al., 2017)

Os resultados obtidos pelo teste de microdureza de Vickers do grupo D (esmalte sdo
340,02 £ 17,24 HV), enquadram-se nos valores obtidos noutros estudos similares,
anteriormente publicados (Memarpour, Soltanimehr, & Sattarahmady, 2015; Soares et
al., 2017; Vyavhare et al., 2015).

Os espécimenes dos distintos grupos (A, B e C), foram sujeitos a desmineralizacao
de superficie com &cido lactico, simulando de lesdes artificiais de carie, que sao
consideradas mais reprodutiveis do que as lesdes naturais de cdarie, tornando o modelo
experimental mais fidedigno. Se por um lado, a solu¢ao desmineralizadora promove uma
dissolugcdo do conteudo mineral, criando espacos ou lacunas na superficie do esmalte
(Memarpour et al., 2015; Soares et al., 2017; Vyavhare et al., 2015), por outro, este
modelo, permite o teste de multiplas areas em intervalos de tempo distintos, de modo a

poder avaliar o efeito dos produtos de remineralizagcdo (Vyavhare et al., 2015).
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Relativamente ao grupo A, que corresponde aos espécimenes em que foi aplicado
pasta dentifrica de fluoreto de sodio, verificou-se que os valores obtidos apos o periodo
de remineralizagdo sdo inferiores ao esmalte sdo e também comparativamente inferiores
aos outros grupos. Este facto sugere que o efeito da desmineralizagdo supera o efeito da
aplicacdo de um agente remineralizador, com Pasta dentifrica fluoretada (1450 ppm NaF)
(Colgate™ Triple Action, Colgate-Palmolive), eventualmente por se salientarem factores
relacionados com a abrasdao da escovagem e irregularidades de superficie nao
homogéneas.

A utilizagdo de agentes fluoretados ¢ um método efetivo na promogao da
remineralizacao das lesdes iniciais de carie. A forma idnica do flaor penetra nos poros do
esmalte, que resultam de um evento acidico, e formam cristais de fluroapatite que ¢ mais
resistente ao ataque 4acido, apresentando menor solubilidade e um aumento da
microdureza do esmalte (Memarpour et al., 2015; Soares et al., 2017), como ¢
demonstrado em alguns estudos publicados (Memarpour et al., 2015; Vyavhare et al.,
2015).

Contudo, em diversos estudos publicados demonstrou-se que a pasta fluoretada
apresenta menor capacidade de remineralizagdo comparativamente ao CPP-ACP e ao
verniz de fluor de alta concentragdo com fosfato de célcio (Jo et al., 2014; Peric et al.,
2014).

E preciso ter em conta que, por cada 2 ides de fltior, sdo necessarios 10 ides de
calcio e 6 10es de fosfato para formar o cristal de fluorapatite [Ca;o(PO4)cF2]. Assim, se
houver uma inadequada presenca de ides de calcio e fosfato, isto pode limitar a
remineralizacao do esmalte (Soares et al., 2017).

Além disso, a difusdao idnica proveniente do biofilme dentdrio e da saliva para a
superficie dentdria contribui para a formagao dos cristais de fluoropatite (Memarpour et
al., 2015). Esta pode ser uma das razdes para a obtencdao de um menor valor de
microdureza do grupo A, visto que especimenes se encontravam em agua desionizada e
ndo em saliva artificial, durante os ciclos de remineralizacdo, privando de um meio que
contém célcio e fosfato.

Alguns autores constatam que a formacao de fluorapatite pode impedir os ides de
calcio e fosfato de difundirem-se para os poros mais profundos do esmalte, na camada
subsuperficial (Memarpour et al., 2015).

O grupo B, correspondente ao grupo em que os especimenes foram sujeitos ao

tratamento com pasta dentifrica fluoretada (1450 ppm NaF) e verniz de fluor de alta
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concentracdo com fosfato de calcio (Clinpro™ White Varnish), apresenta diferencas
significativas em compara¢do com a pasta dentifrica fluoretada (grupo A), apresentando
um valor médio de microdureza superior, o que demonstra uma maior capacidade de
remineralizacao. No entanto, o valor médio da microdureza ¢ significativamente inferior
quando comparado com o esmalte sdo.

A tecnologia usada no fTCP Clinpro™ White Varnish fornece uma barreira de acido
fumarico que previne interacdes prematuras e indesejaveis entre o calcio, o fosfato e o
fluoreto durante tempo de vida util do produto, sendo necessario o contacto com a saliva
para dissolver esta barreira e assim permitir a interagdo entre o calcio, o fosfato e o
fluoreto no meio oral (Memarpour et al., 2015; Rirattanapong et al., 2012).

O fTCP ¢ pouco soluvel e associado ao facto de possuir particulas com um tamanho
grande e a sua baixa quantidade presente no verniz, explica fraca libertagdao de calcio e
fosfato (Chokshi et al., 2016; Memarpour et al., 2015; Shen et al., 2015).

Pelos pressupostos acima mencionados associados a auséncia de saliva no presente
estudo, podem explicar a diferenca existente de microdureza do grupo B quando
comparado com o esmalte sdo (grupo D).

Num estudo datado de 2011, foi descrito que a remineralizagdo promovida pela
aplicacdo de fTCP nao era significativamente diferente de pasta dentifrica fluoretada na
remineralizacao de lesdes em esmalte in sifu (Shen et al., 2011).

Contrariamente a este estudo, existe outro que sugerem que a utilizagdo de fTCP
aumenta a microdureza do esmalte significativamente quando comparado com aplicagao
unica de fluoreto, tanto na formulacdo de verniz de fluoreto de sodio (5%) como em pasta
dentifrica fluoretada (500ppm) (Memarpour et al., 2015).

Um outro estudo publicado em 2014, concluiu que a combinacao de fluoreto de
sodio com fTCP, numa solug¢dao aquosa, produz um aumento significativo da dureza da
superficie e da subsuperficie das WSL, em comparacdo com a aplicagdo de unica de
fluoreto (Jo et al., 2014), o que ¢ consistente com os resultados apresentados nesta
investigacao.

Segundo o estudo de Elkassas e Arafa (2013), onde foi avaliado a superficie da
microdureza do esmalte, o Clinpro™ White Varnish demonstrou maior capacidade de
remineralizacao, ao apresentar um maior potencial na inibi¢do de um evento cariogénico
sobre a superficie do esmalte, quando comparado com CPP-ACP e CPP-ACFP. Este facto
pode ser atribuido a alta concentragdo de fluoreto presente no verniz (22600 ppm), que

cria um gradiente elevado de fluoreto que o conduz a zonas mais profundas da lesao,
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remineralizando a subsuperficie do esmalte. Outra caracteristica dos produtos contendo
fTCP ¢ a presenga de silica na sua composicdo, que permite estabelecer ligacdes com
zonas de esmalte afetadas durante um evento acidogénico; pela sua capacidade de
penetrar no esmalte, sem afectar a matéria organica interprismatica, possibilita um maior
fluxo de célcio, fosfato e fluoreto para as zonas desmineralizadas (Elkassas & Arafa,
2013)

No grupo C, onde foi aplicado pasta fluoretada com pasta de CPP-ACP, obteve-se
resultados superiores de microdureza comparativamente ao grupo A (pasta dentifrica NaF
1450 ppm), mas estatisticamente equivalentes ao grupo B (Clinpro™ White Varnish). Em
relagdo ao grupo C, apresentou uma meédia de superficie de dureza inferior ao esmalte
sd0, o que significa que nao houve uma remineralizagdo suficiente da superficie de
esmalte.

Estes resultados obtidos sdo corroborados por alguns estudos publicados, em que
descrevem que a pasta de CPP-ACP e o fTCP aumentam a microdureza do esmalte
igualmente (Haghgou, Haghgoo, Roholahi, & Ghorbani, 2017; Rirattanapong et al.,
2012), e que o efeito de remineralizagdo do CPP-ACP com fluoreto € superior em relagao
ao uso do CPP-ACP apenas (Duraisamy et al., 2015; Llena, C., Leyda M., Forner, 2015;
Singh et al., 2016; Srinivasan et al., 2010).

Este efeito sinérgico resultante do CPP-ACP com o fluoreto, ¢ devido a formacao
de um complexo de fosfopéptido de caseina — fosfato de calcio amorfo e fluoreto, que
aumenta os niveis de biodisponibilidade dos ides de calcio e fosfato (Bajaj et al., 2016;
Singh et al., 2016).

O CPP une-se aos tecidos duros dentarios, promovendo um reservatorio de
biodisponibilidade de célcio e fosfato na superficie do esmalte. Esta molécula de
fosfopéptido de caseina contém residuos fosforilados (aglomerados de aminodcidos
sequenciais - Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-), que estabilizam e unem-se de forma
espontanea ao fosfato de calcio amorfo, formando pequenos aglomerados de CPP-ACP
(Duraisamy et al., 2015; Elkassas & Arafa, 2013). Esta disposi¢cdo molecular evita que
estes aglomerados atinjam o tamanho critico para a sua nucleagdo e precipitagao,
estabilizando assim o fosfato de célcio na proximidade do dente, tornando disponivel o
ACP quando sujeito a um desafio cariogénico (Duraisamy et al., 2015; Elkassas & Arafa,
2013).

Quando o ido fluoreto se encontra presente concomitantemente com o CPP-ACP,

formam-se nanocomplexos de CPP-ACFP sobre a superficie do esmalte (Rirattanapong
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etal., 2012), que quando sujeitos a uma acidificagdo do meio, ocorre quebra do complexo
CPP-ACFP, libertando ides de célcio, fosfato e espécies eletricamente neutras, como o
fosfato dicalcio (CaHPO4") e o 4cido fluoridrico (HF®). Estas espécies quimicas movem-
se pelo gradiente de concentracao para zonas mais profundas das lesdes, promovendo a
remineralizacao através da formacao de cristais de fluorapatite (Singh et al., 2016).

Num estudo publicado em 2014, durante um periodo de avaliacdo de 3 meses, o
CPP-ACP apresentou um ligeiro efeito de remineralizagao sobre lesdes de carie iniciais
(Aykut-Yetkiner et al., 2014). Shen et al. (2015), demonstraram que o verniz de CPP-
ACP era o agente remineralizador, em que os ides fluoreto, fosfato e calcio eram
libertados numa maior quantidade, quando comparado com Clinpro™ White Varnish e
outros compostos fluoretados; a percentagem de libertacao de flior no verniz de CPP-
ACP foi de 96%, em contraste com o de Clinpro™ White Varnish que foi de 16%.

Estes resultados estdo em concordancia com os de um estudo de 2014, que
concluiram o CPP-ACP e o CPP-ACFP apresentaram potencial para remineraliza¢ao das
lesdes superficiais de esmalte e que os efeitos remineralizadores do CPP-ACP e CPP-
ACFP sao comparaveis, sendo superior ao efeito do fluoreto de sodio (Peric et al., 2014).

Contudo existem estudos discordantes, como um publicado em 2015, que
demonstra que o CPP-ACP nao demonstrou remineralizagdo significante da superficie do
esmalte quando comparado pasta de fluoreto de sddio (1000 ppm) (Vyavhare et al., 2015),
e um outro estudo de 2013, que conclui que sistema de remineralizagdo a base de fTCP
demonstrou maior tendéncia de remineralizacio do que o CPP-ACP e CPP-ACFP
(Elkassas & Arafa, 2013).

Um estudo publicado em 2017, em que avalia a microdureza do esmalte
desmineralizado apds aplicagdo de distintos agentes remineralizadores (CPP-ACP,
fluoreto de amina e fluoreto de sddio com fTCP), cada um deles num meio com saliva
artificial e outro em agua desionizada. Apos analise estatistica dos valores obtidos pelo
teste de microdureza de Vickers, concluiram que os 3 agentes demonstram eficacia na
remineralizacdo do esmalte, sendo equiparaveis, € que o0s especimenes que se
encontravam em saliva artificial apresentaram resultados superiores em relagdo aos que
se encontravam em agua desionizada (Katakam et al., 2017).

Estas diferencas de resultados existentes entre os diversos estudos podem estar
relacionadas com diferentes métodos de avaliagdo, do tipo de amostra € o numero
selecionado, das diferentes metodologias de aplicagdo dos agentes de remineralizagao,

dos distintos procedimentos de desmineralizacao entre outros fatores.
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Para uma analise detalhada da superficie topografica do esmalte tratado com os
distintos agentes de remineralizacdo, a MEV ¢ uma ferramenta complementar que permite
avaliar as alteragdes estruturais induzidas pelos produtos de remineralizagdo e confirmar
os resultados obtidos pela microdureza (Elkassas & Arafa, 2013; Tuloglu et al., 2016)

Através da andlise das imagens correspondentes aos especimenes submetidos a
pasta dentifrica fluoretada (1450 ppm NaF), ¢ perceptivel zonas de diferentes
configuragdes, em que nas zonas onde nao houve deposi¢do mineral, provavelmente pela
auséncia de cristalizacao induzida pelo fluoreto de sddio, verifica-se uma desorganizagao
estrutural dos prismas de esmalte e a presenga de espacos lacunares.

E descrito por Vyavhare e colaboradores (2015), que apos aplicagio de uma pasta
fluoretada sobre uma superficie desmineralizada, ocorre sedimentagdo de estruturas
globulares minerais, de diferentes tamanhos e com irregularidades superficiais.

No grupo B, onde foi aplicado verniz de flaor de alta concentragdo com fosfato de
calcio e pasta dentifrica de NaF (1450 ppm), ¢ de notar uma estrutura mais homogénea
dos prismas de esmalte, que evidencia uma superficie mais regular do esmalte. H4 uma
redugdo substancial dos espacos lacunares em comparag¢ao com as imagens do grupo A,
devido a deposi¢do nestes espagos de complexos i6nicos, presumivelmente de fosfato de
calcio. Estes resultados sao suportados pelo estudo feito por Elkassas e Arafa (2013), que
verificaram que no grupo fTCP, houve redu¢dao das microporosidades da superficie do
esmalte e que os prismas de esmalte se encontravam numa disposi¢ao homogénea, sem
existéncia de espacos intercristalinos visiveis.

No grupo C, onde foi aplicado pasta fluoretada (1450 ppm NaF) e CPP-ACP,
verifica-se que os prismas de esmalte se encontram organizados de forma homogénea e
com poucos espacos intercristalinos visiveis a superficie, presumivelmente pela
deposicao de cristais amorfos ao longo dos prismas.

Em concordancia com estes resultados existe um estudo de 2014, que demonstra
que a aplicacdo de CPP-ACP e CPP-ACFP promoveu alteracdes significativas na
morfologia do esmalte, com reducao do tamanho dos defeitos existentes no esmalte
sujeito a desmineralizacao (Peric et al., 2014). Porém, outros estudos, referem que o CPP-
ACP demonstrou muito pouca ou nenhuma remineralizagdo na superficie do esmalte
(Vyavhare et al., 2015), e que apresentava mais irregularidades, demonstrando uma
camada mais porosa no esmalte (P. R. A. Oliveira et al., 2016).

Num outro estudo verificou-se que as imagens obtidas da MEV do CPP-ACP e de

uma pasta dentifrica de NaF eram semelhantes (P. R. A. Oliveira et al., 2016).
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Os resultados obtidos através do teste de microdureza podem ser relacionados com
o conteudo mineral do esmalte, em que existe uma correlacao positiva entre o contetido
mineral do esmalte e a sua microdureza, tendo sido comprovado através da analise do
microscopio de Raman (Akkus, Karasik, & Roperto, 2017).

Neste estudo pode-se verificar que os grupos em que os agentes remineralizadores
apresentavam maior preenchimento dos espagos lacunares, correspondente aos grupos B
e C, sdo aqueles que apresentam valores de microdureza superiores.

Este estudo in vitro permite compreender melhor o processo de remineralizacao
promovido pelos agentes remineralizadores e os efeitos sinérgicos entre eles, contudo
existem limitagdes que podem afetar os resultados. Uma delas ¢ a dificuldade em simular
os aspetos biologicos do processo cariogénico e a complexidade das condigdes intra-orais
que contribuem para o fenomeno da carie dentaria. Apenas ¢ considerado neste estudo as
reagOes do processo fisico-quimico que ocorre entre os produtos de remineralizagao e o
substrato dentario, excluindo o papel importante que os enzimas desempenham. As
propriedades da saliva, como a sua composi¢do ionica e o efeito das proteinas salivares,
e o biofilme dentdrio envolvidos no processo de remineralizagao/desmineralizagao
também nao sao tidos em consideragao.

Outras limitagdes podem ser consideradas como o tamanho reduzido da amostra e
o tempo curto do processo de remineralizagdo, visto que quanto maior for o tempo de
aplicacdo, melhores serdo os resultados da remineralizagdo. A possibilidade de erros
experimentais e diferengas na microestrutura entre os especimenes do esmalte € preciso
ter em conta, apesar de se ter efetuado o processo de padronizagao dos mesmos. Poderia
ser incluido um grupo, que avaliasse a desmineralizagdo do esmalte quando sujeito a um
processo cariogénico.

Linhas de investigacao futuras podem ser aplicadas no estudo destes produtos de
remineralizacao por um periodo mais prolongado de tempo, avaliar o impacto de outros
fatores, como a dieta alimentar, a exposicao ciclica a solugdes de pH baixo, e
quantificagdo da disponibilidade dos ides de célcio, fosfato e fluoreto que cada um dos

produtos consegues disponibilizar ao longo do percurso temporal.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados deste estudo, considerando as limitagdes existentes do

mesmo ¢ possivel concluir que:

Apos a inducdo artificial de lesdes de carie e subsequente aplicagdo de pasta
dentifrica fluoretada, demonstrou-se que a microdureza de superficie era inferior,
sendo essa diferenga significativa quando comparado com os restantes grupos,
sugerindo que ndo obteve o efeito remineralizador desejado.

Apos a indugao artificial de lesdes de carie e subsequente aplicagao estratégica de
pasta dentifrica fluoretada e verniz de fltior de alta concentragdo com fosfato de
calcio, demonstrou-se que a microdureza de superficie era significativamente
inferior ao esmalte sdo, mas superior a pasta dentifrica fluoretada, sugerindo que
a aplicacao deste verniz tem resultados vantajosos comparativamente a aplicagao
unica de pasta fluoretada.

Apos a indugdo artificial de lesdes de carie e subsequente aplicagao combinada de
pasta dentifrica fluoretada e CPP-ACP, a microdureza de superficie foi
significativamente inferior ao esmalte sd3o, no entanto ndo apresentou diferencas
significativas quando comparado com aplicacdo do verniz de flaor de alta
concentragdo com fosfato de calcio e pasta fluoretada, o que sugere que ambos os
produtos apresentam um efeito de remineralizagdo similar.

Numa avaliagdo microscopica da superficie do esmalte, pode-se concluir que os
3 produtos de remineralizacdo apresentaram melhorias na qualidade superficial
do esmalte, sendo o verniz de flior de alta concentragao com fosfato de célcio e
0 CPP-ACP, ambos combinados com pasta dentifrica fluoretada, os que melhoram

qualitativamente, a superficie do esmalte.
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