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RESUMO

Objetivos: Qualificar a superficie de esmalte, histologicamente, quando aplicados
agentes remineralizadores e uma resina infiltrante de esmalte, comparando a eficacia
remineralizadora em lesdes de white-spot artificias da Caseina Fosfopeptidica- Fosfato
de Célcio Amorfo (CPP-ACP) e da resina infiltrante de esmalte (ICON®).

Materiais e Métodos: 13 espécimes de esmalte humano dividiram-se em 5 grupos.
Simularam-se lesdes de carie artificiais recorrendo a solu¢ao tampao de acido latico, pH
5.0, durante 6 dias, em cada grupo. Adicionalmente ao: Grupo A (n=3) - aplicou-se, uma
vez por dia, durante 4 semanas, CPP-ACP, alternando esta aplicagdo com a imersao das
amostras em saliva artificial a 37°C; Grupo B (n=3) - aplicou-se uma vez por dia, durante
4 semanas, CPP-ACP, sendo esta aplicagdo alternada com a imersdo das amostras em
saliva artificial. Posteriormente, aplicou-se resina infiltrante, ICON®; Grupo C (n=3) - as
amostras mantiveram-se em saliva artificial, durante 4 semanas, aplicando-se depois
resina infiltrante, ICON®; Grupo D" (n=2) - as amostras mantiveram-se imersas em
saliva artificial, durante 4 semanas; Grupo D™ (n=2) - as amostras mantiveram-se imersas
em agua desionizada, durante 4 semanas. Os espécimes foram submetidos a trés
radiovisiografias: antes/depois da indu¢do de carie e depois da remineralizacdo. Analisou-
se a superficie do esmalte ao microscopio Otico, e fez-se uma andlise descritiva e
qualitativa das amostras.

Resultados: Os agentes utilizados nos grupos A, B e C apresentaram potencial para
remineralizar as WSL. No grupo A e B os prismas de esmalte apresentaram-se
homogéneos. No grupo C e D constatou-se uma heterogeneidade nos prismas do esmalte.
Nao se observaram diferencas significativas nas radiovisiografias.

Conclusdes: Os grupos A e B, tratados com CPP-ACP, parecem apresentar maior
homogeneidade na superficie do esmalte, no entanto, ao ser uma andlise qualitativa ndo
podemos aferir qual o melhor agente remineralizador. Conclui-se que o0 RVG nao ¢ util
para a dete¢do de achados radiotransparentes no esmalte, induzidos desta forma.

Palavras-Chave: Resina infiltrante, fosfato de calcio, remineralizagao,

microscopia otica






ABSTRACT

Objectives: To histologically, qualify the enamel surface when applying
remineralizing agents and an infiltrating resin, comparing the remineralizing efficacy in
artificial white-spot lesions of Phosphopeptide Casein- Amorphous Calcium Phosphate
(CPP- ACP) and an infiltrating enamel resin (ICON®).

Materials and Methods: 13 human enamel specimens were divided into 5 groups.
Artificial caries lesions were simulated with lactic acid buffer solution, pH 5.0, for 6 days.
Moreover in: Group A (n=3): CPP-ACP was applied once a day for 4 weeks, alternating
this application with immersion of samples in artificial saliva at 37°C. Group B (n=3):
CPP-ACP was applied once a day for 4 weeks, this application was alternated with the
immersion of samples in artificial saliva. Subsequently, infiltrating resin, ICON®, was
applied. Group C (n=3): the samples were kept in artificial saliva for 4 weeks, after which
time, infiltrating resin, ICON®, was applied. Group D" (n=2): the samples were kept
immersed in artificial saliva for 4 weeks. Group D (n=2): the samples were kept
immersed in deionized water for 4 weeks. All specimens from each group were submitted
to three radiovisiographies: before and after caries induction and after remineralization.
The enamel surface was analyzed under an optical microscope, where a qualitative and
descriptive analysis of all samples was made.

Results: All agents used in groups A, B and C showed the potential to remineralize
WSL. In group A and B, the enamel prisms were homogeneous. In group C and D, enamel
prisms were heterogeneous. No significant differences were observed in the
radiovisiographs.

Conclusions: Groups A and B, treated with CPP-ACP, seem to present greater
homogeneity on the enamel surface, however, as it is a qualitative analysis, we cannot
assess which is the best remineralizing agent. It is concluded that RVG is not useful for
detecting radiolucent findings in enamel, treated this way.

Keywords: Infiltrant resin, calcium phosphate, remineralization, otic microscopy
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

1. Esmalte Humano

1.1.  Constituicio e Processo de Formaciao

De acordo com Beniash et al., (2019), o esmalte ¢ o tecido mais mineralizado do
organismo devido a sua fase inorganica, com uma arquitetura bem definida, no entanto,
é bastante sensivel as variacdes ambientais decorrentes na sua formacdo. E um tecido
duro acelular e avascular que nao possui capacidade de auto-reparacdo ou regeneragao,
ao contrario de outros tecidos duros, sendo constituido por 96% de matéria inorganica, na
forma de fosfato de célcio organizado hexagonalmente em cristais de hidroxipatite (HA);
3% de 4dgua e 1% de matéria organica, representada por uma rede de pequenas fibras de
colagénio, sobretudo do tipo I, que rodeiam cada cristal de HA (Beniash et al., 2019;
Farooq et al., 2021; Metwally & Stachewicz, 2020; Ramadoss et al., 2021).

Constitui o revestimento externo da coroa do dente, formando uma barreira que
protege o dente de agressdes quimicas, fisicas e térmicas que poderiam causar dano a
polpa (Lacruz et al., 2017).

A unidade estrutural do esmalte ¢ denominada de prisma, sendo cada dente
constituido por milhdes de prismas de esmalte (Ramadoss et al., 2021).

O seu processo de formagdo ¢ denominado amelogénese, na qual a proteina mais
abundante, da matriz de esmalte, a amelogenina, desempenha um papel muito importante
(Shin et al., 2020). O esmalte, contrariamente a outros tecidos mineralizados que
apresentam natureza conjuntiva, apresenta origem epitelial, mais especificamente
ectodérmica (Abou Neel et al., 2016; Lacruz et al., 2017), razao pela qual a constituicdo
dos seus componentes organicos € os seus mecanismos de mineralizacdo diferem dos de
mais. Apresenta-se ao microscopio eletrénico como fibras de cristais mineralizadas que
se apresentam unidas umas as outras por uma pequena quantidade de dgua e proteinas
(Farooq et al., 2021).

A amelogénese ¢ regulada pelos ameloblastos, que sdo células epiteliais
especializadas (Ramadoss et al., 2021; Shin et al., 2020). E um processo que envolve a

secre¢do, a criacao e o processamento proteolitico das proteinas da matriz do esmalte, que
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sdo responsaveis pelo tamanho, pela forma e pela organizacdo dos cristais existentes em
cada prisma de esmalte (Ramadoss et al., 2021).

De um modo geral, a formacdo do esmalte dentario pode ser agrupada em trés
estagios: 1) o estagio da formagdo da matriz, no qual as proteinas envolvidas na
amelogénese sdo produzidas; 2) o estdgio da calcificagdo, no qual sdo depositados
minerais, € a maior parte das proteinas originais ¢ removida; 3) o estdgio da maturacao
no qual o esmalte recém mineralizado sofre um processo final de calcificagdo, e as
proteinas ainda remanescentes sdo removidas (Nishio, 2008). Todos estes processos, sao
influenciados por fatores ambientais e genéticos, desta forma, ¢ de esperar que qualquer
defeito subjacente ao esmalte dentdrio advenha de danos decorrentes destes mesmos
processos (Nishio, 2008).

Atendendo ao processo de formagdo dos dentes, denominado de odontogénese,
constatamos que este se da em trés etapas distintas - a fase de botdo, a fase de capuz e a
fase de sino, que ocorrem de forma sequencial (Lacruz et al., 2017). E através do epitélio
interno do esmalte, formado pelas células epiteliais da concavidade adjacente ao
ectomesénquima, que surgem os ameloblastos, que sdo células responsaveis pela
formag¢do e mineralizacdo da matriz do esmalte (Lacruz et al., 2017; Pham et al., 2017).
A amelogénese, envolve duas fases: a secrecdo, iniciada aquando da presenca do
prolongamento de Thomes (aparelho secretor altamente especializado), na por¢do apical
dos ameloblastos (Shin et al., 2020) e a maturagdo (Nishio, 2008). E de salientar que ha
subdivisdes adicionais a estes processos tais como: a fase pré-secretdria, a fase secretoria
precoce, a fase secretdria tardia, a fase transitoria, a fase pré-absortiva, a fase de
maturagdo precoce e por ultimo a fase de maturacao tardia (Lacruz et al., 2017; Ramadoss
etal., 2021).

Numa primeira fase ha secrecdo de proteinas da matriz do esmalte pelos
ameloblastos para o espago extracelular, adjacente a jun¢do amelocementaria (Pham et
al., 2017). Estas proteinas da matriz do esmalte, englobam a amelogenina (cerca de 90%),
a ameloblastina, a enamelina (Hu ef al., 2016), bem como a enzima enamelisina (MMP-
20), controlando, de um modo geral, a biomineralizacdo do esmalte, sendo responsaveis
pela regulacdo e precipitagdo dos cristais de hidroxiapatite (Farooq ef al., 2021; Nishio,
2008). Assim que ha deposicdo mineral, as proteinases do esmalte, encarregam-se de
degradar e clivar as proteinas do esmalte, enquanto que os ameloblastos as removem da

matriz organica, através da via endocitica (Pham et al., 2017; Shin et al., 2020).
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A endocitose esta intimamente relacionada com a mineralizagdo do esmalte, na
medida em que ha remocao das proteinas do esmalte da matriz e consequentemente ha
deposito de minerais (Pham et al., 2017).

Durante a fase de secrecdo podem distinguir-se quatro populagdes de células: uma
unica camada de ameloblastos secretores; o estrato intermédio (constituido por uma ou
duas camadas de células); o reticulo estrelado; o reticulo estrelado composto por um
grande grupo de células em forma de estrela; e por fim uma Unica camada do epitélio
externo do esmalte. Os ultimos trés grupos celulares, vao constituir a camada papilar que
¢ rica em vasos sanguineos (Lacruz et al., 2017).

Aquando da fase de transicdo, os ameloblastos tornam-se cada vez mais curtos e
perdem o prolongamento de Thomes, assim como a camada papilar que outrora se formou
(Lacruz et al., 2017).

Na fase de maturagdo, e assim que a espessura final da camada de esmalte seja
atingida (Shin et al., 2020), ¢ eliminada toda a 4gua e todo o colagénio da matriz organica,
os ameloblastos desaparecem e nao ha mais deposicao de esmalte (Ramadoss et al., 2021;
Thompson, 2020). E importante mencionar que de acordo com os mesmos autores, no
ha um estado “pré-esmalte”, sendo apenas considerado esmalte, aquele que passa pelo

processo de maturacao.

Figura 1. Amelogénese vista em cortes histologicos em ratos selvagens com 8 semanas (A-E) e em ratos
geneticamente modificados (sem fosforilagao da amelogenina, (F-J)). A, F- Fase pré-secretoria; B, G - Fase
secretoria precoce; C, H - Fase secretdria; D, I- Fase secretoria tardia; E, J- Maturagdo. Na imagem C
observamos um quadrado ampliado a escala de 10 wm, onde vemos os processos de Thomes nos
ameloblastos de ratos selvagens. AB - Ameloblastos; DE - Dentina; EN- Esmalte; OD - Odontoblastos; P-
Polpa; PAB - Pré-ameloblastos; PL- Camada papilar; SI- Estrato Intermédio; Setas - Processo de Thomes;
Asteriscos - Agregados secretorios (SA) (Adaptado de Shin et al., 2020)
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Apesar do crescimento dos cristais de hidroxipatite se dar em ambas as fases, tanto

de secrecdo como de maturacdo, ¢ durante a maturagcdo que ha uma grande expansao dos
cristais em termos de espessura e largura, atribuindo a durabilidade e a dureza ao esmalte

dentario (Smith, 1998).

1.2. Microestrutura

A hidroxipatite constitui cerca de 95% do conteudo mineral do esmalte, e ¢
representada pela seguinte formula estequiométrica: Caio(PO4)s(OH)2 (Pitts, 2018). De
acordo com Lacruz et al., (2017), a hidroxipatite constitui-se como o cristal de fosfato de
calcio mais estavel quimicamente, bem como o menos soluvel, quando estabelecidas as
condi¢des fisioldgicas. De salientar, que todos os vertebrados apresentam na sua
constituicdo de esmalte nanocristais de hidroxipatite de célcio (Licata et al., 2020).

Ha que diferenciar e reforcar que o esmalte ¢ essencialmente constituido por uma
forma ndo estequiométrica da hidroxiapatite, e consequentemente, apresenta-se deficiente
em calcio, tendo incorporados diferentes ides, diferindo assim, da hidroxiapatite mineral
(Bulina et al., 2020; Lussi et al., 2012). Além disso o seu contetido organico ¢ bastante
importante no que toca a resisténcia a fratura (Thompson, 2020).

O cristal de hidroxipatite apresenta-se como uma estrutura hexagonal com arranjos
tetraédricos de ides de fosfato e calcio, coordenados entre si (Lacruz et al., 2017). Ha
formacao de canais, que permitem a difusao de anides ao longo do cristal de hidroxipatite,
devido ao posicionamento do ido de calcio. Assim, ¢ possivel a substitui¢do de ides
hidroxilo, através da sua difusdo, por ides de fluor, carbonato ou cloro, que se encontram
presentes em solugdo. Acresce o facto de que, existem elementos intrinsecos, tais como
o Na (s6dio), o Mg (magnésio), o K (potéssio), o ClI (cloro), o S (enxofre), o Fe (ferro), o
Cu (cobre) e 0 Zn (zinco) que estdo distribuidos ao longo da estrutura da hidroxipatite e
que se apresentam como impurezas, podendo haver substituicdo dos ides de célcio por
10es de sddio, magnésio ou zinco (Licata et al., 2020) e substituicdo dos ides de calcio e
hidroxilo por ides de carbonato (Lacruz et al., 2017).

A concentracdo destes ides, influencia as propriedades quimicas, fisicas, biologicas
¢ mecanicas do dente, bem como o racio entre calcio e fosfato existente (Licata et al.,
2020).

Deste modo, a apatite rica em carbonato acaba por ser muito mais soluvel e

suscetivel a dissolucao causada por acidos produzidos por bactérias cariogénicas, com
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um pH que ronda os 5,5 (Lussi et al., 2012). No entanto, o ido fllior estabiliza a estrutura
hexagonal ao encaixar perfeitamente com o ido célcio na rede cristalina, além de que a
substitui¢do do ido carbonato pelo ido flior, contribui para a formagdo de fluorapatite,
que ¢ muito menos soluvel perante uma descida do pH provocada por ataques quimicos,
mais concretamente com um pH aproximadamente de 4,7 (Abou Neel et al., 2016; Lacruz
etal.,2017; Lussi et al., 2012).

Como supramencionado, os cristais de hidroxipatite, apresentam-se organizados
numa estrutura hexagonal, que culmina com a formagao dos prismas de esmalte, paralelos
entre si (Ramadoss et al., 2021). Estes prismas, por sua vez, formam uma rede,
entrelagando-se entre si, assemelhando-se a uma estrutura tridimensional (Shin et al.,
2020).

Os prismas de esmalte apresentam-se rodeados por uma bainha de matriz organica
ou rod sheath, organizando-se numa estrutura tridimensional (Ramadoss et al., 2021).

Os cristais dos prismas de esmalte maduro, apresentam aproximadamente 50 nm de
largura e 10 wum de comprimento (Koldehoff et al, 2020) e tém um didmetro de
aproximadamente 5-8 um, apresentando-se perpendiculares a jungcdo amelocementaria e
estendendo-se do esmalte aprismatico até a superficie externa do esmalte (Thompson,
2020).

Os prismas de esmalte vao desde a jungdo-amelodentinéria (JAD) até a superficie
do esmalte, apresentando uma trajetoria ondulada na camada mais interna do esmalte,
dando origem as bandas de Hunter-Schreger (Beniash et al., 2019; Lacruz et al., 2017).
Estas bandas tém aproximadamente 50 um de largura e sdo visiveis devido as diferentes
diregdes que os prismas de esmalte apresentam e pela maneira como refletem e
transmitem a luz (Thompson, 2020).

A orienta¢do dos cristais de HA varia consoante a zona do prisma de esmalte,
podendo ir desde cristais organizados paralelamente entre si, até uma variacao de 65° a

70°, relativamente ao eixo axial (Ramadoss et al., 2021).

1.3. Macroestrutura
O esmalte cobre a coroa do dente, sendo que a sua espessura varia ao longo de toda

a coroa dentaria, sendo maior nas superficies vestibulares onde ronda os 2,5 mm e menor

em dire¢do ao cérvix (Lynnerup & Klaus, 2019).
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O esmalte ¢ translucido e a sua cor varia de amarelada a branco-acinzentada (Nanci,
2017).

Por ser uma estrutura altamente mineralizada a sua estrutura ¢ dificil de estudar. Ao
examinar-se sec¢oes de esmalte desmineralizadas, apenas nos € possivel observar um
espaco vazio nas zonas onde deveria haver esmalte, isto porque a parte mineral dissolveu-
se, impossibilitando a sua visualizagdo (Nanci, 2017).

Na superficie externa do esmalte ainda nos € possivel distinguir uma estrutura
intitulada de periquimata. Esta representa a terminacdo das estrias de Retzius,
distribuindo-se circunferencialmente como linhas horizontais ao longo da coroa do dente

(Nanci, 2017).

2. Saliva

2.1. Composicao e Producio

A saliva ¢ um fluido biolégico com diversas propriedades importantes para a
cavidade oral, sendo uma das mais importantes a prote¢do que confere a mesma
(Carpenter, 2013; Hegde et al., 2019; Quintas, 2014), ¢ constituida essencialmente por
uma parte organica rica em proteinas, aminoacidos, imunoglobulinas e ureia (Ramadoss
et al., 2021). Por sua vez, a componente inorganica da saliva ¢ constituida por catides
(como o sodio, célcio, potassio, entre outros) e anides (como cloreto, bicarbonato, fltior,
fosfato, entre outros) (Cochrane et al., 2010; Marsh et al., 2015).

A maior parte das proteinas presentes na saliva sdo secretadas pelas glandulas
salivares, a titulo de exemplo, as mucinas sdo essencialmente produzidas pelas glandulas
submandibulares e sublinguais, bem como pelas glandulas salivares minor, constituindo
cerca de mais de 15% do conteudo proteico da saliva (Carpenter, 2013). As proteinas
mais prevalentes na saliva sdo os péptidos ricos em prolina, a amilase, os péptidos
defensores do hospedeiro, as mucinas, a Imunoglobolina A secretoria ¢ a anidrase
carbonica (Marsh et al,, 2015), estas, promovem protecdo da superficie do esmalte,
atraindo igualmente calcio, promovendo a remineralizagdo (Hegde et al., 2019). Shetty e
colaboradores (2017), defendem que os péptidos ricos em prolina, diminuem a incidéncia

da carie dentaria ao neutralizarem os acidos produzidos pelas bactérias cariogénicas.
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A produgao da saliva dé-se nas glandulas salivares, ao nivel dos 4cinos e dos ductos,
tendo como principais fungdes: lubrificar os tecidos orais e contribuir para a formagao do
bolo alimentar, promover o wash-out da cavidade oral, proteger a mucosa e os dentes da
colonizagdo bacteriana extensa, contribuir para a formagao de uma pelicula adquirida que
protege as superficies dentdrias da dissolu¢do provocada pelos acidos bacterianos e
contribui igualmente para a estabilizacdo das mesmas superficies, em meio oral (Abou
Neel et al., 2016, Dawes et al., 2015; Levine, 2011).

A saliva total refere-se a mistura complexa de fluidos derivados das glandulas
salivares, do sulco gengival, do exsudado da mucosa oral, bem como do muco
proveniente da cavidade nasal e da faringe em conjunto com remanescentes de comida,
bactérias orais ndo aderidas a mucosa, c€lulas epiteliais e sanguineas descamadas, bem
como a restos de medicamentos ou produtos quimicos (Pedersen et al., 2018). E uma
solugdo viscosa que contém eletrélitos, sendo os principais o bicarbonato de sédio e o
cloreto de sodio, proteinas e células epiteliais da mucosa oral (Levine, 2011)

A produgao do fluxo salivar € um processo continuo que ¢ regulado, positivamente.
por um reflexo estimulado pelo paladar e pela mastigacdo (Chaudhari & Roper, 2010;
Hector & Linden, 1999). O fluxo salivar ndo estimulado representa um fluxo salivar
continuo que ¢ segregado em repouso com o objetivo de cobrir, lubrificar e nutrir todos
os tecidos orais (Levine, 2011; Pedersen et al., 2018). Ronda os 0,25 mililitros por minuto
(mL/min) — 0,35 mililitros por minuto (mL/min), na maioria dos adultos, resultando de
uma baixa estimulacdo do sistema nervoso auténomo através dos centros superiores, tais
como: o cortex orbitofrontal e a amigdala do cérebro que trabalham através dos centros
salivares, com o intuito de atuar nas glandulas salivares (Carpenter, 2013).

Por sua vez, a saliva estimulada ¢ produzida face a estimulos mecanicos, quer
sejam, gustativos, olfativos ou outros, contribuindo em cerca de 80 a 90% para a produgao
de saliva didria. A taxa de secrecdo do fluxo salivar estimulado normal esta estipulada
como sendo maior que 1mL/min, mais especificamente entre 1 e 1,5 mL/min (Niklander
et al., 2017; Proctor, 2016)

Uma pessoa saudavel, produz cerca de 1 a 1,5L de saliva por dia, sendo que o fluxo
salivar total ronda os 1 mL/min até aos 3 mL/min e caso se encontre diminuido, ronda os
0,7 mL/min- 1,0 mL/min. Contudo, os valores ditos “normais” tém uma grande variagdo
bioldgica individual, sendo importante monitorizar regularmente estas taxas de secrecdo

(Carpenter, 2013). O contetido proteico total na saliva total de um individuo com boa
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higiene oral ronda os 1,6 mg/mL, sendo que deste, 50% s3o amilases, 40-45% sao
proteinas ricas em prolina e 5 a 10% sao mucinas (Levine, 2011).

Atendendo a producao da saliva, primeiramente ocorre a secre¢do acinar primaria,
em que ha formagdo da saliva primadria, isotonica, relativamente ao plasma, de seguida,
da-se a secre¢do tubular modificada/secundaria, em que se forma a saliva secundaria,
hipotonica em relacdo ao plasma (Levine, 2011; Pedersen et al., 2018).

Como supramencionado, a saliva possui inumeras fungdes, quer sejam protetoras,
digestivas, ou de defesa (Pedersen et al., 2018). A saliva lubrifica as superficies orais
sendo fundamental para prevenir a desmineralizacdo do esmalte dentario através da sua
capacidade tampao, promovendo igualmente a remineralizacdo do esmalte (Marsh ef al.,
2015). Deste modo, fatores que aumentem e estimulem o fluxo salivar, quer sejam
quimicos ou mecanicos, revelam-se como fatores importantes na protecao contra a carie
dentaria (Hara & Zero, 2010).

A capacidade tampao da saliva ¢ importante na manutengdo de um adequado pH na
cavidade oral, tal como contribui para a homeostase da cavidade oral (Peres et al., 2009).
Existem assim, trés sistemas tampdo importantes na cavidade oral: o do bicarbonato/
anidrase carbonica, o sistema fosfato e o sistema de proteinas (Levine, 2011). A
concentragdo de bicarbonato ¢ muito superior (cerca de doze vezes) na saliva estimulada
do que na saliva ndo estimulada (Hara et al., 2010).

Enfatizando o sistema tampao bicarbonato/anidrase carbdnica, visto que ¢ o mais
importante na cavidade oral, constatamos que ¢ um sistema com uma grande dinadmica.
De um modo resumido, o 4cido latico produzido pela fermentagdo das bactérias
sacaroliticas reage, reversivelmente com o bicarbonato existente na saliva formando
lactato de sodio e acido carbdnico (H2CO3). A anidrase carbonica, existente em solugdo,
converte o acido carbonico em agua e dioxido de carbono, sendo este passo irreversivel,
uma vez que o didxido de carbono € um gas volatil, sendo perdido para o meio ambiente,
perdendo o seu carater acidico (Levine, 2011; Pedersen et al., 2018). O acido latico ¢
transformado no seu sal, o lactato de sodio. O bicarbonato (HCO3) salivar aumenta o pH
e, consequentemente, a capacidade tampao da saliva, impedindo a desmineralizagdo
(Levine, 2011). Os ides de bicarbonato, conseguem neutralizar o acido lactico e acético,
produzidos pelas bactérias cariogénicas, reduzindo deste modo a desmineralizagao (Peres

et al., 2009).
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No entanto, o efeito deste sistema tampao pode ser mascarado/influenciado por
fatores tais como: a higiene oral, a presenga de bactérias cariogénicas, o consumo de
acucar e a exposicao a fluoretos (Peres et al., 2009).

Sao cada vez mais os estudos ex vivo, que recorrem a saliva artificial com o intuito
de mimetizar o ambiente da cavidade oral (Ionta et al, 2014), uma vez que a saliva
recolhida de seres humanos, tende a alterar a sua constitui¢do, podendo inviabilizar todo
o estudo, além de que, a sua recolha ¢ um processo demorado (Yetkiner et al., 2014).

Existem diferentes formulagdes propostas para a saliva artificial (Ionta et al., 2014),
onde o conteudo mineral é superior ao conteudo proteico, quando comparada com a saliva
humana (Mutahar ef al., 2017). A saliva artificial, tem sem sido cada vez mais usada em
estudos ex vivo onde sdo aplicados protocolos de desmineralizagdo/remineralizacdo

(Mutahar et al., 2017).

2.2. Potencial Remineralizador

Atendendo ao potencial remineralizador da saliva aquando da presenga de WSL,
estudos indicam que apesar de algumas lesdes diminuirem o seu tamanho, a maioria
permanece inalterada (Van der Veen et al., 2007) o que reforca a necessidade de meios
adicionais extrinsecos de remineralizagcdo que fornegam ides como o calcio, o fosfato e o
fluor, tdo importantes para aumentar o potencial remineralizador da saliva (Cochrane et
al., 2010).

A remineraliza¢do dada pela saliva deve-se essencialmente ao facto de a mesma
atuar como um transportador de ides de calcio, fosfato e fluor, promovendo uma
supersaturagdo destes ides, impossibilitando uma eventual desmineralizagdo, com valores
de pH fisiologicos (Abou Neel et al., 2016; Farooq et al., 2021; Ramadoss et al., 2021).

Caso ocorra uma descida do pH abaixo de 5,5, ha desmineralizacdo da superficie
do esmalte devido ao aumento da solubilidade dos cristais de hidroxipatite e
consequentemente hd perda de mineral pela libertagdo de ides de célcio, fosfato e
hidroxilo. Deste modo, ¢ possivel aferir que a saliva tem um papel protetor no esmalte
dentario até um pH de 5,5 (Abou Neel et al,, 2016; Farooq et al., 2021).

E importante mencionar que a remineralizagdo dada pela saliva é um processo lento,
quando comparada com o uso de agentes remineralizantes, € que o ganho de mineral tende
a ser sobretudo na camada superficial devido ao gradiente de baixa concentracdao que se

gera na troca de ides da saliva para a lesdo de carie (Cochrane et al., 2010). Acresce o
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facto de que, Dai e colaboradores, em 2019, constataram através dos seus estudos que a

saliva artificial, bem como pastas fluoretadas, se revelaram ineficientes para o tratamento

de white-spot lesions.

3. Carie Dentaria

3.1. Definicao

A carie dentaria ¢ uma das doencas cronicas mais prevalentes no mundo e que
atinge cerca de 60-90% das criangas a escala global, atingindo igualmente adultos (Pitts
et al., 2018; Ramadoss ef al., 2021; Shahmoradi et al., 2017). Nao ¢ a simples perda de
estrutura mineral, ¢ um processo dinadmico, alternando ciclos de desmineralizagdo e
remineralizacao (Philip, 2018).

E definida como uma destrui¢do localizada dos tecidos duros do dente, que se
encontram suscetiveis aos produtos acidos produzidos pelas bactérias aquando da
degradagdo dos hidratos de carbono fermentaveis, provenientes da dieta (Pitts et al.,
2017). Nos estagios mais inicias, apesar de ja haver desmineralizagdo subjacente ao
esmalte, esta ndo € detetada através do tradicional exame clinico, bem como do exame
radiografico. Como mencionado, a carie tanto se manifesta como uma lesdo cavitada,
como ndo-cavitada, sendo que a primeira revela um estagio mais avancado da doenca
(Pitts et al., 2018). E uma doenga que tende a aumentar a sua severidade ao longo dos
diferentes estagios, inicialmente com diferencas a nivel molecular, sub-clinicas na
subsuperficie do dente, passando depois para um envolvimento da superficie dentinaria
(Pitts et al., 2018).

A cérie dentdria ¢ uma doenga multifatorial que se inicia com mudangas
microbioldgicas no biofilme, sendo influenciada pelo fluxo salivar e pela sua composicao,
pela exposicao a fluoretos (fatores protetores), pelo consumo de agtcares (dieta) e por
fatores genéticos (Pitts et al., 2017; Pitts, et al., 2018; Ramadoss et al., 2021; Shetty et
al., 2017).

Caracteriza-se por ser um processo dindmico, envolvendo ciclos de perda de
matéria mineral (desmineralizagcdo) e ganho da mesma (remineralizagdo) (El Meligy et
al., 2021). Ha varios fatores protetores e patologicos que estdo envolvidos no processo

de formacdo da carie dentdria e que facilmente alteram o equilibrio entre “satde” e
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“doenga” (Philip, 2018; Pitts et al., 2017). A titulo de exemplo como fatores patoldgicos
temos: o consumo didrio de agucares, uma baixa exposi¢cdo a fluoretos, presenca de
biofilme e de bactérias cariogénicas e uma disfun¢do das glandulas salivares, por sua vez,
como fatores protetores temos: a manutengdo de uma dieta saudavel, escovagem bididria
com pasta fluoretada, aplicagdo topica de fluoretos, aplicagdo de carater preventivo de
selantes de fissuras e uma fun¢do das glandulas salivares normal, bem como a presenca

de i0es remineralizantes na saliva (Philip, 2018).

3.2.  Aspetos Bioquimicos

As bactérias existentes nas superficies dentarias, formam microcolénias que estdo
encapsuladas numa matriz organica de polissacarideos, proteinas e DNA, que sdo
secretadas pelas células, conferindo-lhes protecdo e resisténcia a agentes antimicrobianos
(Sahiti et al., 2020).

O mecanismo da cérie dentaria ¢ similar para todos os tipos de caries. As bactérias
endogenas (maioritariamente Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, bem como
Lactobacillus spp), conseguem colonizar a superficie do dente e aderir a pelicula
adquirida através de interagdes do tipo recetor-adesdo culminando na formacao de um
biofilme (Pitts ez al., 2018). Por defini¢do um biofilme € um conjunto de microorganismos
firmemente aderidos entre si e a uma superficie, embebidos numa matriz extracelular com
uma origem tripla: bacteriana, da dieta e da saliva. Este biofilme ¢ frequentemente
denominado de placa bacteriana, sendo essencialmente constituido por bactérias,
polissacarideos, proteinas e DNA (Chen & Wang, 2010). Estas bactérias produzem acidos
organicos fracos como produto da fermentag@o dos hidratos de carbono provenientes da
dieta (Pitts et al, 2018). Estes acidos, levam a uma reducao critica dos valores de pH,
levando a desmineraliza¢do da superficie dentaria, na medida em que ao atingirem locais
suscetiveis, presentes nos cristais de hidroxipatite, a titulo de exemplo, impurezas,
inclusdes, falhas na rede hexagonal dos cristais de hidroxipatite, ou mesmo zonas com
falta de célcio, promovem a dissolu¢do do calcio e do fosfato (Chen & Wang, 2010; Sahiti
et al., 2020). Caso a difusdo dos ides de calcio, carbono e fosfato para fora do dente,
continue, ird iniciar-se a cavitagdo do mesmo. Estes acidos, tém a habilidade de produzir
i0es de hidrogénio que vao dissolver os minerais, libertando deste modo o célcio e o

fosfato, que ficam livres e tendem a difundir para fora do dente (Featherstone, 2000).
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Esta desmineralizacdo pode ser revertida nos seus estdgios mais iniciais com

recurso a calcio, fosfato e fltior (Sahiti ez al., 2020).

3.3.  Manifestacées Clinicas: White-Spot Lesions

A cérie dentéria inicia-se como uma WSL (white-spot lesion), estas, podem ser
revertidas com recurso a fltior (Farooq et al., 2021). No entanto, apenas a terapia com
recurso a pastas fluoretadas tem-se vindo a mostrar insuficiente para a reversao das WSL
e tem-se optado pela combinacdo com vernizes de flior ou mesmo com CPP-ACP, cuja
eficacia remineralizadora € similar ap6s 1 més, no entanto, apds 3 meses, 0o CPP-ACP em
combinagdo com a pasta fluoretada revela-se mais eficaz (Dai et al., 2019).

As WSL podem ser caracterizadas como areas de esmalte desmineralizado que
normalmente se desenvolvem devido a acumulagdo prolongada de placa bacteriana,
sendo o primeiro sinal de carie dentéria (Indrapriyaadharshini ef al., 2018). Ocorrem nas
superficies lisas do dente e apresentam um aspeto calcério (chalky) e poroso que se deve
a perda de mineral subjacente a subsuperficie do esmalte (Indrapriyaadharshini et al.,
2018).

As lesdes iniciais de carie em esmalte, podem ser ativas ou ndo ativas. Para as
diferenciar, o clinico deve limpar e secar a superficie do dente e usar uma luz adequada
para a sua correta avaliagcdo. Para avaliar a textura da lesdo pode fazer-se uso de uma
sonda periodontal comunitaria e pode constatar-se que as lesdes ativas se apresentam
como rugosas, opacas € porosas, enquanto, as lesdes inativas surgem maioritariamente
como lisas e brilhantes (Indrapriyaadharshini et al., 2018).

A desmineralizagdo que inicialmente ocorre na subsuperficie do esmalte, cria poros
entre os primas de esmalte (Indrapriyaadharshini et al., 2018) que ao aumentarem de
volume irdo alterar o indice de refragdo (IR) da lesdo comparativamente com as areas de
esmalte sdo adjacentes (Sampson et al., 2020). A alteracdo do indice refratario do esmalte
na area cariada de uma WSL ¢ a consequéncia de uma superficie rugosa e sem brilho,
bem como a alteragdo da reflexdo da luz na superficie interna, o que resulta num esmalte
visualmente mais opaco, uma vez que no esmalte poroso ha uma maior dispersdo de luz
do que no esmalte sdo (Gorelick et al., 1982; Indrapriyaadharshini et al., 2018). Quanto
mais porosa for a lesdo, maior a quantidade de agua e ar que consegue penetrar na lesao,
alterando o IR (Cazzolla et al., 2018). Estas lesdes, caso ndo tratadas podem evoluir para

lesdes cavitadas (Cazzolla et al., 2018).
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Existem quatro zonas histologicas relevantes numa WSL: 1) a zona de superficie
que aparentemente se apresenta intacta e radiopaca ao raio-x, sendo uma zona de
remineralizacdo; 2) o corpo da lesdo, onde se verifica a maior destrui¢do; 3) a zona escura,
que adquire o seu nome devido a sua aparéncia quando vista em microscopia de luz
polarizada, e ¢ onde se d4 a remineralizagdo; 4) a zona translicida em que h4 uma
auséncia de contornos estruturais dos bastonetes ¢ um grande aumento de espago
comparado com o esmalte ndo afetado (Gorelick et al., 1982)

No ano de 2007, Van der Veen ef al., constataram a necessidade de aplicar sistemas
remineralizantes nas lesdes de white-spot para impedir a sua progressao. Esta constata¢ao
deve-se aos resultados adquiridos nos seus estudos, onde verificaram que apds a remog¢ao
de brackets ortodonticos, e recorrendo a aparelhos emissores de fluorescéncia, as WSL

mantiveram-se estaveis, sem sinais de regressdo, durante um periodo de dois anos.

3.4.  Pelicula Adquirida

A pelicula adquirida ¢ definida como uma capa acelular, amorfa, sem bactérias,
estando depositada nas superficies dentérias entre a superficie do esmalte e o biofilme
dentario (Hara et al., 2010). E formada essencialmente por glicoproteinas salivares e
proteinas com diferentes origens, nomeadamente salivares, por produtos e compostos
bacterianos, pelo fluido gengival crevicular, sangue e restos de comida. E importante
salientar que a composi¢do da pelicula adquirida ¢ influenciada por parametros fisico-
quimicos ditados pela estrutura das proteinas e pelas caracteristicas dos cristais de
hidroxipatite, nomeadamente a natureza e numero dos recetores € a concentracdo de
determinada proteina (Heller et al., 2016).

Os precursores da formacao da pelicula adquirida podem ser proteinas ricas em
prolina, estaterinas, histatinas, que se ligam a superficie do dente em poucos minutos
(Gibbins et al., 2014). Estes, possuem recetores ligantes de calcio, os quais se conseguem
ligar aos cristais de hidroxipatite, formando uma pelicula com aproximadamente 10- 20
nm em poucos minutos (Siqueira et al., 2012)

A formagdo desta pelicula envolve dois processos. Inicialmente ha adsor¢do de
proteinas as regides hidrofobicas do dente através de interagdes electroestaticas, de
seguida, agregados de proteinas ou estruturas micelares aderem aos sitios de ligagao
previamente expostos, interagindo com a camada hidrofébica previamente formada,

através de interagdes do tipo proteina-proteina, o que aumenta a espessura da pelicula e
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contribui para a formacao de uma estrutura globular, caracteristica da pelicula adquirida,
nesta fase (Chawhuaveang et al., 2020; Hara et al., 2010; Siqueira et al., 2012).

Na maturacao da pelicula adquirida, moléculas de alto peso molecular continuam a
aderir a pelicula, contribuindo para o aumento da sua espessura, até que se dd um
equilibrio entre adsor¢do e dessor¢do, aproximadamente passadas duas horas, sendo a
espessura final da pelicula de 100-1000 nm (Chawhuaveang et al., 2020; Siqueira et al.,
2012).

Atendendo a carie dentéria, a pelicula adquirida revela ter um papel importante no
seu desenvolvimento, na medida em que contribui para a coloniza¢do de microrganismos
na superficie dentaria, bem como para a difusdo de produtos bacterianos e para o
transporte de ides minerais (Chawhuaveang et al., 2020).

A composi¢ao da pelicula adquirida determina os microrganismos iniciais que irdo
aderir a superficie dentdria, tendo deste modo, uma influéncia nas propriedades
cariogénicas do biofilme dentario (Dawes et al., 2015).

Fatores como o estado da higiene oral, a frequéncia de consumo de snacks, o tipo
de alimentagdo e a frequéncia do seu consumo didrio, influenciam a composicao da
pelicula adquirida, bem como a colonizagdo bacteriana (Dawes et al., 2015).

Além de servir como um protetor para a desmineralizagdo, a pelicula adquirida atua
igualmente como um lubrificante entre os dentes e os tecidos moles e outras estruturas

(Hara et al., 2010).

3.5. Diagnostico de lesdes de carie

Aquando do diagndstico das lesdes de cérie, ¢ importante diferenciar o diagnostico
epidemioldgico, do diagnostico clinico. O primeiro, faz referéncia a detecdo das lesdes e
a sua classificacdo, enquanto, o segundo, requer um diagndstico global com base na
historia, atividade e risco da doenga em si, tendo sempre por base a decisdo terapéutica,
estando longe de ser um processo objetivo (Sala & Garcia, 2013).

E importante detetar lesdes de carie em estagios cada vez mais precoces, de modo
que possamos implementar estratégias minimamente invasivas (Guerrieri et al., 2012).

Ainda ndo foi estabelecido um método gold-standard para diagnosticar lesdes
incipientes de carie dentéria, na medida em que este teria de ter uma alta sensibilidade,
para conseguir detetar a doenca, € uma elevada especificidade, para conseguir avaliar a

auséncia da doenga. No entanto, os métodos existentes hoje em dia que nos permitem
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diagnosticar lesdes iniciais de carie, englobam o diagndstico tatil e visual, o diagnostico
radiografico, e mais recentemente, métodos como transiluminagdo com fibra otica
(FOTTI), aparelhos com recurso a fluorescéncia e até aparelhos com condutividade elétrica
(ECM) tém sido cada vez mais usados (Guerrieri et al., 2012).

Ambos os diagnosticos tatil e visual, bem como o radiografico apresentam por si
s0, uma sensibilidade moderada, sobretudo por estarem dependentes do operador que os
executa, no entanto, quando combinados, melhoram a sua sensibilidade e especificidade
(Ewoldsen & Koka, 2010).

E importante denotar que a inser¢do da sonda exploratoria, aquando do diagndstico
clinico pode danificar lesdes de white-spot potencialmente reversiveis, como também
pode transferir microorganismos de um local para o outro (Vaswani et al., 2018).

Ambos os diagnosticos clinico e radiografico, t€ém sido usados pelos clinicos para
diagnosticar lesdes de cérie, no entanto, a subjetividade associada a estes métodos e as
limitagdes levaram a necessidade de se desenvolverem novas tecnologias (Iranzo-Cortés
etal., 2017).

O diagnéstico histologico € o método gold standard para a detegdo da carie dentaria,
no entanto, em situagdes clinicas, ¢ bastante dificil, se ndo, impossivel, colocar este
diagnostico em pratica, na medida em que seria necessario um método que ndo destruisse
a estrutura dentaria e que nos permitisse aceder a perda de mineral (Rodrigues et al.,

2011).

3.6. Raio-X como meio auxiliar de diagnostico das lesdes cariosas

A cérie dentaria ao ser um processo multifatorial, complexo, continuo e dinamico,
revela-se dificil de avaliar e diagnosticar. Acresce o facto de que, nos estdgios mais
inicias, a carie pode ser controlada com recurso a tratamentos ndo invasivos, sendo o
objetivo principal do nosso diagnostico enquanto clinicos, a detecao precoce dos sinais
clinicos desta doenga (Belém, 2011).

As lesdes de cérie nas superficies oclusais apresentam-se como as de maior
dificuldade de diagnoéstico devido a sua complexidade anatomica, o que porventura as
torna mais dificeis de higienizar, quando comparadas com superficies lisas (Medeiros,
2011). Além disso, cada vez mais, tém sido reportados casos de presenga de carie dentaria
em superficies aparentemente higidas, o que requer uma maior aten¢do e rigor no

diagnostico por parte do Médico-Dentista (Foros et al., 2021; Medeiros, 2011). As lesdes
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cariosas em esmalte apenas s3o detetadas com recurso ao raio-x quando ha perda de

mineral a partir de 30%, razdo pela qual a maioria ¢ indetetdvel com este método
(Vaswani et al., 2018; Wenzel et al., 1991).

O exame radiografico ¢ um meio auxiliar de diagndstico muito importante e cada
vez mais usado na pratica da Medicina Dentaria, apresentando um papel relevante no
diagnéstico da carie dentaria. O exame radiografico ¢ sobretudo 1til no diagnostico de
lesdes de carie em dentina (Medeiros, 2011; Singh et al., 2016).

A radiografia, como meio auxiliar de diagnostico da carie dentaria pode subestimar
a profundidade da lesdo cariosa, apresentando-se como um método com uma baixa
sensibilidade, especialmente na detecdo de caries incipientes (Foros et al., 2021).

O uso de radiografias tradicionais para o diagnostico da carie dentéria peca devido
a aspetos como: o brilho, a escala de cinzentos e o contraste, facto pelo qual se tem optado
cada vez mais pela radiovisiografia (RVG). Acresce o facto do RVG apresentar varias
vantagens relativamente ao método convencional, tais como:grande resolucao de detalhes
devido as inumeras especificacdes que contém, como filtros, op¢do de zoom e
densitometria, além de apresentar uma baixa radiacdo ionizante. Constitui igualmente um
método mais rapido e fidvel, possibilitando o armazenamento de imagens, sem perder
qualidade para um futuro follow-up (Vaswani et al., 2018).

Diversos autores compararam a eficicia na detecdo da carie dentéria, ao usar a
radiografia convencional e a radiografia digital e constatou-se que ambos se revelaram
igualmente eficazes na detegdo e diagnodstico de lesdes de cérie dentaria, apresentando
igual sensibilidade, no entanto, em termos de acuracia o sistema digital parece ser superior

(Tovo et al., 2003).

3.7. ICDAS II: indice de Classificacio

O International Caries Detection and Assessment System (ICDAS), ¢ um indice
visual que permite a detecdo de caries em diferentes estddios, sendo reconhecido
internacionalmente (Dai et al, 2019). E baseado na inspe¢do visual, podendo
opcionalmente fazer-se uso a uma sonda exploratéria comunitaria, para a palpacao da
textura da lesdao ou a fim de remover debris (Braun et al., 2016). Este indice classifica os
estagios da carie dentaria baseados na sua atividade e extensdo histologica (Pitts ef al.,

2013).
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Atendendo aos métodos tradicionais de diagnostico da cérie dentaria, estes
envolvem o diagndstico visual, o tatil e o radiografico, os quais sdo usados ja ha muito
tempo (Vaswani et al, 2018). No entanto, sio métodos subjetivos € com pouca
reprodutibilidade (El-Housseiny et al., 2002) e ¢ necessario cerca de 30% a 40% de perda
mineral para que seja observada na radiografia (Wenzel et al., 1991).

Estudos demonstraram que o ICDAS tem uma grande consisténcia, sensibilidade e
reprodutibilidade, bem como uma boa correlagdo com o exame histologico. Além disso,
revelou-se o melhor indice para detetar alteragdes no esmalte, quando comparado com
outros métodos de diagnoéstico, tais como radiografias bitewing e aparelhos de
fluorescéncia (Jablonski-Momeni et al., 2008; Rodrigues et al., 2008).

Recentemente tem-se vindo a desenvolver métodos cada vez mais precisos para a
detegdo da atividade da carie dentéria nos seus estdgios mais iniciais, com uma precisdo
tdo grande como aquela observada no diagnostico histolégico (Dai et al., 2019), a titulo
de exemplo temos a tomografia de coeréncia Otica- sensivel a polarizacdo (Polarization
sensitive optical coherence tomography (PS-OCT)).

O ICDAS II esta concebido de modo a detetar 6 estadios de lesdo de carie, desde as
lesdes mais inicias causadas pela desmineralizagdo subjacente ao processo carioso, até
lesdes mais extensas com grandes cavitagdes (Ismail ef al., 2007; Sala & Garcia, 2013).
De acordo com Ismail et al., (2007), este indice abrange todo o tipo de caries coronais
(fossas e fissuras, mésio-distal e vestibulo-lingual), bem como de caries radiculares e
ainda de caries associadas a restauragoes e selantes (CARS).

O ICDAS 1I ¢ definido por dois digitos, sendo que o primeiro digito faz referéncia
ao estado da superficie dentaria, ou seja, se estd integra ou restaurada. Por sua vez, o
segundo digito refere-se ha existéncia ou ndo de uma lesdo de carie e ao seu estado (Ismail
et al., 2007; Sala & Garcia, 2013).

De um modo geral, as WSL podem ser classificadas com o digito 1 ou 2. Sendo que
o digito 1 faz referéncia a uma mudanca visual em esmalte, na qual, com o dente humido
ndo ha mudanga na cor que indique a existéncia de carie dentdria, no entanto, apos
secagem (aproximadamente 5 segundos), ¢ visivel uma mancha opaca compativel com
lesdo inicial de carie (Dai et al., 2019; Ismail et al., 2007).

Em contrapartida, o digito 2 faz referéncia a uma mudanga visual notavel em
esmalte quando observamos o dente hiimido (Dai et al., 2019; Ismail et al., 2007).

Em comparagdo com o esmalte sdo, as WSL sdo brancas e opacas, sendo

frequentemente observadas na superficie vestibular dos dentes anteriores, ¢ na area
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interproximal dos dentes posteriores como lesdes de classe II incipientes (Perdigdo,
2019).

Atendendo ao indice refratario (IR) do esmalte sdo, este ronda os 1,62, enquanto
que uma WSL hidratada com saliva apresenta um IR de 1,33. Esta diferenca nos indices
de refracdo afeta a dispersao da luz, dando um aspeto opaco as WSL. Por sua vez, quando
secos, a saliva presente nas porosidades das WSL ¢ substituida por ar, cujo IR ¢ de 1,0.
Visto que a diferenca de indices refratarios ¢ maior entre a hidroxipatite e o ar, & de esperar
que as WSL se tornem mais evidentes num dente desidratado (Dai et al., 2019).

As tabelas 1 e 2 sdo representativas dos codigos usados no ICDAS II.

Tabela 1- Critérios correlacionados com o estado do dente, bem como a presenga ou ndo de restauragdes
no mesmo, tendo por base o ICDAS (International Caries Detection and Assessment System).

Codigos Descricao dos critérios clinicos

Codigo 0 Nao restaurado nem selado

Codigo 1 Parcialmente selado

Codigo 2 Totalmente selado

Codigo 3 Restauracdo da cor do dente

Codigo 4 Restauracdo a amalgama

Codigo 5 Coroa metalica

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

Codigo 7 Restauracdo fraturada ou perdida

Codigo 8 Restauracdo provisoria

Tabela 2- Critérios correlacionados com a presenga ou nao de carie e ao seu estado, tendo por base o ICDAS
(International Caries Detection and Assessment System).

Codigos Descri¢ao dos critérios clinicos

Codigo 0 Esmalte sdo

Codigo 1 Alteracdes de esmalte visiveis com o esmalte seco
Codigo 2 Alteragdes inequivocas de esmalte visiveis

Codigo 3 Cavidade do esmalte sem dentina visivel

Codigo 4 Sombra escura de dentina vista do esmalte sem cavidade
Codigo 5 Cavidade com exposicao de dentina

Codigo 6 Extensa cavidade com exposi¢do de dentina
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4. Remineralizacio

4.1.  Definicao

Por defini¢do, a remineralizagdo do esmalte ¢ um processo de reparo natural do
corpo humano para lesdes ndo cavitadas na subsuperficie do dente, reconstituindo o
contetido mineral perdido (Sahiti et al., 2020).

O processo de remineralizacdo tem como objetivo restituir a perda de ides por parte
do esmalte (Ramadoss ez al., 2021). E um processo caracterizado pela deposigdo de calcio
e fosfato no esmalte desmineralizado (Lynch & Smith, 2012), culminando o seu sucesso
com a dete¢do precoce das lesdes cariosas (Ramadoss et al., 2021).

Para considerarmos um agente remineralizante como eficiente, este tem de
aumentar a remineraliza¢ao e diminuir a desmineralizac¢do, sendo capaz de ficar retido no
esmalte para exercer a sua acdo. Idealmente t€ém de conseguir precipitar rapidamente
numa superficie parcialmente desmineralizada e tornar a apatite da estrutura dentéria,
numa apatite mais estavel e mais acido-resistente (Borges et al., 2011). E necessario que
isto acontega na presenca de saliva e antes de uma nova desmineraliza¢do ocorrer, para
que ndo entre em contacto com o mineral recém-precipitado e este seja perdido. Estes
autores, também constataram que os minerais que sdo absorvidos pelo esmalte podem
servir como um reservatorio aquando de um ataque acido, pois podem ser libertados na
sua fase fluida em torno dos cristais de hidroxipatite, servindo como um substrato para a
remineralizacdo (Borges et al., 2011).

De acordo com Borges et al., (2011) um agente remineralizante tem de cumprir
alguns requisitos tais como: ser seguro para o ser humano e ter uma bioatividade
satisfatoria; (2) despoletar uma precipitagdo rdpida em dentes parcialmente
desmineralizados; (3) transformar-se numa apatite estavel e resistente a futuros ataques
acidos; (4) ter uma agao benéfica em conjunto com o uso de fluor; (5) ser mais eficaz que
a desmineralizagdo que ocorre naturalmente apos a erosdo pela saliva; (6) ser ativo tanto
na superficie como na subsuperficie da lesdo e conseguir difundir-se, através do biofilme,
até ao interior da lesdo na subsuperficie.

Para abrandar a progressdo da lesdo, temos de promover o bloqueio da lesdo de
modo a alcancarmos a regressao da lesdo (Yavuz & Kargul, 2021). Deste modo, ¢
necessario a criacdo de estratégias preventivas e intercetivas que permitam a

remineralizacdo de lesdes incipientes de carie (Yavuz & Kargul, 2021).
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A chave para a remineralizacdo do esmalte, ¢ a reposicdo dos ides perdidos,
conseguindo estes, obliterar os poros do tecido desmineralizado (Ramadoss et al., 2021).

Atendendo aos novos sistemas de remineralizagdo, estes podem regenerar o corpo
da lesdo (péptidos biomiméticos) ou podem promover ides que favorecem o ganho de
mineral na subsuperficie do dente, como os sistemas de fosfato de calcio (Gonzélez-
Cabezas et al, 2018; Philip, 2018). Deste modo, tem-se vindo a caminhar para uma
perspetiva cada vez mais minimamente invasiva, onde se preza a remineralizacao a titulo
de conservar o maximo de estrutura dentaria possivel, melhorando tanto os resultados
clinicos como a experiéncia para o nosso paciente (Pitts & Wright, 2018).

O gradiente de porosidade na superficie de uma lesdo cariosa em esmalte ¢ inferior
a 5%, variando o volume dos poros consoante as diferentes regides de uma WSL: 10 a
20% no corpo da lesdo; 2 a 4% na zona escura e 1% na zona translucida (Robinson et al.,
2000).

E importante sublinhar que a remineralizagdo nem sempre ¢ suficiente para tratar
eficazmente as lesoes de carie, na medida em que a desmineralizacdo e a remineralizagdo
sdo processos ciclicos e basta haver um desequilibrio nestes processos para que a
reparacao da lesdo ndo seja possivel (Yavuz & Kargul, 2021).

A desmineralizacdo comega na subsuperficie do esmalte (Yavuz & Kargul, 2021).
Lesdes inicipientes podem ser remineralizadas com agentes remineralizantes caso a

camada superficial esteja integra (Pitts & Wright, 2018).

4.2. Flaor

O uso topico de flior € um método amplamente reconhecido para a remineralizacao
de lesdes cariosas em esmalte (Gonzalez-Cabezas et al., 2018), esta, da-se pela formacao
da fluorapatite (Dai et al., 2019).

A formacao da fluorapatite da-se aquando da diminuicao do pH salivar, em que ha
troca dos grupos hidroxilo dos cristais de HA pelo fluor (Ramadoss et al., 2021). O fltior
presente nos produtos fluoretados, ao reagir com o i3o célcio presente na saliva origina o
fluoreto de calcio (CaF2) que ird aumentar a resisténcia do esmalte a desmineralizagao
(Dai et al., 2019; Lussi et al., 2012; Shahmoradi et al., 2017). Aquando de um ataque
acido, em que ha diminuicao do pH, os ides fliior sdo libertados do complexo CaF», no

entanto, a pH's neutros, este complexo mantém-se estavel na superficie do esmalte (Lussi
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et al., 2012). Assim, a menor solubilidade da fluorapatite, relativamente a HA confere
maior resisténcia ao esmalte (Santos ef al., 2019).

A existéncia de ides de calcio e de fosfato na saliva torna-se indispensavel para que
o processo de remineraliza¢cdo ocorra (Ramadoss et al, 2021). O complexo de fluoreto de
calcio ¢ considerado a maior fonte de ides fluor aquando de um ataque acido, estes ides
irdo inibir a desmineralizagdo e promover a remineralizagdo (Lussi et al., 2012).

O célcio e o fosfato, provenientes da saliva ou de outras fontes topicas difundem
para o dente e em conjunto com o flior, reparam os cristais pré-formados ao invés de
formarem novos (Featherstone, 2000), ou seja, o flior tem a habilidade de aderir a
superficie desmineralizada e captar ides, resultando num ganho de mineral, formando a
fluorapatite, que ¢ mais resistente ao ataque acido do que a hidroxipatite (Dai et al., 2019;
Philip, 2018).

Além do mecanismo de acdo supramencionado, apesar de ndo muito bem
esclarecido, o flior atua também inibindo a sintese de acido pelas bactérias (Lussi et al.,
2012; Santos et al., 2019).

A biodisponibilidade dos ides de fluor depende da existéncia de reservas ioOnicas
nos dentes, na saliva, na placa dentaria e na mucosa oral, sendo que, essas reservas
garantem o equilibrio e a estabilidade na cavidade oral, resultando o seu desequilibrio no
inicio da desmineraliza¢do na superficie do esmalte (Ramadoss et al, 2021).

Estratégias comunitarias como a fluoretagdo das aguas, tém sido amplamente
utilizadas como medida preventiva nas populagdes para travar a progressdo da doenga
cariec (Ramadoss et al., 2021). Esta medida, garante a disponibilidade de uma
concentragdo de 1 ppm de fluor, considerada ideal, para inibir a desmineralizagdo do
esmalte, no entanto, excessos deste ido podem levar a fluorose dentdria onde had uma
superficie porosa por baixo da drea hipermineralizada, levando ao enfraquecimento do
esmalte (Ramadoss et al., 2021).

Lussi e colaboradores (2012) defendem que pequenas quantidades de fluor
dispersos na cavidade oral, em solucgdo, inibem a desmineralizacdo de uma maneira mais
eficaz do que a FAP (fluorapatite) incorporada no esmalte, tendo os ides de fluor livres
em solucdo um papel muito mais importante na prevencao da carie dentaria.

E importante salientar que apesar de o fliior permanecer o gold-standard para a
remineralizacao de lesdes cariosas em esmalte, tem-se vindo a assistir a um declinio na
sua eficacia em alguns grupos populacionais devido ao consumo excessivo de alimentos

processados e com excesso de acucar, o que resulta numa redugdo do potencial
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remineralizador do fliior. Sendo possivel concluir que em dietas altamente cariogénicas

o fluor e a saliva ndo s3o métodos suficientes para a remineralizagcdo de lesdes de carie
(Philip, 2018).

O contetdo de fluior presente em esmalte sdo ¢ inferior aquele presente numa WSL,
visto que a ultima ja foi submetida a varias fases de desmineralizacdo e remineralizagdo
(Lussi et al., 2012). Ao se analisar as diferentes areas de uma WSL ao microscopio, €
possivel constatar que na area superficial hd uma concentragdo muito alta de ides fluor
(acima de 1100 ppm), ao contrario de areas de esmalte sds em que apenas se detetou 450
ppm de flaor. Ao caminharmos para o corpo da lesdo, a concentracdo de flior diminui
abruptamente para 150 ppm e nas camadas mais profundas de esmalte as concentragdes
sdo de 100 ppm (Lussi et al., 2012). A elevada concentragdo de fluor na superficie mais
externa do esmalte, prende-se com o facto de que esta, estd constantemente exposta a
saliva (Pajor et al., 2019).

A concentragdo aumentada de fluor na regido mais superficial de uma WSL deve-
se ao facto de que os cristais desmineralizados existentes na superficie porosa da WSL,
servem como nucleos para o ganho de nova matéria mineral, resultando numa camada
mineral superficial rica em flGor, pobre em carbonato e resistente ao ataque acido, deste
modo, conclui-se que as lesdes iniciais de carie ndo devem ser removidas mecanicamente
(Lussi et al., 2012).

Os produtos fluoretados apresentam-se em diferentes aspetos (géis, vernizes,
colutorios e pastas) concentragdes € modos de aplicagdo, sendo o efeito principal do fltor,
topico (Santos et al., 2019).

A concentragdo de fluor nas pastas de dentes varia de 1000 a 1500 ppm, sendo os
fluoretos mais usados o fluoreto de sdédio, o monofluorfosfato € o fluoreto estanhoso
(Santos et al., 2019). Existem igualmente pastas fluoretadas com alta concentracio de
flaor (5000 ppm de flior) que se destinam a pacientes com alto risco de carie ou em
tratamento ortodontico (Silva-Fialho et al., 2021).

Os colutorios fluoretados podem ser compostos por fluorfosfato acidulado, fluoreto
de estanho, fluoreto de amoénio e fluoreto de amina, existindo duas principais
concentragdes: 0,05% (225 ppm de fluor) para uso diario e 0,2% (900 ppm de fluor) para
uso semanal (Santos et al., 2019).

Relativamente aos géis fluoretados, estes contém 12.300 ppm de fltor, sendo
produtos com alta concentracao de flior, bem como os vernizes de fluor (22.600 ppm de

fltor) (American Academy of pediatric Dentistry, 2020), devendo apenas ser prescritos e
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manipulados pelo Médico-Dentista em pacientes com alto risco de cérie (Santos et al.,
2019).

Uysal e colegas (2010), defendem que apenas a escovagem com uma pasta
fluoretada ndo ¢ suficiente para prevenir a progressao de WSL provenientes do uso de
brackets ortodonticas. Enfatizando assim, o facto de serem necessarios tratamentos

remineralizadores alternativos para tratar as WSL.

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

Féarmacos como o fluor, os vidros bioativos e os fosfopéptidos de caseina tém sido
os mais utilizados para a remineraliza¢do do esmalte (Quintas, 2014). A aplicacdo de
CPP-ACP ¢ uma das muitas técnicas propostas para promover a remineralizagdo e reduzir
a ocorréncia de WSL bem como de céries dentérias (Indrapriyaadharshini ef al., 2018).

Estes sistemas de remineralizagdo foram desenvolvidos com base na ideia de que a
digestao triptica do caseinato de leite produz fosfopéptidos de caseina multifosforilados
(CPP), o que aumenta substancialmente a solubilidade da proteina do leite, bem como a
capacidade de estabilizar ides de célcio e fosfato (Indrapriyaadharshini et al., 2018).

A caseina ¢ uma proteina do leite bastante insoluvel, constituindo cerca de 80% das
proteinas no leito bovino (Gulec & Goymen, 2019). Os fosfopéptidos de caseina sdao
capazes de estabilizar o fosfato e o calcio ao formar um complexo que contém fosfato de
calcio amorfo (ACP) (Gulec & Goymen, 2019; Indrapriyaadharshini et al., 2018). Sao
considerados bioativos, na medida em que necessitam de ativacdo por hidrdlise
enzimatica ou quimica para se tornarem ativos (Oliveira et al, 2014). E um
nanocomplexo que promove um reservatorio, com consequente libertacdo, de célcio e
fosfato de modo a manter um estado de super-saturacdo, destes ides na saliva (Hua et al.,
2020; Indrapriyaadharshini ef al., 2018; Ramadoss et al., 2021), promovendo ides para a
remineralizacdo do esmalte, favoraveis a formagao de hidroxipatite (Borges, 2011). Os
nanocomplexos de ACP, estdo difundidos pela saliva, criando um gradiente de difusao
que lhes permite localizarem-se na placa supragengival (Philip, 2018).

O mecanismo de agdo do CPP-ACP pode ser subdivido em: 1) promover a
supersaturagdo de ides de calcio e fosfato na saliva, promovendo a sua disponibilidade;
2) contribuir para a capacidade tampao da saliva ao manter altos os niveis de ides,
impedindo uma descida do pH; 3) promover a remineralizacdo da HA; 4) Reduzir e

prevenir a desmineralizagdo da HA; 5) Atuar nos microorganismos presentes no biofilme;
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6) Manter uma concentragdo de ides na superficie da lesdo cariosa para promover a

remineralizagdo (Hua et al., 2020). E de salientar que os nanocomplexos de CPP-ACP

exibem um efeito de sinergismo na presenca de fliior, ao formar fosfopéptido de caseina-
fosfato de calcio amorfo fluoretado (CPP-ACFP) (Yavuz & Kargul, 2021).

O potencial cariostatico atribuido ao CPP-ACP deriva da sua capacidade de
estabilizar ides como o célcio e o fosfato mantendo um estado de supersaturacio destes
mesmos ides no meio oral (Oliveira, 2014). Aquando de um ataque 4cido, ha libertagao
de ides de calcio e fosfato o que facilita a remineralizagdo e inibe a desmineralizagdo
(Indrapriyaadharshini ef al., 2018).

Estudos defendem que o CPP é um bom transportador de fluor, na medida em que
o consegue transportar para dentro da lesdo cariosa, aumentando a sua permeabilidade,
deste modo, devido hd maior concentracao de flior hd maior formagao de fluorapatite e
hidroxipatite, promovendo uma maior remineraliza¢do na zona afetada (Dai et al., 2019).

As WSL remineralizadas com recurso ao CPP-ACP, revelaram apresentar melhor
estética e forga, bem como maior resisténcia aquando de um novo ataque acido, quando
comparadas com aquelas submetidas a remineralizacdo com flaor (Philip, 2018).

A concentracdo dos produtos de CPP-ACP revelou-se importante, na medida que
possui um efeito dose-dependente na remineralizacdo das lesdes de carie em esmalte
(Philip, 2018).

Produtos como o Tooth Mousse, mostraram ser eficazes em remineralizar lesoes de
esmalte desmineralizadas ao criarem uma supersaturagdo de ides célcio e fosfato na
saliva, permitindo a precipitagdo de ides fosfato de calcio na superficie do dente
desmineralizada (Guzman-Armstrong et al., 2010; Indrapriyadharshini et al., 2018).

Jayarajan et al., (2011), demonstraram que o CPP-ACP tem um maior potencial

remineralizador do que a saliva artificial.

4.4. Resina Infiltrante ICON®

Atendendo ao termo infiltragdo, no que toca a medicina, este pode ser definido
como o ato ou o processo de infiltrar uma substancia em poros ou cavidades (Kielbassa
et al., 2009). Deste modo, segundo os mesmos autores, este termo parece ser o mais
adequado para descrever o tratamento de WSL com recurso a resinas de baixa viscosidade

com alta capacidade de penetracdo na subsuperficie das lesdes de carie em esmalte.
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As resinas infiltrantes sdo tratamentos restauradores minimamente invasivos que
envolvem a penetragdo de resina dentro da lesdo de white-spot, onde houve uma perda
minima de esmalte, ocluindo as microporosidades existentes (El Meligy et al, 2021;
Sampson et al., 2020). Esta técnica faz uso do 4cido hidrocloridrico (HCI) a 15%, durante
20 segundos, para remover a camada superficial de esmalte, expondo a desmineralizagdo
subjacente a white-spot, seguido de lavagem, secagem e desidratacdo da superficie com
etanol (95% a 99%)- Icon Dry- tornando a superficie externa mais permeavel, infiltrando-
se depois uma resina de baixa viscosidade a base de dimetacrilato de trietilenoglicol na
estrutura porosa subjacente (El Meligy et al., 2021; Khoroushi et al., 2017; Kielbassa et
al., 2009; Perdigdo, 2019; Yetkiner et al., 2014).

Esta resina ¢ caracterizada por ter um indice refratario de 1,475, semelhante ao de
esmalte sdo (IR = 1,65), conseguindo camuflar as WSL e ainda reforcar a estrutura de
prismas de esmalte que se apresenta comprometida (Sampson et al., 2020; Yetkiner et al.,
2014).

E sabido, através de estudos histologicos, que as lesdes de carie em esmalte podem
ser embebidas em dgua ou quinolina devido a presenca de microporosidades aumentadas,
nas diferentes areas histologicas (Kielbassa et al., 2009). Acresce o facto de que estas
microporosidades em conjunto com os espacos inter-cristalinos mais largos, atuarem
como um meio de difusdo para acidos e minerais dissolvidos, deste modo, ¢ possivel
infiltrar em lesdes incipientes, liquidos, tais como resinas de baixa viscosidade.

De acordo com Dayila ef al., em 1975, nos seus estudos, uma infiltracao de adesivo
com uma profundidade de 60 micras mostrou-se suficiente para prevenir uma
desmineralizagdo futura.

Atendendo ao ICDAS 11, lesdes de carie classificadas com os digitos 1 ou 2 podem
ser eficazmente remineralizadas com recurso a fluoretos ¢ solu¢des contendo CPP-ACP.
Por sua vez, lesdes classificadas com o digito 2, necessitam de medidas adicionais, mais
evasivas, devido a sua profundidade, tais como: erosdo-infiltragdo, branqueamento e
microabrasdo (Cazzolla et al., 2018; Gizman-Armstrong et al., 2010).

Preencher as porosidades do esmalte com uma resina adesiva, reforga os cristais de
esmalte do corpo da WSL (Kielbassa et al., 2009). E considerada uma técnica estética,
bem como um procedimento minimamente invasivo no tratamento de lesdes de carie
incipientes efetivo (Perdigdo, 2019). Provou também ser uma técnica mais eficaz,
esteticamente, quando comparada com a aplicacao de flior ou de CPP-ACP no tratamento

de WSL (El Meligy et al., 2021).

39



Estudo Sobre as Caracteristicas Estruturais e Biologicas do Esmalte, Onde Foram Induzidas Lesoes Artificiais de
Carie Dentaria

De acordo com Cazzolla et al., (2018), o uso de resinas infiltrantes ¢ um tratamento
minimamente evasivo eficaz no tratamento de WSL, permitindo um resultado estético,
harmonioso e duradouro em apenas uma sessao.

O sucesso do tratamento com as resinas infiltrantes depende de véarios fatores, entre
0s quais as caracteristicas intrinsecas da WSL e a infiltracdo completa da resina em todo
o corpo da lesdo, de maneira a formar uma camada hibrida em esmalte (Perdigdo, 2019).

O uso de resinas infiltrantes em lesdes porosas fortalece mecanicamente a lesdao ao
fechar permanentemente os poros expostos, ajuda a prevenir a formacao de novas caries,
permitindo a estabilidade das WSL, atrasa a necessidade de uma restauragdo, alivia a
sensibilidade pds-operatoria e impede a entrada de alimentos nos poros expostos
(Cazzolla et al., 2018; El Meligy et al., 2021).

El Meligy et al., em 2021, ao elaborarem uma investigacdo cujo mote consistia na
aplicagdo de ICON em céries proximais incipientes, concluiram que houve um aumento
na rugosidade e na dureza no esmalte tratado com recurso ao ICON comparativamente
com o esmalte apenas desmineralizado. Assim, o ICON revela-se eficaz ao penetrar nos
poros das WSL, aumentando a dureza do esmalte, tornando-o resistente a carie, no
entanto, parece também propiciar a acumulagao de mais placa bacteriana.

Shimaa et al, em 2016, ao avaliarem a profundidade de infiltragdo em lesdes
incipientes de esmalte, tratadas com ICON e com CPP-ACP, constataram que o ICON

apresentava o maior valor de profundidade de infiltra¢do, seguido do CPP-ACP.
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II. OBJETIVOS E HIPOTESES

1. Objetivos do estudo

Constituem-se como objetivos de estudo, apds a indugdo de lesdes artificiais de
carie dentaria - white-spot:
¢ Qualificar histologicamente a superficie de esmalte, aquando da aplicagao dos
agentes remineralizadores e da resina infiltrante de esmalte.
e Comparar o efeito remineralizador de diferentes agentes, tais como a Caseina
Fosfopeptidica- Fosfato de Céalcio Amorfo, uma resina infiltrante de esmalte
por comparagdo com o grupo de controlo.

e Observar as lesoes induzidas, com 0 RVG como meio auxiliar de diagndstico.

2. Hipdteses do estudo

e As amostras desmineralizadas e imersas em saliva apresentam potencial
reparador devido as propriedades inerentes a saliva;

e As amostras desmineralizadas e posteriormente reparadas com CPP-ACP
apresentam um maior potencial na regressdo de lesdes incipientes de carie
comparativamente com as amostras imersas em saliva;

e As amostras desmineralizadas e reparadas com CPP-ACP, em que foi
aplicado posteriormente ICON, apresentam um maior potencial na regressao
de lesdes incipientes de carie do que as amostras reparadas com CPP-ACP;

e As amostras desmineralizadas e com posterior aplicagdo de ICON,
apresentam um maior potencial na regressdo de lesdes incipientes de carie

comparativamente com as amostras imersas em saliva artificial.
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III. MATERIAIS E METODOS

1. Consideracdes Eticas

O projeto de investigagio em questdo, foi submetido 2 Comissdo de Etica do
Instituto Universitario Egas Moniz, tendo sido aprovado. Os dentes do estudo foram
cedidos pelo banco de dentes da Clinica Dentaria Universitaria Egas Moniz. Os mesmos
foram preservados até 6 meses, ap0Os a sua extragdo, numa solucdo diluida de cloramina

T a 0,5% e agua desionizada a 4°C, até serem usados.

2. Local do Estudo

O estudo decorreu no Laboratdrio de Biomateriais e no Laboratério de Morfologia
do Instituto Universitario Egas Moniz, bem como na Clinica Dentéaria Universitaria Egas

Moniz.

3. Tipo de Estudo e Selecio da Amostra

Atendendo aos critérios de inclusdo, apenas se selecionaram dentes integros, ndo
cariados, livres de fraturas e sem alteragdes de superficies expostas a tratamentos
quimicos ou mecanicos, a exce¢ao dos contemplados na higiene dentéria dos individuos.

Enfatizando os critérios de exclusdo, estes abrangem dentes com malformagdes,
que ndo estejam integros, que tenham sido submetidos a tratamentos quimicos
(branqueamento, entre outros), mecanicos (tratamento ortodontico prévio ou outros) ou
eletromagnéticos (radiacao laser).

Foi realizado um estudo ex-vivo experimental e analitico em 13 molares humanos
higidos, sem cdries e sem fraturas, obtidos de sujeitos andnimos, que cumpriram 0s
critérios supramencionados.

A partir dos 13 dentes, obtiveram-se 39 fragmentos de esmalte de 20 um. Os 13
dentes foram aleatoriamente distribuidos em 3 grupos de estudo e 2 de controlo,
respetivamente: Grupo A (n=3); Grupo B (n=3); Grupo C (n=3); Grupo D" (n=2),
controlo positivo e Grupo D™ (n=2), controlo negativo. Estes grupos foram sujeitos a
desmineralizacdo e posteriormente foram submetidos a diferentes protocolos de
remineralizacdo ou estabilizacdo de esmalte. Ao grupo D (n=4), grupo de controlo, ndo

foi aplicado nenhum agente de remineralizacdo ou estabiliza¢do de esmalte.
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Nao obstante, todas as 13 amostras foram submetidas a trés radiovisiografias: antes
da inducdo das WSL, depois da inducdo das WSL e depois da aplicagdo do agente de
remineralizacao ou estabilizagdo de esmalte.

Todas as amostras foram submetidas a analise qualitativa de observacdo com
recurso a microscopia Otica através da lupa esteromicroscopica Leica™ MZ6 (Leica,
Germany) com uma camara Leica™ DFC (20X), aplicando o software Leica Application
Suite versdo 3.5.0, utilizando o Critério ICDAS 1I, para caracterizacdo do esmalte
convalidando a observagdo Otica, com a observagdo histologica e radiografica, do

esmalte.

4. Preparacio e Identificacio das Amostras

Depois de selecionada a amostra, procedeu-se a limpeza dos dentes com recurso a
curetas de Gracey manuais, com o objetivo de eliminar restos de tecidos, como o
ligamento periodontal e tartaro (Cardoso ef al., 2016). De seguida, as amostras foram
colocadas numa solu¢do contendo cloramina tri-hidratada a 1% durante 7 dias a
temperatura de 4°C, sendo depois, colocadas em agua desionizada até ao seu uso
(Perdigdo, 2019).

Para facilitar a observagao histologica quanto a proveniéncia do corte observado,
procedeu-se a identificagdo das amostras, na face oclusal, dividindo-a em trés regides: a

regido mesial (cor azul), a regido central (cor verde) e a regido distal (cor-de-rosa) em

cada amostra, tal como ilustrado na figura. 2.

Figura 2. Identificagdo das amostras na face oclusal.
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5. Aleatorizacao das amostras

Apos a preparacdo e a identificacdo das amostras e antes de ser tirada a primeira
radiovisiografia, os 13 dentes foram aleatoriamente divididos em cinco grupos de estudo:
Grupo A (n=3), Grupo B (n=3), Grupo C (n=3) e Grupo D (n=4), que se subdividiu em
Grupo D' (n=2) e Grupo D~ (n=2). O Grupo D (n=4) representa o grupo controlo,
apresentando um controlo positivo (D*) ¢ um controlo negativo (D). Submeteu-se cada
amostra a trés radiovisiografias: antes da indu¢do das WSL, depois da indugdo das WSL
e depois da aplicagdo do agente de remineralizacdo comercial e/ou da resina infiltrante.

Ap6s a indugdo das WSL, procedeu-se a remineralizagdo com recurso ao CPP-ACP
das amostras do grupo A e B e a estabilizacdo do esmalte com ICON®, das amostras do
grupo B e C.

Os trés grupos de estudo (A, B e C), durante e entre todos os ciclos de
remineralizacdo/estabilizagdo, foram colocados em saliva artificial. No grupo D, os
espécimes ficaram armazenados em saliva artificial, no grupo D, e em agua desionizada

no grupo D, durante as 4 semanas nas quais o estudo decorreu.

6. Grupos de estudo

Grupo A (n=3) - Grupo de Estudo

Os 3 espécimes foram remineralizados com CPP-ACP (GC Tooth Mousse,
Recaldent™, GC Europe, lote: 201020C, validade: 04/2023) com o auxilio de uma
microbrush, durante 3 minutos, uma vez por dia, durante 4 semanas, seguida de imersao
em saliva artificial, mudada a cada aplicacdo. Foram armazenados na estufa (Memmert
INE 400, Memmert, Germany) a 37°C. De seguida, as amostras foram seccionadas,

obtendo-se 3 espécimes, de cada amostra, que foram visualizados ao microscopio 6tico.
Grupo B (n=3) - Grupo de Estudo
Os 3 espécimes foram remineralizados com CPP-ACP (GC Tooth Mousse,
RecaldentTM, GC Europe, lote: 201020C, validade: 04/2023) com o auxilio de uma

microbrush, durante 3 minutos, uma vez por dia, durante 4 semanas, seguida de imersao

em saliva artificial, mudada a cada aplicacdo. Foram armazenados na estufa (Memmert
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INE 400, Memmert, Germany) a 37°C. Apos estas 4 semanas foi aplicado a resina

infiltrante ICON®, mais especificamente o Icon Caries Infiltrant — Smooth Surface®

(DMG America Company, Hamburgo, Alemanha, lote: 230057, validade: 11/2022)

segundo o seguinte protocolo fornecido pelo fabricante:

1)
2)

3)
4)
5)
6)

7)
8)
9)

Limpeza da superficie;

Aplicacdo do Icon-Etch® (acido hidrocloridrico, acido silicico pirogénico e
substancias de reagdo ativa com a superficie) através da sua seringa na superficie
a ser tratada, durante 2 minutos, fazendo movimentos circulares;

Lavar com agua durante 30s e secar com ar;

Aplicar o Icon-Dry® (Etanol a 99%) durante 30s;

Secar a superficie;

Colocar uma ponta (Smooth Surface-Tip, DMG America Company, Hamburgo,
Alemanha) na seringa do Icon-Infiltrant® e aplicar o produto na superficie do
esmalte. Esperar 3 minutos para a resina infiltrar. Ativar o infiltrante através de
movimentos circulares;

Fotopolimerizar durante 40s;

Repetir a aplicacdo da resina durante 1 minuto;

Fotopolimerizar durante 40s.

De seguida, as amostras foram seccionadas, obtendo-se 3 espécimes, de cada

amostra, que foram visualizados ao microscopio o6tico.

Grupo C (n=3) - Grupo de Estudo

Os 3 espécimes foram imersos em saliva artificial durante 4 semanas a 37°C, tempo

apos o qual se procedeu a estabilizacdo do esmalte com ICON® (DMG, Alemanha),

segundo o protocolo supramencionado. De seguida, as amostras foram seccionadas,

obtendo-se 3 espécimes, de cada amostra, que foram visualizados ao microscopio 6tico.
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Grupo D* (n=2) — Grupo controlo

Aos 2 espécimes de esmalte sdo, foram induzidas lesdes artificiais de carie dentaria
durante 6 dias, sendo depois armazenados em saliva artificial durante 4 semanas, a 37°C.
De seguida, as amostras foram seccionadas, obtendo-se 3 espécimes, de cada amostra,

que foram visualizados ao microscopio 6tico.

Grupo D" (n=2) — Grupo controlo

Aos 2 espécimes de esmalte sdo, foram induzidas lesdes artificiais de carie dentaria
durante 6 dias, sendo depois armazenados em agua desionizada durante 4 semanas, a
37°C. De seguida, as amostras foram seccionadas, obtendo-se 3 espécimes, de cada

amostra, que foram visualizados ao microscopio 6tico.

Figura 3. Grupos de estudo e de controlo categorizados.

7. Procedimento Radiovisiografia Digital

Todas as amostras foram submetidas @ maquina de radiovisiografia digital da
Clinica Universitaria Egas Moniz, Care-Stream Dental 2100 (CareStream, Atlanta,
Estados Unidos da América) (Fig.2) com 60 kV, com uma distancia ampola-cone de 15

cm, e durante 0,06 s (Vaswani et al., 2018), antes de serem submetidas ao ataque acido
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para simular as WSL, ou seja, com as amostras sas e higidas, depois de serem induzidas
as WSL e depois do ciclo remineralizador/estabilizador, apos 4 semanas.

De modo a manter o mesmo contraste e brilho, todas as radiovisiografias foram
captadas com a mesma radiacdo, com as amostras em igual posi¢do (com a face vestibular
para cima) e com uma distdncia ampola-cone padronizada, de modo a reduzir o enviés do

método (Vaswani et al., 2018).

Figura 4. Maquina de Radiovisiografia.

8. Procedimento Inducio das lesdes de Carie Artificiais (White-Spots)

Todos os grupos sofreram um processo de desmineralizagdo, simulando lesdes
artificias de carie dentdria, nomeadamente white-spots, e estas foram obtidas com recurso
a uma solu¢do de 50 mM de acido latico (3mM CaCl2.H20, 6uM de tetra etil metil
difosfonato, 3mM KH2PO4 e vestigios de timol) com pH 5, durante 6 dias (Fig. 5)
(Buskes et al., 1985).

Os espécimes foram conservados numa estufa, a 37°C (Memmert INE 400,
Memmert, Alemanha) (Yadav et al., 2019).

A escolha do 4cido lactico para a criagdo de lesdes de carie, prende-se com o facto

de que este acido se constitui como um dos principais acidos, resultantes da fermentacao
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dos hidratos de carbono, provenientes da dieta, produzidos pelos Streptococcus mutans e
pelos Lactobacillus spp, sendo estas ultimas, bactérias cariogénicas associadas a lesdes
de carie do tipo WSL (Pitts et al., 2018). A solucdo foi diariamente renovada (Elkassas
& Arafa, 2014).

Figura 5. Solucio de Acido Léctico.

9. Procedimento Saliva Artificial

A cada tratamento, todas as amostras foram colocadas numa solugdo de saliva
artificial (1000 mL), tendo por base os postulados de Urban e colaboradores, em 2009.
Esta solucao apresentava um pH de 7 e era constituida por: 5,36 mM de KCI (Cloreto de
Potassio), 6,84mM de NaCl (Cloreto de Sodio), 1,36 mM de CaCl2.2.2H20 (cloreto de
calcio dihidratado) 2,11mM de NaH2PO4¢H20 (Di-hidrogenofosfato de sodio
monohidratado), 64,07uM de Na2S+9H20 (sulfito de s6dio nano-hidratado), 16,65mM
de Ureia (CON2H4), 2,89mM de Na2HPO4¢2H20O (hidrogénofosfato de sodio di-
hidratado) e 4gua destilada ultra-pura até atingir os 1000 mL (Fig.6).
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Figura 6. Solugdo de saliva artificial.

10.  Procedimento de Remineralizacio das White-spot lesions e de estabilizacio

do esmalte: Aplicacdo de CPP-ACP e ICON®

Os espécimes dos grupos A e B foram submetidos ao tratamento com o agente CPP-
ACP (GC Tooth Mousse, Recaldent™, GC Europe, lote: 201020C, validade: 04/2023)
(Fig.7). Com o auxilio de uma microbrush, aplicou-se a pasta de CPP-ACP, uma vez por
dia, sobre a superficie do esmalte de cada um dos espécimes dos grupos A e B, durante 3
minutos, segundo as instru¢des do fabricante, como observado na figura 8, lavando-se

depois com agua desionizada para remover os excessos (Gulec & Goymen, 2019).
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Figura 7. GC Tooth Mousse Recaldent : Pasta de CPP-ACP.

Figura 8. Aplica¢do do GC Tooth Mousse.

O esmalte dos espécimes do grupo B e C foi estabilizado, com o recurso a resina
infiltrante Icon® (DMG America Company, Hamburgo, Alemanha, lote: 230057,
validade: 11/2022), aplicada na superficie do esmalte (Fig.10). Este kit, ¢ composto por 3
seringas, o Icon-Etch (Acido Cloridrico a 15%), o Icon-Dry (etanol a 99%) e o Icon
Infiltrant (matriz de resina tendo por base metacrilato, trietilenglicol dimetacrilato

(TEGDMA), com iniciadores e aditivos) (Fig.9) (Perdigdo, 2019).
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Figura 10. Esquematizagio das etapas laboratoriais para a aplicagdo da resina infiltrante ICON®. 1)
Condicionamento acido com /con-Etch durante 2 minutos; 2) Aspiragdo, lavagem e secagem; 3)
Aplicagao do Icon-Dry durante 30 segundos e secar com ar; 4) Infiltracao da lesdo com Icon-Infiltrant
durante 3 minutos; 5) Remover os excessos com algodao e Fotopolimerizagdo durante 40 segundos;
Repetir o passo (4) durante 1 minuto e voltar a repetir o passo (5).
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13 dentes humanos 3 espécimenes por dente n= 39

RVG

Indugdo de WSL artificiais com é4cido latico durante 6 dias, pH 5.0, 37°C

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D* Grupo D

n=3 n=3 n=3 n=2 n=2

CPP-ACP (1x dia) CPP-ACP (1x dia) Saliva Artificial
Saliva Artificial Saliva Artificial 4 semanas Saliva Artificial Agua Desionizada
4 semanas 4 semanas ICON ® 4 semanas 4 semanas
ICON ®
RVG
Anilise MO Anilise MO Analise MO Analise MO Anilise MO
n=9 n=9 n=9 n=6 n=6

Figura 11. Fluxograma do protocolo laboratorial.

11.  Procedimento da Analise Histolégica das Amostras ao Microscépio Otico

A pertinéncia do estudo em si, prende-se com o facto de que a microscopia
eletronica costuma ser a técnica de eleigcdo para a analise histoldgica das lesdes de carie;
no entanto, neste estudo decidiu usar-se a microscopia 6tica como peca fundamental no
diagndstico das lesdes de carie, uma vez que ¢ uma técnica pouco documentada.

Para a visualiza¢do de um tecido ao microscopio, este necessita de ser processado
de acordo com cinco etapas, sendo elas: a fixagdo, o processamento, a inclusdo, o corte
em micrdtomo e a coloragdo (Bancroft et al., 2019). O processamento cldssico, encontra-
se subdividido em: desidratacgdo, clarificacdo, infiltragdo e impregnagdo (Bancroft et al.,
2019).

De um modo resumido, a fixa¢do previne a autdlise e estabiliza a arquitetura
tecidular, a desidratacdo remove a dgua dos tecidos, a clarificagdo permite a remogao

completa dos agentes de desidratacdo, tornando o tecido recetivo aos agentes de
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infiltragdo, a infiltracdo recorre a agentes que penetram no tecido para lhe dar suporte e
por ultimo, a impregnagao, onde ha a orientacdo da amostra no meio de suporte, torna a
amostra apta para o corte com o microtomo (Bancroft et al, 2019). O objetivo do
processamento prende-se com a difusdo dos reagentes para o interior dos tecidos,
tornando os fragmentos rigidos e aptos para o corte com o micrétomo, obtendo-se fatias
finas e delicadas das amostras (Bancroft et al., 2019).

Nesta investigagdo, o processamento das amostras foi um pouco diferente, uma vez
que a técnica estd muito pouco documentada para o estudo do esmalte, tentdmos primeiro
processar as amostras como se processa o tecido Osseo, saltando a etapa da
descalcificagdo, no entanto, apds varias tentativas nao obtivemos resultados satisfatdrios,
pelo que preconizamos em primeiro lugar o corte das amostras no micrétomo e depois o

seu processamento, o que veio a revelar-se a melhor opgao.

11.1 Corte das Amostras

O primeiro passo foi a sec¢@o das nossas amostras com recurso a um micrétomo de
tecidos duros que se encontra no laboratério de Biomateriais, mais especificamente o
Accutom 50 (Struers® A/S, Ballerup, Dinamarca). Para iniciar os cortes, as amostras
foram coladas, com cera colante (Sticky Wax, Kemdent®, Wiltshire, Inglaterra), a um
suporte de metacrilato.

No processamento histolégico normal usariamos parafina ou resina para a
infiltracdo, para posterior corte no micréotomo (Bancroft et al, 2019); no entanto,
materiais extremamente duros, como o esmalte dentdrio requerem outro tipo de
processamento e técnica; no entanto, a dentina permite a infiltragdo da resina (Bancroft
et al., 2019). A infiltragdo com a resina depende da densidade e do tamanho da amostra
podendo demorar dias (Bancroft et al., 2019); como tal optou-se por usar cera colante,
que ndo requer polimerizagdo, para dar suporte ao dente e obter um corte fino e sem estrias
do disco. Acresce o facto de o esmalte ndo possuir uma estrutura tubular como a dentina,
dificultando ainda mais o processo de infiltragao.

Posto isto, iniciaram-se os varios cortes. O 1° corte foi no sentido vestibulolingual,
ao nivel do ter¢o médio da raiz, de modo a separar as mesmas do resto do dente. O 2°

corte foi no sentido mésio-distal, onde obtivemos um corte fino de esmalte. De seguida,
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fizeram-se mais dois cortes iguais ao ultimo, culminando com a obten¢do de trés

espécimes para cada dente, perfazendo um total de 39 espécimes (n=39).

Figura 12. Micrétomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers).

Figura 13. Corte vestibulolingual (a esquerda); Corte mésio-distal (a direita).
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Figura 14. Amostra envolta em cera colante.

11.2 Polimento das Amostras

Os fragmentos foram polidos com recurso & maquina polidora LaboPol- 4® (WS
Struers 18-B, Dinamarca), usando para tal efeito varias lixas de granulagdao com diferente
granulometria entre si: 320, 600 e 1200 grits (Buehler, Lake Bluff, IL, USA). Todas elas
foram usadas de um modo sequencial, a uma velocidade de 40 rpm, com recurso a um
sistema de refrigeracdo de modo a prevenir qualquer sobreaquecimento gerado (Ionta et
al., 2014). Este polimento teve como objetivo a remocao de qualquer residuo deixado
pela lamina, além de que, como supramencionado, o processamento de dentes acaba por
possuir diferentes etapas, preconizando-se o polimento dos cortes para adquirir a
espessura desejada, tornando a amostra mais homogénea, facilitando a montagem das
laminas (Petrone & Garizoain, 2017).

Apbs o polimento obtiveram-se amostras com uma espessura de 20 um, o que nos
pareceu uma espessura razoavel (Fig. 16).

Apds o polimento, as amostras foram lavadas com 4gua destilada, por forma a
remover quaisquer detritos deixados, sendo o excesso de dgua retirado com papel
absorvente, evitando contacto direto com as superficies a ser observadas (Petrone &

Garizoain, 2017).
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LaboPol-4

Figura 15. Méquina polidora LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca).
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Figura 16. Medicdo da espessura da amostra com recurso a craveira.
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11.3. Processamento e montagem das amostras histologicas

O processamento das nossas amostras foi diferente do usual, dividindo-se apenas
em duas etapas: a clarificacdo e a impregnagdo, com consequente montagem das laminas.

A montagem das laminas histologicas ¢ definida como a colocagdo da amostra
numa lamina de vidro, onde hd a colocacdo de uma substidncia em conjunto com o
material histologico, de modo a preserva-lo e a facilitar a unido da ldmina com a lamela
(Paiva et al., 2000).

Para a clarificagdo, fez-se uso do Xilol (Fig.17), que € um solvente que se destina a
remover completamente a 4gua e gordura existentes na amostra, tornando-as mais claras
e transparentes (Amendoeira et al., 2010; Bancroft et al., 2019).

Por sua vez, para a impregnagdo das amostras recorreu-se ao Entellan (Fig.17) que
consiste numa resina sintética usada para a montagem de laminas histoldgicas, uma vez
que possui boas caracteristicas de secagem e transparéncia das amostras, bem como ¢
reconhecido por preservar o material histolégico em boas condi¢des de visualizagdo por
um tempo indeterminado (Paiva et al., 2006). E, igualmente um meio de montagem
hidrofobico e permanente (Amendoeira et al., 2010).

Com a impregnagdo, pretende-se eliminar completamente o xilol contido nas
amostras, permitindo a penetracdo do Entellan nas amostras histologicas (Bancroft ef al.,
2019). Este passo, permite também endurecer as amostras (Bancroft ez al., 2019).

As nossas amostras foram entdo imersas em xilol (Fig.18), e retiradas logo de
seguida, uma vez que a imersdo prolongada em xilol resseca o material, interferindo na
qualidade do mesmo (Amendoeira et al., 2010). De seguida, com recurso a uma pipeta,
colocou-se Entellan na lamina, de seguida colocou-se a amostra e depois a lamela por
cima (Fig.19). O tempo de secagem das amostras foi de 24 horas (Paiva et al., 2006).

E importante salientar, que para uma correta analise histologica de qualquer
amostra, ¢ fulcral que a lamina seja bem preparada, influenciado a sua montagem, a

interpretagdo e discussao de resultados (Paiva et al., 2006).

58



Materiais e Métodos

Figura 17. Xilol (Esquerda) e Entellan (Direita).

Figura 18. Amostra imersa em Xilol.
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Figura 19. Sequéncia laboratorial da montagem das laminas histologicas. 1) Colocagao de Entellan na
lamina com recurso a uma pipeta; 2) Colocagdo da amostra na lamina; 3) Colocagao da lamela por cima
da amostra.

Figura 20. Laminas do grupo A
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Figura 23. Laminas do grupo D*
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Figura 24. Laminas do grupo D

11.4 Microscopia Otica (MO)

Recorreu-se ao Microscopio Otico, através da lupa esteromicroscopica Leica™
MZ6 (Leica, Germany) com uma camara Leica™ DFC (20X), aplicando o software Leica

Application Suite versao 3.5.0, para analisar os 3 espécimes por dente.

K~

Figura 25. Microscopio otico.
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12. Analise Qualitativa

Relativamente as amostras, estas foram analisadas qualitativamente de acordo com

a presenca ou ndo de agentes remineralizadores ou estabilizadores de esmalte.
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IV.  RESULTADOS

1. Radiovisiografia
Cada espécime foi submetido a trés radiovisiografias: antes da indu¢do de carie,

depois da inducdo de carie e apds a remineralizagao/estabilizagdo.

Os resultados encontram-se na tabela 3.
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Resultados
2. Microscopio Otico (MO): Analise Histologica Qualitativa

Observaram-se trés espécimes por dente, com trés amplia¢des diferentes: x4, x10 e
x40. Os espécimes foram analisados em quatro zonas distintas: mesio-cervical, na zona
corondria mesial, na zona corondria distal e a disto-cervical, nas quais ndo se
evidenciaram diferencas significativas entre as zonas cervicais, a mesial e a distal, bem
como nao ha diferencgas entre a zona coronaria mesial e distal; no entanto, ha diferengas
entre as zonas cervicais quando comparadas com as zonas corondrias € vice-versa, cComo
demonstrado ao longo das figuras 26-30, a titulo de validagao 6tica.

As figuras 31 a 42 representam as imagens que foram selecionadas para analise.

Grupo A

Figura 26. Fotomicrografia de corte transversal de quatro espécimes do grupo A na zona mesio-cervical
(1), disto-cervical (2) e na zona coronaria mesial (3) e distal (4) (Magnificagdo x4). Observa-se o 1° corte
da amostra 1 (1) e o 3° corte da amostra 2 (2), onde ndo se evidenciam diferengas entre ambas as
localizagdes. A direita encontramos o 2° corte da amostra 1 (3) e o 1° corte da amostra 2 onde também
ndo se assinalam diferengas entre si.
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Grupo B

Figura 27. Fotomicrografia de corte transversal de quatro espécimes do grupo B na zona mesio-cervical
(1), disto-cervical (2) e na zona coronaria mesial (3) e distal (4) (Magnificagdo x4). Observa-se o 1° corte
da amostra 3 (1) e o 3° corte da amostra 2 (2), onde ndo se evidenciam diferengas entre ambas as
localizagdes. A direita encontramos o 2° corte da amostra 2 (3) e o 3° corte da amostra 3 onde também
ndo se assinalam diferengas entre si.

Grupo C

Figura 28. Fotomicrografia de corte transversal de quatro espécimes do grupo C na zona mesio-cervical
(1), disto-cervical (2) e na zona coronaria mesial (3) e distal (4) (Magnificagdo x4). Observa-se o 1° corte
da amostra 1 (1) e o 1° corte da amostra 2 (2), onde ndo se evidenciam diferengas entre ambas as
localizagdes. A direita encontramos o 3° corte da amostra 1 (3) e 0 2° corte da amostra 3 onde também
ndo se assinalam diferengas entre si.
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Grupo D" (Controlo Positivo)

Figura 29. Fotomicrografia de corte transversal de quatro espécimes do grupo D" na zona mesio-cervical
(1), disto-cervical (2) e na zona coronaria mesial (3) e distal (4) (Magnificagdo x4). Observa-se o 1° corte
da amostra 1 (1) e o 1° corte da amostra 2 (2), onde ndo se evidenciam diferengas entre ambas as
localizagdes. A direita encontramos o 2° corte da amostra 1 (3) e o 1° corte da amostra 2 onde também
ndo se assinalam diferengas entre si.

Grupo D (Controlo Negativo)

Figura 30. Fotomicrografia de corte transversal de quatro espécimes do grupo D- na zona mesio-cervical
(1), disto-cervical (2) e na zona coronaria mesial (3) e distal (4) (Magnificagdo x4). Observa-se o 2° corte
da amostra 1 (1) e o 1° corte da amostra 2 (2), onde ndo se evidenciam diferengas entre ambas as
localizagdes. A direita encontramos o 2° corte da amostra 1 (3) e 0 2° corte da amostra 2 onde também
ndo se assinalam diferengas entre si.
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Grupo A

Figura 31. Fotomicrografia de corte transversal, na zona mesio-cervical do esmalte (Magnificagao x4 (1),
x10 (2) e x40 (3)), apos indugdo de lesdo artificial de white-spot e aplicacdo de pasta de CPP-ACP.
Observa-se, nas trés replicadas uma homogeneidade nos prismas de esmalte, onde hd um preenchimento
das lacunas por depdsitos minerais da pasta CPP-ACP.

Figura 32. Fotomicrografia de corte transversal, na zona corondria mesial do esmalte (Magnificacao x4
(1), x10 (2) e x40 (3)), ap6s indugdo de lesdo artificial de white-spot e aplicagdo de pasta de CPP-ACP.
Observa-se, nas trés replicadas uma mancha homogénea ao longo das Bandas de Hunter Schreger onde ha
um preenchimento das lacunas por depositos minerais da pasta CPP-ACP.
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Grupo B

Figura 33. Fotomicrografia de corte transversal, na zona mesio-cervical do esmalte (Magnificacdo x4 (1),
x10 (2) e x40 (3)), apos indugao de lesdo artificial de white-spot e aplicagdo de pasta de CPP-ACP e
posteriormente de resina infiltrante ICON®. Observa-se, nas trés replicadas uma homogeneidade nos
prismas de esmalte, onde ha um preenchimento das lacunas por depoésitos minerais da pasta CPP-ACP.

Figura 34. Fotomicrografia de corte transversal, na zona coronaria distal do esmalte (Magnificagao x4 (1),
x10 (2) e x40 (3)), apos indugao de lesdo artificial de white-spot e aplicagdo de pasta de CPP-ACP e
posteriormente de resina infiltrante [ICON®. Observa-se, nas trés replicadas uma homogeneidade ao

longo do esmalte, onde se evidenciam algumas Bandas de Hunter Schreger.
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Grupo C
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Figura 35. Fotomicrografia de corte transversal, na zona disto-cervical do esmalte (Magnificacdo x4 (1),
x10 (2) e x40 (3)), apos indugdo de lesdo artificial de white-spot e aplicagdo resina infiltrante ICON®.
Observa-se uma heterogeneidade ao longo da camada de esmalte com maior evidéncia das Bandas de

Hunter Schreger.

Figura 36. Fotomicrografia de corte transversal, na zona coronaria distal do esmalte (Magnificagao x4 (1),
x10 (2) e x40 (3)), apos indugdo de lesdo artificial de white-spot e aplicagdo resina infiltrante ICON®.
Observa-se uma mancha heterogénea com maior evidencia das Bandas de Hunter Schreger.
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Grupo D" (Controlo Positivo)

i

Figura 37. Fotomicrografia de corte transversal, na zona mesio-cervical do esmalte (Magnificacdo x4 (1),
x10 (2) e x40 (3)), apos indugdo de lesdo artificial de white-spot e conservag@o em saliva artificial.
Observam-se lacunas na superficie do esmalte.

Figura 38. Fotomicrografia de corte transversal, na zona corondria mesial do esmalte (Magnificagdo x4
(1), x10 (2) e x40 (3)), ap6s indugdo de lesdo artificial de white-spot e conservagao em saliva artificial.
Observam-se lacunas na superficie do esmalte, estando o esmalte mais heterogéneo.
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Grupo D" (Controlo Negativo)

Figura 39. Fotomicrografia de corte transversal, na zona disto-cervical do esmalte (Magnificacdo x4 (1),
x10 (2) e x40 (3)), apds indugdo de lesdo artificial de white-spot e conservagdo em agua desionizada.
Observa-se uma superficie heterogénea, onde sio visiveis Bandas de Hunter Schreger desorganizadas.

Figura 40. Fotomicrografia de corte transversal, na zona da ctispide distal do esmalte (Magnificagdo x4
(1), x10 (2) e x40 (3)), ap6s indugdo de lesdo artificial de white-spot e conservagdo em agua desionizada.
Observa-se uma larga superficie heterogénea.
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Discussao

V. DISCUSSAO

Hoje em dia, deparamo-nos cada vez mais com uma ampla oferta de produtos e
estratégias que nos permitem remineralizar lesdes incipientes de carie em esmalte. Deste
modo, a necessidade de terapias invasivas para o tratamento de WSL tem tendéncia a
diminuir, dando lugar a detecdo precoce e ao tratamento minimamente invasivo de tais
lesoes (El Meligy et al., 2021).

A remineralizacdo surge como uma estratégia que permite conservar a estrutura
dentaria existente, promovendo o aporte de minerais para o esmalte desmineralizado,
aumentando a resisténcia do mesmo para futuras desmineralizagdes que possam advir
(Sahiti et al., 2020). Para além de produtos que promovem a remineraliza¢do, o uso de
resinas infiltrantes para tratar as WSL tem sido cada vez mais documentado (Shimaa et
al., 2016).

A detecao de lesdes incipientes de carie ¢ de extrema importancia, contribuindo
para tal um bom diagnodstico visual e tatil, radiografico e idealmente histoldgico
(Mehanny et al., 2021). Deste modo, a presente investigacdo teve como mote a analise
sistemdtica do aspeto histologico do estado do esmalte humano, interpretando as
caracteristicas estruturais e bioldgicas do mesmo, apds terem sido induzidas lesdes
artificiais de carie dentdria, promovendo a sua remineraliza¢do e/ou o preenchimento de
espacos da matriz desmineralizada com diferentes agentes, tais como o CPP-ACP e o
ICON. Constitui também objetivo deste estudo, aferir a utilidade e eficicia da
microscopia Otica, bem como da radiovisiografia como mais um auxiliar na classifica¢do
da doenca de carie, uma vez que o uso da MO estd pouco documentado na literatura,

privilegiando-se sempre o uso da microscopia eletronica para o estudo da doenca cérie.

1. Pertinéncia do estudo

A microscopia Otica estd muito pouco documentada na literatura para o estudo da
doenga carie, privilegiando-se sempre o uso da microscopia eletronica, como tal, este
estudo pretende aferir a utilidade da MO como mais um complemento adjuvante ao
diagnéstico clinico e radioldgico, para o estudo e diagnostico da doenga carie.

Nao obstante, a pertinéncia do estudo passa igualmente por privilegiar as estratégias

minimamente invasivas que visam a remineralizagdo e/ou a infiltracdo de lesdes
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incipientes de carie, em esmalte, avaliando a sua eficacia, uma vez que se caminha para

uma Medicina Dentaria cada vez mais preventiva € minimamente invasiva.

2.  Radiovisiografia Digital

Através da andlise das diferentes radiovisiografias, pode concluir-se que tanto para
o grupo A, como B, C e D ndo se observaram diferencas significativas nos diferentes
estagios. Este achado ¢ corroborado por Vaswani e autores (2018), Foros et al., (2021),
bem como por Wenzel e autores (1991), visto que apenas com uma perda mineral a partir
de 30% ¢ que se detetam lesdes cariosas em esmalte. Assim, como nao € possivel observar
achados radiotransparentes compativeis com WSL, induzidos através do método
apresentado, através do RVG, também nao se ird observar a remineralizagdo das mesmas

lesdes.

3.  Microscopia otica (MO)

O uso do microscopio Otico tem inumeras utilidades, sendo uma importante
ferramenta de diagnoéstico (Bancroft et al., 2019).

Através da observacdo ao MO dos diferentes espécimes, pode concluir-se que ha
diferengas qualitativas na superficie do esmalte aquando da aplicacdo de um agente
remineralizador, bem como através da aplicacdo de uma resina infiltrante, ou até mesmo
sem a aplicac¢do de qualquer produto a priori.

Aquando da analise do grupo D (grupo controlo), nomeadamente do grupo D*
(controlo positivo), em que os espécimes apds indugdo de WSL foram armazenados em
saliva artificial sem qualquer tipo de tratamento, pode constatar-se que houve uma
desorganizacdo dos prismas de esmalte compativel com a presenga de esmalte
desmineralizado. Observam-se lacunas entre os prismas de esmalte que podem ser
compativeis com microporosidades causadas pela desmineralizagdo (Hua et al., 2020).

Deste modo, estes achados vao de encontro ao concluido por Dai e colaboradores
(2019), quando afirmaram que a saliva ndo tem capacidade para remineralizar WSL.

Analisando o grupo D" (controlo negativo), onde os espécimes, apos inducdo de
WSL foram armazenados em agua desionizada, verificaram-se os mesmos achados
histologicos supramencionados, onde se evidenciam lacunas causadas pela

desmineraliza¢do, bem como uma superficie de esmalte heterogénea (Hua et al., 2020).
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No grupo A, no qual foi aplicado CPP-ACP pode constatar-se que as lacunas de
esmalte aparentam estar preenchidas com depositos minerais, resultando numa superficie
mais homogénea. Estes achados vao de acordo com estudos elaborados por
Indrapriyaadharshini et al., (2018), Guzman-Armstrong et al., (2010) e Hua et al., (2020)
onde constataram que a aplicagdo de CPP-ACP ¢ eficaz na remineralizagao de lesdes de
white-spot.

No grupo B, ao analisar as fotomicrografias, conclui-se que ao aplicar CPP-ACP e
ICON® as superficies de esmalte aparentam estar ligeiramente menos homogéneas que
o grupo anterior, sendo mais notoria a presenca de Bandas de Hunter Schreger, (Perdigao,
2019). A superficie de esmalte parece estar preenchida com matéria compativel com
calcio e fosfato da pasta CPP-ACP, ou com resina infiltrante. Facto corroborado por
Perdigdo (2019), onde comprovou que o ICON era eficaz em remineralizar WSL ao
formar resin tags nos espagos desmineralizados. Como supramencionado, em diversos
estudos, o CPP-ACP demonstrou ser mais uma vez eficaz.

Atendendo ao grupo C, onde os espécimes foram armazenados em saliva artificial
por quatro semanas e seguidamente foi aplicada a resina infiltrante ICON®, deparamo-
nos com uma superficie de esmalte mais heterogénea, onde as bandas de Hunter Schreger,
se apresentam mais evidentes do que em qualquer outro grupo. Estes achados sdo
compativeis com a presenga de remineralizagdo, sendo entdo a resina infiltrante ICON
eficaz no tratamento de WSL, tal como corroborado nos estudos de Cazzolla et al., (2018)

e El Meligy et al., (2021).

4. Limitacoes do Estudo e Perspetivas Futuras

O presente estudo apresenta varias limitagdes, primeiramente por ser um estudo
novo, com uma metodologia pioneira, nunca antes usada, e secundariamente por ser um
estudo ex vivo, acarretando com todas as consequéncias que dai advém.

A doenga carie ¢ uma patologia multifatorial, sendo um enorme desafio simular
todos os fatores que a influenciam, além disso, ao tentarmos simular as condigdes
existentes na cavidade oral, ha que ter em mente que estas nunca irdo representar
fidedignamente o que acontece realmente na cavidade oral, sendo importante ter este fator
em conta aquando da interpretacdo de resultados. O uso de saliva artificial acaba por ser

uma limita¢do do estudo.
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Tendo em conta a metodologia usada, sdo necessarios mais estudos para que o
procedimento de corte fique totalmente afinado e ndo haja o risco de se perderem
amostras.

A marcacgdo e identificacdo das amostras em si, apresenta-se como uma limitagdo
uma vez que pode mascarar os resultados obtidos, sendo assim, como perspetiva futura,
contemplamos a elaboragdo de uma técnica que permita a identificagdo das amostras sem
tingir as mesmas.

A padronizacdo da espessura dos espécimes também ¢ algo a melhorar, aferindo
qual a melhor espessura.

Ao ser uma andlise subjetiva e qualitativa, propomos em estudos futuros calibrar
investigadores quanto a presenca ou auséncia de remineralizac¢do, tendo por base o nosso
estudo, para que em investigagdes que advenham da metodologia aqui descrita, possam
sair resultados mais objetivos.

Em estudos futuros, para avaliar melhor a eficacia de cada agente
remineralizador/estabilizador, = propomos a  medicdlo da  espessura  de
remineralizac¢do/infiltragdo ocorrente, avaliando a sua profundidade.

Propomos a realizacdo de mais estudos para afinar a metodologia empregue,
tentando mesmo trabalhar para obtermos métodos capazes de estudar a histologia do
esmalte in vivo, para que no futuro o diagndstico histologico possa integrar parte da nossa
pratica clinica, uma vez que se constitui como o meio auxiliar de diagndstico da doenga

carie gold standard.
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Conclusdo

CONCLUSAO

Tendo em conta os resultados obtidos, e contemplando todas as limitagdes inerentes

a investigacdo, concluimos que:

Ao ser uma andlise qualitativa, torna-se um pouco subjetiva, no entanto
podemos afirmar que histologicamente, tanto o agente remineralizador
extrinseco, como a resina infiltrante alteraram a superficie do esmalte, ao
preencherem e/ou infiltrarem as lacunas deixadas pela desmineralizacao.
Quando comparados com o grupo de controlo negativo, todos os grupos, exceto
o de controlo positivo, apresentaram diferencas qualitativas na sua superficie,
que poderdo ser compativeis com remineralizacao.

A aplicagdo exclusiva de CPP-ACP apresenta um preenchimento de espagos
superior aquele onde as amostras apenas estdo submersas em saliva artificial,
apresentando o esmalte, um aspeto microscopio que podera ser compativel com
remineralizagao.

Ao se aplicar CPP-ACP, como pré-tratamento, aplicando de seguida resina
infiltrante, verifica-se uma homogeneidade dos prismas de esmalte
comparativamente com a aplicacdo exclusiva de ICON®, sendo possivel aferir
que a aplicacdao de um agente remineralizador como pré-tratamento se sobrepde
a aplicacdo da resina infiltrante, apresentando igualmente, um maior
preenchimento de lacunas, do que apenas com a aplicagdo da resina infiltrante.
A aplicagdo de CPP-ACP em conjunto com uma resina infiltrante ndo aparenta
ter um maior preenchimento de espagos do que a aplicagdo exclusiva de CPP-
ACP.

Aquando do uso da resina infiltrante, verificam-se alteracdes qualitativas no
esmalte, compativeis com remineralizacdo, sendo estas alteracdes, mais
notodrias do que as observadas nas amostras imersas em saliva artificial.

O RVG como meio auxiliar de diagndstico para achados radiotransparentes em
esmalte, induzidos com o protocolo referido, mostrou-se pouco eficaz, sendo
0 seu uso mais preconizado para caries de maiores dimensdes.

Relativamente ao microscopio 6tico como mais um auxiliar no diagnostico da
doenga cérie, pode concluir-se que o mesmo se apresenta eficaz, devendo o

diagnostico histologico, complementar o diagndstico clinico e radiografico.
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