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RESUMO

Objetivos: Estudar a capacidade de remineralizacdo de esmalte erodido com CPP-
ACFP e com fluoreto de sddio , bem como a influéncia da remineralizagdo prévia do

esmalte nas for¢as adesivas de restauragdes diretas.

Material e Métodos: Foram selecionados para este estudo in vitro, 40 incisivos
inferiores de bovino, higidos, que se dividiram aleatoriamente em 4 grupos (n=10): Er
(erosdo/saliva artificial), Er-CPP-ACFP(erosdo/saliva artificial + remineralizagdo com
CPP-ACFP), Er-NaF (erosao/saliva artificial + remineralizagdo com fluoreto de so6dio) e
nEr-NaF (remineralizacdo com fluoreto de sédio). A erosdo foi simulada, em ciclos,
com o refrigerante Sprite”. A microdureza foi avaliada com o teste de Vickers no inicio
(to), no final do primeiro dia de protocolo erosivo (t;) e no final do estudo (t,).
Posteriormente, foram aderidas ao esmalte restauragdes diretas em resina composta.
Apds o armazenamento em agua destilada, numa estufa a 37° Celsius durante 24 horas,
os dentes restaurados foram cortados em palitos que se testaram com o teste de
microtracdo, para determinar a forca de adesdo em MPa. As variaveis dependentes
“forca de adesdo” “FA”, “microdureza” “MD” e “tipo de fratura” foram analisadas

estatisticamente.

Resultados: Dos grupos erodidos, o grupo Er-CPP-ACFP foi o Uinico que conseguiu
recuperar a MD inicial apds os ciclos de erosdo/remineralizacdo (p=0.427).
Relativamente a FA, apenas entre os grupos Er e nEr-NaF se verificou uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0.021), sendo os restantes grupos semelhantes entre si.
Observou-se também que a distribui¢do do tipo de fratura ¢ dependente do grupo de

estudo (p<0,001).

Conclusdes: A capacidade de remineralizagdo do esmalte erodido com uma pasta de
CPP-ACFP difere da capacidade de remineralizagdo com uma pasta de fluoreto de
sodio. As forcas de adesdo das restauragoes diretas a esmalte erodido remineralizado
com uma pasta de CPP-ACFP ou fluoreto de sodio sdo iguais as forgas de adesdo a

esmalte erodido ndo remineralizado.

Palavras chave: adesdao; CPP-ACFP; erosao dentaria; remineraliza¢ao






ABSTRACT

Goals: To evaluate the remineralization capacity of eroded enamel with CPP-ACFP and
with sodium fluoride, as well as the influence of prior enamel remineralization on the

bond strength of direct restorations.

Materials and Methods: For this in vitro study, 40 bovine lower incisors were selected
and randomly distributed into 4 groups (n=10) as follows: Er (erosion/artificial saliva),
Er-CPP-ACFP (erosion/artificial saliva + CPP-ACFP remineralization), Er-NaF
(erosion/artificial salivat+ NaF remineralization) and nEr-NaF (NaF remineralization).
Erosion was simulated, in cycles, with the soft drink Sprite®. The microhardness was
evaluated with the Vickers test at the beginning (to), at the end of the first day of erosive
protocol (t;) and at the end of the study (t,). Subsequently, direct resin composite
restorations were adhered to the enamel. After storage in distilled water at 37°C for 24
hours, the restored teeth were cut into sticks, that were tested with the microtensile test
to determine the bond stength in MPa. The dependent variables “bond stregth” “FA”,

“microhardness” “MD” and “type of fracture” were statistically analyzed.

Results: The Er-CPP-ACFP group was the only group able to recover the initial MD
after the erosion/remineralization cycles (p=0,427). With regard to FA, a statistically
significant difference was found only between the Er and nEr-NaF (p=0,021), being the
remaining groups similar to each other. It was also observed that the fracture type

distribution is dependent on the study group (p<0,001).

Conclusions: The remineralization capacity of eroded enamel with CPP-ACFP paste
differs from the remineralization capacity with sodium fluoride paste. The bond
strengths of direct restorations to eroded enamel remineralized with CPP-ACFP paste or

sodium fluoride paste are equal to non- remineralized eroded enamel.

Keywords: Adhesion; CPP-ACFP; Dental erosion; Remineralization
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

A erosdo dentaria ¢ uma condi¢do cada vez mais prevalente na populagao
mundial e consiste na perda de tecido dentario causada por um processo quimico que
ndo envolve a presenca de bactérias (Buzalaf, Hannas & Kato, 2012; Carvalho et al. ,

2015).

Esta condi¢do pode levar ao aparecimento da hipersensibilidade dentinaria,
gracas a exposicao da dentina, a perda de dimensao vertical e, ainda a problemas

estéticos (Carvalho et al. , 2015; Gierthmuehlen & Steger, 2016).

Em lesdes iniciais € possivel recorrer a uma abordagem preventiva, através de
medidas que reduzam o tempo de contacto direto dos 4cidos com a superficie dentaria,
que diminuam a frequéncia do consumo dos alimentos e bebidas erosivas, e que
promovam o aumento da resisténcia a dissolu¢ao acidica. Esta tltima é conseguida
através da remineralizagdo dentéria, que permite reverter o processo de
desmineralizacdo através da presencga de ides calcio, fosfato e flior em sobresaturacao
em relagdo a hidroxiapatite (Alencar et al. , 2014; Carvalho et al. , 2015). Esta
remineralizacdo pode ser obtida, por exemplo, através do fluoreto de sddio e dos

nanocomplexos fluoretados derivados da caseina (CPP-ACFP).

No entanto, em lesdes severas pode ser necessario recorrer a um tratamento
restaurador. Nestes casos, com a perda substancial de esmalte, ocorre a exposi¢ao de
dentina permeavel que se encontra parcialmente desmineralizada, gracas ao efeito
acidico cronico. Assim, apesar do gold-standard da adesdo ser o etch-and-rinse de trés
passos, ha autores que recomendam neste tipo de reabilitacdes recorrer a sistemas self-

etch, de dois passos (Colon & Lussi, 2014).

Além disso, em lesdes de erosdo severas pode ocorrer o aparecimento da dentina
esclerdtica, que consiste numa camada superficial hipermineralizada brilhante, que
reduz a eficacia dos adesivos dentarios, influenciando o tratamento restaurador. Quanto
a adesdo ao esmalte erodido, ainda ndo existe informacao sobre a existéncia de
diferencas na eficécia dos adesivos dentérios entre este esmalte e o esmalte ndo erodido
(Attin & Wegehaupt, 2014), pelo que € necessario a realizagdo de mais estudos sobre

este assunto.
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Influéncia da remineralizagdo de esmalte dentario erodido com nanocomplexos fluoretados derivados da caseina
(CPP-ACFP) nas forgas adesivas de restauragdes diretas

Em suma, na abordagem de lesdes de erosdo o melhor plano de tratamento
envolve a combinag¢do de medidas de prevenc¢do e intercecdo, através da aplicacdo de
agentes remineralizantes, e quando necessario uma abordagem restauradora, como esta
ilustrado na figura 1 (Attin & Wegehaupt, 2014; Colon & Lussi, 2014). No presente
estudo, serdo abordados diversos temas, nomeadamente a erosio dentaria, a adesdo € a
remineralizacdo, na qual serd dado um principal destaque aos CPP-ACFP que serdo

aprofundados no préximo capitulo.

Remineralization + F\

pH> 5.5

Supenatrzed
Ha and FA

» Ca, OIPD,J‘[OH]E

rites
Tooth /

gH
LERsis

FA
CGIOEPO»J.&FE

—

-

Figura 1- Abordagem terapéutica da erosdo dentaria (Adaptado de Colon & Lussi, 2014; Magne &
Belser, 2003; Naveena, Nagarathana & Sakunthala, 2014).

1. NANOCOMPLEXOS FLUORETADOS DERIVADOS DA CASEINA

(CPP-ACFP)

1.1.  Defini¢ao:

Os nanocomplexos fluoretados derivados da caseina apresentam a capacidade de
remineralizacdo de lesdes de esmalte superficiais (Cochrane, Saranathan, Cai, Cross &

Reynolds, 2008).

14



Introdugdo

Estes nanocomplexos sdo constituidos pela caseina fosfopeptidica (CPP) que pode
ser extraida enzimaticamente do leite, e por ides de fluor, fosfato e célcio em solucio

aquosa (Wiegand & Attin, 2014).

A caseina fosfopeptidica permite a estabilizacdo de grandes concentracdes de
calcio, fosfato e fluor, o que confere a capacidade de remineralizacio destes

nanocomplexos (Wiegand & Attin, 2014).

1.2. Contexto historico:

O fosfato de céalcio amorfo (ACP) consiste na fase inicial sélida, que resulta da
precipitagdo de uma solugdo supersaturada de fosfato de calcio e que pode converter-se
em fases cristalinas, como o fosfato de octacalcio (Posner, 1963, como referido em
Divyapriya, Puja & Veeresh, 2016). No entanto, o ACP ndo apresenta estabilidade, pelo
que em boca converte-se rapidamente em fases cristalinas, podendo contribuir para a

formacao do célculo dentario (Divyapriva et al. , 2016).

A caseina fosfopeptidica (CPP) foi desenvolvida por Reynolds (1991), na
Universidade de Melbourne, que verificou que a digestao triptica da proteina do leite,
caseina, quando agregada a fosfato de cdlcio e apds ser purificada por ultrainfiltragdo,
resultava na formacao de caseina fosfopeptidica (CPP). A CPP possui a sequéncia Ser
(P)- Ser (P) — Glu — Glu da caseina (Cross, Huq & Reynolds, 2007; Divyapriva et al. ,
2016).

Através dos multiplos residuos fosfoserina, a caseina fosfopeptidica liga-se aos
nanoclusters de ACP em solugdes supersaturadas, evitando assim o crescimento até a
fase critica e consecutivamente a sua precipitacao. Desta forma, a caseina fosfopeptidica
permite a estabilizacdo do fosfato de calcio amorfo (Divyapriva et al. , 2016).

A combinagdo do CPP-ACP com flior tem como vantagem aliar a disponibilidade
dos ides fluor, aos ides calcio e fosfato, ja existentes no CPP-ACP. Desta maneira,
possibilita uma melhoria na remineralizagdo, como foi concluido num estudo de
comparagdo da remineralizagdo entre o CPP-ACP ¢ o CPP-ACFP com 900 ppm de
fltor (Divyapriva et al. , 2016; Srinivasan, Kavitha & Loganathan, 2010).
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Influéncia da remineralizagdo de esmalte dentario erodido com nanocomplexos fluoretados derivados da caseina
(CPP-ACFP) nas forgas adesivas de restauragdes diretas

1.3. Formas de apresentacio do CPP-ACFP:

Os nanocomplexos fluoretados derivados da caseina foram introduzidos no
mercado pela Universidade de Melbourne, pela Victorian Dairy Industry Authority e
ainda pela Abbotsford e a Bonlac Foods Limited, na Australia. Os CPP-ACFP
apresentam diferentes formas de apresentacdo, tais como: pastilha elastica, colutdrio,

gel topico, dentifrico e ainda em bebidas energéticas (Divyapriva et al. , 2016).

Os CPP-ACFP apresentam contra-indicagdes, como o uso em pacientes que
apresentem alergia a proteina do leite, dado que este produto ¢ derivado do leite

(Divyapriva et al. , 2016).

1.4. Aplicacdes clinicas:
1.4.1. Carie dentaria:

A carie dentaria ¢ uma doenca oral de alta prevaléncia, que consiste na
desmineralizacdo progressiva do tecido dentario, que ocorre com o metabolismo dos

hidratos de carbono realizado pelos microorganismos da placa bacteriana (Llena, Leyda
& Forner, 2015).

A remineralizag¢do das lesdes de carie requer uma terapia prolongada. Os agentes
de remineralizacdo terdo de ser aplicados periodicamente, ter uma durag¢do prolongada
ou apresentarem uma alta substantividade, que consiste na capacidade de um agente
permanecer na cavidade oral e de se libertar lentamente, mantendo os niveis
terapéuticos. Neste caso, ¢ conseguida através das interagdes entre as proteinas salivares
que constituem a pelicula adquirida dentaria e a caseina fosfopeptidica (Cross et al. ,
2007; Sala & Garcia, 2013).

Os nanocomplexos fluoretados derivados da caseina apresentam ainda um
potencial anticariogénico, gracas a inibicdo da adesdo das bactérias, tais como a
Streptococcus mutans e a Streptococcus sobrinus. Desta forma, neutralizam e
favorecem a remineralizacdo. Além disso, as concentragdes extracelulares de calcio
livre, apresentam propriedades bacteriostaticas e bactericidas, que inibem a adesdo entre

as células bacterianas (Divyapriva et al. , 2016).
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1.4.2. Pos branqueamento:

O branqueamento dentario com peroxido de carbamida pode ter varios efeitos
adversos na estrutura dentaria tal como, a diminui¢do da microdureza do esmalte. Se
esta for acompanhada pelo consumo de bebidas como o cha ou o vinho pode levar, com
uma maior frequéncia, ao aparecimento de manchas na superficie de esmalte

branqueado (Moosavi & Darvishzadeh, 2016).

Para evitar o aparecimento de manchas ap6s o branqueamento dentario, pode-se
proceder a aplicagdo de nanocomplexos fluoretados derivados da caseina, que
remineralizam o esmalte permitindo uma melhor estabiliza¢do da cor (Reema, Lahiri &

Roy, 2014).
1.4.3. Hipersensibilidade dentinaria:

A hipersensibilidade estd associada a exposi¢do dos tubulos dentinarios e ¢
caracterizada por uma dor aguda de curta duragdo como resposta a um estimulo térmico,
mecanico, quimico ou osmdtico, ndo associada a nenhuma patologia (Mahesuti, Duan,

Wang, Cheng & Matis, 2014).

Os nanocomplexos fluoretados derivados da caseina sdo eficazes no tratamento da
hipersensibilidade dentindria, dado que ocluem os tubulos dentinarios expostos (Reema

etal., 2014).
1.4.4. Erosao dentaria:

A erosdo dentaria ¢ causada pelo contacto direto com 4acidos extrinsecos ou
intrinsecos a pH baixo, porém ¢ modificada por factores biologicos e comportamentais
(Wiegand & Attin, 2014).

Os nanocomplexos fluoretados derivados da caseina proporcionam altas
concentragdes de calcio, fosfato e flior, o que possibilita retardar a perda do tecido

dentario e favorecer a remineralizacdo das lesdes de erosdo (Wiegand & Attin, 2014).
1.4.5. Outras aplicacgdes:

Os CPP-ACFP podem ser incorporados no cimento de iondmero de vidro
proporcionando uma melhor restauracdo, devido a melhoria do potencial

anticariogénico (Reema et al. , 2014).
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Além disso, podem ser também adicionados aos selantes de resina, permitindo
uma maior capacidade de remineralizacdo das lesdes de esmalte subsuperficiais,
possibilitada por uma sobresaturagdo dos ides calcio e fosfato que favorecem a

formacao dos cristais de hidroxiapatite (Reema et al. , 2014).

De forma a facilitar a compreensdo do mecanismo envolvido no processo de
remineralizacdo do esmalte, da qual fazem parte os cristais de hidroxiapatite, sera

descrita mais aprofundadamente a sua composi¢ao no proximo capitulo.

2. ESMALTE E A SUA COMPOSICAO

O esmalte constitui a camada externa da coroa do dente, onde ocorrem constantes
mudangas, devido aos processos de desmineralizagdo e remineralizacdo (Jayasudha,

Baswaraj, Navin & Prasanna, 2014).

O esmalte ¢ constituido por uma parte inorganica, cerca de 96%, de cristais de
hidroxiapatite e por uma parte organica formada por agua e pelos produtos derivados da
amelogenina, correspondendo a 4% da sua composic¢ao. Os cristais de hidroxiapatite no
esmalte, encontram-se organizados numa microestrutura, ¢ compdem os prismas de
esmalte que possuem um didmetro de 3-5 pm (Jayasudha et al. , 2014; Miyazaki et al. ,
2014). Estes prismas encontram-se rodeados pela substincia interprismatica, que
apresenta uma orientagdo diferente dos cristais de hidroxiapatite, e consequentemente
uma maior susceptibilidade a dissolucdo acidica. Na erosdo dentaria, o ido hidrogénio
(H") do acido atinge a superficie dentaria e promove a dissolugio acidica, que se inicia
no esmalte interprismatico, atingindo posteriormente o esmalte intraprismatico,
conferindo o padrao de favo de mel (Heymann, Swift, & Ritter, 2013 ; Lussi & Jaeggi,
2008).

Os cristais de hidroxiapatite podem ser representados pela seguinte formula
quimica, Ca;o(PO4)s(OH),, sendo constituidos por ides calcio (Ca™"), fosfato (PO4”) e
hidroxilo (OH"). Estes ides podem ser libertados para a solugdo envolvente, processo
conhecido por dissolu¢do e por outro lado podem migrar da solugdo para contribuirem
para o crescimento dos cristais de hidroxiapatite. O equilibrio entre a taxa de dissolugdo
e taxa de crescimento dos cristais, ¢ conseguido quando a solucdo esta saturada em ides
calcio e fosfato em relacdo a hidroxiapatite. Em caso de erosdo dentéria, ocorre um

aumento da taxa de dissolu¢do e uma diminui¢do da taxa de crescimento dos cristais,

18



Introdugdo

dado que a solugdo, neste caso a saliva, encontra-se insaturada em relacdo a
hidroxiapatite. Pelo contrario, na remineralizacdo dentaria o crescimento dos cristais ¢
favorecido, dado que a solugdo ¢ sobressaturada em ides calcio e fosfato em relagdo a

hidroxiapatite (Shellis, Featherstone & Lussi, 2014).

O mecanismo de formagdo do esmalte ainda ndo ¢ totalmente conhecido, porém
sabe-se que a amelogenina tem um importante papel no crescimento por alongamento

dos cristais de hidroxiapatite (Kwak, Litman, Margolis, Yamakoshi & Simmer, 2017).

O esmalte maduro, ao contrario de outros tecidos mineralizados como a dentina e

0 0ss0, ¢ acelular e ndo apresenta capacidade de auto-regeneracdo (Jayasudha et al. ,
2014).

2.1. Esmalte bovino:

Na maioria dos estudos in vitro de materiais dentarios, sdo utilizados dentes
humanos extraidos. Porém, estes apresentam algumas limitacdes, tais como: a
dificuldade de obtencdo de dentes em quantidade suficiente e em boa qualidade, dado
que muitos apresentam caries extensas. Além disso, a dificuldade de homogeneidade da

amostra, o risco de infe¢do e questdes éticas levam também a restricio do seu uso

(Teruel, Alcolea, Hernandez & Ruiz, 2015).

Assim, comegaram a surgir substratos alternativos de outros mamiferos, tais como
primatas, ovinos, suinos € bovinos. O principal critério de escolha do substrato esta
relacionado com uma maior semelhanga da estrutura fisico-quimica e das caracteristicas

bioldgicas com o dente humano (Teruel et al. , 2015).

O esmalte bovino ¢ o substituto de eleicdo do esmalte humano em investigagdes in

vitro, visto que apresenta uma estrutura quimica mais semelhante (Teruel et al. , 2015).

No entanto, o esmalte bovino ¢ mais poroso, fragil e apresenta um menor
contetdo mineral que o esmalte humano. Além disso, o esmalte bovino apresenta um
menor conteido de esmalte interprismatico e uma melhor definicdo dos prismas de
esmalte, comparativamente com o esmalte humano, como pode ser observado na figura

2 (Fonseca et al. , 2008; Rios et al. , 2006).
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Figura 2- Imagens obtidas em microscopia de varrimento eletronico para comparar prismas de
esmalte bovino (A) com humano (B) (Adaptado de Fonseca et al., 2008).

Porém, o esmalte bovino pode ser utilizado em estudos de erosdo e abrasdo, sem

se encontrarem diferencas absolutas relevantes (Wiegand & Attin, 2011).

3. EROSAO DENTARIA

3.1. Definicao:

A erosdo dentaria é definida como a perda de tecido dentario, causada por um

processo quimico que ndo envolve a presenca de bactérias (Buzalaf et al. , 2012).

3.2. Etiologia:

A erosdo dentéria pode ser classificada como intrinseca ou extrinseca de acordo
com o seu fator etiologico. A erosdo intrinseca, encontra-se relacionada com condi¢des
patoldgicas, tais como: anorexia, bulimia e refluxo gastroesofagico, em que o acido
gastrico € o principal fator etioldgico. A erosdo extrinseca estd associada a dieta, ou
melhor, ao aumento do consumo de bebidas desportivas e sumos, como por exemplo
limonadas. Além disso, encontra-se também relacionada com o consumo de
medicamentos, como os broncodilatadores, que possuem um pH baixo, os suplementos
de ferro, a vitamina C e o acido acetilsalicilico. Sendo também importante realcar os
fatores ambientais, como a exposi¢do prolongada a agua da piscina incorretamente
tratada, no caso dos nadadores profissionais, ou a exposi¢do ao acido sulfurico em
individuos envolvidos na area da microbiologia (Hannig et al. , 2007; Sala & Garcia,

2013).

3.3. Histologia:

A desmineralizagdo do esmalte, provocada por erosdo, ¢ um processo centripeto

que promove a perda parcial dos minerais, presentes na superficie dentiria. Com a
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progressdo dos ataques erosivos, ocorre a perda massiva de minerais, enquanto que a
superficie restante, continua a apresentar uma desmineralizacdo parcial. Esta
desmineralizacdo parcial, conduz a diminui¢do da microdureza, formando a softened
layer. Esta camada, apresenta uma espessura de 2-5 um e persiste em erosdes severas,
conseguindo manter a sua espessura ¢ microdureza estaveis. Porém, a softened layer
apresenta uma alta susceptibilidade a abrasdo, como por exemplo na escovagem
dentaria, que pode provocar a perda do tecido dentario desmineralizado superficial

(Attin, 2006; Lussi, Schlueter, Rakhmatullina & Ganss, 2011).

3.4. Caracteristicas clinicas:

Clinicamente, as lesdoes de erosdo sdo arredondadas e lisas e encontram-se
localizadas coronalmente em relagdo a juncdo amelocimentdria, como pode ser

observado nas figuras 3 e 4 (Ganss & Lussi, 2014).

Figura 3- Lesdes de erosdo oclusais (Adaptado de Ganss
& Lussi, 2014)

Figura 4 — Lesdes de erosdo vestibulares severas (Adaptado
de Ganss & Lussi, 2014)
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Além disso, estas lesdes nos dentes posteriores sdo caracterizadas por defeitos
concavos e quando severas, em dentes com restauracdes a amalgama, caracterizam —se

pelo aparecimento das chamadas amalgam islands (Hilton, Ferracane & Broome, 2013).

A localizagdo destas lesdes por vezes facilita o clinico na determina¢do do seu
fator etioldgico. Lesdes nas superficies palatinas dos dentes do maxilar superior e nas
superficies oclusais dos dentes posteriores, sdo indicativas de ter como fator etiologico,
o0 acido géastrico. Lesdes em forma de meia lua ou arredondadas nas faces vestibulares,
sdo caracteristicas de ter como fator etiologico, agentes acidicos exdgenos, como por

exemplo a limonada (Heymann et al. , 2013; Hilton et al. , 2013).

3.5. Fatores predisponentes:

Na erosdo dentdria existem vdarios fatores predisponentes: fatores quimicos,
bioldgicos e comportamentais, que se interrelacionam, como se encontra ilustrado na
figura 5. Dos fatores quimicos, ¢ importante real¢ar o conteudo dos alimentos em ides
calcio e fosfato, que dificultam a dissolugdo acidica. A saliva, ¢ um fator biologico
muito importante dado que promove mecanismos de defesa contra a erosdo, que se
encontram descritos aprofundadamente na sec¢do 4.4.. Por fim, dos fatores
comportamentais, ¢ importante destacar o consumo excessivo de bebidas e alimentos

acidicos, que ocorre atualmente (Lussi & Jaeggi, 2008).

A compreensdo destes fatores permite adoptar medidas preventivas, e também

medidas terapéuticas (Lussi & Jaeggi, 2008).
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Figura 5- Fatores de risco para erosdo dentaria (Adaptado de Lussi, Schlueter,
Rakhmatullina & Ganss, 2011).
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Contudo, ¢ de salientar que as lesdes de desgaste, ou desgaste erosivo, sdo de uma
forma geral de origem multifatorial, resultando ndo s6 da erosdo dentaria, mas de uma

combinagdo de varios fatores: erosao, abrasao ¢ atricao (Hilton et al. , 2013).

Para avaliar o desgaste dentario ex vivo, € essencial recorrer a determinacao das
alteracdes micromorfolégicas do esmalte, causadas pela erosdo ou pela erosio em
combinagdo com a abrasdo. A fim de, determinar estas alteracdes ¢ necessario utilizar
métodos tais como, a microscopia de forca atomica (AFM), a rugosidade
microradiografica, a microscopia eletronica de varrimento (SEM), a profilometria de

superficie e por fim, a analise da microdureza (Passos & Santiago, 2014).

Este ultimo método, serd aprofundado no proximo capitulo dado que foi a

técnica utilizada no presente estudo.

4. TESTE DE MICRODUREZA DE VICKERS

A microdureza consiste no valor de resisténcia do esmalte ou da dentina contra a
deformagdo plastica, podendo ser utilizada para a determinagdo das alteragdes

micromorfoldgicas do esmalte apds a erosdo (Passos & Santiago, 2014).

Desta forma, ¢ possivel recorrer a testes de microdureza, que se baseiam na
realizacdo de uma indenta¢do na superficie dentaria, cujo didmetro corresponde ao valor
da microdureza. Este método apresenta vantagens tais como: o baixo custo e o facto de

ser uma técnica ndo destrutiva (Passos & Santiago, 2014).

O teste de Vickers ¢ um exemplo de teste de microdureza, tendo como principal
caracteristica a ponta diamantada com forma tetra-piramidal (Fig. 6). Neste caso, a
determinagdo da microdureza, ¢ realizada através da obtencdo da média das medidas das
diagonais da indentagdo, de base quadrada. O VHN (Vickers Hardness Number), é
obtido através do quociente entre o produto da constante (1,854), com a forca da
indentacdo (kgF) e o quadrado da média aritmética das diagonais (mm), D1 e D2 da

indentacdo (O'Brien, 2008; Passos & Santiago, 2014).

VHN = 1,854 x Forca da indentacdo

(Média aritmética das diagonais)’
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Figura 6- Forma tetra-piramidal da ponta diamantada (Adaptado de Anausavice, Shen & Rawls, 2013).

Os estudos ex vivo, tendem a obter um valor de desgaste dentario aumentado,
devido a auséncia de fatores biologicos modificadores como a saliva, que apresenta um
papel fulcral na prevencdo da erosdo dentaria (Wiegand & Attin, 2011), e como tal sera

descrita mais aprofundadamente no préximo capitulo.

S. SALIVA

5.1. Definic¢ao:

A saliva ¢ um fluido relativamente viscoso que cobre todas as superficies da
cavidade oral, & exce¢do do sulco gengival. E secretada pelas glandulas major (parétida,
submandibular e sublingual) e por numerosas glandulas minor, apresentando duas

componentes: organica e indrganica (Buzalaf et al. , 2012; Sala & Garcia, 2013).

5.2. Composicao da saliva:

Na componente inorganica da saliva, ¢ de realcar a importancia do bicarbonato,
que confere a sua capacidade tampao, e ainda os ides calcio e fosfato que permitem a
manuten¢do do equilibrio entre os processos de desmineralizagdo/ remineralizagdo

(Buzalafet al. , 2012).

A componente organica ¢ formada por hidratos de carbono e lipidos, em menor
quantidade, e ainda proteinas, glicoproteinas e péptidos. E de salientar a importancia das

mucinas salivares, que contribuem muito significativamente para a protecao do esmalte
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contra a erosdo dentaria. As mucinas sdo glicoproteinas, que atuam como aglutininas
naturais, dado que possuem recetores para multipos microorganismos. Além disso,
ligam-se a toxinas e ainda, interagem com as células hospedeiras (Buzalaf et al. , 2012;
Sala & Garcia, 2013). Em casos de atri¢do, as mucinas apresentam um papel crucial,
dado que diminuem as forcas de friccdo, revestindo as superficies de desgaste e as

particulas resultantes da atri¢do e atuando deste modo como lubrificantes (Shellis &
Addy, 2014).

5.3.  Pelicula adquirida:

A pelicula adquirida, ¢ um biofilme que cobre os tecidos moles e duros da
cavidade oral e ndo possui bactérias, formando-se poucos minutos apds a escovagem
dentaria. Esta pelicula salivar, tem origem no contacto da saliva com o esmalte e ¢
formada por duas camadas: uma camada basal mais densa e uma camada globular mais
complexa e heterogénea. Em primeiro lugar, as proteinas e os péptidos aderem a
superficie do esmalte dentario, formando a camada basal. De seguida, ocorre a adsor¢ao
de mais proteinas, através de interagdes proteicas, o que conduz a formagdo da camada
globular (Carvalho, Baumann & Lussi, 2016; Lussi & Jaeggi, 2008 ; Sala & Garcia,
2013).

A presencga desta pelicula apresenta um papel fundamental na prevencgao da erosdao
dentaria, dado que previne o contacto direto entre o dcido e a superficie dentaria, como

pode ser observado na figura 7 (Carvalho et al. , 2016; Hara & Zero, 2014).

0 0.2 pim

Figura 7- Imagens obtidas de microscopia de transmissédo eletronica para mostrar a capacidade
de proteg@o de uma pelicula adquirida de 2horas (a), apds sofrer um ataque acido. Na imagem b
podemos observar uma dissolugéo parcial, mas ndo total da pelicula adquirida (Adaptado de
Hara & Zero, 2014).
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5.4. A importancia da saliva na prevencio da erosio:

A saliva ¢ o fator biologico mais importante na prevenc¢ao da erosdo dentaria, dado
que possui a capacidade de neutralizar diretamente o agente erosivo, possibilita a
formacao da pelicula adquirida, e ainda a reducdo da desmineralizagdo saturando o meio
em 1des calcio, fosfato e fluor, ides estes que estardo também disponiveis para a

remineralizacdo do esmalte e dentina erodidos (Hara & Zero, 2014).

A saliva possui assim, a capacidade de atuar em trés diferentes fases: antes da
erosdo, durante a erosdo e apds a erosdo. Antes da erosdo, podera ocorrer o aumento da
taxa de fluxo salivar através de estimulos extra-orais, como por exemplo o odor e a
visdo, facilitando a neutralizagdao do agente erosivo. Durante a erosdo, verifica-se nao so6
o aparecimento de estimulos como a mastiga¢do, que também irdo contribuir para a
neutralizacdo dos agentes erosivos, mas também a prote¢ao da superficie dentaria que ¢é
conferida pela pelicula adquirida e a saturagdo do meio com ides reduzindo a
desmineralizacdo, como explicado anteriormente. Por fim, apds a erosdo, a saliva ¢
responsavel principalmente pela remineralizacdo do esmalte erodido, através do ides
calcio e fosfato, e ainda pelos ides flior que possibilitam um aumento substancial do

efeito anti-erosivo (Hara & Zero, 2014).

6. REMINERALIZACAO

6.1. Definicao:

A remineralizagdo dentaria ¢ um processo que requer a presenca de cristais de
hidroxiapatite parcialmente desmineralizados, que na presenga de solucdes
sobresaturadas em relacdo a apatite, sdo capazes de crescer em tamanho (Fejerskov,

Nyvad & Kidd, 2015).

O conhecimento dos mecanismos de remineralizacdo/desmineralizacdo ¢ essencial
para o desenvolvimento de novas terapias, capazes de reverter o processo de

desmineralizacao (Neel et al. , 2016).
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6.2. Remineralizacio com fluoreto de sédio:

O fluoreto de sodio contém ides de fluor, que substituem os grupos hidroxilo nos
cristais de hidroxiapatite, formando cristais de fluorapatite. Estes cristais apresentam
uma menor solubilidade do que a hidroxiapatite, reduzindo a taxa de dissolucdo em

acidos (Shellis et al. , 2014).

Além disso, o flior influencia o crescimento dos cristais e a precipitacao,
nomeadamente através da aceleragdo da transformacdo de intermediarios, como o
fosfato de octacédlcio. Desta forma, o fllor apresenta um papel importante na

remineralizacao de lesdes erosivas (Shellis et al. , 2014).

No entanto, em investigacdes ja realizadas foi demonstrado que o fluoreto de
sodio apresenta um efeito anti- erosivo limitado, tal como outros compostos fluoretados
monovalentes (Huysmans, Young & Ganss, 2014 ; Oliveira, Scaramucci, Nogueira,

Simodes & Sobral, 2015).

6.3. Remineraliza¢ao com CPP- ACFP :

Tal como foi explicado anteriormente nesta tese, os nanocomplexos fluoretados
derivados da caseina sdo constituidos pela caseina fosfopeptidica (CPP) e por
complexos amorfos de calcio, fosfato e flior (ACFP). A caseina, derivada do leite, tem
como principal fun¢do, garantir a biodisponibilidade dos ides célcio, fosfato e flaor. A
presenga destes ides em sobresaturacdo € essencial para garantir a prevencdo da
desmineralizacdo e o aumento do processo de remineralizagdo dentéria (Alencar et al. ,

2014).

Porém a sua capacidade remineralizante e preventiva em erosdo dentaria,
apresenta resultados controversos, dado que alguns estudos demonstraram em analises
microscopicas um efeito anti-erosivo, através da formagdo de agregados e/ou
precipitados na superficie dentdria, enquanto que outros estudos ndo demonstraram

nenhum efeito remineralizante, nem preventivo (Wiegand & Attin, 2014).

Um dos estudos que demonstrou um efeito anti-erosivo comparou trés grupos:
agua (controlo), pronamel (fluor) e tooth mousse (CPP-ACP), submetidos a um ciclo de
erosdo/ remineralizagdo, composto por um periodo de remineralizagdo de 15 minutos e
por um periodo de erosdo com uma solu¢do de acido citrico a 0,2% durante 1 hora.

Sendo posteriormente efetuada a medi¢do do esmalte perdido através de profilometria.
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Verificou-se, uma diminuicdo da erosdo do esmalte nos grupos pronamel e tooth
mousse (CPP-ACP) estatisticamente significativa comparativamente com o grupo de
controlo. Porém nao foi observada uma diferenga estatisticamente significativa entre os

grupos pronamel e tooth mousse (Rees, Loyn & Chadwick, 2007).

Por outro lado, um dos estudos que ndo demonstrou nenhum efeito
remineralizante comparou cinco grupos: controlo (sem tratamento); CPP-ACP, Fluoreto
de so6dio; CPP-ACP com fluor; Fluoreto de amina. Estes foram sujeitos a seis ciclos de
erosdo por dia com uma soluc¢do de acido citrico a 1% durante 30 segundos e a dois
periodos de remineralizagdo por dia durante 120 s, com o respetivo agente
remineralizante, em saliva artificial. Posteriormente foram obtidos os valores de esmalte
dentario perdido com recurso a profilometria ap6s 7 e 14 dias. Em termos de resultados,
o fluoreto de amina, apresentou o valor mais baixo de perda de esmalte dentario, ndo
havendo diferencas estaticamente significativas entre os restantes grupos (Lennon et al.
, 2006).

Além da capacidade de remineralizacdo dos agentes remineralizantes, ¢ também
essencial investigar a influéncia que estes agentes poderdo ter na adesdo, uma vez que
em alguns casos se tem também de intervir com restauracdes adesivas. Este tema sera

abordado mais aprofundadamente no préximo capitulo.

7. ADESAO

7.1. Definicao:

A adesdo estd intimamente relacionada com as interagdes moleculares presentes
na interface entre os materiais envolvidos, podendo ser fisica, quimica ou mecanica.
Para que a adesdo ocorra ¢ essencial a presenca de trés elementos: o aderente, o adesivo

e uma ou mais interfaces (Marshall, Bayne, Baier, Tomsia & Marshall, 2010).

7.2. Adesao ao esmalte:

Tal como descrito anteriormente na sec¢ao 2, o esmalte ¢ constituido por cristais
de hidroxiapatite, organizados numa microestrutura que permite o ataque acido

(Miyazaki et al. , 2014).

28



Introdugdo

Apoés o ataque acido, as superficies do esmalte podem apresentar trés tipos de
padrdes : o tipo 1, em que a dissolucdo ocorre preferencialmente nos nucleos dos
prismas de esmalte, o tipo 2, no qual a dissolucdo ocorre principalmente na periferia dos
prismas e por fim, o tipo 3, em que a dissolugdo ¢ aleatéria. Em 1970, os tipos 1 e 2
eram considerados os padrdes de ataque acido ideais, conferindo uma melhor unido
micromecanica. Enquanto que, atualmente segundo estudos clinicos morfologicos, foi
demonstrado que o padrao ideal ocupa apenas uma pequena propor¢ao relativamente a
area de esmalte que sofreu o ataque acido. Desta forma, verificou-se que o padrdo ideal
de ataque 4cido, observado em laboratério, possivelmente ndo apresenta relevancia

clinica (Zhu, Tang, Matinlinna & Hagg, 2014).

O uso do 4cido ortofosforico, possibilita o aumento da energia de superficie, a
criacdo de microporosidades, que promovem a retencdo mecanica, € também a
desmineralizacdo dos cristais de hidroxiapatite. De seguida, os mondémeros de resina
irdo penetrar nas microporosidades, permitindo uma unido micromecanica (Miyazaki et

al., 2014).

7.3. Adesao a dentina :

Ao contrario da adesdao ao esmalte, a adesdo a dentina continua a ser um desafio,
devido as suas caracteristicas bioldgicas tais como: o alto contetido organico, a estrutura
tubular constituida pelos processos odontoblasticos e a constante humidade gerada pelo
fluido dentinario, pela pressdo intratubular e a permeabilidade dentinéria. Esta Gltima ¢
reduzida apos a formagdo da smear layer que preenche os orificios dos tubulos

dentinarios, criando smear plugs (Manuja, Nagpal & Pandit, 2012).

O uso do 4cido ortofosforico na dentina leva a remocdo da smear layer, a
desmineraliza¢do de 3 a 5 um de dentina superficial e ainda, a criagdo de uma forma em
funil dos tubulos dentinérios. Esta ultima, ¢ possivel gracas a presenca de um maior
conteido mineral na dentina peritubular do que na dentina intratubular. Este ataque
acido confere a dentina uma estrutura porosa, que possibilita a infiltragdo dos

componentes adesivos (Hilton et al. , 2013).

7.4. Metodologias de adesao:

Os diferentes sistemas adesivos sdo classificados de acordo com a forma como

interagem com a smear layer e podem ser observados na figura 8. A smear layer resulta
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da instrumenta¢do da superficie dentdria com instrumentos mecanicos ou manuais,

sendo constituida essencialmente por hidroxiapatite e colagénio desnaturado (Miyazaki
etal.,2014).

Enquanto que, os sistemas Etch-and-Rinse removem a smear layer, os sistemas
Self-Etch apenas dissolvem a smear layer (Marshall et al. , 2010; Miyazaki et al. ,
2014).

Three-step
system — Primer
Eichandfinse | === ciiiccecceccicccccecscsscmsscacccccaccssccsssssacscsnnnan
system
Self
P | ciming
resin
—  Two-step
—  syslem
Seff-etch
system
Single-step
system

Figura 8- Classificagdo dos sistemas adesivos (Adaptado de Miyazaki, Tsujimoto, Tsubota,
Takamizawa, Kurokawa & Platt, 2014).

7.4.1. Sistema Etch-and-Rinse:

O sistema Etch-and-Rinse pode ser dividido em sistemas de dois e trés passos.
Nos sistemas de trés passos, o acido, o primer € o bond sdo aplicados separadamente,
enquanto que nos sistemas de 2 passos, o primer € o bond sdo aplicados apenas num
passo, o que permite uma simplificagdo da técnica e uma diminuicdo do numero de

passos clinicos (Miyazaki et al. , 2014).

Em primeiro lugar, ¢ efetuado o condicionamento acido com acido ortofosforico,
que na dentina, conduz a desmineralizagdo dos cristais de hidroxiapatite e
consequentemente ao colapso das fibras de colagénio, o que aumenta a permeabilidade

dentinaria. De seguida, os mondmeros de resina penetram nas fibras de colagénio e
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preenchem os espagos resultantes da desmineralizacdo da hidroxiapatite. Por fim, os

monomeros de resina sdo polimerizados resultando na formacdo da camada hibrida

(Miyazaki et al. , 2014).

Atualmente, o sistema Efch-and-Rinse de 3 passos continua a ser considerado o
“gold-standard” da adesdo, gracas ao ataque acidico com &cido ortofosforico e a

penetragdo no substrato dentindrio (Miyazaki et al. , 2014; Van Meerbeek et al. , 2010).

7.4.2. Sistema Self-Etch:

O sistema Self-Etch, pode ser dividido em dois passos ou num passo. No primeiro,
o primer ¢ o bond sdo aplicados separadamente, enquanto que no segundo, sdo
aplicados simultaneamente. A utilizagdo do primer (hidrofilico) e do bond (resina
hidrofébica) em dois passos, torna a interface mais hidrofobica, o que ird permitir um
melhor selamento e consequentemente uma maior durabilidade (Van Meerbeek et al. ,

2010).

Ao contrario do sistema Etch-and-Rinse, no sistema Self-Etch ¢ dispensada a etapa
do ataque acido, dado que estes sistemas possuem monoémeros acidicos funcionais, ou
seja, o acido encontra-se incorporado no primer. Estes monomeros acidicos, dissolvem

a smear layer, criando uma zona interdifusa fina e consequentemente uma verdadeira

camada hibrida (Miyazaki et al. , 2014).

Além disso, alguns Self-Etch apresentam o monomero 10-MDP (10-
metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato), que permite uma ligacdo quimica potencial ao
calcio da hidroxiapatite residual. Possibilitando assim, uma maior resisténcia a
degradagdo hidrolitica e um melhor selamento das margens da restauracdo (Manuja et

al., 2012).

No sistema Self-Etch, verificou-se ndo s6 uma diminuicdo da sensibilidade pos
operatoria mas também da sensibilidade técnica, o que resulta num melhor desempenho

clinico (Miyazaki et al. , 2014).

7.4.3. Sistemas Multi-modo:

Os sistemas multi-modo s3o considerados sistemas adesivos de ultima geragdo,

dado que aliam o conceito de “all-in-one” do self-etch de um passo, com a versatilidade
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de adaptacdo a diferentes situagdes clinicas, dado que podem ser utilizados como self-
etch ou etch-and-rinse. Além disso, estes sistemas podem ser usados como silanos em
ceramicas e restauragdes indiretas em compdsito, € ainda como primers em ligas
metalicas ¢ em 6Oxido de zirconia (Vermelho, Reis, Ambrosano & Giannini, 2017;

Wagner, Wendler, Petschelt, Belli & Lohbauer, 2014).

Estes sistemas possuem mondmeros de 10-MDP, que permitem ndo sé a unido
quimica aos cristais de hidroxiapatite, mas também a formagdo de nanolayers com
propriedades hidrofébicas, que protegem a camada hibrida da degradagdo hidrolitica

(Wagner et al. , 2014).

, . . ™
Além disso, alguns destes sistemas, como por exemplo o Scotchbond
Universal, apresentam ainda um copolimero de &4cido polialquenoico, que também

promove uma ligacdo quimica aos cristais de hidroxiapatite (Vermelho et al. , 2017).

8. RESTAURACOES DIRETAS

Atualmente, as resinas compostas sdo comumente utilizadas, apresentando
vantagens como boas propriedades estéticas, uma boa durabilidade e ainda o facto de
possuirem uma técnica conservadora e poderem ser facilmente reparaveis. Porém
também apresentam algumas desvantagens, como a fratura, o desgaste e a
microinfiltragdo resultante da contragdo de polimerizagdo (Davari, Daneshkazemi,

Behniafar & Sheshmani, 2014 ; Heymann et al. , 2013).

As restauragdes diretas em composito possuem varias aplicagdes clinicas como :
restauragoes classes I, 11, III, IV, V e VI, buildups, selantes, facetas, encerramento de
diastemas e cimentos para restauragdes indiretas. Por outro lado, também apresentam
contraindicacdes, tais como na impossibilidade de isolamento do campo operatorio e

também em restauragdes extensas (Heymann et al. , 2013).

Para a reabilitacdo dentdria além da restauragdes diretas, pode-se também
recorrer a restauracdes indiretas, que sdo realizadas em laboratorio a partir de uma
réplica em gesso do preparo dentdrio ou através de CAD-CAM, ilustradas na figura 9

(Heymann et al. , 2013).
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As restauracoes indiretas estdo indicadas em casos de elevada necessidade estética
e ainda em restauragdes extensas. E estdo contra-indicadas em situagdes de forgas
oclusais excessivas, de preparos subgengivais profundos e aquando da incapacidade de

manter um isolamento adequado (Heymann et al. , 2013).

Para uma escolha adequada do material restaurador e da técnica, ¢ necessario ter
como base varios fatores, tais como: o tamanho da lesdo e a etiologia, a estética, o
estado periodontal e endodontico, o numero de dentes afetados, e por fim a colaboragio

do paciente (Smithson, Newsome, Reaney & Owen, 2011).

Figura 9- Reabilitagdo com restauragdes indiretas de um paciente com erosdo intrinseca (Adaptado de
Gierthmuehlen & Steger, 2016).

Idealmente, a adesdo a estrutura dentaria, deve conferir retencdo, selamento

marginal, durabilidade clinica e deve ser facil de executar (Armstrong et al. , 2017).

A fim de avaliar e melhorar as técnicas de adesdo ¢ essencial recorrer a testes in
vitro que oferecem dados fidveis ndo s6 para o desenvolvimento dos materiais, mas

também para a avaliacdo das varidveis experimentais (Armstrong et al. , 2017).

Estes testes possibilitam a medi¢do da forca de adesdo entre o adesivo e o esmalte
e/ou dentina, com configuracio macro ou micro. Na primeira, a area de adesdo ¢
superior a 3 mm e pode ser medida em cizalhamento, macrotra¢do ou com um protocolo
push-out. Enquanto que, na configuragdo micro, a area de adesdo ¢ igual ou inferior a 1
mm e o teste mais utilizado € o teste de microtracdo (WTBS) (Van Meerbeek et al. ,

2010).
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9. TESTE DE MICROTRACAO

O teste de microtragdo (WTBS) ¢ considerado o teste standard da avaliacdo da
forca de adesdo entre os materiais restauradores € os substratos dentdrios (esmalte e
dentina). Além disso, ¢ bastante versatil e apresenta vantagens, tais como o facto da
fratura das amostras ocorrer maioritariamente na interface adesiva, a capacidade de
testar amostras pequenas, que podem ser analisadas através da microscopia oOtica de
varrimento. E ainda, a capacidade de obter multiplas amostras a partir de um tnico

dente (Castro, Sadek, Batitucci & Miranda, 2014; Van Meerbeek et al. , 2010).

Por outro lado, o teste de microtracdo exige uma etapa laboratorial mais longa,
para a preparacdo de micro-amostras (Figura 10) e ainda, sensibilidade técnica. Sendo
também importante realcar como desvantagens, a sensibilidade e a fragilidade das
amostras, que podem sofrer desidratacdo (Castro et al. , 2014; Van Meerbeek et al. ,

2010).
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'|
\
3

|
L

Figura 10- Preparacdo das amostras para o teste de microtragdo (LTBS) (Adaptado de Chang &
Shin, 2010).
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IL. OBJETIVOS

Este estudo apresenta os seguintes objetivos :

1. Avaliar a capacidade de remineraliza¢do do esmalte erodido com uma pasta de
CPP-ACFP e uma pasta de fluoreto de sodio
2. Avaliar a influéncia da remineralizagdo prévia do esmalte nas forcas de adesao

de restauragoes diretas

1.1.  Hipoteses experimentais :

1.1.1. Hipoteses nulas :

* A capacidade de remineralizagdo do esmalte erodido com pasta de CPP-ACFP

ndo difere da capacidade de remineraliza¢do com pasta de fluoreto de sddio

e As forcas de adesdo de restauracoes diretas a esmalte erodido remineralizado
com pasta de CPP-ACFP ou pasta de fluoreto de sodio sdo iguais as forgas de

adesao de restauragdes diretas a esmalte erodido ndo remineralizado

1.1.2. Hipdteses alternativas:

* A capacidade de remineraliza¢do de esmalte erodido com pasta de CPP-ACFP

difere da capacidade de remineralizacdo com pasta de fluoreto de sodio

* As forcas de adesdo de restauracoes diretas a esmalte erodido remineralizado
com pasta de CPP-ACFP ou pasta de fluoreto de sddio sdo diferentes das forcas de

adesao de restauracdes diretas a esmalte erodido ndo remineralizado
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1. Recolha e preparacgio das amostras :

Foram recolhidos quarenta incisivos de bovino
(Fig.11) a partir de vinte mandibulas, fornecidas pelo
Matadouro Regional de Mafra (autorizagdo da Comissdo
de Etica-anexo III), sendo excluidos os dentes que
apresentassem lesdes de esmalte. Para proceder a
extragdo dos dentes, recorreu-se a utilizacdo de
sindesmodtomo, alavanca e boticao.

De seguida, foram removidos os restos de tecido
organico com uma cureta Gracey 7 e os dentes foram

colocados em cloramina tri-hidratada (1%) a 4°C durante

Materiais e Métodos

\_ >,

Figura 11- Incisivos de bovino

sete dias, num frasco esterilizado com tampa (100ml), como pode ser observado na

figura 12. Apds o periodo de sete dias foram armazenados em &gua destilada a uma

temperatura de 4°C (ISO/TS 11405 2015).

s & o1
| cunicaoentaria |
Cloramina T 1%
2004 17 500

Figura 12- Incisivos de bovino armazenados em cloramina tri-hidratada a 1%

Depois, os dentes foram fixados e estabilizados em cera colante e procedeu-se ao

corte no sentido vestibulo-lingual ao nivel da jun¢do amelocimentaria para a separacao
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da coroa e da raiz, como pode ser observado na figura 13, com o auxilio do Micrétomo

de tecidos duros (Accutom-50, Struers, Dinamarca). Posteriormente as coroas foram

higienizadas com uma escova profilatica a baixas rotagdes.

1 s
Ha)e) o
Yz e

Figura 13 — Corte de separagdo da coroa e da raiz no Micrétomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers,
Dinamarca)

Realizou-se ainda, um acesso a camara pulpar com uma broca esférica de turbina
de didmetro de 8mm, a limpeza de todos os restos pulpares com o auxilio de uma colher

de dentina e por fim a lavagem e a secagem da camara com um jato de ar/agua.

Para o preenchimento da camara pulpar, foi necessario realizar o condicionamento
acido com acido ortofosforico a 37 %, lavar e secar, de seguida a aplicacdo do sistema
adesivo Scotchbond™ Universal (3M ESPE, MN, E.U.A.) em 5 camadas com um
microbrush, secar durante 5 segundos com o jato de ar e fotopolimerizar durante 20
segundos. E ainda, a aplicagcdo de resina composta (Filtek™ 7250 — 3M ESPE, MN,
E.U.A.) em camadas de 2 mm, removendo 0s excessos com 0 recurso a uma espatula
angulada e fotopolimerizando de seguida durante 40 s. Este procedimento encontra-se

ilustrado na figura 14.

Figura 14 — Preenchimento da camara pulpar com resina composta. A- Amostra apos o corte/ B- Apos o
preenchimento da camara pulpar
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Por fim, as superficies vestibulares das coroas dos dentes foram
aplanadas/padronizadas com lixas SIC de grio 600 (Buehler® Ltd, Lake Bluff, IL,
USA) numa maquina de polimento rotacional (LaboForce-1, Struers, Dinamarca) com
refrigera¢do constante de dgua corrente, tendo o cuidado de apenas remover parte do
esmalte, como estd ilustrado na figura 15. Posteriormente os dente foram lavados e

armazenados em dgua destilada a uma temperatura de 4°C.

LahoPol-4

Figura 15 — Polimento das amostras na maquina de polimento rotacional (LaboForce-1, Struers, Dinamarca)

2. Distribuicao das amostras :

Os dentes foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n= 10)
através da funcdo randbetween do programa Excel, como esta representado na figura
16. Dos quatro grupos, trés foram submetidos a um protocolo de erosdo (Er), simulando
erosdo dentaria extrinseca, dos quais dois foram remineralizados com CPP-ACFP (Er-
CPP-ACFP) ou com fluoreto de sédio (Er-NaF). O grupo ndo erodido, foi

remineralizado com fluoreto de soédio (nEr-NaF).
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Grupo Er (n=10)

Grupo Er-NaF (n=10)

40 incisivos
mandibulares de

bovino Grupo Er- CPP-ACFP
(n=10)

Grupo nEr-NaF (n=10)

Figura 16 — Esquema de distribui¢do das amostras

Os dentes foram numerados com caneta de acetato na face lingual, de forma a nao

interferir com a face a aderir (Fig. 17).

Figura 17 — Amostras numeradas e distribuidas nos 4 grupos. 1- Grupo erosdo/ 2- Grupo Erosdo-Fluoreto de
sodio /3- Grupo Erosdo- CPP-ACFP / 4- Grupo de ndo Eroséo- Fluoreto de sddio
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3. Teste de microdureza de Vickers :

O teste de microdureza de Vickers foi realizado no
inicio do estudo, apds o protocolo de erosdo no dia 1
para os grupos Er, Er-NaF e Er- CPP-ACFP e ainda no
final dos ciclos de erosdo/remineralizacdo para todos os
grupos experimentais.

Para obter a microdureza recorreu-se a maquina
HSV-30®(Shimadzu), representada na figura 18, com
uma carga de 4,903 N durante 5 segundos. Foram
realizadas 5 indentagdes por amostra (Fig. 19), obtendo-

se o valor de microdureza para cada indentacao (Fig. 20)

e calculando-se os valores da média e do desvio-padrao

por amostra.
Figura 18 - Méaquina HSV-30"(Shimadzu)

Figura 20 -Exemplo de valor de microdureza em
VHN (Vickers Hardness Number)

Figura 19- Exemplo das 5 indenta¢des numa
amostra (Ampliagdo 200x)
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4. Ciclos de erosao /remineralizacio :

Na figura 21 ¢ possivel observar os ciclos de erosdo/remineralizagao realizados para
todos os grupos experimentais.

1° Dia 2°- 5 Dias

Protocolo de
= remineralizacdo com
M erosao — o P nEr - NaF
Relere: fluoreto de sédio (2x
or dia)

Protocolo de eroséo/
remineralizacdo com sl Er — CPP-ACFP
CPP-ACFP

Ciclos de erosao/
remineralizagdo

Protocolo de erosdo Protocolo de erosio/
remineralizacdo com
fluoreto de sddio

Protocolo de erosao Er
(3 ciclos por dia)

Figura 21- Esquema dos ciclos de erosdo/remineraliza¢do para todos os grupos experimentais

(3 ciclos por dia)

4.1. Protocolo de erosao :

No 1° dia foi realizado um protocolo de erosdo para os
grupos de Er-NaF e Er- CPP-ACFP e do 1° até ao 5° dias
para o grupo de Er. Este protocolo diario consistiu na
colocacdo das 10 amostras de cada grupo durante 2 minutos
num recipiente com 5 cm de didmetro, contendo 25 ml da
solugio erosiva, que consistiu no refrigerante Sprite® (Fig.

22), sob agitagdo constante (100 rpm).

Posteriormente procedeu-se a lavagem com &dgua corrente  Figura 22- Solugdo erosiva
Sprite®

durante 30 segundos e ao armazenamento das amostras num
recipiente com 10 ml de saliva artificial na estufa a 37°C. Este procedimento foi

realizado trés vezes de 3 em 3 horas.
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4.2. Protocolo de erosio/remineralizacio :

Do 2° dia até ao 5° dia, foram realizados vérios ciclos de erosdo/remineralizagdo
para os grupos Er- CPP-ACFP (Fig.23) e Er-NaF (Fig.24), através do seguinte
protocolo : colocagdo das amostras num recipiente contendo a suspensdo pasta : saliva
artificial (1:3) e escovagem das amostras durante 15 segundos com uma escova elétrica
paralela a superficie da amostra, no caso da pasta de fluoreto de sodio (Paradontax”,
GlaxoSmithKline, Reino Unido), cuja composi¢@o se encontra descrita no anexo II, ou
com uma zaragatoa, no caso da pasta de CPP-ACFP (Tooth mousse Plus®, GC
Corporation, Japao), cuja composi¢do se encontra descrita no anexo I. De seguida, as
amostras foram lavadas em 4gua corrente durante 30 segundos e guardadas num
recipiente com 10 ml de saliva artificial (Fig.25) na estufa a 37°C durante trés horas.

Apos este periodo, foi efetuado duas vezes o protocolo de erosdo anteriormente descrito

na seccao 3..4.1..

Figura 23- Pasta de CPP-ACFP Figura 24- Pasta de fluoreto de sddio

0 [{)IOI\\-:
lg ureia Na,S
11 agua 9H,0

destilada

0 ;\‘ \;»)L“

NaH, PO,

“ CaCl,.2H.

s e | e 2
Saliva Artificial, ...

0,4g aCl, 0,4g KCL, 0,91g CaCls,2H.0, n.a;,m_‘

0.39g NaH:PO.. H:0, 0,005 MagS.9H:0, 1 Urela -
1000mi H;0 dest.)

0,39¢
NaH,PO,
150)

25.05.17 1000

0,42 NaCl

Figura 25- Saliva artificial (pH=6,3) e a sua composig¢ao
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4.3. Protocolo de remineralizacio :

Do 2° dia até ao 5° dia foi realizado um protocolo de remineraliza¢do para o grupo
nEr- NaF, como descrito anteriormente na sec¢ao 3.4.2., sendo neste grupo realizado 2
vezes por dia, com um intervalo de 3 horas. Nao foi realizado o protocolo erosivo neste

grupo.

5. Confecao das restauracoes diretas :

5.1. Confeciao da chave :

Para a confecdo das resturagdes diretas foi realizada uma chave com uma placa
termoplastica de 1,5mm de espessura de cilindros de putty com uma espessura de 6 mm
e um didmetro ligeiramente superior a zona polida de esmalte nas amostras, como pode
ser observado na figura 26. Para realizacdo da chave, foi necessario utilizar a maquina

de vacuo (Fig. 27) e apds a realizagdo da chave foram removidos os cilindros de putty.

Figura 26 — Chave antes de remover os cilindros Figura 27 — Confecdo da chave na maquina de vacuo
de putty

5.2. Condicionamento do esmalte :

O esmalte das faces vestibulares de todos os dentes foi condicionado 30 s com
acido ortofosforico a 37% (Fig.28), lavado com 4gua durante 30 s e seco com jato de ar.
De seguida, foi aplicado o adesivo Scotchbond™Universal (Fig.29) e com recurso ao

jato de ar procedeu-se a evaporagao do solvente durante 5 s.
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Por fim, efetuou-se a fotopolimerizacdo do adesivo durante 20 s, como ilustrado

na figura 30.

Figura 28- Condicionamento do ~ Figura 29 - Figura 30 — Fotopolimerizagdo do
esmalte com écido ortofosforico  Scotchbond"'Universal adesivo
a37%

5.3. Adesao:

A resina body FiltekTMSupreme XTE (3M ESPE, MN, E.U.A.), ilustrada na figura
31, foi colocada nas chaves da placa termoplastica, onde foram posicionadas
diretamente as faces vestibulares das amostras e para uma melhor transi¢do entre o
esmalte e a resina, utilizou-se uma espatula angulada. De seguida, efetuou-se a

fotopolimerizagdo durante 40 s em varias posicdes.

Apos a adesdo, as amostras (Fig. 32) foram armazenadas em agua destilada numa

estufa a 37°C durante 24 h.

Figura 32- Amostra com restaurag@o

Figura 31- Resina body Filtek™ Supreme XTE
cor A3

direta
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6. Corte das amostras :

Para a formacdo de palitos, os dentes foram colados com cera colante, pela sua
face lingual, ao suporte de fixacdo. Depois o suporte de fixagdo foi posicionado no
micrétomo de tecidos duros e programou-se a realizacdo de cortes multiplos a uma

velocidade de 0,125 mm/ min, com um espacamento de 0,8mm + 0,2mm entre si.

Efetuaram-se cortes transversais, longitudinais e por fim um corte Unico paralelo
ao suporte de fixagdo para libertar os palitos obtidos, que podem ser observados na

figura 33.

Figura 33 — Cortes multiplos das amostras para a formagdo de palitos

7. Teste de microtracao :

Cada palito foi colado ao jig de aco inoxidavel (Fig.34), com cola de cianoacrilato
e o jig foi colocado na maquina de testes universal (Shimadzu Autograph AG-IS 50 kN,

Kyoto, Japao), que foi programada com uma velocidade de tragdo de 0,5mm/min.

Figura 34- Palito no jig de ago inoxidavel
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Apos a fratura do palito, foi medida a area da superficie aderida (X e Y em mm),
com o auxilio de uma craveira digital (Fig.35), e registada a for¢a (kN) indicada no

aparelho.

Figura 35 — Craveira digital

O local da quebra do palito foi observado através de uma lupa estereoscopica,

sendo classificado o tipo de fratura (Fig. 36).

Figura 36- Analise do local de fratura dos palitos através da lupa estereoscopica (Ampliagdo de 40x) A- Palito
sem fratura/ B- Exemplo de fratura adesiva/ C- Exemplo de fratura coesiva na resina/ D- Lupa estereoscopica
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8. Analise estatistica :

A andlise estatistica envolveu duas varidveis dependentes quantitativas: a
“microdureza” (MD) e a “forca adesiva” (FA). Para além destas duas variaveis testou-se
também a varidvel qualitativa “tipo de fratura”. Fixou-se como referéncia para aceitar
ou rejeitar a hipotese nula um nivel de significancia (o) < 0.05.

Foram usados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para testar a
normalidade de distribuigdo dos valores. Uma vez que estes ndo apresentaram uma
distribuicdo normal, e ndo existia igualdade de variancias entre os grupos, foram usados
testes ndo-paramétricos para a analise dos resultados.

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparagdes entre varios grupos.

Uma vez que se encontrou uma diferenca estatisticamente significativa entre os
valores de MD inicial para os varios grupos (p<0.001), foi utilizada a MD relativa na

restante andlise estatistica. A MD relativa foi calculada pela seguinte férmula :

MDelativa =(MDi/MDy)x 100, em que MD; é a MD no ponto t; ou t, e MDy € a MD
inicial.

O teste de Friedman foi utilizado para comparar longitudinalmente os valores de
MD relativa, utilizando o teste de Wilcoxon para comparagdes emparelhadas.

O teste do Qui-quadrado foi utilizado para testar a relacdo entre a percentagem de
cada tipo de fratura ocorrido e os grupos de teste.

A andlise estatistica foi efetuada com o programa SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) versdao 23.0 para Windows (SPSS 23.0, IBM SPSS) e o programa
EXCEL 2010 para Windows 10.

48



Resultados

IV.  RESULTADOS

Para a obtencdo do valor de microdureza do esmalte, recorreu-se ao teste de
Vickers, que foi realizado no inicio do estudo para todas as amostras (t0), apds o 1°dia
de erosdo (t1) para os grupos erodidos (Er, Er-NaF e Er- CPP-ACFP) e por fim, apds os
ciclos de erosdo/remineralizagdo (t2) para todos os grupos. O valor médio de MD
encontrado para todos os grupos foi de 410.3+133.9 VHN.

Na seguinte tabela, estdo representados os valores de MD relativa para os grupos

cm t(), t; e to.

Tabela 1- Valores de MD relativa para os grupos de estudo em t, t; e tp. Letras diferentes em
sobrescrito indicam diferengas estatisticamente significativas.

Er 100° 106.85+£46.39° 90.17+29.41b
Er-NaF 100° 86.99144.82b 86.98+40.85°
Er-CPP-ACFP 100° 93.28+43.12b 108.17+42.19°
nEr-NaF 1002 n.m. 125.91+66.562

O teste de Friedman mostrou para todos os grupos erodidos, diferencas
estatisticamente significativas entre os valores de MD relativa em t0, t1 e t2.

Para o grupo nEr-NaF, ndo se verificaram alteragdes significativas, sendo o valor
final de MD semelhante ao inicial (p=0.111).

Dos grupos erodidos, apenas o grupo Er-CPP-ACFP conseguiu recuperar a MD
inicial apds os ciclos de erosdo/remineralizagdo (p=0.427). Os grupos Er e Er-NaF
tinham em t, valores de MD relativa estatisticamente inferiores aos valores iniciais

(p=0.008 e p=0.007, respetivamente).
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Apds a realizagdo dos ciclos de erosdo/remineralizacdo, foram aderidas
restauragdes diretas em resina composta com o intuito de perceber se a remineralizagdo
prévia do esmalte erodido poderia influenciar as for¢as de adesao.

Na figura 37, estdo ilustrados os valores de forcas de adesdo (FA), expressas em

MPa, para todos os grupos.

50.007
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<
w

20.007
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.00
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Er Er-Nar Er-CRP-ACFP nEr-HaF
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Figura 37- Valores de forcas de adesdo em MPa de todos os grupos

Verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
(p=0.014). Comparag¢des multiplas revelaram apenas entre os grupos Er e nEr-NaF uma
diferenga estatisticamente significativa (p=0.021), sendo os restantes grupos

semelhantes entre si.
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Na figura 38 esta ilustrada a percentagem de fraturas coesivas, adesivas

relativamente ao total de fraturas para todos os grupos experimentais.

Resultados

€ mistas

nEr-NaF

Er-CPP-ACFP

Er-NaF

Er
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Figura 38- Percentagem de cada tipo de fraturas relativamente ao total de fraturas em

todos os grupos (Er; Er-NaF; Er-CPP-ACFP; nEr-NaF)

A frequéncia da ocorréncia de cada tipo de fratura foi analisada pelo teste de Qui-

Quadrado, tendo-se verificado que esta ¢ dependente do grupo de estudo (p=0.001). No

entanto, as fraturas adesivas foram as mais frequentes em todos os grupos.
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V. DISCUSSAO

A erosdo dentdria ¢ uma condi¢do multifatorial cada vez mais prevalente, que
pode levar a uma estética comprometida, reducdo da eficicia mastigatoria e dor, gracas
a exposi¢do dentinaria. E caracterizada pelo cupping das cuspides e pela perda da
morfologia e do contorno das pegas dentarias, o que poderd conduzir a reducdo da
dimensao vertical (Attin & Wegehaupt, 2014 ; Carvalho et al. , 2015).

Para o tratamento da erosdo dentdria ¢ essencial diagnosticar os fatores
etiologicos, de forma a promover um tratamento adequado ao paciente (Carvalho et al. ,
2015).

A abordagem terapéutica pode ser classificada em preventiva ou restauradora. A
preventiva visa impedir a progressdo ou reduzir as lesdes de erosdo, através da
remineralizacdo do tecido dentdrio perdido, em lesdes iniciais. Enquanto que, a
abordagem restauradora tem como objetivo impedir a progressao de lesdes avancadas e
restaurar a estética e a fungdo (Carvalho et al. , 2015).

O presente estudo teve como objetivos avaliar a capacidade de remineralizacio do
fluoreto de sodio e dos nanocomplexos fluoretados derivados da caseina (CPP-ACFP) e
a influéncia da remineralizacdo prévia nas for¢as de adesdo de restauracdes diretas.

Neste estudo optou-se pelo uso de incisivos mandibulares de bovino ao invés de
dentes humanos, devido a facilidade de obtencdo de amostras em quantidade suficiente
e com qualidade, sem a presenca de lesdes de cérie. Além disso, ja foi verificado que
em estudos de erosdo nao existem diferengas absolutas relevantes entre o uso de dentes
de bovino ou humano (Teruel et al. , 2015 ; Wiegand & Attin, 2011).

Foi necessaria a preparacdo das amostras, incluindo o seu polimento e
padronizagdo, o que podera de certa forma alterar as qualidades fisicas do esmalte, mas
¢ um procedimento necessario para a realizagdo do teste de microdureza e microtragao.

Os dentes foram submetidos a protocolos de erosio, com o refrigerante Sprite”, a
semelhanca de estudos anteriores (Vieira, Jager, Ruben & Huysmans, 2007 ; Vieira,
Ruben, Bronkhorst & Huysmans, 2011).

A bebida apresenta um pH acido de 2,58 e uma capacidade tampao de 7,35 ml de
NaOH 0,5 mmol/l no intervalo de pH 2,81-7 e de 3,4 ml de NaOH 0,5mmol/l para um
intervalo de pH de 2,81-5,5 (Vieira et al. , 2011). Esta capacidade tampao, reflete a
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capacidade de dissolu¢do do esmalte numa bebida erosiva. Ou melhor, quanto maior for
a capacidade tampdo da solucdo erosiva, mais tempo serd necessario para que a saliva
consiga neutralizar o acido, pelo que ocorrera uma maior desmineralizagao (Lussi et al.
, 2011). Neste estudo, optou-se pelo uso desta bebida, uma vez que ja foi utilizada como
solugdo erosiva em estudos anteriores, o que facilita a comparacao de resultados.

No presente estudo, os grupos Er-CPP-ACFP e Er-NaF foram sujeitos, durante 5
dias a trés ciclos de erosdo/remineraliza¢dao , com periodos de erosdo de 2 min, o que
perfez um total de 6 min de erosdo no primeiro dia e 4 min por dia, do 2° ao 5° dias, ou
seja, um total de 22 min de erosdo em todo o estudo. Enquanto que, o grupo de Er
perfez um total de 6 min de erosdo por dia, ou melhor, um total de 30 min erosdo em
todo o estudo. Este protocolo foi baseado em protocolos usados anteriormente (Vieira et
al. , 2011). Embora com um periodo total de erosdo mais curto, uma vez que a técnica
usada para a avaliagdo da erosdo, a microdureza de Vickers, ¢ sensivel a perdas
relativamente pequenas de esmalte dentario. Com outras técnicas de avaliagdo do
desgaste dentario, como a profilometria, o recurso a 3 ciclos de erosdo poderia ndo ser
suficiente, dado que a perda de tecido dentario provocada pela erosdo poderia estar
abaixo do limite de detecdo (Wiegand & Attin, 2011). Extrapolando para a situacdo
clinica, este periodo de 30 min de erosdo, embora alternado com periodos de
remineralizacdo com saliva artificial, ¢ relativamente longo. No entanto, quando
comparado com outros estudos in vitro, com periodos de 48 min, como o de Vieira et al.
(2011) ou 60 min, como o de Rees et al. (2007), ¢ bastante mais curto e como tal,
clinicamente podera ser considerado mais relevante.

Os testes de microdureza, como o Vickers e o Knoop, avaliam a microdureza que
estd relacionada com o enfranquecimento do esmalte, resultante da dissolugdo
promovida pelo acido. Enquanto que, a profilometria mede o desgaste dentario, com
grande precisdo, através da diferenga da altura entre a drea exposta a solugdo erosiva e a
area de referéncia, coberta por um material (por exemplo resina composta). Uma das
desvantagens dos testes de microdureza, consiste na dificuldade da medi¢cdo das
diagonais das indenta¢des com precisdo em esmalte erodido, dado que os limites das
indentacdes por vezes podem ndo ser percetiveis. Este facto, podera levar a uma maior
probabilidade de erro no valor de microdureza apos o protocolo de erosdo (Attin, 2006 ;
Passos & Santiago, 2014).

Por outro lado, a profilometria ndo ¢ um método adequado para a avaliacdo do

desgaste dentario em lesdes de erosdo iniciais, ao invés das lesdes severas, enquanto que
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os testes de microdureza sdo um método adequado para lesdes iniciais e ndo para lesdes
severas. Desta forma, o teste de microdureza pode complementar-se com a profilometria
oOtica (Passos & Santiago, 2014).

Optou-se por testar a adesdo recorrendo a confecdo de restauracdes diretas, em vez
de optar por restauracdes indiretas, dado que a preparacdo destas requer um maior
nimero de passos € mais interfaces, o que pode levar a uma maior probabilidade de
erro.

No entanto, um dos incovenientes das restaura¢des diretas € a contracao de
polimerizacdo. Para melhorar a adesdo pode optar-se por restauracdes indiretas aderidas
com resina composta aquecida, dado que com o aquecimento da resina aumenta a taxa
de conversdo, que é expectavel, que juntamente com o numero de ligagdes duplas de
carbono, esteja correlacionada com as forcas de adesdo (Malta, Magne & Monteiro-
Junior, 2014).

Optou-se pela utilizagdo do sistema adesivo, Scotchbond™Universal, devido aos
bons resultados, que apresentou noutros estudos (Perdigdo et al. , 2014 ; Wagner et al. ,
2014). Wagner et al. (2014) verificou que a utilizagio do Scotchbond™ Universal &
fiavel em diferentes situagdes clinicas, dado que apresenta valores de for¢cas de adesdo
semelhantes em diferentes modos de aplicagdo (etch-and-rinse e self-etch).

Este sistema adesivo multi-modo possui mondmeros 10-MDP, que se ligam
quimicamente aos cristais de hidroxiapatite, e possibilita ainda a adesdo a zirconia, a
alumina e aos metais. Além disso, possui um copolimero de Vitrebond ™, o 4cido
polialquendico, que confere uma melhor adesdo a dentina em diferentes niveis de
humidade, dado que promove, mais uma vez, a ligacdo quimica a hidroxiapatite. E por
fim, o silano que possibilita uma melhor adesdo a cerdmica (Carvalho et al. , 2015 ; 3M
ESPE, 2013).

As restauracdes diretas foram confecionadas em resina composta Filtek
Supreme™XTE universal, que possui resinas bis-GMA, UDMA, bis-EMA ¢ TEGDMA
e esta indicada em restauragdes diretas anteriores e posteriores, em build-ups, splinting
e restauracdes indiretas (inlays, onlays, facetas) (3M ESPE, 2005).

O teste de microtracdo, ¢ o teste standard para a avaliacao das forcas de adesdo
entre os materiais restauradores e os substratos dentinarios, possibilitando a analise de
multiplas amostras, a partir de uma tnico dente (Castro et al, 2014 ; Van Meerbeek et

al. , 2010).
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No entanto, apresenta diversas desvantagens tais como : a sensibilidade técnica, a
fragilidade e a sensibilidade dos palitos, que podem sofrer desidrata¢do, e ainda uma
etapa laboratorial longa para a preparagdo das amostras (Castro et al, 2014 ; Van
Meerbeek et al, 2010). Todos estes fatores, mas principalmente a necessidade de
experiéncia laboratorial do operador, poderdo levar a uma maior probabilidade de erro
no uso desta técnica. Na medicao da area de superficie aderida (X e Y em mm), com a
craveira digital, para o célculo das for¢as de adesdo, também podera estar envolvido um
fator de erro.

No presente estudo, foi analisada a microdureza relativa, visto que se verificaram
diferengas estatisticamente significativas (p<0.001) nos valores de microdureza inicial
(to) entre os grupos experimentais, o que poderia interferir com os resultados. Esta
variavel foi analisada em trés tempos : no inicio do estudo (to), apds 1 dia de erosdo (t)
e no final dos ciclos de erosdo/remineralizagdo (t;), em cada grupo.

O grupo de erosdo (Er) foi submetido a um protocolo erosivo com a bebida
Sprite® e 3 ciclos de erosdo por dia, durante 5 dias.

Ao analisar as diferencas entre os valores de MD relativa de ty para t;, ndo se
verificaram diferengas estatisticamente significativas (p=0.782). Ao contrario dos
grupos Er-NaF Er-CPP-ACFP, que foram submetidos ao mesmo protocolo erosivo no
1° dia e apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa. Este facto podera
dever-se a um erro de procedimento na realizagdo dos ciclos de erosdo ou a erros na
medi¢do da microdureza através do teste de Vickers no 1° dia, no grupo de Er. De t;
para tp, verificou-se uma diminuicdo da microdureza, com uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0.001) e de ty para t, observaram-se valores de MD
relativa estatisticamente inferiores aos valores iniciais (p=0.008), como era expectavel.
Este grupo constitui o controlo negativo do presente estudo, ou seja, permite comprovar
que através do uso da solugio erosiva Sprite” ocorre de facto erosdo do esmalte, que se
reflete na diminuicdo da microdureza inicial apos os ciclos de erosdo, como foi
verificado.

O grupo Er-NaF foi submetido no 1° dia ao protocolo erosivo e do 2° ao 5° dias a
ciclos de erosdo/remineralizacdo com fluoreto de sdédio. De ty para t;, ocorreu uma
diminui¢do da microdureza, com uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0.001), como era expectavel. De t; para t;, ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas (p=0.981), o que significa que o fluoreto de s6dio nio

apresenta uma efeito anti-erosivo suficiente para evitar a diminui¢do da microdureza
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provocada pela erosdo. De ty para t, ocorreu uma diminui¢ao da microdureza, com uma
diferenga estatisticamente significativa (p=0.007). Sendo possivel concluir que o
fluoreto de s6dio ndo apresenta uma capacidade de remineralizagdo suficiente para
anular a perda de tecido dentario provocada pela erosao.

No grupo nEr-NaF foi realizado um protocolo de remineralizagdo com uma pasta
de fluoreto de sddio, 2 vezes por dia durante 4 dias. De ty para t,, verificou-se um
aumento da microdureza, sem uma diferenca estatisticamente significativa (p=0.111).
Este grupo constitui o controlo positivo do estudo, dado que ndo foi submetido a um
protocolo de erosdo. Nao havendo desmineralizacdo, ndo existe tecido dentdrio para
recuperar, dai ndo se verificarem diferencas estatisticamente significativas na
microdureza inicial apds o protocolo de remineralizagao.

No grupo Er-CPP-ACFP foi realizado o protocolo erosivo no 1° dia e e os ciclos
de erosdo/remineralizagdo com CPP-ACFP do 2° ao 5° dias. De tj para t;, ocorreu uma
diminuicdo da microdureza, com uma diferenga estatisticamente significativa
(p=0,002), como era expectavel. De t; para t,, verificou-se um aumento da microdureza,
com uma diferenga estatisticamente significativa (p=0.009), o que significa que a
capacidade de remineralizacgdo do CPP-ACFP supera a diminuicdo da microdureza
provocada pela erosdo. De tg para t;, ocorreu um aumento da microdureza, embora nao
tenha uma diferenga estatisticamente significativa (p=0.427). A partir deste resultado ¢
possivel concluir que o CPP-ACFP apresenta uma capacidade de remineralizagdo
suficiente para anular a perda de tecido dentario por erosdo, sendo capaz de recuperar a
microdureza inicial.

Este resultado também se verificou noutro estudo in vitro com dentes bovinos, em
que o grupo CPP-ACFP apresentou uma diminui¢do da microdureza inicial apds a
erosdo, que foi compensada pelo aumento da microdureza depois das amostras terem
sido submetidas a um protocolo de remineralizagdo com este produto, tendo o autor
concluido que o CPP-ACFP apresenta a capacidade de remineralizagdo do esmalte
erodido (Somani, Jaidka, Singh & Arora, 2014).

Além disso, num estudo in situ, em que cinco voluntarios utilizaram goteiras com
amostras de esmalte humano erodido, que foram distribuidas em trés grupos: I-
remineralizacdo in situ com CPP-ACP ; II- remineralizag¢ao in situ com CPP-ACFP ;
III- controlo (ndo foi submetido a nenhum tratamento), e posteriormente foi realizada a
medicao da microdureza do esmalte com o teste de Vickers. Foi também verificado um

aumento da microdureza apds a remineralizagdo com CPP-ACFP no esmalte erodido,

57



Influéncia da remineralizagdo de esmalte dentario erodido com nanocomplexos fluoretados derivados da caseina
(CPP-ACFP) nas forgas adesivas de restauragdes diretas

sendo constatada mais uma vez, a sua capacidade de remineralizagdo em lesdes de
erosao dentaria ( Srinivasan et al. , 2010).

Por outro lado, outros estudos in situ, em que foram utilizadas goteiras com
amostras de esmalte e dentina bovinos, mostraram que nem o CPP-ACP nem o CPP-
ACFP eram eficazes na reducdo da desmineraliza¢do do esmalte e da dentina provocada
pela erosdo (Wiegand & Attin, 2014).

No presente estudo, a hipotese nula foi rejeitada, dado que a capacidade de
remineralizacdo do esmalte erodido com uma pasta de CPP-ACFP, difere da capacidade
de remineralizacdo com uma pasta de fluoreto de s6dio. Enquanto que, o CPP-ACFP
conseguiu anular a perda de tecido dentario provocada pela erosdo através da
remineralizacdo, o fluoreto de sédio apresentou um efeito anti-erosivo limitado, pelo
que a sua capacidade de remineralizacdo ndo conseguiu compensar a desmineralizaciao
provocada pela erosdo.

Este resultado estd de acordo com a literatura, segundo a qual os compostos
fluoretados monovalentes, como o fluoreto de sdédio (NaF) em concentragdes baixas ou
médias apresentam um efeito anti erosivo inexistente ou minimo (Huysmans et al. ,
2014).

Contrariamente, a primeira hipotese nula do estudo, a segunda hipotese nula foi
confirmada, visto que as for¢as de adesdo das restauracdes diretas a esmalte erodido
remineralizado com pasta de CPP-ACFP ou pasta de fluoreto de sodio sdo iguais as
forcas de adesdo de restauracdes diretas a esmalte erodido ndo remineralizado.

Através da analise estatistica das for¢as de adesdao verificou-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre grupos (p=0.014). Apenas os grupos nEr-NaF e Er
obtiveram uma diferenga estatisticamente significativa entre si (p=0.021).

Como foi verificado anteriormente, o grupo de nEr-NaF ndo apresentou diferengas
estatisticamente significativas apos a remineralizagdo com fluoreto de sédio ( p=0.111),
o que significa que ndo provocou alteragdes do esmalte. Sendo assim, o facto do grupo
Er apresentar um valor de forcas adesivas estatisticamente superior ao grupo nEr-NaF,
pode traduzir-se numa alteracdo positiva das for¢as adesivas apds a erosdo, o que esta
de acordo com a literatura. Segundo Giacomini et al. (2016), é expectavel que a erosio
do esmalte ao tornar o substrato mais irregular e promover a criagdo de
microporosidades, possa levar a uma melhoria nas forcas de adesdo gracas a uma
melhor penetracdo no substrato. No seu estudo in vifro com amostras de esmalte bovino,

foi comparado o efeito do sumo de laranja nas forg¢as adesivas ao esmalte, sendo
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distribuidas em 4 grupos : controlo (sem tratamento), erosdo, erosdo+ abrasido e apenas
abrasdo. Observaram-se valores estatisticamente superiores do grupo de erosdo
relativamente ao grupo controlo, tendo o autor concluido que na adesdo ao esmalte
erodido ndo € necessaria a preparacdo do mesmo.

Por outro lado, noutro estudo in vitro foi comparado o efeito da Coca-Cola™ na
adesdo ao esmalte, em amostras de bovino, que foram submetidas a dois tipos de
protocolo : erosdo e abrasdo ou apenas erosdo. Nos grupos de apenas erosdao
encontraram-se valores estatisticamente inferiores aos valores do grupo controlo (sem
erosao nem abrasdo), ao contrario do presente estudo (Casas-Apayco et al. , 2014).

Do ponto de vista clinico, o facto do grupo Er-CPP-ACFP ndo apresentar
diferengas estatisticamente significativas do grupo Er, mostra que o recurso a uma
abordagem preventiva com CPP-ACFP, como primeira alternativa no tratamento da
erosdo dentaria ndo compromete a eficacia adesiva, caso seja necessario recorrer a uma
abordagem restauradora.

No entanto, noutro estudo in vitro, foi verificado que o grupo do CPP-ACP
melhora a adesdo em restauragdes de resina composta, com uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05), relativamente ao grupo controlo, no qual as
amostras foram submetidas a um protocolo de erosao e armazenadas em saliva artificial,
ndo sendo posteriormente remineralizadas (Rizvi, Zafar, Al-Wasifi, Fareed & Khurshid,
2016). Porém, este estudo ndo ¢ comparavel com o presente estudo, dado que o CPP-
ACFP com 900ppm de fltior apresenta uma capacidade de remineralizagdo superior ao
CPP-ACP (Srinivasan et al. , 2010). Sendo que, esta varidvel poderia influenciar as
forcas adesivas.

Atualmente, ainda nd3o existe informagdo suficiente sobre a influéncia da
remineralizacao do esmalte erodido com CPP-ACFP nas forgas adesivas de restauragoes
em resina composta, sendo crucial a realizagdo de mais estudos sobre este tema.

Por fim, foi analisado o tipo de fratura na lupa estereoscoOpica, que pode ser
classificada em coesiva (atinge apenas a resina ou o esmalte), adesiva (atinge a interface
adesiva) e mista (atinge simultaneamente a resina e o esmalte). Através da andlise
estatistica, verificou-se que a frequéncia da ocorréncia de cada tipo de fratura ¢
dependente do grupo (p=0.001), notando-se no entanto, uma tendéncia em todos os
grupos para uma maior prevaléncia das fraturas adesivas (nEr-NaF- 45,3% / Er- 53,8% /
Er-CPP-ACFP- 59% / Er-NaF- 53,1%). Segundo Scherrer, Cesar & Swain (2010),

apenas as fraturas adesivas e as fraturas mistas (com menos de 10% de esmalte ou
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resina), devem ser consideradas para o célculo das forcas de adesdo dos materiais
restauradores aos substratos dentarios.

Uma das limitagdes do presente estudo, consiste na incapacidade de reproduzir as
condi¢des clinicas, dado que a erosdo dentdria ¢ uma condi¢gdo multifatorial,
influenciada por varios fatores de risco e protetores, € estes ndo podem ser totalmente
reproduzidos in vitro. Um factor bioldgico crucial na prevencdo da erosdo dentaria ¢ a
saliva, que neutraliza diretamente a solucdo erosiva, promovendo a formacdo da
pelicula adquirida, que evita o contacto direto entre o dcido e a superficie dentaria. A
saliva promove também a remineralizacdo quando se encontra supersaturada de ides
calcio, fosfato e fluor em relacdo a hidroxiapatite. Este efeito foi mimetizado colocando
as amostras em saliva artificial entre as exposi¢des a0 meio erosivo, uma vez que a
saliva artificial é capaz de promover a remineralizacdo dentéria, pois apresenta a mesma
composi¢ao i6nica. No entanto, ndo ¢ capaz de neutralizar diretamente o acido nem
promove a formagdo da pelicula adquirida, ndo apresentando mucinas na sua
composi¢cdo. Como ja foi referido anteriormente, a remineralizagio com os
nanocomplexos fluoretados derivados da caseina (CPP-ACFP), ¢ conseguida através da
ligacdo da caseina fosfopeptidica (CPP) as proteinas salivares presentes na pelicula
adquirida, permitindo a estabilizagdo de grandes concentragdes de célcio, fosfato e
flaor. Desta forma, a capacidade de remineralizagdo dos CPP-ACFP encontra-se
também mais limitada com o presente protocolo.

Outra limitagdo deste estudo, é que os estudos in vitro, tendem a obter um valor de
desgaste dentario aumentado, ndo refletindo mais uma vez a situagdo clinica real.

Num futuro estudo seria interessante poder avaliar a correlagdo entre as
concentragdes dos ides calcio, fosfato e fluor na superficie dentaria, obtidas apds a
remineralizacdo com CPP-ACFP e fluoreto de sddio, e apos a erosdo (grupo de erosao),
com a adesdo ao esmalte em diferentes sistemas adesivos : etch-and-rinse, self-etch e

ainda adesivos multi-modo.
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VI. CONCLUSAO:

Dentro das limitagdes deste estudo, ¢ possivel concluir que a capacidade de
remineralizacdo do esmalte erodido com nanocomplexos fluoretados derivados da
caseina (CPP-ACFP), difere da capacidade de remineralizagdo com uma pasta de
fluoreto de sodio (NaF). Sendo que os CPP-ACFP aparentam ter a capacidade de
compensar por remineralizacdo, o tecido dentdrio perdido por erosdo, recuperando a
microdureza inicial. Enquanto que, a capacidade de remineralizagdo do fluoreto de
sodio ndo supera a desmineralizagdo promovida pela erosdo. Assim, a primeira hipotese
nula ¢ rejeitada.

Contrariamente a segunda hipdtese nula ¢ aceite, dado que as forcas de adesdo das
restauragdes diretas a esmalte erodido remineralizado com uma pasta de CPP-ACFP ou
uma pasta de fluoreto de sodio sdo iguais as for¢as de adesdo de restauragdes diretas a
esmalte erodido ndo remineralizado. Desta forma, ¢ possivel concluir que a
remineralizacdo prévia do esmalte erodido ndo influencia as forcas adesivas das

restauragdes diretas a resina composta.
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VIII.  ANEXOS

Anexo I

Composicdo:

Pure water; Glycerol; CPP-ACP; D-
sorbitol; CMC-Na; Propylene glycol,
Silicon Dioxide; Titanium Dioxide;
Xylitol; Phosphoric acid; Sodium
fluoride; Flavoring; Sodium saccharin;
Ethyl p-hydroxybenzoate; Propyl p-
hydroxybenzoate; Butyl p-

hydroxybenzoate

Contra-indicacbes

* Milk protein allergy
* Hydroxybenzoates

allergy

Topical creme with calcium
phosphate and fluoride

Sodium Fluoride 0.2% W/W (900ppm F)

Strawberry

1

CPP-ACFP Lote: 160822S



Anexo 11

Composicao:

X&

encias

Sodium Bicarbonate; Aqua; Glycerin; Alcohol;
Cocamidopropyl Betaine; Krameria Trianda
Extract; Echinacea Purpurea Flower/Leaf/
Stem Juice; Aroma; Xanthan Gum,
Chamomilla Recutita Extract, Commiphora

Myrrha Extract; Sodium Fluoride; Sodium

a parar o sangramento das gengivas

a detener el sangrado de las

Saccharin; Salvia Officinalis Qil; Mentha

arodonta

pa

Piperita Qil; Mentha Arvensis Oil; Limonene;

Linalool; C177491

Pasta de fluoreto de sodio
(1400ppm de flior)
Lote: 6308BKWB
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Ex.ma Senhora
Rita Montenegro Romeu

Monte de Caparica, 27 de setembro de 2017.

Ex.ma Senhora,

Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciagdo da Comissao de
Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “Influéncia da remineralizagdo do esmaite
dentario erodido com nanocomplexos fluoretados derivados da caseina (CPP-ACFP)
nas forgas adesivas de restauragoes indiretas aderidas com resina composta

aquecida”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comis&4g e tica da Egas Moniz

Prof®. Doutora Maria Fernanda de Mesquita

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitdrio — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica



