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RESUMO

Objetivo: Medir e comparar a microdureza de superficie de esmalte apds a incorporagao
de diferentes catides e de fluor na hidroxiapatite.

Materiais e métodos: 18 molares humanos, integros, a partir dos quais foram obtidos 70
fragmentos de esmalte, aleatoriamente divididos em 7 grupos de estudo (A, B, C, D, E, F
e G). Em todos os grupos, exceto no A, foi aplicado um verniz de fluoreto de sodio a 5%
(Profluorid® Varnish, VOCO, Cuxhaven, Alemanha). O grupo B foi seguidamente
imerso em agua destilada e os grupos C a G em solucdes de saliva artificial diferentes,
por um periodo de 6 dias e com renovagao diaria: C, saliva artificial isenta de cloreto de
calcio; D, saliva artificial com cloreto de calcio; E, saliva artificial com cloreto de
estroncio em substituicao do cloreto de célcio; F, saliva artificial com cloreto de magnésio
em substitui¢do do cloreto de calcio e G, saliva artificial com cloreto de zinco em
substituicao do cloreto de célcio. Todas os grupos foram avaliados quanto a microdureza
de superficie através do teste de Vickers. Os resultados foram tratados estatisticamente
pela aplicacdo do teste ANOVA a um fator com intervalo de confianca de 95% e pelo
teste de Bonferroni (software SPSS Statistics versao 24.0 (IBM, Chicago, EUA).
Resultados: O grupo B foi o tnico que ndo apresentou mineralizagdo e exibiu um valor
de microdureza de 472+6 HV (p<0,05), ndo diferindo estatisticamente do grupo A
(controlo) 466+7 HV (p<0,05). Os restantes grupos apresentaram como valores de
microdureza, C: 48544 HV; D: 572+7 HV; E: 51745 HV; F: 531+6 HV; G: 504+8 HV.
Para os 7 grupos foram obtidos valores de p>a(0,05).

Conclusdes: Tanto o estroncio, como o magnésio ou o zinco originaram valores médios
de microdureza de esmalte indicativos de ter acontecido mineralizagdo, porém os

resultados foram sempre menores aos causados pelo célcio.

Palavras-chave: esmalte, i0es divalentes, mineralizacao, microdureza.






ABSTRACT

Objectives: Measure and compare the microhardness of enamel surface after the
incorporation of different cations and fluoride in hydroxyapatite.

Materials and methods: 18 human molars, intact, from which 70 enamel fragments were
obtained, randomly divided into 7 study groups (A, B, C, D, E, F and G).

In all groups, except A, a 5% sodium fluoride varnish (Profluorid® Varnish, VOCO,
Cuxhaven, Germany) was applied. Group B was subsequently immersed in distilled water
and groups C to G in different artificial saliva solutions, for a period of 6 days and with
daily renewal: C, calcium chloride free artificial saliva; D, calcium chloride free artificial
saliva; E, strontium chloride substituted artificial saliva; F, magnesium chloride
substituted artificial saliva and G, zinc chloride substituted artificial saliva. All groups
were evaluated for surface microhardness using the Vickers test. The results were treated
statistically by applying the ANOVA test to a 95% confidence interval factor and the
Bonferroni test (SPSS Statistics software version 24.0 (IBM, Chicago, EUA).

Results: Group B was the only one that did not show mineralization and showed a
microhardness value of 47246 HV (p<0.05), not differing statistically from group A
(control) 466+7 HV (p<0.05). The remaining groups showed as microhardness values, C:
485+4 HV; D: 572+7 HV; E: 51745 HV; F: 531+6 HV; G: 50448 HV. For the 7 groups
p>a(0.05) values were obtained.

Conclusions: Both strontium, magnesium and zinc originated average values of enamel
microhardness indicative of mineralization, but the results were always lower than those

caused by calcium.

Key words: enamel, divalent ions, mineralization, microhardness.
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Introdugdo

INTRODUCAO

O dente ¢ um 6rgao complexo, considerado uma das estruturas mais substanciais
do corpo humano e ¢ constituido por quatro estruturas base, esmalte, dentina, cemento e
polpa (Angelova Volponi et al., 2018; Lacruz et al., 2017; Palmer et al., 2008).

O esmalte dentario ¢ o tecido bioldgico mais duro do corpo humano, sendo a sua
dureza fortemente estudada e usada como indicador para avaliar algumas das
propriedades do dente, como a suscetibilidade a carie, a resisténcia ao desgaste, a
propagacao de fissuras e a mineralizagdo. Esta particularidade, permite ndo s6 ao esmalte
perdurar no meio oral, como também desempenhar um papel chave nas fungdes do
sistema estomatognatico, como ¢ o caso da mastigacao (Gelli et al., 2019; Lacruz et al.,
2017; Mansoor et al., 2019).

Embora a cérie dentaria seja uma doenga evitavel e que observou um declinio na
maioria dos paises desenvolvidos nos ultimos anos, continua a ser um grande problema
de satde publica (Ali et al., 2019; Kooshki et al., 2019; Simmer et al., 2020). Segundo a
literatura, ¢ uma doenca cronica infeciosa, multifatorial e transmissivel dos tecidos duros
dentarios que ocorre quando existe um desequilibrio na interface dente/placa do
hospedeiro. O processo cariogénico ¢ influenciado pela suscetibilidade da superficie
dentaria, perfil bacteriano, quantidade e qualidade da saliva, presenca de hidratos de
carbono fermentaveis e flaor (Ayoub et al., 2020; Kooshki et al., 2019; Walsh et al.,
2019).

A saliva humana também exerce um papel preponderante na mineralizagao
dentaria, desempenhando uma fun¢ao tampao e atuando como transportador de ides como
fltor (F°), calcio (Ca?") e fosfato (PO+*) que conduzem a uma mudanga construtiva na
estrutura do esmalte (Baumann et al., 2017; Farooq & Bugshan, 2020). No entanto, esta
nem sempre consegue proporcionar um ambiente anticarie. O fator deve-se a sacarose
dietética metabolizada em 4acido lactico por Streptococcus mutans que pode exceder a
capacidade de neutraliza¢do do bicarbonato salivar, reduzindo assim o pH da placa, que
cai abaixo dos niveis necessdrios para sustentar a mineralizacdo e a remineralizacdo
(Ayoub et al., 2020; Hua et al., 2019; Simmer et al., 2020).

O desenvolvimento e a mineralizacdo do esmalte sdo processos complexos e
altamente regulados pelas células do 6rgdo de esmalte, os ameloblastos (Lacruz et al.,

2017; Shao et al., 2019).
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Estudo da incorporagdo de diferentes ides metalicos em esmalte humano fluoretado por avaliagdo da microdureza
de superficie

Por sua vez, o flior tem um papel importante na mineraliza¢do dentéria, pois
diminui a solubilidade mineral da estrutura do dente. A sua presenga também aumenta a
probabilidade de substituir a hidroxiapatite (HAP) por um mineral mais resistente ao
acido como a fluorapatite (FAP). O esmalte tratado com fluoretos aumenta a sua dureza
de superficie (Ali et al., 2019; Doddamani & Girish Babu, 2017; Lale et al., 2020). Os
vernizes fluoretados sdo agentes topicos de facil aplica¢do por profissionais e que, de uma
forma segura, fornecem aos dentes uma elevada concentragao flaor (Kooshki et al., 2019).

Segundo Kooshki et al. (2019), a conexdo entre o conteudo mineral e a
microdureza de superficie do esmalte, pode ser usada como critério para avaliar o efeito
de multiplas substancias mineralizantes na suspensao da desmineraliza¢do e na restitui¢cao

de lesdes.

ESMALTE HUMANO

O esmalte dentario € uma estrutura altamente mineralizada de origem epitelial que
forma uma barreira isolante e protege o dente de forgas fisicas, quimicas e térmicas que,
de outra forma, seriam prejudiciais a polpa, tecido vital subjacente (Lacruz et al., 2017;
Mansoor et al., 2019).

Sendo acelular, ndo pode ser substituido ou reparado automaticamente quando
danificado. No entanto, ndo ¢ um tecido estatico e pode sofrer algumas alteragdes ao nivel
da sua mineraliza¢ao (Farooq & Bugshan, 2020; Shao et al., 2019). O seu alto contetido
mineral torna-o extremamente resistente a destruicdo, porém suscetivel a
desmineralizacao por acidos formados na cavidade oral por bactérias da flora oral (Al et
al., 2019; Farooq & Bugshan, 2020).

Com uma espessura de 2 a 3 mm, tem na sua constituicao 92 a 96% de substancias
inorgénicas, principalmente fosfato de célcio [Caz(POa4)2] que est4 presente como cristais
de hidroxiapatite (HAP) de formula quimica Caio(PO4)s(OH)2. Apresenta ainda na sua
composicdo 1 a 2% de materiais organicos, essencialmente proteinas como a amelogenina
e a enamelina e 3 a 4% de 4gua (Mansoor et al., 2019; Zhou & Zheng, 2008). Além disso,
também podemos encontrar na sua estrutura, carbono (C), magnésio (Mg), sédio (Na),
fltor (F), potassio (K), zinco (Zn), chumbo (Pb), nitrogénio (N), ferro (Fe) e oxigénio

(O), bem como outros oligoelementos (Mansoor et al., 2019).
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Introdugdo

O processo de formagdo do esmalte ¢ chamado de amelogénese e engloba uma
séric de atividades, incluindo a formacdo de uma matriz proteica conducente a
mineralizagdo, o transporte de ides, a regulagdo do pH e a apoptose. Qualquer falha que
ocorra durante uma das fases da amelogénese pode resultar em patologias que afetam a
saude do esmalte (Lacruz et al., 2017).

O esmalte formado apresenta uma microestrutura caracteristica composta por
prismas ou hastes de HAP com orientagdes diferentes. Os cristais de HAP sdo finamente
compactados com uma espécie de cola proteica composta por enamelina, originando as
hastes de esmalte. Estas hastes, que apresentam orientacdes diferentes, sdo encapsuladas
por uma fina bainha orgénica rica em proteinas, como a ameloblastina hidrofilica e
estendem-se desde a juncdao denino-esmalte até a superficie do dente (Lacruz et al., 2017;
Zhou & Zheng, 2008).

O orgao do esmalte ¢ formado por uma populagdo mista de células. Entre eles
estdo os ameloblastos, que sdo os principais responsaveis pela formacao e mineralizagao
do esmalte, e formam uma monocamada que estd em contato direto com a superficie do
esmalte em formagao (Lacruz et al., 2017).

Embora o conteudo orgédnico represente uma pequena percentagem na sua
constituicao, ele exerce um relevante papel na determinacao do comportamento mecanico
do esmalte. Esse conteudo organico, ajuda a estabelecer planos tridimensionais de
clivagem que impedem a fratura de progredir e possibilitam movimentos limitados entre
as hastes durante o stress oclusal (Elfallah et al., 2015).

Por sua vez, elevada dureza do esmalte deve-se ao seu alto conteido mineral,
enquanto que a sua fragilidade ¢ atribuida ao modulo de elasticidade e a baixa resisténcia

a tragdo (Zhou & Zheng, 2008).

MINERALIZACAO

O esmalte dentario € o unico tecido do corpo humano derivado do epitélio que
mineraliza em situa¢do ndo patoldgica. O osso e a dentina, outros dos principais tecidos
mineralizados, sdo derivados de células mesenquimais (Lacruz et al., 2017).

Os solidos 16nicos, como HAP, mantém-se unidos por interacdes eletrostaticas.
As forgas de atragdo sdo opostas e determinadas pela magnitude das cargas, pela distancia
entre elas e pela constante dielétrica do meio circundante. Portanto, quanto mais

compactados estiverem os 10es de um cristal, mais dificil serd separa-los por dissolugao.
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Estudo da incorporagdo de diferentes ides metalicos em esmalte humano fluoretado por avaliagdo da microdureza
de superficie

De referir, que diferentes sélidos i6nicos podem formar-se a partir de ides calcio e fosfato,
mas os menos soluveis sdo a HAP e a FAP devido a compactacdo dos ides nas suas
estruturas (Johnsson & Nancollas, 1992; Simmer et al., 2020).

O meio que envolve um sélido i6nico pode ter uma enorme influéncia nas forgas
de atragcdo que o unem. Por sua vez, as moléculas polares de d4gua formam interacdes
eletrostaticas com os ides na superficie do esmalte, levando um certo nimero a sair da
superficie do cristal e a dissolver-se. A menos que haja uma taxa igual ou maior de ides
a serem depositados na superficie do esmalte, havera uma desmineralizagcdo liquida.
Felizmente, e regra geral, a saliva contém concentragdes de varios 10es que ajudam a
compensar essas perdas (Hay, 1995; Rathje, 1954).

Na estrutura de HAP dominam os anides fosfato (PO47) que sdo
significativamente maiores que os ides Ca** e OH" do cristal. Os ides calcio e hidroxilo
estdo inseridos nos espagos entre os fosfatos, sendo os tltimos maiores, expandem mais
a estrutura cristalina de HAP. Por exemplo, quando ha substitui¢ao do grupo OH  da HAP
por F-, forma-se uma estrutura cristalina chamada de FAP, onde os fosfatos atingem uma
organizacao mais condensada, aumentam as forcas de atracdo entre i0es de carga oposta
e a estabilidade do cristal. Isto deve ao facto de os ides fluor apresentarem menores
dimensdes que os 10es hidroxilo (Bhatnagar, 1968; Simmer et al., 2020).

Num sélido 16nico, a constante do produto de solubilidade (Kps) ¢ igual ao
produto i6nico (Qps) das concentragdes dos ides que compdem o solido. Ou seja, quando
o solido esta em equilibrio com o meio envolvente nao ha perdas ou ganhos de ides na
estrutura cristalina. Um cristal com baixo Kps ¢ menos soluvel do que um com alto Kps
e quando o Qps de uma solugdo i6nica em torno de um cristal € menor que o Kps, o
mesmo desmineraliza. Numa situagao contraria, em que o Qps ¢ maior que o Kps, ocorre
a mineralizacao (Johnsson & Nancollas, 1992; Simmer et al., 2020).

Uma vez constantes as concentragdes totais de calcio e fosfato, a acidez do meio
reduz a estabilidade do esmalte, reduzindo o Qps do fluido a sua volta. A acidez refere-
se ao ido hidrogénio (H") ou a concentra¢do de protdes do meio liquido. Os ides de
hidrogénio associam-se a anides em solu¢do, o que leva a uma diminui¢do das
concentracdes das formas nio protonadas (PO4> e OH") que estdo em equilibrio com o

mineral, reduzindo assim o Qps de HAP (Simmer et al., 2020).
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Introdugdo

Na cavidade oral, o pH cai devido a conversao dos hidratos de carbono em acidos
organicos, como o lactato. Um conceito comum ¢ que existe um pH critico a partir do
qual o esmalte desmineraliza. Este conceito transmite a ideia de que se o pH cair
suficientemente, o esmalte comeca a desmineralizar, contudo este ndo desmineraliza
quando o pH atinge um determinado ponto, mas sim quando o Qps cai abaixo do Kps do
mineral. Todo este processo depende das excrecdes de célcio, fosfato e bicarbonato das
glandulas salivares, bem como dos niveis de flior no esmalte (Ali et al., 2019; Buzalaf et
al., 2011; Clapp et al., 2019).(M. A. R. Buzalaf et al., 2011).

O pH no qual o esmalte fluoretado comecara a desmineralizar ¢ inferior aquele
em que o pH nao fluoretado comecara a desmineralizar. O pH no qual o mineral do dente
se desmineraliza ndo tem um valor Unico e universal (Buzalaf et al., 2011; Clapp et al.,

2019).

COMPOSTOS MINERALIZANTES

Flaor

O fluor ¢ o elemento mais reativo € com menor peso atomico dentro do grupo dos
halogénios. Além disso, a sua ligacdo quimica de elevada energia com os eletroes forma
um fluoreto anionico. Sendo o mais eletronegativo de todos os elementos quimicos da
tabela periodica, nunca ¢ encontrado na Terra na sua forma elementar (Lacson et al.,
2020; O’Mullane et al., 2016).

O fltor na saliva possui trés fungdes principais, prevengao da desmineralizagao
dentaria, promogao de remineralizacao e interven¢ao no crescimento bacteriano (Farooq
& Bugshan, 2020).

A incorporacdo de fluor no esmalte acontece durante o desenvolvimento e
mineralizacdo do mesmo e também depois da coroa do dente estar completamente
formada e exposta na cavidade oral. Contudo, os fluoretos ndo sdo uniformemente
distribuidos por toda a coroa dentéaria, sendo mais abundantes nas camadas externas de
esmalte (Lacruz et al., 2017).

Assim, os i0es de flaor sdo incorporados na molécula de HAP pela substituigao
de ides hidroxilo, criando uma estrutura de HAP enriquecida com flior que é mais estavel

quimicamente que a HAP pura (Farooq & Bugshan, 2020; Lacruz et al., 2017).
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Conforme aumentam os niveis de flaor e diminuem os de carbonato, o esmalte
eleva as suas taxas de crescimento de cristalitos e torna-se menos soluvel a 4cidos. Esta
diminui¢do da solubilidade, que acontece devido a adicao de fluor, ¢ um dos principais
mecanismos pelos quais o fltior contribui para minorar o risco de carie dentéria (Lacruz
et al., 2017; Lale et al., 2020; Rizvi et al., 2016; Thakkar et al., 2017).

Assim, o fluor € capaz de ajudar a reparar os cristalitos danificados e auxiliar na
reposicao do conteudo mineral perdido durante a desmineralizacdo (Farooq & Bugshan,
2020).

Como referido anteriormente, o flior ¢ altamente reativo, o que permite que os
seus i0es se liguem aos cristalitos de esmalte parcialmente desmineralizados e reajam
com os ides Ca’" e PO4>". De notar que, para formar uma molécula de fluorapatite
[Caio(POs)sF2], por cada dois ides de fluoreto sdo necessarios dez de calcio e seis de
fosfato que estdo presentes na saliva ou sdo fornecidos por meio de agentes terapéuticos.
Portanto, na aplicacao topica de ides de fluor, a disponibilidade de i6es de calcio e fosfato
pode ser um fator limitante para que ocorra remineralizacdo do esmalte (Lacruz et al.,
2017; Lacson et al., 2020; Thakkar et al., 2017).

Devido ao esmagador papel do fluor na sequéncia de remineralizagdo, ele foi
acrescentado a maioria dos produtos de libertacao de fosfato de calcio, em diferentes
formas, mecanismos de atuagdo ¢ concentracdes. A eficacia da remineralizacdo de
materiais contendo flior esta relacionada com o contetido de flior, com os mecanismos
de fixagdo das matrizes de fluor e com os componentes dos materiais (Elkassas & Arafa,
2014).

Atualmente, existem trés métodos basicos de administragao de flior: baseado na
comunidade (4gua fluoretada, sal e leite), administrado por profissionais de saude (géis
de fluor e vernizes) e autoadministrado (dentifricos e elixires bucais) (O’Mullane et al.,

2016).

Calcio

O célcio ¢ considerado, quantitativamente, o principal constituinte mineral do
sistema esquelético, desempenhando um papel fulcral nos processos fisiologicos do corpo
humano. E um componente inorganico da saliva e esta presente em diferentes formas no

fluido oral. Uma grande parte dos ides célcio na saliva estd ligada a elementos
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inorganicos, como o fosfato, o carbonato ou macromoléculas, como proteinas (Rabiei et
al., 2019).

No esmalte maduro, o Ca®" é o iio mais abundante e pode ser incorporado
rapidamente a partir do sangue. Segundo a literatura, o Ca®>" representa aproximadamente
36% do peso do esmalte, sendo amplamente incorporado durante o estagio de maturagao.
Estagio este, onde é encontrado cerca de 86% do Ca®" da estrutura de esmalte (Lacruz et
al., 2017).

A alteracdo no nivel de i0es de calcio presentes na saliva que envolve os cristais
do esmalte, afeta a dissolugdo dos minerais, alterando o grau de saturacao da HAP. Essas
modificagdes podem, consequentemente, impactar a atividade do calcio nos processos de
desmineralizacdo e remineralizagdo que ocorrem na estrutura dentaria. Em geral, a
diminuta concentragao de célcio, traduz-se em baixa for¢a motriz para deposi¢ao de HAP

a pH oral normal (Dawes, 2003; Rabiei et al., 2019).

Estroncio

O estroncio pertence a familia dos metais alcalinoterroso, tal como o célcio, e
encontra-se uma posicao abaixo deste na tabela periddica. Esta naturalmente presente no
corpo humano de um adulto em aproximadamente 0,3 a 0,4 g, estando 99% no esqueleto
em dentes ou osso. Os ides estroncio nao apresentam radioatividade naturalmente e
encontra-se usualmente nas rochas, solo, poeira e carvao. Estudos relatam que o estroncio
¢ adquiro pelos humanos através da ingestao de dgua e alimentos, sendo a suplementagao
com estroncio bem tolerada e geralmente segura em doses aprovadas (Fernandes et al.,
2019; Wang et al., 2019).

Com carateristicas fisico-quimicas idénticas as do célcio, a liga¢dao do estroncio
aos tecidos dentarios tem sido cada vez mais alvo de estudos, principalmente pelos ides
de estroncio terem a capacidade de se introduzirem nos cristais de HAP. Segundo Wang
et al., (2019), o uso de dentifricos com estroncio, hidroxiapatite de estroncio (Sr-HAP) e
flaor pode intensificar a remineraliza¢do de lesdes dentarias de white spot. Um estudo
feito, no mesmo ano, e pelo mesmo autor, revelou ainda que amostras de esmalte em
solucdes acidas com de ides estroncio apresentaram menor redu¢do da dureza de
superficie do esmalte, menos ides de fosforo dissolvidos, menor rugosidade superficial e
menos alteragdes de altura no esmalte em comparacio com as solugdes acidas sem adi¢cdo

de ides de estroncio (Wang et al., 2019).
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No campo da Medicina Dentaria, os dentifricos com adi¢ao de estroncio tém sido
utilizados para tratar a hipersensibilidade dentaria ha varios anos. Além disso, a literatura
refere que a diminuicdo da solubilidade do esmalte, a menor prevaléncia do indice de
carie e niveis mais baixos de placa estdo associados a presenca de estroncio. Este
elemento quimico tem-se mostrado um eficaz agente cariostatico, anti placa e anti
gengivite, uma vez que pode deslocar o célcio na placa e prevenir a sua mineralizacdo

(Fernandes et al., 2019).

Magnésio

O magnésio € um elemento que estd presente no esmalte, principalmente sob a
forma de fosfato de magnésio. E crucial para o bom desenvolvimento da estrutura do
dente, revelando impacto na qualidade e anatomia dos tecidos duros dentéarios
(Klimuszko et al., 2018; Uwitonze et al., 2020).

Como o calcio, 0 magnésio reage com os grupos fosfato, mas o seu contetido no
esmalte ¢ muito menor em comparagdo com o calcio (Waszkiel et al., 2004).

Os i10es de magnésio tém a capacidade de suprimir a precipitagdo € o crescimento
dos cristais de HAP e de estabilizar a forma amorfa do fosfato de calcio. Assim,
desempenham um papel de destaque na regulagdo do crescimento do cristal de HAP,
determinando a sua a estabilidade fisica e quimica. Além disso, também afetam a
atividade da fosfatase alcalina que pode inibir a transformagdo do fosfato de calcio

amorfo numa forma cristalina (Klimuszko et al., 2018; Waszkiel et al., 2004).

Zinco

O zinco ¢ o elemento metalico encontrado em maior abunddncia no corpo
humano, com uma percentagem de 85% nos musculos e ossos. Este elemento acumula-
se nas estruturas superficiais dos dentes onde a sua concentragdo varia entre 430 e 2100
ppm. A maior deposi¢do de Zn ocorre antes da erupgao do dente, sendo a deposicao pos-
eruptiva irregular. No esmalte, os ides zinco sdo prontamente adquiridos pela HAP,
competindo com os ides cdlcio por posi¢cdes na superficie do cristal (Bhardwaj et al.,

2018; Creeth et al., 2018; Rahman et al., 2019).
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Na literatura, consta que o pré-tratamento do esmalte com Zn origina uma
resisténcia a dissolucdo 4cida, idéntica em magnitude aquela que ¢ produzida por
concentragcdes molares equivalentes de flior. Assim, o Zn ndo s6 ¢ um componente
importante da estrutura dentaria, especialmente do esmalte, como também a sua
distribuicdo e quantidade podem influenciar o desenvolvimento de lesdes de carie
(Rahman et al., 2019).

Segundo um trabalho de investigacao in vitro levado a cabo por Mohammed et al.
(2014) em molares humanos, a capacidade do zinco para reduzir a desmineralizagdo do
esmalte num contexto pos lesdes de carie foi evidenciada. Nesse mesmo estudo, os
fosfatos de zinco, ao exibirem um produto de baixa solubilidade constante, mostraram ser
pouco provavel que a camada formada por eles na superficie de esmalte, fosse muito
soluvel em condi¢des acidas.

Outros ensaios, demonstraram ainda que o zinco reduz a carga bacteriana ¢ a
formacao de calculo dentario, sendo frequentemente adicionado a produtos de satide oral
devido as suas propriedades antibacterianas e de controlo de halitose (Bhardwaj et al.,

2018; Creeth et al., 2018).

SALIVA

A substituicdo idnica ¢ um fendmeno comum na cavidade oral e duas das
principais partes envolvidas sdo o esmalte e a saliva (Featherstone & Lussi, 2006).

As glandulas salivares sao um orgao que liberta secre¢des na cavidade oral, sendo
classificadas em dois tipos, as glandulas major e as minor. As primeiras e principais, das
quais fazem parte a pardtida, a submandibular e a sublingual, estdo distantes da mucosa
oral, contudo estdo a ela conectadas por meio de ductos glandulares extras. As segundas,
residem na mucosa ou submucosa e podem segregar diretamente na cavidade oral (de
Paula et al., 2017; Farooq & Bugshan, 2020; Samiei et al., 2019).

Segundo Zhou e Zheng (2008), o ambiente oral cumpre um papel extremamente
importante na conduta tribologica das estruturas dentarias, sendo a saliva o componente
com maior relevo quimico na boca humana.

Os substratos solidos, tal como as mucosas expostas na cavidade oral, sdo
revestidos por pelicula adquirida, uma camada de proteinas salivares, cuja formacao se
inicia em segundos e em qualquer superficie solida evidente no meio oral (Farooq &

Bugshan, 2020; Zhou & Zheng, 2008).
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A formagao da saliva inicia-se com a adsorc¢ao de proteinas e péptidos individuais
que levam a homeostase mineral. Algumas dessas proteinas ricas em estaterina, prolina e
histatinas, tém afinidade pelas superficies de esmalte e auxiliam na remineralizagdo,
elevando a concentracao de calcio. Existem ainda outras proteinas presentes com funcao
antimicrobiana e antibacteriana, como a catelicidina LL3 e as histatinas, respetivamente
(Baumann et al., 2017; Farooq & Bugshan, 2020).

A saliva humana ¢ um fator natural, essencial na cavidade oral, que tem como
fungdes diluir, limpar, neutralizar e tamponar os acidos produzidos na placa que afetam
a superficie do esmalte, também reduz a desmineralizagdo e potencia o processo de
remineralizacdo ao fornecer varios ides. Além destas agdes, faz parte de um sistema de
lubrificagdo entre tecidos duros (esmalte) e tecidos moles (mucosa), para ajudar a reduzir
o desgaste dentario e minorar o atrito (Baumann et al., 2017; Rizvi et al., 2016; Zhou &
Zheng, 2008).

Conforme descrito na literatura, a cdmbio de ides € um fendmeno frequente na
cavidade oral. Os ides de presenga mais relevante na saliva humana sao o célcio, o fosfato
e o fluor. Os ides carbonato podem substituir os ides hidroxilo ou fosfato na estrutura
cristalina, o magnésio pode substituir o calcio e o flior pode substituir os ides hidroxilo.
Estas trocas idnicas tém um efeito significativo no comportamento da HAP, incluindo na
sua solubilidade e conversao em FAP (Farooq & Bugshan, 2020; Featherstone & Lussi,
2006; Lale et al., 2020).

No processo natural de remineralizagdo do esmalte, os ides célcio e fosfato sdo
necessarios ao flior para o promover, uma vez que durante a desmineralizagao, o calcio
¢ libertado antes dos ides fosfato. Assim, a utilizagdo de produtos a base de calcio pode
anular de forma eficaz o processo de desmineralizagdo. Além do papel dos ides, a saliva
também protege dos efeitos acidos ao formar uma pelicula salivar na superficie do dente
(Buzalaf et al., 2012; Meyer et al., 2018).

O pH salivar varia, estando normalmente proximo dos 6,9 + 0,6. A capacidade
tampao da saliva apresenta um papel fundamental na manuten¢ao do nivel de pH da saliva
e da placa, ajudando, na neutralizacdo dos efeitos da exposicdo aos acidos. Os trés
sistemas tampdo presentes na saliva sdo o sistema bicarbonato, o sistema fosfato e o

sistema proteico (Farooq & Bugshan, 2020; Simmer et al., 2020).
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VERNIZES DE FLUOR

Segundo Punathil et al., (2018), o recurso a vernizes de fluor ¢ um método eficaz
para prevenir a carie dentaria. Cerca de 40 a 56% das incidéncias de carie podem ser
reduzidas usando vernizes fluoretados. O esmalte tratado com fltor reduz a profundidade
de lesdes cariosas, apresenta maior resisténcia a solubilidade 4cida, diminui a taxa de
desmineralizagdo e aumenta a taxa de remineralizacdo. O objetivo principal do verniz ¢
reter e prolongar o contato proximo do fluoreto com a superficie do dente (Punathil et al.,
2018; Simmer et al., 2020).

Os vernizes fluoretados, apds aplicados no esmalte, alteram para uma consisténcia
mais dura. Eles atuam por libertagcdo lenta de ides fluoreto com o intuito de formar um
complexo mais estavel que dificulte a dissolugdo cristalina, originando um reservatorio
para a apatite subjacente. Deste modo, elevam a dureza das superficies de esmalte,
reduzem a taxa de desmineralizagdo e melhoram a deposicdo mineral ao formar

reservatorios de fluoreto de célcio (Doddamani & Girish Babu, 2017).

PERTINENCIA DO ESTUDO

Como consta na tabela periodica, os elementos quimicos Mg, Ca e Sr pertencem
todos a0 mesmo grupo, o grupo 2 ou também denominado de metais alcalino-terrosos. E
importante salientar que os elementos encontram-se dispostos de forma sistematica e que
dentro da mesma coluna apresentam propriedades similares, o que facilmente sugere que
se podem substituir uns aos outros.

Por sua vez, o Zn encontra-se num grupo distinto, o dos metais de transicao.
Porém, tem sido adicionado frequentemente a produtos de satide oral devido as suas
propriedades antibacterianas, controlo de halitose ¢ afinidade com ides fosfato na
superficie de esmalte.

Atualmente na medicina dentaria e com tendéncia crescente, tem-se procurado
atuar de forma conservadora e menos invasiva possivel, focando mais a prevencdo e

novas técnicas que permitam reverter o quadro clinico.
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OBJETIVO DO ESTUDO

Com a presente investigagdo, pretende-se medir e comparar a microdureza de

superficie de esmalte ap6s a incorporacao de diferentes catides divalentes e de flior na

hidroxiapatite.

HIPOTESES DO ESTUDO

1.

1ii.

Neste trabalho de investigagdao formularam-se as hipoteses de estudo, seguintes:
As amostras tratadas apenas com fluor apresentam diferengas significativas nos
valores médios de microdureza de superficie do esmalte relativamente a amostras
de esmalte sdo;

As amostras tratadas apenas com estroncio, com magnésio ou com zinco como
unica fonte de metal divalente apresentam diferengas significativas nos valores
médios de microdureza de superficie do esmalte relativamente a amostras de
esmalte sdo;

As amostras tratadas com fluor e com metais divalentes (estroncio, magnésio ou
zinco) apresentam diferencas significativas nos valores médios de microdureza de
superficie do esmalte, quer relativamente a amostras de esmalte sdo, quer
relativamente a amostras em que os elementos incorporados foram

disponibilizados em separado.
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MATERIAIS E METODOS

TIPO DE ESTUDO E SELECAO DA AMOSTRA

Foi realizado um estudo observacional, analitico, ex vivo, em 18 dentes molares
humanos, intactos, a partir dos quais foram obtidos 70 fragmentos de esmalte sdo.
Seguidamente, selecionaram-se 7 grupos de estudo cada um com n=10: Grupo A, Grupo
B, Grupo C, Grupo D, Grupo E, Grupo F e Grupo G aos quais foi aplicado um verniz de
fluoreto de sodio a 5% (Profluorid® Varnish, VOCO, Cuxhaven, Alemanha,) com
excecdo do grupo A. Posteriormente, € consoante o grupo, os fragmentos foram
submergidos em diferentes solugdes.

A selecao da amostra foi concebida tendo em conta os seguintes critérios de
inclusdo: dentes higidos, livres de lesdes de carie ou fraturas, sem anomalias, sem
alteracdo de superficies expostas a procedimentos quimicos ou mecanicos, excetuando os
refletidos na higiene dentaria dos individuos.

Como critérios de exclusdo foram considerados: dentes ndo higidos, com
malformagdes, com submissao a tratamentos quimicos (ex. branqueamento), mecanicos

(ex. tratamento ortoddntico prévio), ou eletromagnéticos (ex. radiagao laser).

LOCAL DO ESTUDO

O estudo experimental ocorreu nas instalagdes do Laboratorio de Biomateriais do

Instituto Universitario Egas Moniz no periodo entre julho e agosto de 2020.

CONSIDERACOES ETICAS

O projeto de investigagdo foi submetido a Comissio de Etica para a Saude da Egas
Moniz e aprovado pela mesma entidade. Os dentes utilizados no estudo foram cedidos
pelo Banco de Dentes Humanos da Clinica Universitaria Egas Moniz, sendo obtidos de

individuos an6nimos que assinaram o respetivo consentimento informado.
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DESENHO DO ESTUDO

18 Molares humanos

4x3mm

70 Fragmentos de esmalte

E

Profluorid®
Varnish

Agua destilada

1x/dia — 6 dias

Profluorid®
Varnish

Saliva artificial
sem cloreto de
calcio

1x/dia — 6 dias

Profluorid®
Varnish
Saliva artificial
com cloreto de

calcio

1x/dia — 6 dias

Profluorid®
Varnish

Saliva artificial
com cloreto de
estroncio

1x/dia — 6 dias

Profluorid®
Varnish

Saliva artificial
com cloreto de
magnésio

1x/dia — 6 dias

Profluorid®
Varnish

Saliva artificial
com cloreto de

Zinco

1x/dia — 6 dias

Teste de microdureza de Vickers

Figura 1. Desenho do estudo.
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PREPARACAO DA AMOSTRA

Concluida a recolha de dentes, utilizou-se curetas de Gracey para remover restos
de tecidos moles, bem como, todo o calculo presente nas superficies dentérias (Cardoso

et al., 2016) (Figura 2).

I

Figura 2. I: Curetas Gracey. II: Dente humano com presenga de calculo e tecidos moles.

Em seguida, colocou-se a amostra num recipiente plastico esterilizado e com
Cloramina T a 0,5%, por um periodo de 7 dias a 4°C, no Banco de Dentes Humanos da
Clinica Universitaria Egas Moniz (Favaro et al., 2020). Passado esse tempo, a amostra
foi conservada em agua destilada até ao momento da sua utiliza¢do no estudo (Favaro et
al., 2020), o que ndo ultrapassou os 6 meses. Com o objetivo de minorar a sua degradagao,
o meio de conservacao foi trocado a cada periodo de dois meses.

Os 18 molares foram polidos na maquina de polimento LaboPol- 4® (WS Struers
18-B, Ballerup, Dinamarca) para obten¢do de uma superficie lisa com discos de lixa de
polimento de granulometria 320, 600 e 1200 grits (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) a 40
rotagdes por minuto (rpm) e sempre com uso de refrigeragdo (Cassiano et al., 2017)

(Figura 3).
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Figura 3. I: Maquina de polimento LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Ballerup, Dinamarca). II: Discos de
lixa de polimento de granulometria, da esquerda para a direita, 320, 600 e 1200 grits (Buehler, Lake Bluff,
IL, USA). III: Polimento de dente na maquina de polimento. IV: Dente

No esmalte de cada dente, mais precisamente na face vestibular, foi efetuada a
marcac¢do de linhas de orientagdo com caneta de acetato para guiar o processo de corte.
Uma primeira linha horizontal ao nivel da juncdo amelocementéria (JAC), seguida de
uma também horizontal, mas 4 mm acima da JAC e trés paralelas ao longo eixo do dente

(LED) e com uma distancia entre si de 3 mm (Figura 4).
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I

Figura 4. I: Marcag@o de linhas horizontais ao nivel da JAC e 4 mm acima da JAC. II: Marcag@o de linhas
paralelas ao LED e com distancia entre si de 3 mm. III: Dente com todas as linhas de orientagdo de corte
marcadas.

Cada dente foi aderido e estabilizado individualmente a um suporte de acrilico
com recurso a cera colante (Sticky Wax, Kemdent®, Wiltshire, Inglaterra, lote: 21751,

validade: 2021/03) e lamparina (Favaro et al., 2020) (Figura 5).

Figura 5. I: Cera colante (Sticky Wax, Kemdent®, Wiltshire, Inglaterra). II: Dente aderido com cera
colante ao suporte de acrilico.
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Relativamente ao corte das pecas dentarias, este efetuou-se num micréotomo de
tecidos duros Accutom 50® (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca), sempre com irrigacao e
utilizando um disco diamantado de 0,30 mm de espessura a uma velocidade de rotacao
de 4 rpm x 100 (Elkassas & Arafa, 2014; Rizvi et al., 2016) (Figura 6). Primeiramente,
cada molar foi fracionado longitudinalmente na direcdo mesio-distal, acompanhando o
sulco central da face oclusal (Elkassas & Arafa, 2014; Thakkar et al., 2017). Deste
processo resultaram dois fragmentos, um vestibular ¢ um palatino/lingual, que foram
novamente fracionados, desta vez, na direcao vestibulo-lingual (Thakkar et al., 2017),
obtendo-se assim, fragmentos com proximamente 3 mm de largura.

Para terminar o corte, seccionaram-se as fracoes dentdrias originadas
anteriormente pela linha acima da JAC e pela linha da JAC (Mansoor et al., 2019). Desta
forma, os fragmentos foram separados da raiz do dente, resultando de cada molar um total

de quatro espécimenes com dimensdes de 4x3 mm.

Aecutom-50

Y  myr o
CTI N R X T

1 v

Figura 6. I: Micrétomo de tecidos duros Accutom 50® (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca). II: Chave e
suporte metélico para fixar o bloco de acrilico com o dente ao micrétomo. III: Dente posicionado no
micrétomo para o primeiro corte, corte unico com diregdo mesio-distal. IV: Dente posicionado no
micrétomo para corte multiplo vestibulo-lingual.
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Todos os fragmentos foram colocados em agua desionizada de forma a eliminar

eventuais particulas resultantes dos processos de polimento e corte (Figura 7).

1 II

Figura 7. I: Espécimen de dimensdes 4x3 mm. II: Fragmentos apos colocagdo em agua desionizada para
eliminar eventuais particulas resultantes dos processos de polimento e corte.

AGENTES MINERALIZANTES

Os espécimenes dos grupos B a G foram primeiramente tratados com verniz de
fluoreto de sodio a 5% (Profluorid® Varnish, VOCO, Cuxhaven, Alemanha, lote:
2003747, validade: 2022/01) de acordo com as indicagdes do fabricante € como mostra a

figura 8. II.

Figura 8. I: Verniz de fluoreto de sodio a 5% (Profluorid® Varnish, VOCO, Cuxhaven, Alemanha, lote:
2003747) usado no estudo. II: Aplicacdo de verniz de fliior na face polida do esmalte de um fragmento
dentario.

No caso das amostras dos grupos C a G, os fragmentos de esmalte foram ainda
submetidas a um tratamento com saliva artificial a pH 7 constituida por 64,07 uM de
NaxS+*9H>O (sulfito de sédio nano-hidratado), 16,65 mM de Ureia, 6,84 mM de NaCl
(cloreto de s6dio), 5,36 mM de KCI (cloreto de potéssio), 2,88 mM de NaHPO4¢2H,0O
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(hidrogénofosfato de sodio di-hidratado) e 2,11 mM de NaH;PO42H,O (di-
hidrogenofosfato de so6dio di-hidratado) (Urban et al., 2009) e contendo 5,4 mM do metal
divalente a analisar (grupos D-G) ou ndo contendo qualquer metal divalente (grupo C).

Com o objetivo de minimizar erros associados a utilizacdo de solugdes de
mineralizagdo, optou-se por preparar uma unica solucao de saliva artificial pH 7 sem ides
metalicos 1,25x concentrada e diferentes solugdes de metais com concentragdo 27 mM
adicionadas a primeira até perfazer o volume final correto, sendo que no caso do grupo C
apenas se adicionou dgua desionizada.

No grupo D, como fonte de 10es de célcio usou-se CaCl2*2H20 (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) — Figura 9, no grupo E usou-se SrCI2¢6H20 (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) — Figura 10, no grupo F usou-se MgCI2°6H20 (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) — Figura 11 e no grupo G usou-se ZnCl2 anidro (Chem-Lab NV,
Zedelgem, Bélgica) — Figura 12.

Figura 9. Cloreto de calcio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha, CAS-No:10043-52-4, lote: K49688478)
usado na preparacio da solugfo de saliva artificial do grupo D.

Figura 10. Cloreto de estroncio hexa-hidratado (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA, CAS-No: 10025-70-4,
lote: MKCB1948V) usado na preparacgao da solucdo de saliva artificial do grupo E.
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Figura 11. Cloreto de magnésio hexa-hidratado (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA, CAS-No: 7791-18-6,
lote: BCBV9958) usado na preparagao da solugdo de saliva artificial do grupo F.

Figura 12. Cloreto de zinco anidro (Chem-Lab NV, Zedelgem, Bélgica, CAS-No: 7646-85-7, lote:
26.2741604) usado na preparagdo da solucdo de saliva artificial do grupo G.

ALEATORIZACAO E DISTRIBUICAO DA AMOSTRA

Os 70 fragmento de esmalte sdo, obtidos como descrito na sec¢ao preparagao da
amostra, foram aleatoriamente distribuidos pelos 7 grupos de estudo, nomeados de A a
G.

Grupo A (controlo, n=10): fragmentos de esmalte sdo.

Grupo B (n=10): fragmentos onde se procedeu a aplicagdo de verniz de fluoreto
de s6dio a 5% (Profluorid® Varnish, VOCO, Cuxhaven, Alemanha) de acordo com as
indicagdes do fabricante, seguida de imersdo em agua destilada a temperatura ambiente
por 2h (Figura 8). Terminado esse periodo, nova imersdo em agua destilada e colocacdo
em estufa de laboratorio a 37 °C de temperatura, durante 6 dias, com renovagdo do meio

a cada dia (Figura 13).
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s

Figura 13. Estufa de laboratério UFE 400 (Memmert® GmbH, Schwabach, Alemanha) a 37 °C de
temperatura constante.

Grupo C (n=10): fragmentos expostos ao procedimento descrito anteriormente
para o grupo B. Apos termino do tempo de imersao de 2h em agua destilada a temperatura
ambiente, todos os espécimenes seguiram para imersdo em saliva artificial, isenta de
cloreto de calcio, e colocacdo em estufa de laboratorio a 37 °C de temperatura, durante 6
dias, com renovagao diaria do meio (Urban et al., 2009).

Grupo D (n=10): fragmentos expostos ao procedimento descrito anteriormente
para o grupo B. Apds termino do tempo de imersdo de 2h em dgua destilada a temperatura
ambiente, todos os espécimenes seguiram para imersdao em saliva artificial com cloreto
de célcio e colocagao em estufa de laboratorio a 37 °C de temperatura, durante 6 dias,
com renovagao diaria do meio (Urban et al., 2009).

Grupo E (n=10): fragmentos expostos ao procedimento descrito anteriormente
para o grupo B. Apos termino do tempo de imersao de 2h em 4gua destilada a temperatura
ambiente, todos os espécimenes seguiram para imersdo em saliva artificial com cloreto
de estroncio, em substituicao do cloreto de calcio, e colocacao em estufa de laboratorio a
37 °C de temperatura, durante 6 dias, com renovacao diaria do meio (Urban et al., 2009).

Grupo F (n=10): fragmentos expostos ao procedimento descrito anteriormente
para o grupo B. Apds termino do tempo de imersao de 2h em dgua destilada a temperatura
ambiente, todos os espécimenes seguiram para imersao em saliva artificial com cloreto
de magnésio, em substitui¢do do cloreto de calcio, e colocacdo em estufa de laboratério

a 37 °C de temperatura, durante 6 dias, com renovacao didria do meio (Urban et al., 2009).
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Grupo G (n=10): fragmentos expostos ao procedimento descrito anteriormente
para o grupo B. Apos termino do tempo de imersao de 2h em agua destilada a temperatura
ambiente, todos os espécimenes seguiram para imersao em saliva artificial com cloreto
de zinco, em substitui¢do do cloreto de calcio, ¢ colocagdo em estufa de laboratorio a 37

°C de temperatura, durante 6 dias, com renovacao diaria do meio (Urban et al., 2009).

ANALISE DA MICRODUREZA DE SUPERFICIE

A superficie de esmalte dos 70 fragmentos em estudo, foi analisada em
conformidade com a microdureza de superficie. Esta medicao foi executada com recurso
ao teste de Vickers HSV-30® (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) (Figura 14. ). Neste
teste, o indentador de diamante Vickers exerce uma forca de 4,903 N durante 15 segundos
(Baumann et al., 2017) (Figura 14. II).

Em cada espécimen de esmalte realizaram-se 5 indentagdes distribuidas de forma
aleatoria e espagadas entre si (Doddamani & Girish Babu, 2017) (Figura 15). Com o
resultado das mesmas, calculou-se a média e o desvio padrao da microdureza de Vickers
para cada fragmento de esmalte com um intervalo de confianca de 95%. Os valores
alcancados foram expressos em HV, a unidade de dureza de Vickers (Doddamani &
Girish Babu, 2017).

No presente estudo efetuaram-se 50 indentagdes para cada um dos grupos, num
total de 350 indentagdes.

Com o proposito de diminuir a0 maximo o numero de possiveis erros
experimentais, todo o procedimento acima descrito foi realizado sempre na mesma
maquina, devidamente calibrada, e executado pelo mesmo examinador (Elkassas &

Arafa, 2014).
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1 II

Figura 14. I: Maquina de microdureza de Vickers HSV-30® (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). 1I:
Fragmento no momento da indentacdo com uma forga de 4,903 N por 15 segundos.

1 I

Figura 15. I e II: Imagens de indentacdes realizadas em esmalte pela maquina de microdureza de Vickers
HSV-30® (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).

Finda a recolha, todos os dados foram analisados estatisticamente recorrendo ao
software SPSS Statistics versao 24.0 (IBM, Chicago, EUA). As diferencas estatisticas

foram avaliadas aplicando o teste ANOVA a um fator (one way).
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RESULTADOS

Com a intuito de analisar as modificacdes ocorridas na superficie do esmalte
humano, ap6s tratamento dos fragmentos dentarios como mencionado na sec¢ao anterior,
cada espécimen foi estudado relativamente a sua microdureza de superficie através do
teste de Vickers. Para cada amostra foi efetuado um total de 5 indentagdes em esmalte
(pentaplicados), a partir das quais se calculou a média da microdureza. Este passo, teve
como proposito atenuar possiveis erros de medicao devido a potenciais defeitos existentes
na superficie do esmalte dos fragmentos.

Os valores médios da microdureza do esmalte dos 10 espécimenes que constituem
cada um dos 7 grupos independentes em estudo, foram investigados estatisticamente
quanto as suas semelhangas, com recurso a um teste paramétrico. Neste caso, e depois de
confirmados todos os pressupostos para a sua correta utilizacao, o teste aplicado foi o
teste de andlise de variancia a um fator (one-way ANOVA) com um intervalo de
confianga de 95%, para uma variavel escalar. Este método ¢ usado para avaliar a hipdtese
da igualdade dos valores médios de mais de dois grupos de estudo (hipotese nula) e, no
caso de resultar na rejeicao desta, pode ser complementado com outro teste adequado a
comparacao multipla de pares de grupos para determinar as diferengas entre as médias e
saber quais as que diferem entre si.

Para garantir o cumprimento da independéncia, isto €, que o resultado de cada
grupo em nada afeta o resultado dos restantes pela inexisténcia de fatores que possam
influenciar o valor médio da microdureza, foi realizada uma distribui¢ao aleatoria de
fragmentos pelos grupos, sendo cada grupo composto por 10 espécimenes escolhidos ao
acaso. Assegurando-se assim, que os resultados obtidos das indenta¢des em cada grupo
nao sdo influenciados pelos fragmentos que o constituem.

Por sua vez, e para garantir o cumprimento da normalidade, foi aplicado o teste
Shapiro-Wilk, teste ndo paramétrico unilateral esquerdo, a fim de estudar o ajustamento
de uma variavel aleatdria a distribuigdo normal. Este teste ¢ adequado a amostras de
dimensdo pequena, o que se verifica neste ensaio experimental, uma vez que temos uma
amostragem de n=10 para cada grupo em estudo.

Ap0s a aplicagdo do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e considerando, para

cada amostra, as seguintes hipdteses de estudo:
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HO: A variavel aleatoria, valor médio de microdureza, do grupo X segue uma
distribui¢cdo normal de parametros conhecidos;

HI1: A variavel aleatoria, valor de microdureza, do grupo X ndo segue uma
distribuigdo normal de pardmetros conhecidos.

verificou-se existir normalidade em todos os grupos, exceto no grupo C que apresentou

um valor de p(0,009)<a(0,05). Os restantes grupos, A, B, D, E, F e G, revelaram

apresentar uma distribui¢do normal, com valores de p>c.(0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do teste Shapiro-Wilk recorrendo ao sofiware SPSS,
considerando os 7 grupos de A a G com n=10.

Grupos Estatistica Dimensdao Significincia

0,968 10 0,873

B 0,884 10 0,145

C 0,783 10 0,009

Microdureza D 0,943 10 0,588
E 0,916 10 0,328

F 0,883 10 0,142

G 0,905 10 0,246

*. Este ¢ um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors

500 0

5800 i

560 01

540 0| l
520 0 .

500 0 *

4800 *

*
450 0|

T T T T T T T
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F Grupo G

Microdureza

Grupos

Figura 16. Grafico da normalidade com testes aplicado aos 7 grupos de estudo A a G (n=10), mostrando as
variancias e os valores discrepantes (outliers), quando presentes. *, outlier extremo; o, outlier moderado
(ndo presente).

38



Resultados

A andlise do grafico da distribuicdo dos valores de cada grupo (grafico da
normalidade com testes, figura 16) revelou a existéncia de um outlier extremo inferior
(25; 463,6 HV) identificado com o simbolo *, um valor médio de microdureza
pertencente precisamente ao grupo C. A aplicagdo do teste de Shapiro-Wilk a este grupo,
mas desprezando o outlier, isto ¢, considerando n=9, resultou num valor

p(0,810)>a(0,05) indicador da existéncia de normalidade (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados pos aplicagdo do teste Shapiro-Wilk considerando 6
grupos com n=10 e o grupo C com n=9.

Grupos  Estatistica Dimensdo Significincia
A 0,968 10 0,873
B 0,884 10 0,145
C 0,783 9 0,810
Microdureza D 0,943 10 0,588
E 0,916 10 0,328
F 0,883 10 0,142
G 0,905 10 0,246

*. Este ¢ um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors

A homogeneidade das variancias foi avaliada por aplica¢ao do teste de Levene,
no intervalo de confianca de 95%, aos 7 grupos da investigacdo. Para este teste
consideramos duas hipoteses:

HO: Os grupos de A a G revelam variancias homoggéneas;

HI: Os grupos de A a G nao revelam variancias homogéneas.

Neste caso, tivemos um valor de p(0,255)>0(0,05), confirmando que estamos

perante amostras homogéneas (Tabela 3). Logo, podemos aceitar a hipotese nula (HO).

Tabela 3. Resultados pos aplicacdo do teste de homogeneidade de varidncias
(teste de Levene).

Estatistica de Levene gll g2 Significincia
1,336 6 62 0,255

gl1=n° de grupos -1
g12=n° de amostras
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Asseguradas a independéncia, a normalidade e a homogeneidade das variancias
entre 0s grupos experimentais, o passo seguinte consistiu na aplicacdo do teste
paramétrico ANOVA a um fator para avaliar a igualdade das médias de microdureza.
Foram consideradas as seguintes hipdteses:

HO: As médias dos grupos ndo diferem significativamente (ou as médias dos

valores médios dos diferentes grupos nao diferem significativamente):

H1: As médias dos grupos diferem significativamente (ou as médias dos valores

médios dos diferentes grupos diferem significativamente).

Tabela 4. Resultados pos aplicacdo do teste ANOVA one-way através do software SPSS Statistics (IBM,
Chicago, EUA).

Soma dos gl Quadrado F Significdncia
Quadrados Meédio
Entre grupos 82905,526 6 13817,588 353,570 0,000
Nos grupos 2422976 62 39,080
Total 85328,502 68

Conforme a tabela 4, na qual podemos observar os resultados do teste ANOVA,
aceitamos a hipotese alternativa (H1) devido a existéncia de variagdes entre as médias
dos grupos.

O teste ANOVA a um fator, apresentou um F(6,62)=13817,588 com uma
significancia de 0,001, ou seja, um valor de p(0,001)<a(0,05) indicador de que a hipdtese
nula de igualdade de médias para qualquer nivel de significancia deve ser rejeitada e a
hipdtese alternativa considerada. Assim sendo, pelo teste ANOVA concluiu-se que, para
um nivel de significdncia de 5%, as médias dos valores de microdureza dos varios grupos
diferem significativamente. A fim de identificar a origem destas diferengas, aplicou-se
um teste adicional de comparag@o multipla dos grupos estudados, de forma a avaliar a
igualdade de valores médios de microdureza entre pares de grupos de estudo. O teste
eleito foi o teste de Bonferroni, adequado a analises envolvendo mais de dois grupos de
pequenas dimensdes e que ndo apresentam diferencas significativas na variancia. Para um
nivel de significAncia de 5%, este teste permite inferir a igualdade (se valor p>5%,
validagdo da hipotese nula) ou a existéncia de diferengas (se valor p<5%, validacdo da

hipotese alternativa) para cada par de grupo de estudo.
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Os resultados do teste de Bonferroni, aplicados aos grupos de estudo (Tabela 5),
revelam ndo existirem diferencas significativas entre os grupos A ¢ B (p=1,000), sendo
que estes dois grupos diferem significativamente dos restantes (p=0,001 para todas as
comparagdes entre o grupo A ou B com os restantes grupos) e que os grupos C-G diferem

significativamente entre eles (p=0,001 para todas as comparagdes entre os grupos C-G).

Tabela 5. Resultados de comparagdo multipla dos valores médios dos grupos pelo teste de Bonferroni.

Grupos Erro padrao Significincia
Grupo A Grupo B 2,7957 1,000
Grupo C 2,8723 0,000
Grupo D 2,7957 0,000
Grupo E 2,7957 0,000
Grupo F 2,7957 0,000
Grupo G 2,7957 0,000
Grupo B Grupo A 2,7957 1,000
Grupo C 2,8723 0,000
Grupo D 2,7957 0,000
Grupo E 2,7957 0,000
Grupo F 2,7957 0,000
Grupo G 2,7957 0,000
Grupo C Grupo A 2,8723 0,000
Grupo B 2,8723 0,000
Grupo D 2,8723 0,000
Grupo E 2,8723 0,000
Grupo F 2,8723 0,000
Grupo G 2,8723 0,000
Grupo D Grupo A 2,7957 0,000
Grupo B 2,7957 0,000
Grupo C 2,8723 0,000
Grupo E 2,7957 0,000
Grupo F 2,7957 0,000
Grupo G 2,7957 0,000
Grupo E Grupo A 2,7957 0,000
Grupo B 2,7957 0,000
Grupo C 2,8723 0,000
Grupo D 2,7957 0,000
Grupo F 2,7957 0,000
Grupo G 2,7957 0,000
Grupo F Grupo A 2,7957 0,000
Grupo B 2,7957 0,000
Grupo C 2,8723 0,000
Grupo D 2,7957 0,000
Grupo E 2,7957 0,000
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Grupo G 2,7957 0,000
Grupo G Grupo A 2,7957 0,000
Grupo B 2,7957 0,000
Grupo C 2,8723 0,000
Grupo D 2,7957 0,000
Grupo E 2,7957 0,000
Grupo F 2,7957 0,000

*. A diferenga média ¢ significativa no nivel 0.05

Assim, com base nestes resultados e com um nivel de confiancga de 95%, podemos
dizer que a microdureza de Vickers média obtida pelo grupo A ¢ igual a microdureza
média de Vickers obtida pelo grupo B, sendo precedidas em ordem crescente pelos grupos
C (4854 HV) G (504+8 HV), E (517£5 HV), F (5316 HV) e pelo grupo D. Este ultimo,
o grupo cujos espécimenes foram tratados com verniz de fluor e mineralizado com saliva
artificial com 1des calcio € aquele que apresenta o valor de microdureza mais elevado do

estudo, 571+7 HV, tal como observado na figura 17.

Tabela 6. Valores obtidos da analise descritiva para cada um dos grupos em estudo.

Grupos Média Desvio padrao Limite inferior Limite superior

466,100 6,8936 461,169 471,031
B 471,600 5,8833 467,391 475,809
C 484,778 3,6379 481,981 487,574
D 571,880 6,7232 567,070 576,690
E 517,140 5,3625 513,304 520,976
F 531,480 6,3141 526,963 535,997
G 504,060 7,8418 498,450 509,670

No grupo A ou grupo controlo, encontram-se os fragmentos de esmalte sdo que
ndo foram submetidos a qualquer procedimento depois do corte no micrétomo de tecidos
duros. Segundo os resultados médios de microdureza de superficie apresentados na tabela
6, ¢ o grupo que mostrou menor valor de microdureza, 466+7 HV.

No grupo B, estdo presentes os espécimenes submetidos a aplicagdo de verniz de
fluoreto de sddio a 5%, seguida de imersdo em dgua destilada e colocagdo em estufa. Este

grupo apresentou como valor médio de microdureza 472+6 HV (Tabela 6).
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No grupo C, estdo presentes os espécimenes submetidos a aplicagdo de verniz de
fluoreto de sodio a 5%, seguida de imersdo em saliva artificial isenta de cloreto de calcio
e colocacdo em estufa. Este grupo apresentou como valor médio de microdureza 485+4
HV (Tabela 6).

No grupo D, encontram-se os espécimenes submetidos a aplica¢dao de verniz de
fluoreto de sodio a 5%, seguida de imersao em saliva artificial com de cloreto de célcio e
colocacdo em estufa. Este grupo apresentou como valor médio de microdureza 572+7
HV, aparentemente o mais elevado dos grupos em estudo (Tabela 6).

No grupo E, encontram-se os espécimenes submetidos a aplicacdo de verniz de
fluoreto de sddio a 5%, seguida de imersdao em saliva artificial com cloreto de estroncio,
em substituicdo do cloreto de célcio e colocacao em estufa. Este grupo apresentou como
valor médio de microdureza 517+5 HV, aparentemente um valor médio menor que o
registado para o grupo D, no qual se promoveu a mineraliza¢gdo na presenca de 10es calcio
(Tabela 6).

No grupo F, encontram-se os espécimenes submetidos a aplicagdo de verniz de
fluoreto de sodio a 5%, seguida de imersdo em saliva artificial com cloreto de magnésio,
em substituicdo do cloreto de célcio e colocacao em estufa. Este grupo apresentou como
valor médio de microdureza 531+6 HV, aparentemente um valor médio menor que o
registado para o grupo D e maior que o registado para o grupo E, nos quais se promoveu
a mineralizac¢ao na presenga de ides calcio ou ides estroncio, respetivamente (Tabela 6).

Finalmente, no grupo G, encontram-se os espécimenes submetidos a aplicagao de
verniz de fluoreto de sddio a 5%, seguida de imersdo em saliva artificial com cloreto de
zinco, em substitui¢do do cloreto de calcio e colocacao em estufa. Este grupo apresentou
como valor médio de microdureza 504+8 HV, aparentemente um valor médio menor que
o registado para os grupos D, E e F, nos quais se promoveu a mineraliza¢do na presenca

de ides calcio, ides estroncio ou ides zinco, respetivamente (Tabela 6).
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Figura 17. Grafico de comparagdo dos valores médios estatisticos da microdureza de superficie dos
diferentes grupos.
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DISCUSSAO

Os movimentos mastigatorios, a escovagem ¢ a carie dentdria provocaram
alteracdes na superficie da pega dentaria, resultando na perda da estrutura mineralizada
do esmalte (Lale et al., 2020; Thakkar et al., 2017).

Apbs a erupcao do dente, o controlo sobre o meio ao redor do esmalte muda para
a saliva, que normalmente contém i10es e proteinas que favorecem a manutencdo da
superficie de esmalte saudavel. No entanto, e apesar do papel significativo na
remineralizacdo, a saliva nem sempre consegue manter um equilibrio homeostatico
favoravel a manutencao de todas as propriedades do esmalte (Farooq & Bugshan, 2020;
Simmer et al., 2020).

Em algumas circunstincias e em estadios primarios, a desmineralizagcdo pode ser
cessada e revertida através de agentes adequados a remineralizacdo (Dissanayake et al.,
2020; Hua et al., 2019; Katakam et al., 2017). No processo de remineralizagdo, i0es
calcio, hidroxilo e fosfato sdo recolocados em espacos desocupadas na HAP
desmineralizada com o intuito de tornar a estrutura do mineral mais coesa, forte e
esteticamente melhor (Simmer et al., 2020). As alteracdes quimicas decorrentes dos
processos de desmineralizagdo e remineralizagdo podem ser quantificadas pelas
alteragcdes na microdureza da superficie do esmalte (Katakam et al., 2017; Punathil et al.,
2018).

Com a presente investigacao, pretendeu-se analisar a incorporacao de diferentes
catioes divalentes e de fltior na hidroxiapatite com o intuito de avaliar as propriedades
superficiais dos cristais decorrentes. Especialmente a microdureza de superficie do
esmalte humano através do teste de microdureza de Vickers. Durante o ensaio € com
objetivo de minorar a0 maximo o erro experimental associado, o mesmo foi realizado por
um unico operador que efetuou todos os testes de microdureza e o tratamento de todas as
amostras.

O grupo A, no qual constam fragmentos de esmalte sdo que ndo foram submetidos
a qualquer procedimento para além do corte no microtomo de tecidos duros, funcionou
como grupo de controlo para a investigacdo. O seu valor de microdureza, 4667 HV, foi
o mais baixo entre os demais, tal como seria esperado pela auséncia de tratamento com
agentes remineralizantes (Thakkar et al., 2017). No entanto, um valor médio

estatisticamente igual ao do grupo B (472+6 HV).
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Ap6s a distribuicao dos espécimenes pelos grupos, todos eles foram submetidos a
aplicagdo de verniz de fluoreto de sodio a 5%, com exceg¢do do grupo A (controlo). O
facto da utilizagdo tépica de fluor se ter tornado um método amplamente reconhecido
para prevenir a desmineralizagdo do esmalte, levou a que se optasse por este tratamento
(Lale et al., 2020). O verniz fornece um reservatorio temporario de ides de fluor altamente
concentrados e em contacto direto com a superficie do esmalte, que podem difundir-se
para os cristais de HAP. A terapéutica com verniz fluoretado, tem como objetivo a
substituicdo de 1des hidroxilo por ides de fluor livres, mais pequenos e esféricos na
estrutura da HAP [Caio(PO4)s(OH)2], o que reforga as ligagdes dentro da malha e reduz
o kps. A formagao de FAP [Caio(PO4)sF2] mais insoltvel e fluoreto de calcio aumentam
a resisténcia do esmalte face a desmineralizagcdo (Farooq & Bugshan, 2020; Lale et al.,
2020).

O grupo B, para além da aplicacdo de verniz de fluor, foi colocado em agua
desionizada e apresentou uma dureza de 472+6 HV. Por ser um valor médio muito
semelhante ao do grupo A (4667 HV), estatisticamente, e tendo em conta o desvio
padrao, considera-se que estes dois grupos (A e B) apresentam valores de microdureza
idénticos. Assim, e como esperado pela inexisténcia de uma fonte de ides metalicos, os
resultados do teste de Vickers, sugerem que ndo houve remineralizagdo no grupo B, nao
se verificando a hipotese de estudo i (pagina 24). De notar que, na aplicagao topica de
10es de fluor, a disponibilidade de ides calcio e fosfato pode ser um fator limitante para
que ocorra remineralizagdao do esmalte. A formagao de cristais de FAP requer a presenca
de Ca ou de outro ido metalico com a capacidade de o substituir na estrutura recém-
formada, o que nao acontece na agua desionizada (Lacson et al., 2020; Thakkar et al.,
2017).

No grupo C, estdo presentes as amostras submetidas a aplicacdo de verniz de fltor
e imersao em saliva artificial isenta de cloreto de calcio ou outro ido metalico divalente.
Este grupo apresentou como valor médio de microdureza de esmalte 485+4 HV, que, ao
ser superior ao do grupo com esmalte sdo (grupo A), sugere ter ocorrido mineralizacao
(hipotese de estudo i — pagina 24).

A saliva artificial onde foram colocados os espécimenes do grupo C apos
tratamento com verniz fluoretado, continha, entre outros constituintes, ides fosfato, sodio
e potassio, que fazem parte da composi¢@o do esmalte e ajudam na sua mineralizag¢do. O

aumento do valor de dureza de esmalte poderia aqui ser justificado pela existéncia de
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fluor, sodio, potassio e fosfato no meio (saliva artificial) (Farooq & Bugshan, 2020;
Mansoor et al., 2019; Punathil et al., 2018). Segundo a literatura, sabe-se que o Na, ndo
sendo um dos constituintes principais, esta presente na estrutura da HAP e tem aptidao
para substituir o Ca na formacao cristalina (Wang et al., 2019). Outra justificagdo, poderia
ser o facto de que durante a parte experimental do projeto se tenha usado um verniz
fluoretado comercial, no qual ndo se conhece a totalidade dos constituintes. O mesmo
pode conter catides metalicos divalentes que promovem a formacao de HAP.

Ja o0 meio do grupo B, incluia apenas dgua desionizada, ou seja, era isento de i0es,
0 que impossibilita o processo de mineralizagdo. Posto isto, era espectavel que o valor
médio de microdureza de superficie fosse mais elevado no grupo C do que no grupo B,
como comprovado pelos resultados do teste de Vickers. Agora, comparando com os
valores dos grupos D, E, F e G, seria de esperar que o grau de mineralizacao do grupo C
fosse menor, uma vez que o meio onde foi imersa a amostra ndo continha uma fonte de
catioes metalicos (Wang et al., 2019).

No grupo D e com um valor médio de microdureza de superficie de esmalte de
572+7 HV, encontram-se as amostras submetidas a aplicagao de verniz de fluoreto e
imersdo em saliva artificial com de cloreto de calcio. Este resultado mostra que o grupo
supramencionado, apresentou o maior grau dureza do estudo, ficando assim demonstrado
que houve mineralizacao do esmalte dentario. Processo este, justificavel pela presenca de
fltior, de fosfato e de célcio, trés elementos essenciais para a mineralizacao (Buzalaf et
al., 2012; Lale et al., 2020). A hipotese de estudo i (pagina 24) ¢ aqui novamente
comprovada.

As ligacdes de calcio sao identificadas como um parametro chave responsavel
pela formacao de cristais de HAP. O fosfato e os ides célcio sdo conhecidos por ajudar
na remineraliza¢do do esmalte (Dissanayake et al., 2020). J4 a saliva artificial, ndo s6 tem
a capacidade tampao para restabelecer o pH natural da cavidade (pH 7,0), neutralizando
o baixo pH gerado apds momentos 4cidos em boca, como também atua como portador e
transportador de i0es essenciais, como os trés referidos acima, que t€ém um papel positivo
na remineralizagdo da superficie do esmalte (Baumann et al., 2017; Farooq & Bugshan,
2020; Rizvi et al., 2016; Simmer et al., 2020). E pertinente ressalvar que falta a saliva
artificial a capacidade para devolver a normal morfologia e a dureza inicial do esmalte.
Porém possibilita a criagdo de um deposito de fosfato de célcio sobre a extensdo

desmineralizada do dente que sugere uma atitude remineralizante (Xavier et al., 2010).

47



Estudo da incorporagdo de diferentes ides metalicos em esmalte humano fluoretado por avaliagdo da microdureza
de superficie

No grupo E, onde os espécimenes além de tratados com verniz de fluoreto foram
colocados em saliva artificial com cloreto de estroncio, em substitui¢do do cloreto de
calcio, apresentaram uma microdureza média de 472+6 HV. Logo, existiu um aumento
da dureza do esmalte face ao grupo de esmalte sdo (grupo A), onde o valor médio de
dureza foi de 4667 HV. Posto isto, aceita-se a hipotese de estudo ii (pagina 24) uma vez
que, houve mineralizagdo. Com propriedades semelhantes as do calcio, a ligagdo do
estroncio a superficie de esmalte tem sido cada vez mais abordada na literatura,
maioritariamente pela capacidade que os ides de estroncio possuem para se introduzirem
nos espacos livres da estrutura de HAP, estabilizando-a.

O uso de dentifricos com fltior mais o acréscimo de estroncio na sua composicao,
pode intensificar a remineralizagdo nas pecas dentarias. Estes dois elementos, fliior e
estroncio, quando juntos, sao mais eficazes do que aplicados cada um em separado (Wang
et al., 2019). Segundo Fernandes et al. (2019), menores indices de solubilidade do
esmalte, de prevaléncia de carie e de placa bacteriana estdo associados a presenca de
estroncio. Uma investigacao levada a cabo por Wang et al., (2019), mostrou que o esmalte
de terceiros molares humanos em solucoes acidas com ides de estroncio apresentou menor
desmineralizacao de superficie, menor rugosidade superficial e menos alteragdes de altura
na estrutura de esmalte em comparagdo com as solugdes acidas sem adi¢do de 10es de
estroncio.

No grupo F, encontram-se os fragmentos submetidos a aplicacdo de verniz e
submersos em saliva artificial com cloreto de magnésio, em substituicdo do cloreto de
calcio. Este grupo apresentou como valor médio de microdureza 531+6 HV, o que revela
ter existido mineralizagdo. Como ocorreu um aumento da dureza face ao grupo de
controlo, onde estava esmalte sao sem qualquer tratamento, confirma-se a hipotese ii
(péagina 24).

De acordo com esta ultima hipotese, autores como Kis et al., (2020) e Klimuszko
et al., (2018) verificaram que a distribuicdo de magnésio no esmalte dentario apresenta
uma concentragao crescente da superficie externa para o interior. Esta distribuigdo revela
que o esmalte humano € capaz de incorporar magnésio e induzir um aumento de cerca de
20% de microdureza, valor superior, mas similar ao encontrado neste estudo. O aumento
da microdureza explica-se pela diminui¢do do tamanho cristalino na fina camada

superficial e também pela difusdo e incorporacdo do Mg em maiores profundidades.
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Estruturas amorfas baseadas em fosfato de calcio em combina¢do com magnésio,
sdo frequentemente utilizadas na constru¢ao de componentes do nosso corpo como o 0Sso
ou o esmalte (Gelli et al., 2019). O magnésio ¢ decisivo para o correto desenvolvimento
da estrutura do dente, manifestando impacto na qualidade ¢ anatomia dos tecidos duros
dentarios (Klimuszko et al., 2018; Uwitonze et al., 2020). Por sua vez, na HAP, os
cambios i6nicos de Ca por Mg sdao muito importantes (Gelli et al., 2019; Kheradmandfard
et al., 2012). Assim, os ides magnésio regulam o crescimento do cristal de HAP,
determinam sua a estabilidade fisica e quimica e ainda afetam a atividade da fosfatase
alcalina (Klimuszko et al., 2018; Waszkiel et al., 2004). De acordo com o autor, Waszkiel
et al. (2004), tal como o calcio, o magnésio reage com os grupos fosfato, mas o seu
conteudo no esmalte € muito menor em comparagdo com o calcio.

No grupo G, constam os espécimenes submetidos a aplicagdo de verniz de fluoreto
e submersos em saliva artificial com cloreto de zinco, em substitui¢cdo do cloreto de
calcio. O referido grupo apresentou um valor de dureza de 504+£8 HV, o que comprova a
hipdtese de estudo ii (pagina 24) pelo aumento da microdureza relativamente ao grupo de
controlo.

Na superficie de esmalte, os ides zinco apresentam afinidade com os 10es fosfato
e sao rapidamente adquiridos pela HAP, competindo com os ides célcio por posi¢des
livres na superficie do cristal (Bhardwaj et al., 2018; Creeth et al., 2018; Rahman et al.,
2019). Um estudo realizado por Mohammed et al. (2014) em molares humanos extraidos
por necessidade ortodontica, evidenciou a capacidade do zinco para reduzir a
desmineralizacao do esmalte num contexto pés simulagao de lesdes de carie dentaria in
vitro. Nas condicdes testadas, o zinco atuou sobre as superficies de esmalte para formar
uma camada semelhante a HAP. J4 os fosfatos de zinco, ao exibirem um produto de baixa
solubilidade constante, exprimem ser pouco provavel que a camada formada em esmalte
seja muito soluvel em condi¢des acidas.

Uma vez apresentados todos os valores médios relativos a microdureza de esmalte
para os grupos E, F e G, onde foi aplicado verniz fluoretado e imersdo em saliva artificial
com metais divalentes (estroncio, magnésio ou zinco), pode aceitar-se a hipdtese iii
(pagina 24), dado que houve diferencas significativas nos valores médios de microdureza
de superficie do esmalte, quer relativamente a amostras de esmalte sdo, quer
relativamente a amostras em que os elementos incorporados foram disponibilizados em

separado.
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A luz dos resultados atuais, parece haver margem para explorar e otimizar o
potencial terapéutico destes ides metdlicos divalentes, ndo s6 como agentes
antibacterianos, mas também como num possivel uso em tratamentos preventivos de

lesdes cariosas devido as suas capacidades remineralizastes.

50



Conclusdo

CONCLUSOES

No presente ensaio experimental, os grupos estudados demostraram resultados
positivos relativamente ao fator em estudo, a microdureza de superficie de esmalte. Facto
este que corrobora a existéncia de remineralizagdo em todos os grupos, salvo exce¢do do
grupo B, face as amostras do grupo controlo onde o esmalte dentario sdo nao foi sujeito
a qualquer tipo de tratamento.

A hipotese de estudo i ndo foi confirmada para o grupo B, uma vez que o aumento
de microdureza relativamente ao grupo A foi estatisticamente insignificante. Este
acontecimento atribuiu-se ao facto do meio onde os fragmentos foram colocados, dgua
desionizada, ndo conter 10es necessarios a remineralizacdo. Ja& o mesmo nao se verificou
para o grupo C, onde houve aumento da microdureza de superficie relativamente ao
controlo. Confirmando-se aqui a hipotese i. Neste caso, a remineralizagdo atribui-se a
formacdo de um precipitado com outros 1des metéalicos oriundos de fonte ndo controlada.

Perante o aumento de dureza que surgiu nas amostras de E, F e G (grupos tratados
com fltior e solugdes com ides metalicos na composi¢do), verifica-se a hipotese de estudo
ii. A hipotese iii também ¢ confirmada por o valor médio de dureza entre os trés grupos
acima referidos ser diferente entre si.

Na medida em que as solugdes de saliva artificial continham elementos quimicos
metalicos dispares, sabe-se que 10es metalicos distintos apresentam dureza e tendéncia
para originar minerais diferente.

Com a investigacao pretendia-se analisar a microdureza de superficie dos cristais
de esmalte resultantes da incorporacao de diferentes catides divalentes (célcio, magnésio,
estroncio e zinco) e de flior na hidroxiapatite.

O célcio, sendo o elemento do estudo sobre o qual existe um maior destaque na
literatura, era previsivel que demostrasse um papel chave no processo de mineralizagao,
o que foi mais uma vez comprovado. Todavia, o magnésio também revelou robusta
evidéncia de que consegue elevar a microdureza da estrutura do esmalte humano sao.

Ante a complexa quimica dos sistemas de desmineralizagdo e remineralizagdo da
superficie do esmalte e os mecanismos proprios pelos quais as estirpes ionicas que neles
atuam se regem, ainda ndo serem completamente compreendidas, sdo necessarios mais
estudos para desmistificar as lacunas em falta. Assim, seria proveitoso que outros estudos

€ com uma amostragem maior, fossem realizados sobre o tema.
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