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RESUMO

Objetivos: Quantificar e comparar a microdureza do esmalte e qualificar a sua
superficie quando se aplica um pré-tratamento com Caseina Fosfopeptidica — Fosfato de
Calcio Amorfo (CPP-ACP), seguido da aplicacdo de resina infiltrante de esmalte,
ICON®.

Materiais e métodos: 48 espécimenes de esmalte humano dividiram-se em 4
grupos. Simularam-se lesdes de carie artificiais através de solucao tampao de acido latico
pH 5.0, durante 6 dias. Grupo A (n=12): aplicou-se, uma vez por dia, durante 4 semanas,
CPP-ACP, intercalando esta aplicagdo com imersdo das amostras em saliva artificial a
37°C. Grupo B (n=12): aplicou-se, como pré-tratamento, uma vez por dia, durante 4
semanas, CPP-ACP, sendo esta aplicagdo intercalada com imersao das amostras em saliva
artificial. Seguidamente foi aplicada resina infiltrante, ICON®. Grupo C (n=12): as
amostras mantiveram-se em saliva artificial, durante 4 semanas e aplicou-se resina
infiltrante, ICON®. Grupo D (n=12): as amostras mantiveram-se imersas em saliva
artificial, durante 4 semanas. A superficie de esmalte foi avaliada pelo teste de
microdureza de Vickers e por microscopia eletronica de varrimento. Na andlise estatistica
usaram-se os testes ANOVA a um fator (com um intervalo de confianga de 95%) e os

testes de Bonferroni e de contraste para a comparagdo entre pares de grupos.

Resultados: Nao foram demonstradas diferencas significativas (p>0.05) entre as médias
de microdureza dos grupos A (292,80 + 25,55 HV) e B (273,18 £ 19,91HV). No entanto
a média do grupo C (240,24 = 20,46 HV) difere estatisticamente da do grupo B (p<0,05).
A comparagdo entre a média de microdureza dos grupos C e D (212,26 + 28,42 HV) foi
inconclusiva. Ao MEV, observamos maior organiza¢cdo ¢ homogeneidade no grupo A,
seguida de B e C, respetivamente. No grupo D verificou-se heterogeneidade na orientagao

dos prismas de esmalte.

Conclusdes: Os grupos A e B, tratados com CPP-ACP, demonstraram maior dureza

e homogeneidade de superficie, sugerindo remineralizagao do esmalte.

Palavras-chave: Resina infiltrante, fosfato de cdlcio, remineralizagdo, white spot.



ABSTRACT

Objectives: To quantify and to compare the enamel surface micro hardness and
qualify the enamel surface when a pre-treatment is applied with Casein Phosphopeptide
— Amorphous Calcium Phosphate (CPP-ACP), followed by an application of an enamel
infiltrant resin, ICON®.

Materials and Methods: 48 specimens were randomly divided into 4 different
groups. All specimens of these 4 groups were subjected to a lactic acid buffer solution at
pH 5, at 37°C, for artificial induction of white spot lesions. Group A (n=12): CPP-ACP
was applied once a day, for 4 weeks. These specimens were submerged in artificial saliva,
at 37°C. Group B (n=12): CPP-ACP was applied once a day, as a pre-treatment, for four
weeks. These specimens were submerged in artificial saliva then, a single ICON®
application was performed. Group C: Specimens were submerged in artificial saliva for
4 weeks. A single ICON® application was performed. Group D: Specimens were
submerged in artificial saliva, for 4 weeks. The enamel surface was evaluated by the
Vickers micro hardness test and Scanning Electron Microscopy. Statistical analysis was
performed using one-way ANOVA test (with a 95% confidence interval) and Bonferroni and

contrast tests for pair comparisons.

Results: There were no significant differences (p>0,05) between the mean Vickers
microhardness value of groups A (292,80 + 25,55 HV) and B (273,18 + 19,91HV).
However, there were significant differences between group B and C (240,24 £20,46 HV).
The results of multiple comparation test for group C and D (212,26 + 28,42 HV) were
inconclusive. The greater organization and homogeneity was observed by SEM in group
A, followed by group B and C, respectively. Heterogeneity in the orientation of enamel

prisms was verified in group D.

Conclusion: Group A and B, where CPP-ACP was added, showed a greater increase

of surface hardness and homogeneity.

Keywords: Infiltrant resin, calcium phosphate, remineralization; white spot.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

A céarie dentaria ¢ uma das doengas mais prevalentes que afeta o ser humano
(Elkassas & Arafa, 2014; Shikha Singh, Sharma, Sood, Sood, & Zaidi, 2015). As
primeiras manifestagdes desta doenca sao as lesdes de esmalte ndo cavitadas. Estas lesoes
surgem como resultado da desmineralizagdo do esmalte, podendo as mesmas ser
revertidas se forem diagnosticadas a tempo (Paula et al., 2017).

Atualmente existem sistemas de diagnostico e tratamento que permitem abordar a
doenca de carie desde os seus estadios iniciais de uma forma mais conservadora (Bader,
Shugars, & Bonito, 2001). Deste modo, consegue-se prevenir a progressao da doenga de

carie e manter a integridade da estrutura dentaria (Elkassas & Arafa, 2014).

1.1. ESMALTE HUMANO

A camada mais externa da coroa anatémica de cada dente ¢ constituida pelo
esmalte: o tecido mais duro do corpo humano (Gwinnett, 1992). A sua funcao ¢ proteger
a estrutura dentaria de estimulos fisicos, quimicos e térmicos (Lacruz, Habelitz, Wright,
& Paine, 2017). Devido as suas propriedades mecanicas, o esmalte dentario ¢ alvo de

grande interesse por parte da comunidade cientifica (He & Swain, 2007).

1.1.1. Constituicao e propriedades quimicas

O esmalte maturo € constituido principalmente por matéria inorganica, 96% do seu
peso corresponde a cristais de hidroxiapatite (HA), cuja formula estequiométrica ¢
Caio(PO4)s(OH),. O resto da composicao corresponde a 1% de matéria organica, como
lipidos e proteinas, e 3% a agua (X. Li, Wang, Joiner, & Chang, 2014). Os grupos
hidroxilo dos cristais de HA podem ser substituidos por outros ides, tais como o fltor,
cloro ou carbono presentes em solu¢des que circundam o esmalte (Lacruz et al., 2017).
Estas alteracdes afetam as propriedades quimicas do mineral, principalmente a sua
solubilidade (West, Joiner, Care, East, & Ch, 2014). Cristais de apatite ricos em carbono
sdo suscetiveis a desmineralizacdo, dissolvendo-se a pH 5. No entanto, a substituicdo do
grupo hidroxilo pelo anido flaor diminui a solubilidade. Os cristais de fluoroapatite (FA)
sd0 mais resistentes a desmineralizagdo, suportando valores de pH 4 sem se dissolverem

(Lacruz et al., 2017; West et al., 2014).
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1.1.2. Estrutura

O esmalte apresenta uma estrutura hierarquica, complexa e altamente mineralizada
(Fincham, Moradian-Oldak, & Simmer, 1999), na qual o elemento base ¢ o cristal de HA.
Cada cristal tem aproximadamente 5 pum de didmetro, 68 um de largura e 26 pm de
espessura (He & Swain, 2007).

Os cristais de HA associam-se formando prismas de esmalte, os quais, na parte
central, possuem cristais paralelos entre si e, a0 mesmo tempo, paralelos ao longo eixo
do prisma. No entanto, na extremidade de cada prisma, os cristais dispdem-se formando
um angulo de 45° com o longo eixo do prisma de esmalte (He & Swain, 2007). Cada
prisma ¢ constituido por, aproximadamente, 1000 cristais de HA (Robinson et al., 2000).

Os prismas de esmalte estdo embebidos numa camada proteica que estabiliza a
estrutura hierarquica do esmalte e contribui para a difusdo de substancias (Robinson et
al., 2000). Para além disto, estas proteinas regularizam as propriedades nanomecénicas
do esmalte quando ¢ submetido a uma for¢a (He & Swain, 2007).

Em relagdo a macroestrutura do esmalte dentario, podemos dizer que,
anatomicamente, o esmalte ndo ¢ uniforme, ndo apresentando a mesma densidade em
todas as localizagdes da coroa dentaria e sendo o esmalte superficial mais denso do que o
esmalte que se encontra perto da dentina (Robinson et al., 2000). Deste modo, as ctspides
apresentam um esmalte mais espesso do que os sulcos, fissuras e colo do dente (Gwinnett,

1992).

1.1.3. Propriedades mecanicas

Devido a sua composi¢do e estrutura, o esmalte dentario possui propriedades
unicas, como a dureza, a elasticidade e a resisténcia a fratura (Gwinnett, 1992).

Para estudar estas propriedades utilizam-se testes de microdureza, como os
indentadores de Vickers ou de Knoop (Habelitz, Marshall, Jr, & Balooch, 2001). Estes
testes podem-se combinar também com Microscopia Eletronica de Varrimento (MEV).
Estudos anteriores que associaram a microdureza de Vickers com a MEV demostraram,
microscopicamente, anisotropia das propriedades mecanicas do esmalte dentéario
(Habelitz et al., 2001). E por este motivo que o esmalte dentario niio tem um unico valor
exato de microdureza, mas sim um intervalo compreendido entre dois valores (Gwinnett,

1992; Habelitz et al., 2001).
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A dureza ¢ a capacidade de resistir a deformacao por compressao e a fratura (Zhang,
Du, Zhou, & Yu, 2014). Consoante o teste de Vickers, este tecido apresenta uma
microdureza de 188-478 HV, ou 200-500 HK segundo o teste de Knoop (Gwinnett, 1992).
Estes dois métodos diferem principalmente na forma do indentador e profundidade de
indenta¢do. Enquanto o indentador de Vickers ¢ uma piramide de base quadrada, o de
Knoop possui uma base mais alongada (Lippert & Lynch, 2014).

O teste de microdureza de Vickers ¢ frequentemente utilizado em estudos in vitro e
ex vivo para avaliar, a partir de valores de microdureza, altera¢des na superficie de esmalte
aquando da aplicacdo de produtos comerciais. E um teste relativamente simples, que
oferece resultados fidveis (Elkassas & Arafa, 2014; Rani et al., 2016). Como foi referido
anteriormente, a microdureza de Vickers complementa-se com a MEV, teste que nos
permite observar mudancas ultra-morfologicas na superficie de esmalte (Elkassas &

Arafa, 2014).

1.2. CARIE DENTARIA

1.2.1. Definicao

A carie dentaria € um processo patoldgico, localizado, de origem multifatorial que
tem inicio apos a erupg¢ao dentaria, e que pode produzir perda dos tecidos duros do dente
e evoluir para a formacao de uma cavidade(Selwitz, Ismail, & Pitts, 2007).

Podemos considerar a cérie dentiria como uma doenca cronica e progressiva que
se instala no hospedeiro ap6s a interagdo de diversos fatores durante um periodo de tempo
(Selwitz et al., 2007). Esta doenca apresenta como manifestagcdo a lesdo de carie (Pitts,
2004a).

Segundo Keyes (1960), a presenca de trés fatores e a relagdo entre eles contribuem
para o desenvolvimento da doenga de carie. Estes fatores sdo: a presenga de
microrganismos criogénicos, como o Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus, que fazem parte da placa bacteriana aderida as superficies dentarias; o
hospedeiro, isto €, os dentes e a saliva; e o substrato, que ¢é constituido pela dieta, ou mais
especificamente pela quantidade de hidratos de carbono fermentaveis consumidos pelo
individuo (Jarjoura, Gagnon, & Nieberg, 2006; Selwitz et al., 2007). Outros fatores como

o nivel socioeconémico, hadbitos comportamentais ou a educacdo do paciente podem
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também influenciar para o aparecimento e desenvolvimento da doenca de cérie
(Fejerskov, 2004).

O processo continuo da doenca de carie passa por varios estadios, desde lesdes de
esmalte a nivel molecular até a destrui¢ao completa do dente. Em qualquer dos estadios
ou fases da doenca pode haver intervencao clinica no sentido do controlo do processo de
destrui¢do dos tecidos dentarios. E importante conhecer as caracteristicas clinicas das
lesdes de carie nas varias fases da doenga para se fazer um correto diagnostico e um

tratamento adequado consoante o tipo de lesdo (Fejerskov, Nyvad, & Kidd, 2015).

1.2.2. Aspetos bioquimicos e histologicos

Na cavidade oral, o esmalte ¢ influenciado pelas interagdes com o microambiente
que o rodeia. Este ambiente ¢ constituido principalmente pela saliva. E por esta razio que
a saliva tem um papel relevante nos aspetos bioquimicos e histologicos da carie dentaria
(Fejerskov et al., 2015).

Sobre o ponto de vista bioquimico, o processo de formagao de lesdes de carie ¢ um
desequilibrio patogénico entre desmineralizacdo e remineralizagdo do esmalte dentério
(Abdullah & John, 2016).

As bactérias anaerdbias, presentes no biofilme, fermentam os hidratos de carbono
procedentes da dieta, dando como produto final 4cidos. A presenca destes acidos,
concretamente do acido latico, propanoico, acético ou formico (Featherstone, 2004),
provoca uma diminui¢do do pH da placa bacteriana, atingindo valores de pH critico no
esmalte de 5,5 (West et al., 2014). A estes niveis de pH, os cristais de HA do esmalte
dentario dissolvem-se libertando ides calcio e fosfato para a placa bacteriana e saliva
(Abdullah & John, 2016; Rani et al., 2016). Isto traduz-se histologicamente pela formagao
de porosidades na matriz de esmalte dentirio (Abdullah & John, 2016), como
consequéncia da dissolugdo parcial da superficie dos cristais de HA (Fejerskov et al.,
2015). Tais porosidades, facilitam a difusdo de acidos e consequentemente a dissolucdo
de minerais presentes na matriz do esmalte (Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2016).

Este processo, chamado desmineralizagdo, comeca na superficie dos cristais do
esmalte e, se ndo for revertido, continua com a formacao de lesdes de carie nao cavitadas,
que podem evoluir até a formacao de lesdes de carie cavitadas (Azizi, 2015).

Nesta fase, a saliva, que banha a cavidade oral, adota uma funcdo determinante,

pois remineraliza as lesdes reincorporando ides calcio, fosfato e fluor as superficies
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dentarias desmineralizadas. Estes ides formam novos cristais sobre a superficie da lesdo,
0s quais sdo mais resistentes aos acidos, € menos soluveis que o mineral original.
Podemos considerar a remineralizacdo, causada pela saliva, um processo natural de
reparagao das lesdes iniciais de esmalte nao cavitadas (Featherstone, 2008).

Diversos fatores influenciam este processo dindmico e multifatorial (Young et al.,
2015). Os fatores patologicos, como as bactérias acidogénicas, a disfuncdo salival € uma
dieta rica em hidratos de carbono fermentaveis, contribuem para a desmineralizagao. Por
outro lado, os fatores protetores como o fluxo salival e os seus constituintes, uma boa
higiene oral, uma dieta pouco cariogénica, o uso de substincias exdgenas com fluor,
calcio e fosfato ou substancias que estimulem a producdo de saliva, como pastilhas
elasticas, colaboram na remineralizacao (Featherstone, 2008).

Sdo estes fatores, patologicos e protetores, os responsaveis por determinar se o
processo de carie progride, inverte ou mantem-se em equilibrio (Featherstone, 2008). A
desmineralizag¢do e a remineralizagdo sdo um processo fisiologico, dinamico e continuo,
presente nas estruturas dentarias desde o momento da erupgao, influenciado por fatores
patolégicos e protetores que poderdo levar ao desequilibrio deste processo e a
consequente formagao de lesdes de carie ou a remineralizacdo da lesdo (Azizi, 2015).
Caso a remineralizacdo prevaleca, o desenvolvimento da lesdao detém-se, ou seja, a lesao

nao progride (Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2016).

1.2.3. Manifestacoes clinicas e classificacao

As lesdes de carie podem manifestar-se de diferentes maneiras ao longo da doenga
e, geralmente, formam-se nas zonas de dificil acesso onde a placa bacteriana se acumula
(Fejerskov et al., 2015).

Devido as diversas manifestacdes desta doenca, surgem diferentes classificacdes.
Para realizar uma correta classificagdo, a superficie dentaria a ser examinada tem de estar
limpa e seca (com jato de ar), a luz tera de ser a adequada e para a exploracdo deve-se
utilizar uma sonda exploratdria comunitaria (Young et al., 2015).

Podemos classificar as lesdes de carie consoante a localiza¢ao anatdmica da lesao,
o local de origem ou a atividade da lesao (Fejerskov et al., 2015; Young et al., 2015).
Estas classificagdes ajudam a determinar o risco de cérie e as recomendacdes de

tratamento (Sala & Garcia, 2013).
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Consoante a localiza¢do anatémica, as lesoes de carie, podem aparecer nas fossas
e fissuras, superficies proximais, margem gengival e superficies lisas. Esta classificacio
indica as zonas mais suscetiveis a acumulagao de placa bacteriana (Fejerskov et al., 2015).

Consoante o local de origem, as lesdes de carie podem ter inicio no esmalte,
denominadas caries de esmalte; outras t€ém origem no cimento ou dentina de superficies
radiculares expostas, carie radicular (Selwitz et al., 2007).

Para registar a atividade das lesdes de carie ¢ imprescindivel a existéncia de
alteragdes na estrutura dentaria. Segundo a atividade da lesdo, podemos encontrar lesoes
ativas ou inativas. Consideram-se ativas aquelas lesdes nas quais o processo de
desmineralizac¢ao continua. Quando o processo de desmineralizagdo nao progride, a lesdo
considera-se inativa. Embora esta classificacao possa ser de dificil analise para o clinico,
¢ de extrema importancia té-la em conta para decidir o tratamento da lesdo, pois se uma
lesdo esta inativa, ndo precisa de tratamento para prevenir a sua progressdo. As lesdes
ativas sdo moles e rugosas ao tato com a sonda, enquanto as inativas sdo duras e lisas
(Fejerskov et al., 2015; Young et al., 2015).

Tendo isto em conta, a American Dental Association (ADA) criou um sistema de
classificagdo de lesdes de carie (CCS), que considera as classificagdes de outros sistemas
J4 existentes, harmonizando todos os conceitos num Unico sistema para um uso funcional
na pratica clinica. Este sistema inclui lesdes cavitadas e ndo cavitadas e descreve-as
segundo as suas caracteristicas clinicas, relacionando-as com os achados radiograficos e
determina a atividade da lesdo (Young et al., 2015).

Segundo 0 ADA-CCS, as superficies dentarias podem ser classificadas como:

Superficie sem lesiio clinicamente detetavel ou superficie sa. O tecido dentario
apresenta as caracteristicas consideradas normais, em relagdo a cor, brilho e opacidade.
Neste ponto também estdo incluidos os dentes com restauragdes ou selantes em bom
estado, sem presenga de sinais de carie (Young et al., 2015).

Lesao de carie incipiente. Neste grupo estdao incluidas as lesdes que se formam
apos uma perda minima de tecido mineral de esmalte ou cimento. Sdo apenas detetaveis
com a superficie totalmente seca. As caracteristicas clinicas, nesta fase, ndo sdo as
normais. Consegue-se apreciar uma mudanca de cor e opacidade. Se a lesdo estiver ativa,
nas superficies do dente aparecem manchas bem definidas de cor branca, sem brilho,
opacas e rugosas ao tato. Por outro lado, se a lesdo estiver inativa manifesta-se como uma

mancha branca, amarelada ou até acastanhada, brilhante, lisa e dura. Estas lesdes recebem
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o nome de white spots lesions (WSL) e sdo das primeiras alteracdes do esmalte visiveis,
apods a secagem deste com o jato de ar (Young et al., 2015).

Por vezes pode ser dificil diferenciar um WSL ativo ou inativo. A principal
diferenca encontra-se na camada superficial da lesdo, ja que esta ¢ menos porosa que o
corpo da lesdo. Numa lesdo remineralizada ou inativa esta camada superficial apresenta
uma maior espessura. No processo de remineralizagdo dos WSL, junto com os minerais,
que sao incorporados na superficie da lesdo, podem-se incorporar componentes organicos
tais como pigmentos alimentares. E por este motivo que alguns dos WSL remineralizados
apresentam uma cor acastanhada. Este tipo de lesdes recebe o nome de enamel scars
(Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2016).

Neste grupo também estd incluida a pigmentacdo, acastanhada ou esbranquicada,
de fosas e fissuras das superficies oclusais de molares e pré-molares (Young et al., 2015).
Estas lesdes iniciais ndo apresentam cavitagdo e podem ser revertidas com a
remineraliza¢ao (Hendrik Meyer-lueckel, Wierichs, Schellwien, & Paris, 2015).

Lesao de carie moderada. A perda mineral nestas lesdes ¢ maior do que nas
anteriores, aparecendo por vezes microcavidades e sombras acinzentadas no esmalte, que
indicam que a dentina esta infetada (Young et al., 2015).

Lesoes de carie avancadas. Nesta fase aparece uma grande cavitagdo no esmalte
que expde a dentina (Young et al., 2015).

Independentemente da localizacdo, as lesdes de cérie cavitadas ativas apresentam
uma cor amarela ou acastanhada e sdo moles e rugosas ao tato com a sonda. Se estas
lesdes estiverem inativas, a cor ¢ mais escura e a superficie, ao tato, ¢ dura e lisa (Sala &
Garcia, 2013).

Esta classificagcdo serve tanto para lesdes de carie primdria, como para lesdes de
carie secundaria. As lesdes de cérie primaria sdo aquelas que aparecem pela primeira vez
nas superficies dentérias ndo restauradas. Por outro lado, as lesdes de carie secundaria ou
recorrentes aparecem na superficie dentaria adjacente a restauragdes previamente

realizadas (Young et al., 2015).

1.2.4. Diagnéstico e indices de clasificacio

Considera-se o diagndstico de carie como a classificacdo de observacdes de acordo
com aquilo que se conhece a respeito da etiologia, patologia, tratamento, prevenc¢do e

progndstico de cada tipo de lesdo observada (Fejerskov et al., 2015).
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Para diagnosticar a doenca de cérie existem dois métodos: o clinico e o
epidemiologico (Pitts, 2004b). No primeiro, o objetivo passa por identificar a lesdo ou
lesdes de carie presentes no individuo, avaliar a atividade da lesdo e a progressao desta,
para poder assim sugerir uma opg¢ao terapéutica apropriada segundo o caso. Assim sendo,
podemos dizer que o diagnostico clinico ¢ uma “guia” para o tratamento (Sala & Garcia,
2013). Por outro lado, o diagnostico epidemioldgico baseia-se na recolha de dados para
analisar a etiologia, prevaléncia, incidéncia e gravidade da doenca de carie ao nivel da
populagdo. Deste modo, através de estudos epidemioldgicos, consegue-se estimar as
necessidades da populacdo, em termos de saude e servigos. Para tal, este segundo tipo de
diagnostico, padroniza um critério valido e rejeita as situagcdes ambiguas (Sala & Garcia,
2013).

Em 1977, Pitts representou graficamente, no iceberg da carie dentéria, os diferentes
estadios da doencga de cérie e atribuiu a cada um o tipo de tratamento adequado para o
caso. Na base do iceberg situam-se as lesdes de carie subclinicas e aquelas lesdes que
apenas sao visiveis radiograficamente; de seguida encontram-se as lesdes clinicamente
detetaveis com a superficie intata; depois, as lesdes cavitadas de esmalte seguidas das
cavitagdes em dentina; e, no topo do iceberg, lesdes que atingem a polpa dentaria (Pitts,
2004a).

No diagnostico epidemioldgico, considera-se que existe lesdo de cérie a partir da
lesdo carie cavitada de esmalte, sendo rejeitados os estadios anteriores, evitando assim
duvidas de diagnostico que possam surgir perante lesdes iniciais de esmalte ou dentina
nao cavitadas. Com este critério conseguem-se estudos epidemioldgicos validos e fidveis,
embora as lesdes iniciais ndo sejam consideradas (Sala & Garcia, 2013). No entanto, na
pratica clinica, é conveniente detetar as lesdes de carie iniciais para poder mudar o curso
natural da doenca de cérie e evitar tratamentos mais invasivos (Fejerskov et al., 2015).

Entre os métodos de diagnodstico destacam-se a exploragdo clinica visual e tatil,
métodos radiograficos de diagnoéstico, sejam radiografias convencionais ou digitais,
transiluminacdo com fibra 6tica (FOTI) e outros métodos mais recentes como o método
de condutibilidade elétrica (ECM) ou a fluorescéncia, DIAGNOdent (Bader et al., 2001).

Em 1999, foi desenvolvido um novo sistema de diagnostico que diferenciava lesdes
ativas de lesdes inativas de acordo com um conjunto de critérios tateis e visuais. Este
sistema categoriza a gravidade das lesdes em trés niveis: superficie intata,
descontinuidade superficial do esmalte e cavidade evidente na dentina. A atividade das

lesdes € determinada através de sinais clinicos como a cor, textura e brilho, sendo o
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critério de diagndstico essencialmente visual e tatil pelo uso da sonda, que determina a
textura da superficie (Nyvad, Machiulskienec, & Baelumb, 1999)

Atualmente destaca-se o sistema ICDAS II (International Caries Detection and
Assessment System II). Este resulta util na pratica clinica, no ambito da investigagao ¢ em
saude publica (Pitts & Ekstrand, 2013).

Com o sistema ICDAS II pretendeu-se criar um método de diagndstico
internacional, com critérios clinicos consensuais, para a detegao e classificacao de lesdes
de carie, desde os estadios iniciais da lesdo até a cavitagcdo franca, através da inspegao
principalmente visual da superficie dentéaria. Para além disto, com ICDAS II consegue-se
avaliar a atividade e gravidade das lesdes de carie (Pitts & Ekstrand, 2013).

Este sistema conta com dois digitos. O primeiro refere o estado da superficie
dentdria, se esta integra, selada ou restaurada, e o segundo refere-se a presenga ou ndo de
lesdo de carie e o seu estado (Ismail et al., 2007).

Em 2005, o sistema ICDAS foi atualizado em Baltimore-Maryland, USA,
recebendo o nome de ICDAS II. Esta atualizag@o inclui o critério 0, que representa a
saude dentaria (Pitts & Ekstrand, 2013). Nas tabelas 1 ¢ 2 encontram-se os diferentes

codigos utilizados nesta classificagdo.

Tabela 1. Critérios associados ao estado da superficie dentaria baseados no ICDAS II.

Codigos Descrig¢do dos critérios clinicos

Codigo 0 Nao restaurado nem selado

Codigo 1 Parcialmente selado

Codigo 2 Totalmente selado

Codigo 3 Restauragao da cor do dente

Codigo 4 Restauragdo a amalgama

Codigo 5 Coroa metalica

Codigo 6 Coroa ceramica, em ouro metalo-ceramica ou faceta
Codigo 7 Restauracao fraturada ou perdida

Codigo 8 Restauragdo provisoria
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Tabela 2. Critérios associados a presenca ou nao de carie e ao seu estado, baseados no ICDAS II

Codigos Descrigdo dos critérios clinicos

Codigo 0 Esmalte saudavel

Codigo 1 Alteragdes de esmalte visiveis com esmalte seco

Codigo 2 Alteragdes inequivocas de esmalte visiveis

Codigo 3 Cavidade do esmalte sem dentina visivel

Codigo 4 Sombra escura de dentina vista do esmalte sem cavidade
Codigo 5 Cavidade com exposi¢ao da dentina

Codigo 6 Extensa cavidade com exposicao da dentina

1.3. TRATAMENTO DE LESOES DE ESMALTE NAO CAVITADAS

Hoje em dia, com a evolugdo das técnicas e materiais, a abordagem em Medicina
Dentaria ¢ mais conservadora do que ha alguns anos atrds (Abdullah & John, 2016;
Coelho, Macho, Ferreira, & Carrilho, 2014).

O diagnostico precoce e apropriado, tratamentos preventivos e intervengdes
minimamente invasivas sdo a base da filosofia conservadora da Medicina Dentdria da
atualidade (Abdullah & John, 2016). O tratamento dos WSL, tendo em conta a integridade
do dente e a possibilidade de remineralizagdo, ¢ um bom exemplo disto (Azizi, 2015;
Coelho et al., 2014; Elkassas & Arafa, 2014). Os WSL, sdo as primeiras manifestacoes
visiveis a olho nu da doenca de céarie (Abdelaziz et al., 2016; Paula et al., 2017). Estas
lesdes sdo o resultado da diminuicdo da translucidez da superficie de esmalte devido as
modificacdes oOticas, que surgem aquando da desmineralizacdo inicial do esmalte
dentario. Por conseguinte, aparecem como manchas brancas opacas na superficie do
esmalte (Abdullah & John, 2016; Borges, Caneppele, Masterson, & Maia, 2017; Sugiura,
Kitasako, Sadr, Shimada, & Sumi, 2016).

1.3.1. Remineralizacio das lesdes de carie

A remineralizagdo, como foi mencionado no ponto 1.2.2, ¢ um processo natural de
reparagdo das lesdes de carie formadas pelo desequilibrio entre a perda de minerais e a
sua recuperacdo (Featherstone, 2008). A saliva, que banha a cavidade oral, ¢
imprescindivel neste processo natural de remineralizacdo por ser uma fonte de ides
inorganicos que neutraliza os acidos, responsaveis pela desmineralizagdo (Bayram,

Kusgoz, Yesilyurt, & Nur, 2017).
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Porém, a remineralizacdo natural das lesdes incipientes de carie apresenta
limitagdes, pois ¢ um processo demorado; principalmente nas zonas desmineralizadas de
maior profundidade onde a presenca de substincias organicas, que ocluem as
microporosidades, dificulta a remineralizagao total da lesdo (Azizi, 2015; Sombir Singh,
Singh, Goyal, Utreja, & Jena, 2016).

E por esta razdo que, para prevenir o desenvolvimento das lesdes iniciais de
esmalte, podemos estimular a remineralizagdo destas através de agentes
remineralizadores (Abdullah & John, 2016; Sombir Singh et al., 2016; Sugiura et al.,
2016).
1.3.1.1. Fluor

Entre os agentes remineralizadores destacam-se os produtos fluoretados (Bayram
et al., 2017; Sombir Singh et al., 2016). O principal efeito de preven¢do de cérie dos
produtos fluoretados atinge-se com aplicacao tdpica pos eruptiva (Mohammed, Lynch, &
Anderson, 2013).

Ao realizarmos uma aplicagdo topica de fluor, este ido reage com o calcio da saliva,
formando um precipitado de fluoreto de célcio (CaF;) na superficie do esmalte
(Mohammed et al., 2013; Sala & Garcia, 2013). Este precipitado protege a superficie de
esmalte e serve de reservatorio de flior. Quando o pH diminui, isto ¢, quando prevalece
a desmineralizacdo, ha uma troca dos grupos hidroxilo dos cristais de HA, pelo ido fluor
do precipitado, formando-se assim cristais de FA (Mohammed et al., 2013), que sao
menos soluveis que os cristais de HA, oferecendo assim maior microdureza a superficie
de esmalte (Bayram et al., 2017).

Embora o fluor seja responsavel pela remineralizagdo, a presenca dos ides calcio e
fosfato, presentes na saliva e na placa supra-gengival, contribuem também para este
processo (Memarpour, Fakhraei, Dadaein, & Vossoughi, 2015).

Na atualidade, podemos encontrar diferentes formas de aplicagdo topica de
produtos com fluor. Entre estes destacam-se pastas, colutorios, vernizes ou géis
fluoretados (Sombir Singh et al., 2016).

O método mais utilizado ¢ a escovagem com pastas dentifricas fluoretadas
(Wierichs, Zelck, Doerfer, Appel, & Paris, 2017). Este método de autoaplicagdo de fltior
esta indicado para toda a populacao, independentemente do risco de carie (Sala & Garcia,
2013). O fluor ¢ difundido pela superficie dentaria, placa e saliva, proporcionando

concentragdes de fluor na cavidade oral (X. Li et al., 2014). Podemos encontrar pastas
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com diferentes concentragdes, desde os 250 ppm até os 5000 ppm de fluor (Paula et al.,
2017).

Sabe-se que a utilizacdo de dentifricos com doses elevadas de flaor, 5000 ppm,
previne a desmineralizacdo, pois este 130 em concentragdes mais elevadas bloqueia a
camada mais superficial do esmalte aumentando a resisténcia a desmineralizagdo. No
entanto, os dentifricos em concentragdes mais baixas, 1000 ppm de fltior, sdo eficientes
na remineralizacao de lesdes de carie incipientes, pois o ido célcio do precipitado de CaF»
consegue penetrar nas microporosidades destas lesdoes remineralizando-as (Sombir Singh
etal., 2016).

Como método de aplicacao topica de fluor pelo profissional de saude encontramos
os vernizes fluoretados (Subramaniam & Telegeti, 2016). Estes sdo aplicados pelo
Meédico Dentista em pacientes de médio e alto risco de carie (Helwig & Lennon, 2004).
Quando aplicados, formam um reservatorio de flaor de libertagdo lenta (Ahovuo-
Saloranta, Forss, Hiiri, Nordblad, & Mékeld, 2016). Isto permite que o ido fluor reaja com
os cristais de HA do esmalte dentdrio durante um longo periodo de tempo, o que se traduz
numa penetracdo de fluor mais profunda (Sombir Singh et al., 2016). A comunidade
cientifica afirma que os vernizes de flior aumentam a microdureza de esmalte
(Subramaniam & Telegeti, 2016).

Outra via de aplicacdo do flior ¢ a via sistémica, através de comprimidos, do
consumo de agua fluoretada, ou de outros produtos como o sal e o leite (Fejerskov, 2004;

Helwig & Lennon, 2004).

1.3.1.2. Caseina Fosfopeptidica — Fosfato de Calcio Amorfo (CPP-ACP)

Nos ultimos anos, tém vindo a ser desenvolvidos agentes remineralizadores
baseados nos constituintes proteicos do leite. Desde os anos 50 sabe-se que os produtos
lacteos tém poder cariostatico, mas o leite em si, como fonte natural, apresenta uma
eficicia limitada. Para prevenir a doenga de céarie um individuo teria que consumir
grandes quantidades de produtos lacteos. Tendo isto em conta, os investigadores focaram-
se nos fatores protetores do leite para o desenvolvimento de novos produtos (Taranath,
Pai, & Chakravarthy, 2014). Mais especificamente, na fosfoproteina lactea Caseina

Fosfopeptidica, CPP (Bayram et al., 2017).
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Anteriormente, os ides calcio e fosfato ja tinham sido usados clinicamente como
agentes remineralizadores. Devido a baixa solubilidade destes ides, principalmente na
presenca de flior, ndo tiveram sucesso (Reynolds, 2008).

O CPP, constituido pela sequéncia de aminoacidos (Ser(P)-ser(P)-Glu-Glu), pode
ser purificado em nano complexos de CPP-ACP por precipitagdo seletiva, troca de ides
ou ultrafiltracdo (J. Li et al., 2014). O CPP estabiliza ides célcio e fosfato, o que permite
a formag¢ao do complexo CPP-ACP (Memarpour et al., 2015; Rani et al., 2016; Reynolds,
2008).

O CPP-ACP, quando permanece ligado a placa bacteriana e a superficie dentaria,
constitui uma fonte de reserva de ides calcio e fosfato para o esmalte dentario,
contribuindo assim para a remineralizacdao das zonas desmineralizadas gracas ao aumento
do contetido mineral do esmalte (Bayram et al., 2017; Rani et al., 2016).

Em condigdes de pH acido, quando predomina a desmineralizagdo, o complexo
CPP-ACP dissocia-se em ides calcio e fosfato livres. Estes ides contribuem para o
aumento do pH, neutralizando-o e prevenindo assim a desmineralizacdo (Sombir Singh
etal., 2016).

Segundo alguns estudos, a microdureza do esmalte superficial aumenta com a
aplicacdo deste nano-complexo (Bayram et al., 2017), e a atividade de cérie diminui
conforme a concentra¢dao de CPP-ACP aplicada (Reynolds, 2008).

Podemos encontrar CPP-ACP em pastas de aplicagdo topica, em pastilhas elasticas
(Reynolds, 2008), colutérios, sprays muco-dentarios e comprimidos (Taranath et al.,
2014).

Este produto apresenta como limitacdo a impossibilidade do seu uso em individuos
intolerantes a lactose, pois este composto dissolve-se na saliva, podendo ser deglutida e
ndo tolerada pelo organismo, mesmo que em pequenas quantidades. Outra das
desvantagens ¢ que o CPP-ACP, ndo contem fluor (Taranath et al., 2014).

O CPP-ACP, na presenga de flior, interage com este 1do formando fosfato de célcio
amorfo fluoretado (ACFP). O complexo CPP-ACFP possui todos os elementos
necessarios para a remineralizacdo (J. Li et al., 2014; Sombir Singh et al., 2016). As
superficies de esmalte tratadas com CPP-ACFP sdo mais resistentes ao ataque acido,
devido a formagao de cristais de FA, os quais apresentam uma menor solubilidade quando
comparados com o cristal de HA (Taranath et al., 2014). Diversos estudos concluem que

a utilizagdo adjuvante de CPP-ACP e flior tem maior potencial remineralizador do que a
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utilizacdo de ambos elementos em separado (Elkassas & Arafa, 2014; J. Li et al., 2014;
Reynolds, 2008; Sombir Singh et al., 2016).

1.3.2. Resina Infiltrante

No inicio do século XXI surge uma opg¢ao terap€utica minimamente invasiva para
lesdes de carie de esmalte incipientes, nao cavitadas, que foram remineralizadas e ja ndo
apresentam potencial remineralizador (Borges et al., 2017; Tawakoli, Attin, & Mohn,
2016). Esta nova terapéutica baseia-se na utilizagdo de resinas infiltrantes
fotopolimerizéveis. Algumas das suas carateristicas sao a baixa viscosidade e um elevado
coeficiente de penetra¢do (Abdullah & John, 2016), o que lhes permite infiltrar, gracas a
forgas capilares, pelas microporosidades do esmalte desmineralizado (Min, Inaba, Kwon,
Chung, & Kim, 2015). Uma vez fotopolimerizada, a resina infiltrante oclui as porosidades
do esmalte e, consequentemente, bloqueia o processo de difusdo de acidos, protegendo
assim o remanescente dentdrio (Lausch, Askar, Paris, & Meyer-lueckel, 2017; Sfalcin et
al., 2016).

Esta abordagem clinica, que trata lesdes até o primeiro ter¢o da dentina (D1), tem
como objetivos interromper a progressao da lesdo de cérie incipiente € mascarar as lesdes
de mancha branca, melhorando assim a estética dentaria do paciente (Sebastian Paris &
Meyer-lueckel, 2012; Sfalcin et al., 2016). A técnica descrita ¢ amplamente aplicada em
pacientes jovens que apresentam WSL na face vestibular, apds a remogao de aparelho
fixo ortodontico (Lee, Chen, Omar, Know, & Meharry, 2016). Para proceder ao
tratamento estético destas lesdes os fatores patogénicos, que desencadeiam os WSL,
devem estar controlados e o paciente deve comprometer-se a manter uma higiene oral
adequada (Knosel, Eckstein, & Helms, 2013).

Hoje em dia héa apenas um kit para a infiltragdo de lesdes de carie incipientes no
mercado: Icon ® (DMG, Hamburg, Germany). Este produto esta disponivel para lesdes
interproximais e para lesdes em superficies lisas (Sebastian Paris & Meyer-lueckel,
2016).

Antes de dar comeco a este tratamento minimamente invasivo, as superficies
dentarias devem ser limpas com recurso de pasta profilatica e os tecidos gengivais do
paciente devem ser protegidos. Posto isto, procede-se ao condicionamento acido da lesdo

(Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2016).
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Como foi referido anteriormente, os WSL apresentam uma pseudocamada
superficial, a qual ¢ menos porosa que o corpo da lesdo, dificultando assim a infiltracao
da resina. Esta pseudocamada ¢ removida pela acdo de um gel de acido cloridrico a 15%,
Icon-Etch, durante 2 minutos. Seguidamente, este gel sera aspirado e lavado (Lausch et
al., 2017; Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2012).

As lesdes inativas ou remineralizadas apresentam uma pseudocamada superficial
de maior espessura que as ativas. Para a erosdao completa desta camada, nas lesdes
inativas, recomenda-se um maior condicionamento acido. Apenas com uma aplicacao de
acido cloridrico a 15% durante 2 minutos, numa lesdo ativa, consegue-se eliminar entre
30-40um da pseudocamada superficial que cobre o corpo da lesdo. As pigmentagdes mais
superficiais, que se encontram nesta camada, também sao eliminadas apos o ataque acido.
Este condicionamento altera a aparéncia da lesdo tornando-a mais branca e brilhante
(Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2016).

De seguida, procede-se a uma etapa de grande relevancia: a lesdo ¢ dissecada. Com
este passo procura-se eliminar todas a impurezas que possam impedir a infiltragao capilar
da resina de baixa viscosidade e confirmar se a pseudocamada superficial foi
completamente erodida. Para tal recorre-se a secagem com jato de ar, seguida de uma
aplicacdo de Icon-Dry, que contem 99% de etanol, e de outra secagem com jato de ar
(Kim, Kim, Jeong, & Kim, 2011). O etanol permite confirmar se as microporosidades da
lesdo se encontram completamente limpas para ser infiltradas. Se este liquido for
absorvido num periodo de 3-5 segundos e, como consequéncia, alterar a aparéncia da
lesdo, passando de esbranquicada para o aspeto de esmalte sdo, sabemos que a resina de
baixa viscosidade infiltrar-se-4 nas microporosidades adequadamente. Se isto ndo
acontecer, ¢ aconselhada uma segunda aplicagcdo de acido cloridrico (Sebastian Paris &
Meyer-lueckel, 2012, 2016).

A resina infiltrante ¢ aplicada durante 3 minutos de forma abundante, servindo para
ocluir as microporosidades mais profundas e, posteriormente, ¢ polimerizada; mas antes
disto deve-se remover o excesso de resina, com ajuda de um rolo de algodao nas
superficies lisas ou com o fio dentario nas superficies interproximais, de maneira que
apenas seja fotopolimerizada a resina que se encontra no interior das porosidades (Kim
etal., 2011).

O tultimo passo da sequéncia deste tratamento ¢ o polimento da superficie da lesdo,
o qual ¢ de elevada importancia para alisar as porosidades causadas pelo ataque acido e

remover a camada inibida pelo oxigénio, que pode atrair pigmentos que provém da

25



Comparacgdo de diferentes pré-tratamentos de esmalte em lesoes de carie ndo cavitadas

alimentagdo. Deste modo, o polimento da superficie aumenta a estabilidade da cor da 4rea
infiltrada, contribuindo assim para o sucesso a longo prazo da resina infiltrante (S Paris,
Schwendicke, Keltsch, Dorfer, & Meyer-lueckel, 2013).

O procedimento completo demora aproximadamente 20-30 minutos, € tem um
resultado normalmente satisfatorio para o paciente, pois observa-se uma alteragdo da cor
da lesdo imediata que vai aumentando a medida que o dente for hidratando (Sebastian
Paris & Meyer-lueckel, 2016).

Segundo estudos anteriores, a resina infiltrante, para além de diminuir a progressao
da lesdo de cérie inicial e de a mascarar, aumenta a microdureza do esmalte dentario (S
Paris, Schwendicke, Seddig, & Mu, 2013).

Esta técnica, foi desenvolvida originariamente para ser aplicada em lesdes de
origem cariogénica; no entanto, pode-se aplicar noutro tipo de lesdes cuja manifestacao
também seja a mancha branca (leve ou moderada) no esmalte dentario. Defeitos de
desenvolvimento do esmalte, como fluorose ou lesdes de mancha branca originadas nos
dentes definitivos apds trauma de um dente deciduo, também tém indicagdo para serem
tratados com resina infiltrante. No entanto, para lesdes de hipomineralizagdo molar-
incisiva esta técnica ndo oferece resultados tdo satisfatorios (Sebastian Paris & Meyer-
lueckel, 2016).

Uma das limitacdes deste tipo de resinas ¢ o facto de ndo serem recomendas para
lesdes iniciais de esmalte nas fossas e fissuras das superficies oclusais. A principal razao
deste fendmeno ¢ a auséncia de carga por parte das resinas infiltrantes, pelo que nao
possuem as propriedades mecanicas recomendadas para serem aplicadas em superficies
oclusais. Devido a esta desvantagem surgiram resinas infiltrantes que contém particulas
com carga na sua composicao (Lausch et al., 2017).

Um estudo recente, em lesdes artificiais, demonstrou que as resinas infiltrantes com
carga penetram em profundidade lesdes de fossas e fissuras; sempre que seja aplicado um
pré-tratamento que elimine a camada superficial, a qual oclui as porosidades do corpo da
lesao de esmalte. As fossas e fissuras podem obstaculizar a erosdo da camada superficial,
pelo que o pré-tratamento deve ser mais abrasivo do que nas superficies lisas. Depois de
um pré-tratamento adequado, as porosidades do corpo da lesdo estardo preparadas para
receber o infiltrante (Lausch et al., 2017). Parte da matriz de resina penetra o corpo da
lesdao através de forgas capilares, enquanto as particulas com carga ficam embebidas na
restante matriz de resina, situando-se na superficie da lesdo, como acontece nas resinas

compostas (Askar, Lausch, Do, Meyer-lueckel, & Paris, 2015).
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1.4. PERTINENCIA DO ESTUDO

Hoje em dia, a abordagem em Medicina Dentaria deve ser a mais preventiva, a
menos invasiva e conservadora possivel. Para tal, o diagndstico precoce e intervengdes
preventivas sao imprescindiveis.

Tratamentos ndo invasivos ou minimamente invasivos como a remineralizacao e/ou
a infiltragdo de lesdes de carie incipientes, permitem ao clinico controlar a doenga de carie

¢ a sua evolucgao.

1.5. OBJETIVOS

Sao objetivos do estudo, apds a inducio artificial de cérie dentaria:

e Quantificar a microdureza de superficie do esmalte, quando se aplica um pré-
tratamento com Caseina Fosfopeptidica — Fosfato de Célcio Amorfo, seguido
de uma aplicacdo da resina infiltrante de esmalte.

e Comparar a microdureza de superficie do esmalte, quando envolvemos
distintos agentes como Caseina Fosfopeptidica — Fosfato de Calcio Amorfo,
uma resina infiltrante de esmalte, versus um controlo ou placebo.

e Qualificar a superficie do esmalte, quando se aplica um pré-tratamento com
Caseina Fosfopeptidica — Fosfato de Célcio Amorfo seguido de uma aplicagao

da resina infiltrante de esmalte.

1.6. HIPOTESE NULA

Deste modo, foi equacionada a seguinte hipotese:

e Nao existem diferencas na microdureza de superficie do esmalte, nem no
aspeto microscopico, quando se aplica um pré-tratamento a base de Caseina
Fosfopeptidica — Fosfato de Célcio Amorfo, antes da aplicacdo de uma resina

infiltrante de esmalte, versus a aplicacdo isolada de uma resina infiltrante.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. CONSIDERACOES ETICAS

A proposta de trabalho de projeto final foi primeiramente submetida e aprovada
pela Comissdo Cientifica do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do Instituto
Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz.

Posteriormente, o projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica da
Cooperativa de Ensino Superior Egas Moniz (anexo 1).

A amostra de dentes utilizada neste estudo foi fornecida pelo Banco de Dentes
Humanos da Clinica Dentaria Universitdaria Egas Moniz, apds a aprovagdo da Comissdo
Cientifica e da Comissdo de Etica para cedéncia dos dentes. Todos os dentes foram

obtidos de sujeitos andnimos que assinaram um consentimento informado.

2.2. LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado nas instalagcdes do Instituto Superior de Ciéncias da Saude
Egas Moniz, nos laboratorios de Biomateriais ¢ de Bioquimica, entre junho e julho de
2017.

A andlise dos espécimenes, pela Microscopia Eletronica de Varrimento, foi
efetuada no MicroLab, Laboratério de Microscopia Eletronica no Instituto Superior

Técnico da Universidade de Lisboa, em julho de 2017.

2.3. DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo um in vitro, observacional, analitico e prospetivo em 12
molares humanos intatos. Destes 12 molares foram obtidos 48 fragmentos de esmalte, os
quais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de estudo: Grupo A (n=12), Grupo B
(n=12), Grupo C (n=12); e um grupo controlo: Grupo D (n=12).

Nos 48 fragmentos foram criadas lesdes de carie artificiais. Posteriormente, as
lesdes dos grupos de estudo foram submetidas a diferentes tratamentos. O grupo controlo,

apos a desmineralizagdo, foi apenas conservado em saliva artificial (Fig. 4).
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2.4. SELECAO DAAMOSTRA

Doze molares humanos intatos, obtidos de sujeitos anénimos foram preservados,
até o seu uso em cloramina T 1% e dgua destilada a 4°C. Para uma padronizagdo da
amostra foram usados critérios de inclusao e de exclusao.

Como critérios de inclusao foram utilizados dentes integros, ndo cariados, livres de
fraturas e sem terem alteragdes de superficies expostas a tratamentos quimicos ou
mecanicos, a exce¢ao dos comtemplados na higiene dentéria dos individuos.

Dentes com malformagdes, nao integros, que tivessem sido submetidos a
tratamentos quimicos (branqueamento, entre outros), mecanicos (tratamento ortodontico

prévio, ou outros), ou eletromagnéticos (radiagao laser) foram excluidos.

2.5. PREPARACAO E SECCAO DOS DENTES

A cada molar foram removidos os restos de tecido orginico com uma cureta
periodontal (Cardoso, C. A. B., De Castilho, A. R. F., Salomao, P. M. A., Costa, E. N.,
Magalhaes, A. C., & Buzalaf, 2014). Foram lavados com agua desionizada (Rizvi et al.,
2016) e limpos com compressas. Posteriormente, foram armazenados numa solugio de
cloramina-T a 1% (Fisher Chemical, Fair lawn, NJ, USA) (Kumar, Palamara, Burrow, &
Manton, 2016), durante uma semana, e seguidamente foram conservados em agua
desionizada a 4°C, por ndo mais de seis meses, segundo a norma ISO/TS 11405:2015.

A partir dos 12 molares obtiveram-se 48 fragmentos de esmalte, de 4x3mm. Para
tal utilizou-se o microtomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup,
Dinamarca) (Fig. 1) (Rizvi et al., 2016). Cada molar foi colado com cera colante a um
suporte de metacrilato (S Paris, Lausch, Selje, & Do, 2014) para a realizagdo dos cortes

no microtomo.

Figura 1. Micrétomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers).
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Em primeiro lugar, cada dente foi secionados longitudinalmente no sentido mesio-
distal (Elkassas & Arafa, 2014; Rani et al., 2016), obtendo assim, dois fragmentos de cada
dente, um vestibular e outro lingual/palatino. Depois, cada um dos fragmentos obtidos foi
novamente seccionado, no sentido vestibulo-lingual, em dois fragmentos de 3 mm de
largura. Seguidamente, foram decoronados pela jungdo amelo-cimentaria (Cassiano et al.,
2017), resultando de cada molar quatro fragmentos de 4x3 mm: fragmento mesio-

vestibular, disto-vestibular, mesio-palatino/lingual e disto-palatino/lingual (Fig. 2).

Figura 2. Esquematizagdo do protocolo laboratorial de sec¢do dos dentes.
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2.6. POLIMENTO DAS AMOSTRAS

Os espécimenes de esmalte obtidos foram alisados e polidos com discos de lixa de
granulagdo 320, 600 e/ou 1200 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) com refrigera¢do na
maquina polidora LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca) a 40 rpm para conseguir
uma superficie homogénea (Fig. 3) (Cassiano et al., 2017; Magalhaes, Comar, Rios,

Delbem, & Buzalaf, 2008).

Figura 3. Polimento das amostras em LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca).

2.7. ALEATORIZACAO DA AMOSTRA

Os 48 espécimenes de 4x3 mm foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos de
estudo (grupos A, B e C) e um grupo controlo (grupo D). Cada grupo contou com uma
amostra de 12 fragmentos, aleatoriamente alocados pelo software Excel 2010
(Microsoft® Office Excel I® 2010, Microsoft® Corporation, USA), utilizando a fung¢do

fx aleatoriamente.

Grupo A (n=12) — Foram simuladas lesdes de carie artificiais, através de uma
solug¢do tampao de 4cido lactico pH 5.0, durante 6 dias. Aplicou-se, uma vez por dia,
durante 4 semanas Recaldent™ CPP-ACP, sendo esta aplicagdo intercalada com imersao
das amostras em saliva artificial numa estufa (Memmert INE 400, Memmert, Germany)
a 37°C. Passado este tempo, 10 espécimenes foram submetidos ao teste de microdureza
de superficie através da técnica de Vickers e 2 espécimenes, foram visualizados através

de MEV.
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Grupo B (n=12) — Foram simuladas lesdes de carie artificiais, através de uma
solugdo tampao de acido lactico pH 5.0, durante 6 dias. Aplicou-se, como pré-tratamento,
uma vez por dia, durante 4 semanas Recaldent™ CPP-ACP, sendo esta aplicacao
intercalada com imersao das amostras em saliva artificial numa estufa (Memmert INE
400, Memmert, Germany) a 37°C. Seguidamente, no final do pré-tratamento foi realizada
uma Unica aplicagdo com uma resina infiltrante de esmalte, ICON® (DMG, Germany)
sobre a superficie do esmalte. Passado este tempo, 10 Espécimenes foram submetidos a
teste de microdureza de superficie através da técnica de Vickers e 2 espécimenes, foram

visualizados através de MEV.

Grupo C (n=12) - onde foram simuladas lesdes de carie artificiais, através de uma
solucao tampao de acido lactico pH 5.0, durante 6 dias. As amostras mantiveram-se
imersas em saliva artificial a 37°C, durante 4 semanas e seguidamente, foi realizada uma
unica aplicacdo com uma resina infiltrante de esmalte, [CON® (DMG, Germany) sobre
a superficie do esmalte. Passado este tempo, 10 Espécimenes foram submetidas a teste de
micro dureza de superficie através da técnica de Vickers e 2 espécimenes, foram

visualizados através de MEV.

Grupo D (n=12) - onde foram simuladas lesdes de carie artificiais, através de uma
solugdo tampao de acido lactico pH 5.0, durante 6 dias. As amostras estiveram imersas
em saliva artificial a 37°C, durante 4 semanas. Passado este tempo, 10 espécimenes foram
submetidos a teste de microdureza de superficie através da técnica de Vickers e 2

espécimenes, foram visualizados através de MEV
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12 dentes humanos 4 espécimenes por dente n=48

Indugdo de WSL artificiais com dcido latico durante 6 dias, pH 5.0, 37°C.

Grupo A
n=12

I
Grupo B

n=12

I
Grupo C

n=12

|
Grupo D

n=12

CPP-ACP (1xdia)
Saliva artificial
4 semanas

CPP-ACP (Ixdia)
Saliva artificial
4 semanas
ICON®E

Saliva artificial
4 semanas
ICON®

Saliva artificial
4 semanas

Analise Vickers n=10
Analise MEV n=2

Analise Vickers n=10
Analise MEV n=2

Analise Vickers n=10
Andlise MEV n=2

Analise Vickers n=10
Andlise MEV n=2

Figura 4. Esquema representativo do protocolo laboratorial.

2.8. INDUCAO DA DESMINERALIZACAO SIMULANDO LESOES DE WHITE SPOT

Foram criadas lesdes de carie artificial no esmalte dos espécimenes por imersao
destes, durante 6 dias, em uma solu¢do tampao de acido latico de 50 ml a 37°C. Dita
solug¢do contem: 50 mM de 4cido latico (Fluka® Analytical, SIGMA — ALDRICH,Co.,
Espanha, lote: BCBN4919V, 3 mM CaCl:-2H20 (cloreto de calcio di-hidratado)
(MERCK, Darmstdt, Alemanha, lote: TA853682) e 3 mM KH2POu4 (di-hidrogeno fosfato
de potéssio) (Chem-Lab NV, Zedelgem, Belgica, lote: 12E160020) (Buskes,

Christoffersen, & Arends, 1985; Cardoso et al., 2014).

2.9. SALIVAARTIFICIAL

Utilizou-se uma preparacdo para simular a saliva humana e o seu poder
remineralizador. Esta, contem os seguintes reagentes: 0,005 g de Na.S-9H2O (sulfureto
de sodio nano-hidratado), 0,4 g de NaCl (cloreto de sédio), 0,4 g de KCI (cloreto de
potassio), 0,69 g de NaH2PO4-2H>0 (di-hidrogenofosfato de sodio di-hidratado), 1 g de
Ureia, 0,2 g de CaCl: (cloreto de célcio), 1000 mL de 4gua desionizada.
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O pH final da solugao foi ajustado entre 6.9 e 7.0 de forma a garantir-se uma solucao

com capacidade remineralizadora (Urban et al., 2009).

2.10. REMINERALIZACAO DAS LESOES DE ESMALTE NAO CAVITADAS

Os espécimenes dos grupos A e B foram tratados com o agente remineralizante
CPP-ACP (GC Tooth Mousse, Recaldent™, GC Europe, lote: 160114 M, validade:
01/20018) (Fig. 5). O processo de remineralizagdo foi efetuado aplicando a pasta de CPP-
ACP, uma vez por dia, sobre a superficie de esmalte de cada um dos espécimes dos grupos

A e B, durante 3 minutos, segundo as instru¢des do fabricante (Taranath et al., 2014).

Figura 5. Pasta de CPP-ACP (GC Tooth Mousse, Recaldent™).

2.11. APLICACAO DE RESINA INFILTRANTE, ICON®

Os espécimenes dos grupos B e C foram submetidos a aplicagdo de resina
infiltrante, Icon® (DMG, Germany, lote: 76583, validade: 04/2019) sobre a superficie do
esmalte (Fig.6). Cada kit contem uma bisnaga de Icon-Etch (Acido cloridrico a 15%),
Icon-Dry (99% de etanol) e Icon Infiltrant (matriz de resina a base de metacrilato,
trietilenglicol dimetacrilato (TEGDMA), com iniciadores e aditivos) (Fig. 7) (Min et al.,
2015; Tawakoli et al., 2016).
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Figura 6. Kit de resina infiltrante ICON® para superficies vestibulares.

@EDMG leonnfiltrant .\ \ VWY

Figura 7. Kit de resina infiltrante ICON®: Icon-Etch, Icon-Dry e Icon-Infiltrant.
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Figura 8. Esquematizagdo do protocolo laboratorial de aplicacdo da resina infiltrante
ICON®. A) Condicionamento acido com Icon-Etch durante 2 minutos; B) Aspiragao,
lavagem e secagem; C) Aplicacdo de Icon-Dry durante 30 segundos; D) Secagem com ar;
E) Infiltracdo da lesdo com Icon-infiltrant durante 3 minutos; F) Fotopolimerizago
durante 40 segundos apds remogdo de excesso com algoddo . G) Infiltragdo da lesdao com
Icon-Infiltrant durante 1 minuto; H) Fotopolimerizagao durante 40 segundos apds remogao
de excesso com algoddo.

37



Comparagdo de diferentes pré-tratamentos de esmalte em lesdes de cdrie ndo cavitadas

2.12. TESTE MICRODUREZA DE VICKERS

Foi medida a microdureza de Vickers em 10 dos 12 espécimenes de cada grupo.
Para tal, foi utilizado o indentador Vickers Hardness Tester — HSV-30T, Shimadzu
Corporation, Japao (Fig. 7). A carga utilizada foi 4,903 N durante 15 segundos (Fig. 8)
(Davari, Kazem Danesh, Ataei, Vatanpour, & Abdollahi, 2012; Vyavhare, Sharma, &
Kulkarni, 2015).

Foram realizadas 5 indentagdes na superficie de cada espécime (Fig. 9)
(Subramaniam & Telegeti, 2016), obtendo-se um total de 200 medicdes cujos valores de

microdureza foram expressados em HV.

Figura 9. Maquina HSV-30T utilizada para medir a microdureza de Vickers.

Figura 10. Exemplo de medigdo de microdureza de  Figura 11. Exemplo de indentagdo
Vickers de um espécme. num espécime.
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2.13. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (MEV)

Foram observados com o microscépio eletronico de varrimento JEOL JSM-
700001F (Fig. 12) 2 espécimenes de cada grupo. Para tal, previamente, foram recobertos

com uma liga de ouro/paladio a 20mA e 1,4kV durante 3 minutos (Fig. 11).

Figura 13. 2 espécimes de cada grupo cobertas por liga ouro/paladio para MEV.

2.14. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente recorrendo ao software IBM®
SPSS®, Statistical Package for Social Sciences, versio 24.0, para Microsoft Windows.
Foi realizada uma analise dos valores de microdureza obtidos pelo teste de

microdureza de Vickers. Analisaram-se as medidas descritivas e foi aplicado o teste
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paramétrico ANOVA a um fator aos diferentes grupos, com um nivel de confianga de
95%. Para se efetuar o teste ANOVA confirmou-se previamente a normalidade das
amostras, pelo teste de Saphiro-Wilk, e a homogeneidade de variancias, pelo do teste
Levene.

Os pares de amostras foram comparados recorrendo a testes post-hoc,

especificamente ao teste Bonferroni e a testes de contraste.
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3. RESULTADOS

3.1. TESTE DE MICRODUREZA DE VICKERS

As medidas descritivas dos diferentes grupos, como o numero de espécimenes (N),
amédia, o desvio padrao, o limite superior e o limite inferior, encontram-se representadas
na tabela 3 e figura 14.

O grupo A, cujas amostras foram tratadas com CPP-ACP e mantidas em saliva
artificial, foi o grupo que apresentou os valores de microdureza de superficie mais
elevados com 292,80 + 25,55 HV.

O grupo B, no qual foi aplicado CPP-ACP como pré-tratamento da lesdo, saliva
artificial para manter os espécimes ¢ ICON®, apresentou valores de microdureza de
273,18 £19,91HV.

O grupo C, cujas amostras foram mantidas em saliva artificial até a aplicacdo de
ICON®, apresentou valores de microdureza de 240,24 + 20,46 HV.

No grupo D, grupo controlo, cujas amostras apenas foram mantidas em saliva
artificial, os valores obtidos foram 212,26 + 28,42 HV, sendo estes os valores de

microdureza de superficie mais baixos.

Tabela 3. Medidas descritivas dos diferentes grupos.

Intervalo de confianca de
95% para média
Grupo N Média Desv~|o .lel.te L|m|tle
Padrao inferior superior
A 10 292,8 2555395 | 2745198 | 311,0802
B 10 273,18 19,91704 | 258,9322 | 287,4278
C 10 240,24 20,46282 | 2256018 | 254,8782
D 10 212,26 28,42785 | 191,9239 | 232,5961
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350,00

300,00 ‘

250,009

MICRODUREZA

200,00

150,00

T T T T
Saliva+CPP-ACP  Saliva+CPP-ACPHCON Saliva+ICON Saliva
GRUPOS

Figura 14. Diagrama de caixas das medidas descritivas dos diferentes grupos.

Para a aplicagdo do teste paramétrico ANOVA, verificou-se, previamente, que as
amostras eram independentes, normais e as varidncias homogéneas. A independéncia das
amostras foi assegurada pelos processos de recolha e aleatorizagdo da distribuicdo em
grupos-amostra (cf. capitulo 2.7). Para avaliar a normalidade das amostras, aplicou-se o
teste de Shapiro-Wilk, o mais apropriado para amostras pequenas, tendo-se verificado
que todos os grupos apresentavam valores de significncia superiores a 0,05 (p>0,05)
(tabela 4). Estes resultados permitiram assumir, com um nivel de confianca de 95%, a

normalidade das amostras A-D.

Tabela 4. Resultados do teste de normalidade Shapiro-Wilk (output da
analise estatistica com programa SPSS).

Shapiro-Wilk
GRUPOS Estatistica gl Sig.
MICRODUREZA A 944 10 598
B 924 10 ,396
C 942 10 573
D 923 10 383

*_[Este & um limite inferior da significdncia verdadeira.
a. Comrelagdo de Significancia de Lilliefors
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A homogeneidade das variancias foi avaliada com recurso ao teste Levene (tabela
5), o qual revelou que as variancias ndo diferem significativamente entre os grupos, dado
que o nivel de significancia ¢ superior a 0,05 (p>0,05). Estes resultados confirmam que

as variancias sao homogéneas.

Tabela 5. Resultados do teste de homogeneidade de varidncias de
Levene (output da analise estatistica com programa SPSS).

Teste de Homogeneidade de Variancias

MICRODUREZA
Estatistica de Levene gl gl2 Sig.
660 3 36 582

Confirmados os pressupostos para a aplicagdo do teste ANOVA a um fator,
prosseguiu-se com esta analise para avaliar a existéncia de diferencas entre os quatro

grupos de estudo. Para tal, formularam-se duas hipdteses:
e Hy: as médias dos grupos ndo diferem estatisticamente.

e Hi: as médias dos grupos diferem estatisticamente.

Tabela 6. Resultados do teste parametrico ANOVA a um fator. (output da analise
estatistica com programa SPSS).

ANOVA
MICRODUREZA
Soma dos Quadrados gl  Quadrado Medio F Sig.
Entre Grupos 38033,400 3 12677,800 22275 ,000
Nos grupos 20489 064 36 569,141
Total 58522 464 39

De acordo com a tabela 6, as amostras originaram um valor F de 22,275 e uma
significancia de 0,000 (F (3,36) = 22,275; p<0,01), de onde se conclui que existem
diferencas entre as amostras. Rejeitou-se a hipotese nula e aceitou-se a hipotese

alternativa.
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Figura 15. Representagdo grafica da média de cada grupo obtida a partir do teste de ANOVA a um fator.

Uma vez que foram detetadas diferengas, aplicou-se um teste de comparagado
multipla, que permite comparar pares de amostras. Para o efeito, recorreu-se aos testes
post-hoc de Bonferroni, o qual ¢ indicado para amostras pequenas. Este teste considera a
diferenca média significativa quando o valor p ¢ inferior a 0,05 (Tabela 7).

Tabela 7. Resultados do teste de comparagdo multipla (post-hoc): Teste de Bonferroni.

Comparagdes multiplas
Variavel dependente: MICRODUREZA

Bonferroni
Intervalo de Confianca 95%
Limite Limite
(I) GRUPOS  (J) GRUPOQOS  Diferenca média (I-J)  Erro Padrdo Sig. inferior superior
A B 19,62000 10,66903 445 -10,1676 49 4076
Cc 52 56000° 10,66903 ,000 22 7724 823478
D 80,54000° 10,66903 ,000 50,7524 110,3276
B A -19,62000 10,66903 445 -49 4076 10,1676
C 32 ,94000° 10,66903 ,023 3,1524 62,7276
D 60,92000° 10,66903 ,000 31,1324 90,7076
C A -52,56000° 10,66903 ,000 -82 3476 -22 7724
B -32,94000° 10,66903 023 -62 7276 -3,1524
D 2798000 10,66903 076 -1,8076 57,7676
D A -80,54000° 10,66903 ,000 -110,3276 -50,7524
B -60,92000° 10,66903 ,000 -90,7076 -31,1324
C -27.98000 10,66903 078 -57.7676 1,8078

*. A diferenca média & significativa no nivel 0.05.
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Os resultados deste teste, presentes na tabela 7, indicam que:
e A média do grupo A ndo difere significativamente (p=0,445) da do grupo B.
Estatisticamente podemos afirmar, com uma confianca de 95%, que Tia=is.
e A média do grupo C nao difere significativamente (p=0,076) da do grupo D.
Estatisticamente podemos afirmar, com uma confianca de 95%, que tic=iip.
e Existem diferencas significativas (p=0,023) entre as médias de microdureza
de Vickers dos grupos B e C. Estatisticamente podemos afirmar, com uma

confianca de 95%, que Up+#lc.

Para confirmar os resultados obtidos com o teste descrito anteriormente foi aplicado
um teste de contrastes, que permite comparar grupos especificos. Este teste, ao igual que

o anterior, considera, a diferenca média significativa quando o p-valeu ¢ inferior a 0,05

(Tabela 8).

Tabela 8. Resultados do teste de contraste.

Valor de | Significancia
Contraste
contraste | (p-valeu)
variancias CvsD 27,98 0,013
iguais BvsC 32,94 0,004

O teste de contraste corrobora que:
e Nao existem diferencas significativas (p=0,74) entre as médias de
microdureza de Vickers dos grupos A e B.
e Existem diferengas significativas (p=0,004) entre as médias de microdureza
de Vickers dos grupos B e C.
Porém, ao contrério dos resultados do teste Bonferroni, o teste contraste indica que:
e Existem diferencas significativas (p=0,013) entre as médias de microdureza
de Vickers dos grupos C e D.

Assim o resultado do teste paramétrico ANOV A a um fator (Tabela 6), os testes de
comparacao de médias entre os grupos de estudo - teste de Bonferroni de comparagdes
multiplas (Tabela 7) e teste de contrastes (Tabela 8) e os valores médios de microdureza
obtidos para cada grupo (Tabela 3), indicam que, estatisticamente e com um intervalo de

confianga de 95%, tia = tig > {ic > {ip.
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3.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (MEYV)

Foram observados dois espécimes por grupo com cinco amplia¢des diferentes:
x250, x1000, x5000, x10000 e x30000.

As imagens selecionadas encontram-se nas seguintes figuras (Fig. 16-35).

Grupo A

100pm MicroLab
15.0kv SET  SEM

Figura 16. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x250, apos indugdo de lesdo artificial de white
spot e tratamento com pasta de CPP-ACP. Observam-se fraturas de tensdo por desidratacéo.
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Figura 17. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x1000, apds indugdo de lesdo artificial de white
spot ¢ tratamento com pasta de CPP-ACP. Observa-se oclusdo interprismatica compativel com a
remineralizacdo.

ipm  microLab
X 5,000 15.0kV SET SEM

Figura 18. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x5000 apos indugdo de lesdo artificial de white
spot e tratamento com pasta de CPP-ACP. Observa-se uma superficie homogénea compativel com uma
superficie remineralizada.
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X 10,000

Figura 19. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000 ap6s indugao de lesao artificial de white
spot e tratamento com pasta de CPP-ACP. Observa-se uma superficie homogénea e zonas com depdsitos
de calcio e fosfato procedentes do CPP-ACP.

Figura 20. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000 apds indugao de lesdo artificial de white
spot e tratamento com pasta de CPP-ACP. Observa-se uma superficie homogénea e organizada, cujos
prismas de esmalte encontram-se ocluidos pelos depositos de CPP-ACP.
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Figura 21. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x250 apos indugdo de lesdo artificial de white
spot, pré-tratamento com pasta de CPP-ACP e posterior aplicagdo de ICON®.

Figura 22. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x1000 apds indugdo de lesdo artificial de white
spot, pré-tratamento com pasta de CPP-ACP e uma posterior aplica¢do de ICON®. Os primas de esmalte
encontram-se menos ocluidos que na imagem correspondente do Grupo A.
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Figura 23. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x5000 apds indugdo de lesdo artificial de white
spot, pré-tratamento com pasta de CPP-ACP e posterior aplicacdo de ICON®. A superficie apresenta um
aspeto menos homogéneo, conseguem-se observar depoésitos de aglomerados de CPP-ACP.

" ipm  ricrenab
sm

Figura 24. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000 apds indugdo de lesdo artificial de white
spot, pré-tratamento com pasta de CPP-ACP e posterior aplicagdo de ICON®. A remineralizagdo ndo ¢
homogénea. Observam-se algumas lacunas e depositos de CPP-ACP.
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Figura 25. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000 apds indugdo de lesdo artificial de white
spot, pré-tratamento com pasta de CPP-ACP e posterior aplicagdo de ICON®. A superficie apresenta um
aspeto menos homogéneo, conseguem-se observar depdsitos de calcio e fosfato procedentes do CPP-ACP.

100ym MicreLab
15, 0KV SET SEM

Figura 26. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x250 apds indugdo de lesdo artificial de white
spot e posterior aplicacdo de ICON®. Observam-se algumas fraturas de esmalte por desidratacao.
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Figura 27. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x1000 apods indugdo de lesdo artificial de white
spot ¢ uma posterior aplicacdo de ICON®. Observa-se perfeitamente a estrutura em favo de mel
caracteristica do esmalte maturo.

Figura 28. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x5000 apods indugdo de lesdo artificial de white
spot e posterior aplicagdo de ICON®. Imagem de aspeto mais heterogéneo. Observam-se pequenas zonas
de remineralizagdo dispersas e oclusdo interprismatica.
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e 4 e
MicroLab

Figura 29. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000 apos indugdo de lesdo artificial de white
spot e posterior aplicagdo de ICON®. Imagem com aspeto heterogéneo. Observam-se prismas de esmalte
mais definidos.

100mm MiereLab

—
15, 0KV SET SEM

Figura 30. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000 ap6s indugdo de lesdo artificial de white
spot e posterior aplicagdo de ICON®. Observa-se oclusdo interprismatica embora a superficie apresente
um aspeto mais heterogéneo. Os prismas de esmalte estdo mais definidos nesta imagem do que nas imagens
correspondentes aos grupos anteriores. Isto ¢ devido a uma menor remineralizacgdo.
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Grupo D

o
o Ao
100ym MicreLab
15, 0KV SET SEM

Figura 31. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x250 ap6s inducdo de lesdo artificial de white
spot e conservacao em saliva artificial.

lopm MicreLab
15, 0KV SET SEM

Figura 32. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x1000 ap6s indugdo de lesdo artificial de white
spot e conservagdo em saliva artificial. Observam-se alguns depdsitos minerais superficiais compativeis
com zonas remineralizadas.
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Figura 33. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x5000 apods indugdo de lesdo artificial de white
spot e conservagdo em saliva artificial. Observa-se uma superficie desorganizada e heterogénea. Predomina
a desmineralizagdo, mas também conseguimos observar zonas remineralizadas.

lpm  MicroLab
SEM

Figura 34. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x10000 ap6s indugao de lesdo artificial de white
spot e conservagdo em saliva artificial. Observa-se uma superficie desorganizada e heterogénea, com
cristais de HA dispostos em diferentes orientagdes. Observam-se lacunas compativeis com zonas
desmineralizadas. Apreciam-se também zonas superficiais remineralizadas, devido a agdo da saliva.
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Figura 35. Fotomicrografia sobre a superficie do esmalte a x30000 apds indugdo de lesdo artificial de white
spot e conservacdo em saliva artificial. E evidente a desorganizacdo da superficie de esmalte. Os prismas
de HA e a substancia interprismatica apresentam diferentes orientagdes.
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4. DISCUSSAO

Atualmente existem diferentes opcdes terap€uticas para tratar as lesdes de carie ndo
cavitadas e prevenir a sua evolugdo. A primeira linha de tratamento ¢ a remineralizagao
destas lesoes (Arslan et al., 2015). No entanto, outros tratamentos minimamente
invasivos, como a aplicagao de resinas infiltrantes de esmalte, podem complementar o
efeito dos agentes remineralizadores (Paula et al., 2017).

A perda mineral da estrutura dentdria, caracteristica da desmineralizacdo do
esmalte, reflete-se nas suas propriedades mecanicas (Abdelaziz et al., 2016). Posto isto,
o presente estudo teve como proposito quantificar a microdureza de superficie de esmalte,
além de qualificar microscopicamente a sua superficie, quando se aplica um
pré-tratamento a base de CPP-ACP, antes da aplicacdo de uma resina infiltrante de
esmalte, e quando se realiza uma aplicacao isolada de um dos produtos anteriormente
mencionados. Para tal recorreu-se ao teste de microdureza de Vickers e a andlise dos

espécimenes por MEV.

4.1. TESTE DE MICRODUREZA DE VICKERS

Através do indentador de Vickers podemos quantificar a microdureza de superficie
de forma simples e rapida sem destruir a superficie a ser medida. Este método ¢ adequado
para avaliar alteragdes na superficie de esmalte durante o processo de carie (Rani et al.,
2016).

Para a obtencdo de valores precisos de microdureza, os espécimenes foram
previamente polidos de maneira a obter uma superficie plana. O polimento da superficie
a ser medida permite-nos também padronizar a amostra do estudo (Elkassas & Arafa,
2014).

Os resultados obtidos demonstraram que existem diferencas significativas na
microdureza do esmalte quando se aplica um pré-tratamento a base de CPP-ACP, antes
da aplicacdo de uma resina infiltrante (grupo B), ou quando ndo se aplica este agente
remineralizador como pré-tratamento (grupo C), em espécimenes com lesdes de caries

artificiais.
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O grupo D (grupo controlo), no qual os espécimenes desmineralizados ndo sofreram
nenhum tratamento e apenas foram mantidos em saliva artificial, apresentou como valor
médio de microdureza 212,26 + 28,42 HV.

A saliva natural, saturada com calcio e fosfato, remineraliza e protege os tecidos
dentarios da desmineralizagdo (Heshmat, Ganjkar, Miri, & Fard, 2016). Com o intuito de
reproduzir as caracteristicas da cavidade oral, os espécimes de cada grupo foram mantidos
em saliva artificial durante 4 semanas, periodo durante o qual foram submetidos aos
diferentes tratamentos.

O grupo A, cujas amostras foram tratadas com CPP-ACP e mantidas em saliva
artificial, apresentou uma microdureza média de 292,80 + 25,55 HV. No grupo B aplicou-
se CPP-ACP como pré-tratamento e saliva artificial para manter os espécimes, seguido
de uma aplicagdo de resina infiltrante de esmalte ICON ®. A média dos valores de
microdureza obtidos para este grupo foi 273,18 = 19,91HV.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os valores
médios de microdureza de Vickers dos grupos A e B, mas ambos apresentaram valores
de microdureza maiores que os do grupo D (grupo controlo) e que os do grupo C, no qual
apenas foi aplicado resina infiltrante sem o pré-tratamento da lesdo com CPP-ACP. Em
concordancia com outros estudos podemos afirmar que o agente remineralizador CPP-
ACP, ao se ligar a superficie dentéria, contribui para o aumento do contetido mineral do
esmalte desmineralizado, aumentando, por conseguinte, a sua microdureza (Bayram et
al.,2017; Rani et al., 2016). Segundo L1, o CPP-ACP apresenta um efeito remineralizador
a longo prazo em lesdes de cérie incipientes (J. Li et al., 2014). Embora alguns estudos
defendam que o CPP-ACP ¢ um potente remineralizador (Reynolds, 2008), outros
concluem que este parece ser menos eficiente na remineralizagdo de lesdes de carie
quando comparado com produtos fluoretados (Hendrik Meyer-lueckel et al., 2015;
Vyavhare et al., 2015). Comparando o potencial remineralizador do CPP-ACP com o da
saliva, estudos anteriores demonstraram que o CPP-ACP tem maior efeito
remineralizador e uma a¢ao mais rapida do que a saliva artificial (Elkassas & Arafa, 2014;
Rizvi et al., 2016).

O grupo C, no qual os espécimenes foram mantidos em saliva artificial durante 4
semanas ¢ posteriormente foram submetidos a uma aplicagdo de resina infiltrante
ICON®, apresentou uma dureza média de 240,24 + 20,46 HV. Tendo em conta os
resultados dos testes de comparagdo multipla, podemos afirmar que a microdureza de

esmalte a quando da aplicacao da resina infiltrante ICON® em lesdes de esmalte nao
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cavitadas ndo diminui, quando comparada com a microdureza de esmalte em lesdes
incipientes ndo tratadas. Segundo os resultados do presente estudo, a resina infiltrante
ICON® aumenta ligeiramente ou mantem a microdureza de superficie de esmalte. No
entanto, outros estudos publicados, demonstraram que a resina infiltrante aumenta
significativamente a microdureza de esmalte quando comparado com lesdes de carie
incipientes ndo tratadas (S Paris, Schwendicke, Seddig, et al., 2013).

A aplicagdo de resina infiltrante, melhora as propriedades mecanicas do esmalte
desmineralizado ao substituir a perda mineral das porosidades, caracteristicas dos WSL,
por resina fotopolimerizavel de baixa viscosidade (Abdelaziz et al., 2016). Paris et al.
(2013) estudaram o efeito da resina infiltrante ICON® na microdureza do esmalte
humano, previamente desmineralizado. Os resultados deste estudo demonstraram que a
resina infiltrante aumenta a microdureza do esmalte e diminui a progressdo da lesdo,
quando sdo realizadas duas aplicagdes desta. Duas aplicacdes de resina infiltrante, como
indicam as instrugdes do fabricante, compensa a contragdo de polimerizagdo,
caracteristica das resinas, e garante a oclusdo das porosidades que persistem no corpo da
lesdao (Kim et al., 2011).

No presente estudo o agente remineralizador CPP-ACP foi mais eficiente no
aumento da microdureza de esmalte do que a resina infiltrante. No entanto, outro estudo
realizado em 2015, que comparou a resina infiltrante ICON® com um verniz de fluor,
que ¢ outro agente remineralizador, concluiu que a microdureza de superficie de esmalte
foi maior no grupo tratado com ICON®. Segundo o estudo, este facto deve-se ao poder
de penetracdo da resina, que infiltra o corpo e superficie da lesdo ocluindo as porosidades

de esmalte desmineralizado (Arslan et al., 2015).

4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (MEYV)

Através do microscopio eletronico de varrimento conseguem-se observar alteragdes
produzidas por diferentes agentes na superficie do esmalte dentario (Elkassas & Arafa,
2014).

Apbs a observacao dos espécimes do presente estudo por MEV, podemos afirmar
que existem diferencas qualitativas na superficie de esmalte quando se aplica um pré-
tratamento a base de CPP-ACP antes da aplicagdo de uma resina infiltrante, ou quando

ndo se aplica este agente remineralizador como pré-tratamento.
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Nas imagens referentes ao grupo D (grupo controlo), cujos espécimenes, apos a
inducdo de WSL, foram mantidos em saliva artificial sem sofrer nenhum tratamento,
observa-se desorganizacdo na disposi¢do dos prismas, caracteristica do esmalte
desmineralizado. Neste grupo € notoria a exposi¢ao dos cristais de HA. A imagem com
maior ampliacdo deste grupo (Fig. 35), apresenta uma disposicdo topografica. Nas
camadas mais superficiais observam-se depositos de minerais, procedentes da saliva
artificial, na qual os espécimes foram mantidos. Observam-se também porosidades,
caracteristicas da desmineralizagdo do esmalte (Abdullah & John, 2016; Elkassas &
Arafa, 2014) que aumentam com avancar da profundidade da lesdo. Estes poros aparecem
como espagos e lacunas.

As fotomicrografias correspondentes ao grupo A, no qual foi aplicado CPP-ACP,
apresentam uma superficie homogénea. Os prismas de esmalte encontram-se ocluidos por
depdsitos de célcio e fosfato. Isto deve-se a remineralizacdo produzida pelo CPP-ACP
(Sugiura et al., 2016). Estas imagens sdo compativeis com as imagens obtidas noutras
investigacoes, nas quais também foram aplicados agentes remineralizadores (Elkassas &
Arafa, 2014).

No grupo B, no qual aplicou-se CPP-ACP ¢ ICON® observam-se imagens com um
aspeto menos homogéneo do que o grupo anterior. E notdria a disposi¢éo de depésitos de
minerais, calcio e fosfato, procedentes do CPP-ACP e da saliva artificial. No entanto,
podemos observar que os prismas de esmalte estdo algo expostos.

A maior parte do conteudo mineral que os agentes remineralizadores, como o CPP-
ACP, aportam deposita-se na camada superficial do esmalte (Abdelaziz et al., 2016;
Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2016). As imagens correspondentes a este grupo
sugerem que a erosdao da camada superficial, pela aplicagdo do Icon-Etch (H Cl 15%),
ndo foi suficiente para eliminar completamente os minerais que ocluem as porosidades
dos WSL, comprometendo provavelmente a penetragdo da resina infiltrante. O tempo
curto de tratamento, aquando da aplicagdo de resina infiltrante, comparado com a
aplicagdo de agentes fluoretados, requere que as porosidades do esmalte desmineralizado
estejam completamente expostas, para a resina infiltrante aceder ao corpo da lesdao (H
Meyer-lueckel, Paris, & Kielbassa, 2007). Tendo isto em conta sugerem-se futuros
estudos que comparem diferentes concentragdes e/ou aplicacdes de Icon-Etch em WSL
previamente remineralizados (Sebastian Paris & Meyer-lueckel, 2016).

As imagens referentes ao grupo C, no qual os espécimenes foram mantidos em

saliva artificial durante 4 semanas e posteriormente foram submetidos a uma aplicagao
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de resina infiltrante I[CON®, apresentam um aspeto mais heterogéneo. Embora os prismas
de esmalte estejam mais definidos, tal como em outros estudos, ¢ notoria a oclusdo
interprismatica devida a acdo da resina infiltrante (Arslan et al., 2015; Malek, Alkhamis,
& Mesha, 2012). Observam-se, nas camadas mais superficiais, depdsitos minerais
procedentes da saliva artificial.

As propriedades mecanicas do esmalte sdo dependentes da sua estrutura e
composi¢ao. Ao aumentar a concentragdo de calcio no esmalte, aumenta a sua
microdureza (Zhang et al., 2014). Deste modo, podemos relacionar a analise da
microdureza do esmalte com as imagens da MEV. O grupo A, que apresentou os valores
mais elevados de microdureza de Vickers, foi o grupo no qual foi observada uma

superficie mais homogénea, devido aos depdsitos de célcio e fosfato.

4.3. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo apresenta limitagdes ao ser um estudo in vitro. Tendo em conta
que a doenga de carie ¢ um processo multifatorial, ¢ de extrema dificuldade simular os
diferentes fatores que influenciam este processo.

No presente estudo simularam-se condig¢des patologicas e fisioldgicas da cavidade
oral; como o processo de desmineralizagdo simulando WSL ou o potencial
remineralizador da saliva, neste caso artificial. Simulou-se também a temperatura da
cavidade oral, mantendo os espécimes numa estufa a 37°C. Neste tipo de estudos, as
condi¢des ndo sdo idénticas as da cavidade oral, o que ¢ um fator a ter em conta a quando
da interpretacao dos resultados.

A utilizagao de saliva artificial, e o polimento dos espécimes a serem medidos no
indentador de Vickers sao outras das limitagdes do estudo.

No grupo B, foi aplicada a resina infiltrante ICON® em lesdes previamente
remineralizadas. Este tipo de lesdes apresentam uma camada superficial altamente
mineralizada, pelo que a aplicag@o de Icon-Etch durante dois minutos, recomendada pelo
fabricante, pode ndo ser suficiente para a erosdo desta camada.

Posto isto, sugerem-se futuros estudos que comparem diferentes concentracdes e/ou
aplicagdes de Icon-Etch em WSL previamente remineralizados. Ao mesmo tempo seria
interessante perceber a profundidade de penetracdo da resina infiltrante e avaliar a

estabilidade a longo prazo destas.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e tendo em conta as limitagdes do estudo, €
possivel concluir que:

e A quando da aplicagdo de CPP-ACP, como pré-tratamento, € uma posterior
aplicacdo de resina infiltrante, a microdureza de superficie aumenta
significativamente se comparada com uma aplicagdo isolada de resina infiltrante.

e A quando da aplicagdo de CPP-ACP, como pré-tratamento, € uma posterior
aplicacdo de resina infiltrante, a microdureza de superficie aumenta
significativamente se comparada com lesdes de cérie artificiais ndo tratadas. No
entanto, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas quando
comparado com a aplica¢do isolada de CPP-ACP em lesdes de caries induzidas
artificialmente.

e A quando da combinagdo de CPP-ACP com resina infiltrante, observaram-se
alteracdes qualitativas no esmalte. Porém, microscopicamente, o CPP-ACP,
aplicado por separado, mostrou ser o agente com maior capacidade para ocluir as
porosidades do esmalte desmineralizado, sugerindo uma maior capacidade de

aumentar a dureza de superficie.
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