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RESUMO

Objetivo - Estudar a incorporagdo de diferentes catides na remineraliza¢ao de lesdes de
carie artificiais por microscopia eletronica de varrimento (MEV) e por espectroscopia de
raios X com dispersao de energia (EDS).

Materiais e Métodos - 12 espécimenes de esmalte de molares humanos foram,
aleatoriamente, distribuidos em 6 grupos de observacao (A-F). Todos os grupos foram
submetidos a uma solu¢do tampao de 4cido latico a pH 5 durante 6 dias para inducdo de
lesdes artificiais de cérie, seguidos de imersdo em dgua destilada durante 2 horas. Nos
grupos B, C, D, E e F foi aplicado verniz de fluoreto de sédio a 5%. O GC (controlo
negativo) foi imerso em saliva artificial alterada, sem cloreto de célcio, durante 6 dias. O
GD (controlo positivo) foi imerso em saliva artificial contendo de cloreto de calcio,
durante 6 dias. O GE foi imerso em saliva artificial alterada, por substituicao do cloreto
de célcio por cloreto de estroncio e o GF foi imerso em saliva artificial alterada, por
substituicao do cloreto de célcio por cloreto de magnésio. Todas as solucdes de saliva
artificial foram renovadas diariamente ao longo dos 6 dias. Por grupo, foi realizada a
andlise MEV/EDS dos espécimenes.

Resultados — As imagens MEV/EDS mostram que: Os grupos A, B e C corroboram a
ocorréncia de desmineralizagdo, ainda que com alguma remineralizacio nos grupos B e
C; as imagens MEV/EDS dos grupos D, E e F corroboram a ocorréncia de
remineraliza¢do com formac¢ao de fluorapatite, observando-se maior homogeneidade nas
imagens do GD e GE, do que no GF.

Conclusoes — As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e estroncio e as
amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e magnésio originaram imagens
MEV/EDS que corroboram a ocorréncia de remineraliza¢do com formacao de fluorapatite
com estroncio e fluorapatite com magnésio, respetivamente, ainda que em menor
quantidade que a remineralizacdo que ocorre nas amostras desmineralizadas e tratadas

com fluoreto e calcio.

Palavras-chave: Estroncio, hidroxiapatite, magnésio, remineraliza¢ao






ABSTRACT

Objective — Study the incorporation of different cations in the remineralization of
artificial caries lesions by scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-
ray spectroscopy (EDS).

Materials and methods — 12 specimens of human molar enamel were randomly assigned
to 6 observation groups (A-F). All groups were subjected to a lactic acid buffer solution
at pH 5 for 6 days to induce artificial caries lesions, followed by immersion in distilled
water for 2 hours. In groups B, C, D, E and F 5% sodium fluoride varnish was applied.
The GC (negative control) was immersed in altered artificial saliva without calcium
chloride for 6 days. GD (positive control) was immersed in artificial saliva containing
calcium chloride for 6 days. EG was immersed in altered artificial saliva by substitution
of calcium chloride by strontium chloride and GF was immersed in altered artificial saliva
by replacement of calcium chloride by magnesium chloride. All artificial saliva solutions
were renewed daily over the 6 days. By group, SEM / EDS analysis of specimens was
performed.

Results — The SEM / EDS images show that: Groups A, B and C corroborate the
occurrence of demineralization, although with some remineralization in groups B and C;
MEV / EDS images from groups D, E and F corroborate the occurrence of
remineralization with fluorapatite formation, with greater homogeneity in GD and GE
images than in GF.

Conclusions — The demineralized and fluoride and strontium-treated samples and the
demineralized and fluoride and magnesium-treated samples yielded SEM / EDS images
that corroborate the occurrence of remineralization with formation of strontium
fluorapatite and magnesium fluorapatite, respectively, although in a smaller amount than
that. remineralization that occurs in demineralized samples treated with fluoride and

calcium.

Keywords: Strontium, hydroxyapatite, magnesium, remineralization
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Introducdo

I. INTRODUCAO

A carie dentdria € uma doenca dos tecidos duros dos dentes causada por um
desequilibrio, ao longo do tempo, nas interagdes entre bactérias cariogénicas da placa
dentdria e os hidratos de carbono fermentdveis, principalmente agticares (Shen et al.,
2018; Walsh, Worthington, Glenny, Marinho & Jeroncic, 2019). O objetivo da prevengdo
da cdrie dentdria € preservar a estrutura dentdria sélida, evitar a desmineralizagdo do
esmalte e promover, naturalmente, o processo de remineralizagio do mesmo (Ismail e?
al.,2013; Pitts et al., 2017). A escovagem regular com uma pasta dentifrica fluoretada €
a principal interven¢do ndo profissional para prevenir a cdrie (Walsh, Worthington,
Glenny, Marinho & Jeroncic, 2019). Um dos principais mecanismos anticariogénicos do
130 fldor é conduzir a remineralizacdo do tecido duro do dente afetado por cirie na
presenca de ides biodisponiveis de cdlcio (Ca**) e fosfato (PO4>) para formar fluorapatite
(Shen et al., 2018).

Evolutivamente, os elementos introduzidos pela natureza nos sistemas biologicos
parecem estar associados por um lado a sua utilidade nas fun¢des a desempenhar, por
outro a sua disponibilidade no ambiente e a facilidade da sua extragdo, ou seja, ter estado
"biologicamente disponivel" a partir do ambiente. Como € possivel observar na Figura 1,
os elementos essenciais para a vida sdo os elementos mais leves e, por sua vez, sdo

também os mais abundantes no universo (Fratusto da Silva & Williams, 2001).
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Figura 1 - Distribui¢do dos elementos essenciais para a vida na Tabela Periédica. Contomo circular - elementos
essenciais; Contorno quadrado a cheio - oligoelementos que se pensa serem essenciais para bactérias, plantas e
animais; Contorno quadrado a tracejado - oligoelementos que se pensa serem essenciais para algumas espécies
(Fratisto da Silva & Williams, 2001)
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Estudo do efeito da adi¢do de diferentes catidoes na remineralizacdo de lesoes de cdrie artificiais por microscopia
eletronica de varrimento e por espectroscopia de raios X com dispersdo de energia

A incorporacio de alguns elementos nos sistemas bioldgicos, em detrimento de
outros, parece estar associada ndo s6 as propriedades fisico-quimicas pertencentes a esses
elementos e respetiva adequacdo a funcdo a desempenhar em termos evolutivos, como a
sua disponibilidade e a facilidade da sua extracdo do meio ambiente. Nesta linha, alguns
elementos, como por exemplo o estroncio, podem ter sido preteridos pela natureza em
detrimento de outros elementos do grupo dos metais alcalino-terrosos simplesmente por
estarem presentes em pequenas quantidades nos ambientes primitivos, nomeadamente na
dgua e no universo.

Presumivelmente, uma das razdes pelas quais os metais alcalino-terrosos
essenciais, nomeadamente o sddio, o potdssio, o magnésio e o cdalcio, foram
preferencialmente selecionados pela natureza em detrimento de outros como o estroncio,
poderé ter sido o facto de serem mais abundantes e de mais facil extratibilidade do meio
envolvente para incorporacdo nos sistemas biolégicos (Fratsto da Silva & Williams,
2001). Tratando-se apenas de uma questdo de abundancia nos ambientes primitivos, o
mesmo nao significa que a sua incorporacdo artificial em substituicdo dos elementos
bioldgicos ndo seja vidvel, e que as propriedades fisico-quimicas destes elementos se
sobreponham ao fator biodisponibilidade. Por este mesmo motivo, ndo deixa de ser
interessante estudar e procurar correlacionar as propriedades andlogas de elementos do
mesmo grupo, que teoricamente, podem desempenhar papéis bioldgicos semelhantes,
nomeadamente em processos fisico-quimicos como € o caso da formagao de fluorapatite,
bem como compreender se elementos quimicamente semelhantes sdo capazes de se

substituir e qual a relevancia dessa mesma substituicao.

1.1. METAIS ALCALINO-TERROSOS

Ao longo dos anos, foi proposta e testada uma vasta gama de agentes nao
fluoretados - antimicrobianos (por exemplo, clorexidina, triclosan, iodo), polidis (por
exemplo, xilitol) e derivados do cdlcio (por exemplo, CPP-ACP) (Cochrane, Cai, Hugq,
Burrow, & Reynolds, 2010; Rethman et al.,2011). Além disso, ides metdlicos a substituir
o cdlcio atrairam algum interesse no passado, em particular o estroncio devido a sua
similaridade com o cdlcio (Bowen, 2001; Lippert & Hara, 2013; Lippert, 2017).

O estroncio (Sr) € um oligoelemento encontrado nas rochas calcérias e na 4gua do
mar (Li et al., 2007). Alimentos e dgua potavel sdo a maior fonte de estroncio. A ingestao

didria de estroncio € cerca de 2,1 mg - 2,4 mg (Wang et al., 2018). No passado, o papel
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deste elemento na prevengdo da cdrie atraiu grande interesse na comunidade cientifica
(Lippert, 2012). A maioria dos estudos desenvolvidos até a data sugere que o estroncio
exibe algumas propriedades cariostaticas, predominantemente na presenca de flior
(Lippert & Hara, 2013). O estroncio tem propriedades quimicas e fisicas proximas ao
calcio, pelo que, teoricamente, é capaz de substituir o cdlcio na hidroxiapatite.
Experiéncias anteriores deram resultados promissores, embora alguns dos dados sejam
controversos. Sendo, portanto, essencial ter mais informac¢des sobre a eficdcia real do
estroncio na remineralizacao.

O magnésio é um catido abundante e essencial no corpo humano, pois tem efeitos
significativos no metabolismo humano (Gu e Zheng, 2010). Juntamente com outros seis
elementos — sddio, potdssio, célcio, fosforo, enxofre e cloro, o magnésio representa cerca
de 0,9% do nimero total de &tomos no corpo humano (Frausto da Silva & Williams,
2001). Este elemento pode substituir facilmente o cédlcio dos minerais do corpo devido as
suas semelhancas quimicas. Nao obstante, algumas diferencas entre os ides Mg?* e os
ides Ca?*, como por exemplo os raios i6nicos (0,66 e 0,99 A, respetivamente), resultam
em propriedades diferentes dos materiais que compdem. A presenca de ides Mg?* nos
minerais 6sseos € no fluido corporal pode influenciar os processos de metabolismo,

formacao e cristalizacdo dos minerais 0sseos (Nabiyouni, Ren & Bhaduri, 2015).

1.2. ESMALTE

O esmalte dentdrio € o tecido mais mineralizado do corpo dos mamiferos,
formando uma camada muito dura, fina e translicida de tecido calcificado que cobre toda
a coroa anatomica do dente (Peng et al., 2019; Higham et al., 2018). Localizado na
camada externa da coroa, o esmalte, protege as estruturas dentdrias subjacentes e €
composto por 95% - 96% de material inorganico, 1% de material organico e 3% de dgua
(Wang, Chang, Chiang Lin & Lin, 2019). O material inorginico é composto
principalmente por hidroxiapatite mineral (HA), uma estrutura cristalina constituida por
calcio e fosfato que incorpora facilmente oligoelementos. Estes ides podem ser
carregados negativamente, como o fldor ou o carbono, ou carregados positivamente,
como o sddio, zinco, estroncio ou potdssio e as concentragdes dos mesmos altearam a
solubilidade do esmalte. Estequiometricamente, a HA nao corresponde completamente a

formula quimica Caio(PO4)s(OH),, pois contém muitas impurezas incluindo carbono,

magnésio, sodio e cloro, bem como uma pequena quantidade de flior (Garcia-Godoy &
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Hicks, 2008). O carbono, em particular, juntamente com o magnésio, causa grandes
perturbacdes nos cristais de HA.

A presenca de carbonatos e outras substituicdes i0nicas perturba
significativamente a rede cristalina da HA, enfraquecendo-a e aumentando sua
suscetibilidade ao ataque acido e solubilidade. Os ides de carbono podem substituir ides
fosfato ou grupos hidroxilo e aumentar a solubilidade de apatite, enquanto que os ides de
magnésio podem substituir ides de calcio e inibir o crescimento de cristais. Por outro lado,
os 10es de flior podem substituir os grupos hidroxilo e diminuir a solubilidade da apatite

(Alkattan, Lippert, Tang, Eckert & Ando, 2018; Neel et al., 2016).

1.3. CARIE

Os mecanismos e a fisiopatologia subjacentes ao desenvolvimento da carie
dentdria sdo cada vez melhor compreendidos, tendo aumentado a consideracdo pelos
aspetos relacionados com o esmalte e o biofilme cariogénico. Os tecidos duros dos dentes
expostos ao ambiente da cavidade oral sdo os alvos do processo da doenca da cérie, e
todas as superficies dos dentes sdo suscetiveis ao longo da vida de um individuo (Pitts et
al.,2017).

A carie dentdria ocorre através da quebra do equilibrio dindmico entre
desmineralizacdo e remineraliza¢do do tecido de esmalte altamente mineralizado. Se o
processo ndo for interrompido no estdgio inicial, uma perda substancial de minerais do
esmalte acontece, levando a lesdo da superficie (Takahashi & Nyvad, 2011). Portanto,
melhorar a resisténcia acida da superficie do esmalte € importante para inibir a

desmineralizacdo, particularmente em superficies dentdrias de alto risco (Nakata et al.,

2018).

I.4. DESMINERALIZACAO/REMINERALIZACAO

A cérie dentdria € um processo dindmico de perda mineral que envolve ciclos
alternados de desmineralizacio e remineralizacdo (Pitts et al., 2017). Estes nao se podem
considerar processos distintos e, qual aquele que “vence” depende de varios fatores do
ambiente oral, nomeadamente da frequéncia do consumo de sacarose e da saliva. Diversos
estudos relatam que as caracteristicas fisico-quimicas do esmalte influenciam
significativamente o seu comportamento nos desafios de desmineralizagcdo e subsequente

remineralizagdo (Alkattan, Lippert, Tang, Eckert & Ando, 2018; Higham et al., 2018). A
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remineralizacdo pode ser definida como qualquer ganho pela superficie dentdria que
ocorra através da deposi¢do de minerais na zona desmineralizada. Esta ndo s6 interrompe
o processo de desmineralizagdo, como repara as lesdes cariosas incipientes. Por
conseguinte, observa-se uma maior resisténcia ao processo de desmineralizacdo em éreas
de esmalte remineralizado (Carvalho, Godoy & Bastos, 2002). A fronteira entre
dissolucdo e precipitacio, isto €, desmineralizacdo e remineralizagdo, respetivamente, é
frequentemente caracterizada pelo pH critico. Se presumirmos que os niveis fisiolégicos
de calcio e fosfato estdo nos fluidos orais, entdo o esmalte desmineralizard numa condi¢ao
abaixo de pH 5,5 e a remineralizard acima desse valor (Cate & Buzalaf, 2019).

A dissolu¢do do esmalte dentdrio como consequéncia do metabolismo bacteriano
¢ um processo seletivo, pois o esmalte possui regides de solubilidade varidvel. Este pode
dissolver (desmineralizar) até ou além da junc¢do amelo-dentindria, enquanto que a
estrutura geral permanece intacta e funcional. A desmineralizacdo € um processo
reversivel, isto €, os cristais de HA parcialmente desmineralizados podem crescer até o
tamanho original, se expostos a ambientes orais que favorecam a remineraliza¢do. Posto
isto, claramente que o objetivo na prética da Medicina Dentdria, é ajudar o paciente a
manter um ambiente oral que evite a desmineraliza¢do e aprimore a remineralizacio para
impedir a formac¢ao de cérie dentaria (Higham et al., 2018). Felizmente, a saliva contém
calcio e fosfato em concentracdes superiores a solubilidade do fosfato de célcio no
esmalte, pelo que em condi¢cdes de repouso, este fosfato de cdlcio precipitard,
indesejavelmente, como cdlculo dentério ou reabastecerd as porosidades formadas pelo
ataque 4cido — remineralizacdo. Este ultimo processo ocorre enquanto a estrutura geral
do esmalte e da dentina estd intacta, pois sdo necessarios nicleos de cristalitos para o

crescimento de fosfato de calcio.

1.5. SALIVA

A saliva € um fluido extraordinariamente complexo que desempenha muitos
papéis na protecdo dos dentes, nomeadamente contra a abrasdo, atri¢do, erosio e carie
dentdria (Dawes et al., 2015). O principal componente da saliva é a dgua até 99,5%, o
nivel de compostos inorganicos varia de 0,2 a 0,9% e uma a fracao orgénica varia de 0,4
a 0,6%. A saliva contém uma ampla gama de eletrélitos, como por exemplo: potédssio,
catides de sddio, calcio, magnésio e amoénio. O grupo anidnico é composto de fosfatos,

carbonatos, cloretos, rédio e varios micronutrientes. A componente organica da saliva €
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constituida principalmente por substincias peptidicas que ocorrem de vérias formas e
contém: histatinas, cistatinas, estaterina, sialina, catelicidina, defensina e fatores de
crescimento - fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento nervoso
(NGF), crescimento transformador fator alfa (TGF-a). As proteinas ndo enzimaticas
incluem mucinas, lactoferrinas, proteinas ricas em prolina (PRPs), calprotectina,
interferdo, albuminas e globulinas: globulinas IgG e IgMg e IgA produzidas apenas nas
glandulas parétidas. As enzimas contidas na saliva sdo peroxidase salivar, lisozima e
enzimas digestivas - amilase, maltase, lipases, esterases, glucosidases e proteases. A
saliva contém ainda hidratos de carbono (principalmente na forma de glicoproteinas
salivares), lipidos-fosfolipidos e colesterol, bem como metabolitos de compostos de azoto
— ureia, acido urico, creatinina — e aminodcidos. Todos os componentes trabalham em
conjunto para formar um sistema multitarefa complexo. A neutralizacdo dos acidos e
manutencao do pH adequado é regulada por hidratos de carbono, fosfatos e ureia.

O tampdo mais importante é o dcido carbénico/bicarbonato, ativo principalmente
na saliva estimulada. A saliva atua como uma defesa passiva barreira através de
compostos como péptidos, enzimas e imunoglobulinas anti-infeciosas. A saliva € apoiada
por mucinas responsdveis pela lubrificacdo, prote¢do da mucosa membranar de
substancias irritantes e limpeza da cavidade oral. Os ides fosfato e cdlcio e também os
seus sais com estaterina sdo responsdveis pela integridade dos tecidos duros dos dentes,
apoiando os processos de remineralizacdo e supressdao da desmineralizacgao.

Devido a complexidade e variabilidade da composi¢do e ao nimero de fatores
varidveis individuais que influenciam a saliva, bem como as interagdes entre 0s seus
componentes, ndo é possivel criar uma férmula sintética idéntica a saliva natural. E dificil
criar um modelo quimico e fisico perfeito de um fluido fisiolégico natural, que por si s6
ndo possui uma composicdo individual homogénea. Assim, a preparacao do protocolo de
saliva artificial € baseado na composi¢ao tipica ou média das amostras de saliva natural

testadas (Ptyko-Polonczyk, Jacubik, Przeklasa-Bierowiec & Musynska, 2017).

1.6. FLUOR

O processo de desmineraliza¢ao do esmalte pode ser revertido para tornar a lesao
inativa. Uma das medidas mais conhecidas e importantes para o controlo e tratamento da
carie dentdria € o controlo mecéanico do biofilme, que deve estar associado a um nivel

adequado de exposic¢do ao flior (Godoi et al., 2019). O fluor (F) tem sido considerado o
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principal fator responsavel pela reducdo da carie em criancas e adultos jovens paises mais
industrializados nas ultimas décadas (Magalhaes et al., 2008).

As solucdes de fldor existem sob a forma de baixa concentracio para o uso didrio,
como as pastas de dentes e os colutérios, € em maiores concentragdes para aplicagdo
profissional, como vernizes fluoretados e géis de flior. As vantagens dos vernizes sdo a
sua aplicacdo simples e contato prolongado com a superficie de esmalte desmineralizada,
bem como o facto de serem um importante auxiliar no controlo e tratamento de white
spots (Godoi et al., 2019). Num estudo de Gao et al. (2016) foi possivel concluir que a
aplicacdo profissional de verniz de fluoreto de sédio a 5% pode remineralizar lesdes de
carie incipientes.

O ido fldor encaixa bem na estrutura de um cristal de hidroxiapatite, na realidade
melhor do que o grupo hidroxilo, o que resulta numa menor solubilidade da apatite
fluoretada quando comparado com a apatite livre de flior. Como resultado, o pH critico
para a apatite contendo flior € ligeiramente inferior ao mineral original. No entanto, como
um ataque acido pode atingir valores de pH bem abaixo de 5,0, essa solubilidade mais
baixa ndo é suficiente para evitar que a dissolu¢do mineral. Posto isto, este elemento
permanece eficaz na prevengdo da cérie, uma vez que diminui a desmineralizacdo co-
precipitando ides de cdlcio e fosfato que se dissolvem e aumentando a precipitacio de
apatite fluoretada acima do pH critico. Estes efeitos relativamente pequenos acumulam-
se durante os muitos ciclos de pH que ocorrem ao longo do dia, pelo que, como resultado
o fldor pode inibir a carie dentdria em 40% a 60% (Cate & Buzalaf, 2019). A figura 2
ilustra a acio do fluor no controlo da cdrie.

O fldor € considerado a pedra angular no processo de remineralizacdo, mas esta
capacidade € limitada pela disponibilidade de ides de cdlcio e fosfato (Elkassas & Arafa,

2014).
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Figura 2 - Esquema da aciio do fliior no controlo da cdrie. A esquerda - sob um desafio cariogénico, a camada
de fosfato que cobre os depdsitos de fluoreto de cédlcio dissolve-se, permitindo a libertagio de célcio e flior. O
fhior libertado do fluoreto de cdlcio aumenta o pool de fhior presente no fluido do esmalte, que é adsorvido aos
cristais de hidroxiapatite. Quando estes cristais sdo completamente cobertos por fluoreto adsorvido, as suas
superficies tornam-se semelhantes a fluorapatite e ndo sdo dissolvidas por 4cidos derivados de bactérias; isto
é, a desmineralizacdo € inibida. No entanto, quando os cristais de hidroxiapatite sdo apenas parcialmente
cobertos por fluoreto adsorvido, as superficies ndo revestidas sio dissolvidas. A direita - apés o desafio 4cido,
os tampdes salivares aumentam gradualmente o pH. A pH> 5.5, a remineralizago ocorrerd naturalmente, uma
vez que a saliva é supersaturada em relacdo ao mineral dentdrio. Na presenca de baixos niveis de flior, os
fluidos tornam-se supersaturados em relacio a hidroxiapatite fluoretada, o que permite a precipitacio da apatite
fluoretada sobre os cristais parcialmente dissolvidos. Este mineral recém-formado é mais resistente a futuros
desafios dcidos (adaptado de Cate & Buzalaf, 2019).

1.7. ESTRONCIO

Um estudo epidemiolégico de Curzon (1978) sugeriu que, elevadas concentragdes
de estroncio na dgua potdvel estavam diretamente correlacionadas com a diminui¢do da
incidéncia de cdrie. No entanto, esta relacdo (estroncio-cdrie) ndo ocorre de forma direta,
pelo que mais tarde, Curzon et al. (1985) sugeriram uma “concentragio otima de
estroncio”, pois a incidéncia de carie tendeu a aumentar com o aumento da concentragio
de estroncio. Os mesmos autores também relataram diferengas na resposta ao estroncio
entre residentes habituais e imigrantes, o que sugere efeitos topicos e sistémicos deste
elemento.

Estudos analiticos demonstraram maiores concentracdes de estroncio no esmalte
de dreas com baixo indice de cdrie, o que sugere que o processo de remineralizacdo do
esmalte pode ser facilitado pela presenca de elemento.

E interessante que o estroncio, tal como o fldor, tenha sido considerado como um
10 vestigial na dgua, o que corrobora uma possivel responsabilidade na menor

prevaléncia de cdrie.
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O fldor e o estroncio t€ém um efeito positivo no progresso da remineralizagdo per
se, embora o efeito do flior ndo seja dependente da presenca de estroncio, e nem o efeito
do estroncio parece depender da presenca de fltior. No entanto, a combinagdo de estroncio
e fldor pode ter vantagens sobre qualquer ido sozinho tendo sido relatado que, quando

incorporados em conjunto, o fluoreto e o estroncio melhoraram a cristalinidade da apatite
(Thuy et al., 2008).

Em suma, e de acordo com uma longa pesquisa de Lippert & Hara (2013), o
estroncio exibiu algumas propriedades cariostdticas na maioria das cédries de animais e
estudos epidemioldgicos (relatados até a data da pesquisa). Os resultados de vérios
estudos epidemioldgicos levaram os investigadores a sugerir (e quase acreditar) numa
"concentracdo 6tima" de estroncio na dgua. No entanto, nenhuma prova definitiva do
papel do estroncio na prevengao da carie ou a existéncia duma “concentracdo 6tima” de
estroncio pode ser fornecida com base nos dados recolhidos nesta meta-anélise,
principalmente devido a falta de ensaios clinicos randomizados e informacdes
insuficientes fornecidas nos estudos epidemioldgicos. Para tal, é necessdria uma

compreensiao completa do papel do estroncio na prevencio da cérie, nomeadamente a sua

associacdo com os tecidos dentérios e a placa bacteriana.

I.8. MAGNESIO

Embora constitua apenas até 0,6%, em peso, do esmalte dentdrio o magnésio é
mencionado em relagdo a suscetibilidade de cérie dentdria, sendo conhecidas na literatura
vdrias tentativas de incorporar este elemento na rede de apatites sintéticas (Terpstra &
Driessens, 1986). Thewlis (1939), preparou hidroxiapatite de célcio-magnésio por
precipitacdo, no entanto ndo encontrou quaisquer alteralcdes nos parametros da rede de
HA. Carlstrom (1955), aqueceu Ca3(PO4)> a 1000°C com uma quantidade apropriada de
MgF,, mas a HA que obteve continha algum magnésio em vez de cdlcio, ndo se tratando,
contudo, de uma hidroxiapatite de cdlcio-magnésio. Kreidler (1970), tentou preparar
fluorapatite contendo magnésio, por reacdo em estado sdlido e descobriu que os eixos
a e ¢ da sua apatite diminuiram quando a concentracdo de magnésio aumentou. Neuman
& Mulray (1971), sintetizaram cristais de apatite sob condi¢des aproximadamente
fisiol6gicas e na presenga de ides Mg?* e concluiram que os ides Mg?* foram fortemente
rejeitados pela rede de apatite. J4 Simpson (1972), afirmou que a substituicio por

magnésio nas apatites € limitada, o que ilustra, segundo o autor, o principio geral de que
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os ides significativamente maiores que o cdlcio podem substitui-lo, mas que ides
menores que este tendem a nio ser capazes de o fazer.

Sumariamente, apesar do magnésio se tratar de um elemento bastante disponivel
e quimicamente semelhante ao cdlcio, os estudos realizados, essencialmente, na segunda
metade do século XX, geram alguma controvérsia em relacdo a incorporagcdo deste
elemento na rede de apatite, ndo havendo relatos promissores da substituicdo dos ides

mencionados.

1.9. PERTINENCIA DO ESTUDO

Como € possivel verificar na tabela 1, os elementos magnésio, célcio e estroncio,
tratam-se de metais alcalino-terrosos pertencentes a0 mesmo grupo da tabela periddica
(grupo 2), cujas caracteristicas fisico-quimicas se assemelham, o que sugere que estes se

podem, facilmente, substituir entre si.

Tabela 1 - Caracteristicas periddicas dos elementos alcalino-terrosos estudados - magnésio, cédlcio e
estroncio (Adaptado de Discher, Medwick & Bailey, 1985)

Elemento Magnésio Calcio Estroncio
Simbolo Mg Ca Sr
Peso atémico 24.32 20 87.63
Nimero atémico 12 20 38
Configuragao eletronica 2522p53s? 3s23pb4s? 45246582
Raio atémico (A) 1.36 1.74 1.91
Raio i6nico (A), +2 0.65 0.99 1.13
Potenciais de ionizacao 1-7.6 1-6.1 [-5.7
[1-15.0 -11.9 1-11.0
Potencial do elétrodo +2.34 +2.87 +2.89
Eletronegatividade 1.2 1.0 1.0

Apesar das caracteristicas dos trés elementos serem idénticas, a fazer uma anélise
mais detalhada é possivel constatar que o estroncio apesar de significativamente mais
pesado que o cdlcio, possui os valores dos raios atémico e iénico mais proximos aos do
calcio, quando comparados com os do magnésio. Assim, e tendo em conta o que foi
mencionado anteriormente, € possivel inferir que, € mais provavel o célcio e o estroncio

se correlacionarem, contrastando com o célcio e 0 magnésio.
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1.10. OBJETIVO DO ESTUDO

Estudar a incorporagdo de diferentes catides na remineralizacao de lesdes de carie
artificiais por microscopia eletrénica de varrimento (MEV) e por espectroscopia de raios

X com dispersado de energia (EDS).

I.11. HIPOTESES DE ESTUDO

No presente trabalho formularam-se as seguintes hipéteses de estudo:

i. Asamostras desmineralizadas, as amostras desmineralizadas e tratadas apenas
com ides fluoreto e as amostras desmineralizadas e tratadas com ides fluoreto
e catides monovalentes nao apresentam diferencas significativas nas imagens

MEV/EDS da superficie do esmalte.

ii. Asamostras desmineralizadas e tratadas apenas com ides fluoreto e com apenas
um tipo de ido alcalino-terroso (cdlcio, estroncio ou magnésio) como tnico
catido divalente presente originam imagens MEV/EDS da superficie do
esmalte que corroboram a ocorréncia de remineralizacdo com formacgdo de

fluorapatite.
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II. MATERIAIS E METODOS

II.1. LOCAL DO ESTUDO

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de Biomateriais
da Egas Moniz. A andlise da Microscopia Eletrénica de Varrimento (MEV) e
Espectroscopia de Raio X com Dispersao de Energia (EDS) foi realizada no Centro de

Microscopia Eletronica e Histopatologia da Egas Moniz.

I1.2. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido 2 Comissio de Etica para a Satide da Egas Moniz. Os

dentes foram fornecidos pelo banco de dentes da Clinica Universitaria Egas Moniz.

I1.3. 'TIPO DE ESTUDO E SELECAO DA AMOSTRA

Foi realizado um estudo observacional, analitico em 3 molares humanos obtidos
de sujeitos anénimos, os quais originaram 12 fragmentos de esmalte que foram
aleatoriamente distribuidos em 6 grupos de estudo, tal como mostra a figura 3. Como
critérios de inclusdo consideraram-se: dentes integros, ndo cariados, livres de fraturas e
sem terem alteracdes de superficies expostas a tratamentos quimicos ou mecanicos, a
excecdo dos contemplados na higiene dentdria dos individuos. Foram excluidos do
estudo: dentes com malformagdes, ndo integros, que tivessem sido submetidos a
tratamentos quimicos (branqueamento, entre outros), mecanicos (tratamento ortodontico

prévio, ou outros), ou eletromagnéticos (radiacdo laser).

II.4. PREPARACAO DA AMOSTRA

Uma vez selecionada a amostra, foram removidos, através de curetagem manual,
os tecidos moles das superficies coronais e radiculares dos dentes com o auxilio de curetas
periodontais de Gracey (Caneppele, Jeronymo, Di Nicol6, de Araijo, & Soares, 2012; Jo
etal.,2014; Cardoso et al., 2016). De seguida, estes foram armazenados em cloramina T
solugdo tri-hidratada a 1% num frasco de plastico esterilizado (Lussi, Lussi, Carvalho &
Cvikl, 2014), durante 7 dias a temperatura de 4°C. Posteriormente, a solu¢ao foi trocada
por dgua desionizada, na qual as amostras permaneceram até ao momento da sua

utilizacdo para o estudo.
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3 molares humanos

12 fragmentos de esmalte 4x3 mm

actico pH=5 a 37°C, 6 dias

+ Agua desioniza

Grupo C
n=2

Aci. lactico pH=5 a 37°C, 6 dias
+ }mcm desionizada, 2h
+Verniz de fldor VOCO Profluorid®

+5A ¢/cloreto de calcio a 37°C, 6
dias

Ac. lctico pH=5 a 37°C, 6 dias
+ Agua desionizada, 2h
+Verniz de flidor VOCO Profluorid®

Grupo D
n=2

actico pH=5 a 37°C, b dias
+ Agua desionizada, 2h
z de fltior VOCO Profluori

+5A s/cloreto de célcio a 37°C, 6
dias

ctico pH=5 a 37°C, 6 dias
+ Agua desionizada, 2h
+Verniz de fltior VOCO Profluorid®

+SA ¢/cloreto de estréncio a 37°C,
6 dias

Ac. lictico pH=5 a 37
+ >..w=m desionizada, 2h
+Verniz de flior VOCO Profluorid®

+ 5A ¢/cloreto de magnésio a 37°C,
6 dias

Desenho do estudo.

Figura 3
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Cada um dos dentes foi fixo e estabilizado com cera colante num suporte de
metacrilato para a realizacdo dos cortes necessdrios (Paris, Lausch, Selje, Dorfer, &
Meyer-Lueckel, 2014). Estes foram entdo seccionados em fragmentos de esmalte 4x3
mm, num micrétomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca),

tal como representado na figura 4 (Rizvi et al., 2016).

Figura 4 — Molar humano fixo a suporte de metacrilato montado no Micrétomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S,
Ballerup, Dinamarca).

Cada um dos molares, foi primeiro seccionado longitudinalmente no sentido
mesio-distal (Elkassas & Arafa, 2014), obtendo-se assim dois fragmentos, um vestibular
e outro lingual/palatino. De seguida, cada um destes fragmentos foi novamente
seccionado, desta vez no sentido vestibulo-lingual, obtendo-se dois fragmentos com cerca
de 3 mm de largura. Por fim, os fragmentos foram descoronados pela juncdo amelo-
cimentdria (Caneppele et al., 2012; Cassiano et al., 2017), resultando de cada molar
quatro fragmentos de 4x3 mm (figura 5): fragmento mesio-vestibular, disto-vestibular,
mesiopalatino/lingual e disto-palatino/lingual.

Em seguida, os fragmentos foram polidos com discos de lixa de granulacao 320,
600 e/ou 1200 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) com refrigeracdo na mdquina polidora
LaboPol-4® (WS Struers 18-B, Dinamarca) a 40 rpm, obtendo-se, assim, uma superficie

homogénea (Cassiano et al., 2017; Comar et al., 2012; Magalhdes, Comar, Rios, Delbem,
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& Buzalaf, 2008; Moron et al., 2013). Depois disto, os espécimenes foram colocados em

agua desionizada, por forma a eliminar eventuais particulas resultantes do polimento.

Figura 5 - Fragmentos de esmalte de 4x3 mm.

I1.4.1. Preparacao da solucio de saliva artificial

Foi preparada uma solucio de saliva artificial “mae” 1,25x concentrada com as
seguintes matérias primas e respetivas quantidades: 0,0063g de Na»S-9H,0, 0,5000g de
NaCl, 0,5000g de KCl, 0,3648g de NaH,PO4 H>O, 1,2500g de ureia, 0,6420g de
NaHPO4-2H>0, 1000 mL dgua destilada; pH 7,0 (Urban et al., 2009). A necessidade de
criar uma soluc¢do artificial deve-se ao facto do uso de saliva humana em estudos in vitro
ser extremamente dificil de executar devido a sua composicdo varidvel e a falta de
estabilidade desta fora da cavidade oral. Um problema adicional € a colonizag¢io da saliva
humana por bactérias que podem levar a alteragdes na sua composi¢do quimica, € a
esterilizacdo do liquido pode resultar na degradacdo dos componentes salivares organicos

(Ptyko-Polonczyk, Jacubik, Przeklasa-Bierowiec & Musynska, 2017).

11.4.2. Inducio de lesoes artificias de carie dentaria

Uma vez preparados os espécimenes, procedeu-se ao estudo propriamente dito. O
primeiro passo consistiu na inducio de lesdes de cdrie artificiais em todos espécimenes
preparados, através imersdo dos mesmos em 30 mL de solu¢do tampao de 4cido lactico
50 mM (3 mM de CaCl,*2H>0, 3mM de KH>PO4, 6uM tetraetil metil difosfonato e tendo-

se ajustado o pH a 5,0 com KOH), previamente preparada, imersdao essa que ocorreu
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durante 6 dias (Cardoso et al., 2014) e a temperatura de 37°C (Featherstone & Rodgers,
1981; Jo et al., 2014; Oliveira et al., 2014). A utilizag¢do de 4cido l4ctico para este efeito,
prende-se com o facto de este se tratar de um subproduto resultante do metabolismo dos
hidratos de carbono fermentdveis realizado por bactérias cariogénicas como o
Streptococcus mutans (Willems, Kos, Jabra-Rizk & Krom, 2016). O pH foi ajustado para
5,0, pois o pH critico do esmalte ¢ estimado encontrar-se no intervalo de valores de 4,5 a

5.5 (West & Joiner, 2014).

I1.5. DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS

Os 12 fragmentos de esmalte desmineralizado, obtidos como descrito na sec¢io
I1.4.2, foram aleatoriamente distribuidos em 6 grupos de estudo:

Grupo A (controlo negativo, n=2): imersio em dgua destilada durante 2 horas.

Grupo B (controlo negativo, n=2): aplicacdo de verniz de fluoreto de sédio a 5%
(Profluorid® Varnish) de acordo com as indicagdes do fabricante (figura 6).
Posteriormente foram imersos em dgua desionizada durante 2h a temperatura ambiente

(Magalhaes et al., 2008).

open here
0,40 ml
[1o7] 1844182
e
&3 2020-10

= BN VOCO

Figura 6 - Verniz de fluoreto de sédio 5% (Profluorid® Varnish, VOCO).

Grupo C (controlo negativo, n=2): procedimento idéntico ao do grupo B, seguido
de imersdo dos espécimenes em saliva artificial sem metais divalentes, durante 6 dias,
renovando a solugio cada dia. Ao 7° dia foram imersos em dgua desionizada durante 2
horas a temperatura ambiente.

Grupo D (controlo positivo, n=2): procedimento idéntico ao do grupo B, seguido
de imersdo dos espécimenes em saliva artificial contendo cloreto de cdlcio (figura 7),
durante 6 dias e renovando a solucdo cada dia. Ao 7° dia foram imersos em dgua

desionizada durante 2 horas a temperatura ambiente.
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Figura 7 - Cloreto de Célcio utilizado para
a realizacio da solucéo de saliva artificial
do grupo D.
Grupo E (n=2): procedimento idéntico ao do grupo B, seguido de imersdo dos
espécimenes em saliva artificial contendo cloreto de estroncio (figura 8), durante 6 dias e
renovando a solugio cada dia. Ao 7° dia foram imersos em dgua desionizada durante 2

horas a temperatura ambiente.

Figura 8 - Cloreto de
Estroncio utilizado para a
realizacdo da solucdo de
saliva artificial com
estroncio.

Grupo F (n=2): procedimento idéntico ao do grupo B, seguido de imersdo dos
espécimenes em saliva artificial com cloreto de magnésio (figura 9), durante 6 dias e
renovando a solugio cada dia. Ao 7° dia foram imersos em dgua desionizada durante 2

horas a temperatura ambiente.
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Figura 9 - Cloreto de
Magnésio utilizado para a
realizacdo da solucdo de
saliva artificial com
magnésio.

I1.6. OBSERVACAO AO MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARRIMENTO (MEYV)

Até serem analisadas, as amostras foram armazenadas sob viacuo num exsicador,
garantido a sua preserva¢do numa atmosfera seca mantida por silica.

Para se proceder a observacido por MEV, os pares de amostras de cada grupo A-F
foram dispostas num suporte metédlica redonda, sobre uma fita autocolante de carbono
(condutora), de forma a manté-las na mesma posic¢ao, durante todo o procedimento (figura

10). De seguida, a base metdlica foi colocada no equipamento JEOL LSM 5400.

Figura 10 - Amostras dos grupos A, B e C (a esquerda) e dos grupos D, E e F (a direita).

A MEV (figura 11) ¢ uma técnica complementar que ajuda a elucidar as alteracdes

ultra-morfoldgicas da superficie do esmalte, induzidas por diferentes agentes

remineralizantes (Elkassas & Arafa, 2014).
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Figura 11 - Microscépio Eletrénico de Varrimento JEOL JSM 5400 Centro de Microscopia Eletrénica e
Histopatologia Egas Moniz

Ap6s uma observagdo preliminar (antes do inicio do estudo propriamente dito),
optou-se por fazer esta andlise sem a deposi¢ao de uma liga metélica (ouro/palddio) sobre
as amostras, para que, posteriormente, esta nio tivesse influéncia na andlise de EDS,

colocando em causa a fidedignidade dos resultados.

IL.7. ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X COM DISPERSAO DE ENERGIA (EDS)

A espectrometria de fluorescéncia de raios X com dispersdo de energia é uma
técnica analitica ndo destrutiva aplicada para analisar o conteddo mineral dos dentes. A
radiacdo fluorescente emitida pelos elementos devido a radiacao de raios X € proporcional

ao seu contetido num tecido (de Carvalho et al., 2009; Soares et al., 2009).
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III. RESULTADOS

III.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (MEYV)

Com o propdsito de observar as alteracdes na topografia da superficie do esmalte
nos diferentes grupos, foram observadas as duas amostras de cada grupo por microscopia

eletronica de varrimento.

Grupo A

Figura 12 - Amostra do grupo A (controlo negativo - indugdo de lesdes artificiais de carie dentdria por tratamento
com solugdo tampao de dcido lactico 50 mM, pH 5 durante 6 dias, seguido de imersdo em dgua destilada durante 2
horas).

Visdo panordmica da superficie de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se
uma sobrecamada ndo expectdvel, cuja origem pode estar relacionada com o processo de
colagem da amostra sobre a fita autocolante de carbono, antes de se iniciar a observacao

ao Microscépio Eletrénico de Varrimento.
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Grupo B

Figura 13 - Amostra do grupo B (controlo negativo — procedimento idéntico ao grupo A, seguido de aplicacio
de Verniz de fluoreto de sédio a 5% (Profluorid® Varnish), de acordo com as indica¢des do fabricante).

Visdo panordmica da superficie de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se
uma camada continua recobrindo a superficie de esmalte desmineralizado,

correspondente a pelicula de verniz de fluoreto de sddio, aplicado na amostra.
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Figura 14 - Amostra do grupo C (controlo negativo - procedimento idéntico ao grupo B, seguido da imersdo dos
espécimenes em saliva artificial alterada, sem cloreto de célcio).

Visdo panoramica da superficie de esmalte desmineralizado a x500. Observam-se
diversas linhas de fratura, bem como zonas irregulares alternadas com zonas mais

organizadas e homogeneizadas pela sobre camada de verniz de fluoreto de sédio.
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Grupo D

Figura 15 - Amostra 1 grupo D (controlo positivo - procedimento idéntico ao grupo B, seguido da imersao dos
espécimenes em saliva artificial alterada, com cloreto de célcio).

Visdo panordmica da superficie de esmalte desmineralizado a x500. Observam-se
padrées de fratura normais, bem como diferentes zonas homogéneas de

recobrimento/exposi¢do do mesmo.

36



Resultados

Grupo E

Figura 16 - Amostra 1 grupo E (procedimento idéntico ao grupo B, seguido da imersdo dos espécimenes em saliva
artificial alterada, com cloreto de estrdncio).

Visdo panoramica da superficie de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se
uma estrutura mais homogénea e organizada com espacgos lacunares, bem como uma

camada impregnada.
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Grupo F

Figura 17 - Amostra 1 grupo F (procedimento idéntico ao grupo B, seguido da imersdo dos espécimenes em saliva
artificial alterada, com cloreto de magnésio).

Visdo panordmica da superficie de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se
uma imagem similar a obtida no grupo E mas, mais desorganizada, e na qual é possivel

identificar varias camadas e linhas de fratura.
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Tabela 2 - Resumo das imagens MEV a X 500 obtidas em cada um dos grupos de estudo

Grupo A

Apesar de ndo existir um grupo controlo com esmalte sadio para se poder
comparar a aparéncia deste sem sofrer desmineralizacio e apds este processo, no grupo
A € possivel observar um padriao poroso caracteristico desta agao.

As imagens dos grupos B, C, D, E e F revelam um revestimento correspondente a
deposic¢ao da camada de verniz de fldor aplicado em cada uma das amostras destes grupos

e ambas sugerem a existéncia de remineralizacdo com fluorapatite.
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II1.2. ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X COM DISPERSAO DE ENERGIA (EDS)

Tabela 3 - Gréficos e constitui¢do elementar obtidos por EDS em cada um dos grupos de estudo

cps/eV

Grupo A

T T T T T
10 12 14 16 18 20

Energy [keV]

Spectrum C F Na Si P Ca In
Amostra 2 Grupo A 511 90,40 1,67 1,50 5,50 0,13 0,29 0,52

cps/eV
o0

B e
Grupo B
"N
B e i e e B BSiman e
3 4 5 6 F 8 9 10
Energy [keV]
Spectrum E 0O F Na S P K Ca

Amostra 1 Grupo B 508 60,96 9,31 1,20 3,41 19,77 0,96 0,84 3,55

psfeV

Grupo C

0 2 4 6 8 10
Energy [keV]

Spectrum C 9 F S P € Ca
Amiostra 1 Grupo € 503 75,03 7,11 0,15 14,45 0,35 0,02 2,88
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cpsfeV

Grupo D

Energy [keV]

Spectrum & (o] E P Ca
Grupo D amostral 512 17,51 35,45 2,60 11,70 32,73

cps/eV
25
20
E
s
5 B B =
10
Grupo E
5
1]
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Energy [keV]
Spectrum €. 0. FE ¢ L sk

Grupo E amostral 514 20,95 25,69 2,01 9,05 33,46 8,84

cpsfeV

25

Grupo F

1
6 8 10 12 14 16 18 20

Energy [keV]
Normalized mass concentration [%]
Spectrum C 0O F Na Mg P (Ca
Grupo F amostral 550 13,42 35,15 0,23 14,21 36,99
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Através da andlise dos graficos presentes da Tabela 3, € possivel fazer algumas
inferéncias, nomeadamente:

Na andlise elementar do grupo A observaram-se valores reduzidos de célcio e
fosfato, que corroboram o efeito do tratamento das amostras com acido lactico.

O mesmo para o grupo B, ainda que em maior quantidade do que no grupo A, bem
como um aumento do valor de sédio na amostra, elemento constituinte do verniz de fldor
aplicado.

Na andlise elementar do grupo C, verificaram-se também valores reduzidos de
célcio e fosfato, corroborantes do processo de desmineralizacdo, ainda que mais elevados
que no grupo A e B, respetivamente.

No grupo D, foi possivel verificar a introdu¢do de cloreto de cdlcio, pois a
amostras revelaram quantidades superiores do elemento cdlcio. Observou-se a maior
proporcao Ca/P dos 6 grupos.

Na andlise elementar do grupo E, a propor¢ao Ca/P foi a mais elevada a seguir ao
grupo D, e a presenca do elemento estroncio foi notdria.

Quanto ao grupo F, a presenca de magnésio foi dificil de achar, o que sugere

alguma dificuldade de incorpora¢do do mesmo na estrutura cristalina da HA.
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IV. DISCUSSAO

O esmalte dentidrio compreende aproximadamente 90% de hidroxiapatite
substituida [Caio(PO4)s(OH)2], que € submetida a ciclos consecutivos de dissolucdo
(desmineralizacdo) e recristalizacdo (remineralizacdo) (Giiglii, Alacam, & Coleman,
2016). Sabe-se que o processo de desmineralizacdo do esmalte pode ser revertido através
da deposicdo mineral quando exposto a um ambiente favordvel para a sua ocorréncia,
pelo que no presente trabalho pretendeu-se estudar a incorporagdo de diferentes catides
divalentes alcalino-terrosos na fluorapatite e realizar um estudo observacional
comparativo das superficies de esmalte resultantes, através da andlise MEV/EDS das
mesmas.

O grupo A, o qual corresponde a esmalte desmineralizado com solu¢do de acido
lactico serviu de controlo para comparacdo das imagens e andlise elementar face aos
restantes grupos de estudo (B-F). Na imagem MEV deste grupo € possivel verificar que
existiu desmineralizacdo e a andlise elementar da mesma foi concordante com esta
observacio, tendo-se verificado valores diminuidos de cdlcio e fosfato.

Posteriormente a inducdo de desmineraliza¢do nas amostras foi aplicado, em cada
uma delas, com excecao do controlo A, um verniz de fluoreto de s6dio a 5% (Profluorid®
Varnish) cuja inteng¢@o foi a de prover flior de modo a que o processo de remineralizacdo
pudesse ocorrer, com a formacao de fluorapatite, uma vez que € sabido que o fldor atua
de forma dindmica na difusdo dos ides de cdlcio e fosfato. Optou-se por trabalhar com a
fluorapatite e ndo com a hidroxiapatite, pelo facto de esta ndo depender da disponibilidade
de ides hidroxilo livres, excluindo assim a necessidade de manipular o pH. A formagao
de fluorapatite através desta metodologia ja foi testada em trabalhos anteriormente
realizados e discutidos, com resultados que sustentam o €xito da mesma.

A substituicdo de ides hidroxilo por ides fluoreto livres diminui o volume do cristal,
aumenta a estabilidade e, consequentemente reduz a solubilidade dos cristais da HA
(Giiglii, Alacam, & Coleman, 2016).

A imagem MEV do grupo B, revela, portanto, camadas alternadas de recobrimento
da superficie de esmalte desmineralizado. Estas camadas correspondem a deposicdo da
pelicula de verniz de fldor que foi aplicado. Em relacdo a andlise elementar, os valores de
célcio e fosfato corroboram a existéncia de desmineraliza¢do, no entanto estes foram
superiores aos do grupo A, o que sugere ter havido alguma remineraliza¢do. Contudo, o

mesmo ndo seria expectavel, uma vez que as amostras deste grupo nao foram submetidas
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a nenhum aporte de célcio. Tal observacdo poderia ser justificada com a formacdo de um
precipitado de sédio, uma vez que este metal estd presente no verniz utilizado na forma
NaF. Porém, por um lado o iao Na* é um metal muito estavel em solu¢do (nfo apresenta
significativa tendéncia em formar complexos e normalmente os seus sais tém solubilidade
elevada), por outro as andlises elementares das superficies das amostras do grupo B
revelaram que o teor de cdlcio aumentou do grupo A para o grupo B, enquanto o teor de
s6dio ndo variou expressivamente. De qualquer forma, apenas considerando uma amostra
de maior dimensdo e recorrendo a métodos quantitativos mais exatos seria possivel
identificar a origem da mineralizagdo.

No grupo C, onde as amostras desmineralizadas artificialmente foram tratadas com
fldor e posteriormente imersas em saliva artificial sem qualquer metal divalente na sua
constituicao, as imagens de MEV sugerem a existéncia de desmineraliza¢do na superficie
de esmalte, assim como uma camada de recobrimento correspondente a aplicacdo do
verniz de fldor, idéntica a observada no grupo B. A andlise elementar das amostras sugere
a existéncia de desmineralizacdo (valores de cdlcio e fosfato diminuidos), todavia estes
valores permanecem mais expressivos comparativamente com os dos grupos anteriores,
sugerindo ter havido remineraliza¢do. Tal como no caso anterior, ndo era esperado que
este grupo originasse imagens de MEV e resultados de EDS que sugerem a presenca de
maior teor de cédlcio associado com uma mineralizacdo da superficie, em comparacao com
o grupo A.

Posto isto, em virtude das diferencas nas imagens MEV/EDS da superficie do
esmalte das amostras dos grupos A, B e C ndo se verificou a hipétese de estudo i (pagina
20).

Para que haja formacao de fluorapatite € imperativo a presencga de cdlcio ou de um
outro metal capaz de o substituir na apatite formada, motivo pelo qual se resolveu testar
o estroncio e o magnésio pois, como ja referido anteriormente, tratam-se de elementos
cujas propriedades periddicas se assemelham.

No grupo D, cujas amostras foram imersas em saliva artificial contendo cloreto de
calcio, as imagens MEV e a andlise EDS corroboram a existéncia de remineralizacio,
sendo possivel identificar zonas alternadas de exposicdo/recobrimento na superficie de
esmalte, assim como valores elevados de cdlcio e fosfato. No processo de remineraliza¢dao
a disponibilidade de ides de cdlcio e fosfato € uma limitacdo para a sua ocorréncia

(Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2014), pelo que a disponibilidade de cdlcio na
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solu¢do de saliva em que as amostras foram imersas e o fosfato libertado aquando a
desmineralizacdo do esmalte promoveram a formacao de fluorapatite.

No grupo E, a imersdo das amostras em saliva artificial contendo cloreto de
estroncio originou imagens MEV da superficie de esmalte mais homogéneas (quando
comparadas com as dos grupos A, B, C) com uma estrutura mais organizada em que é
possivel identificar mais espacos lacunares. E possivel observar uma camada impregnada
na superficie, sugestiva da substituicdo do calcio por estroncio na remineralizacdo com
formacgdo de Sr-fluorapatite. Deste modo, € possivel corroborar a hipétese de estudo ii
(pagina 20). Na andlise elementar verificou-se de forma expressiva a presenca do
elemento estroncio.

Assim, os resultados obtidos assemelham-se aos obtidos em estudos
anteriormente desenvolvidos, tais como um estudo in vitro de Thuy et. al (2008), cujo
objetivo foi esclarecer a interacao entre o estroncio e o flior naremineralizacao de lesdes
de carie, o qual mostrou claramente que a presenca simultanea destes dois elementos, em
concentracdes especificas, aumenta a remineralizacdo do esmalte in vitro, isto é, enquanto
o processo de remineralizacio foi afetado pela concentracio de fldor, a intera¢do entre o
estroncio e o fldor induziram um aprimoramento sinérgico da remineralizagdo. Num outro
estudo mais antigo, Wefel (1995) mostrou os beneficios anticrie de uma pasta fluoretada
suplementada com estroncio quando comparado a um controlo de pasta fluoretada (com
idéntica concentragdo de fldor).

No entanto, o efeito do estroncio na transformacdo de fase do fosfato de célcio
ainda nao esté esclarecido. Para tal, € necessario investigar de que forma o estroncio afeta
a estabilidade térmica e a estrutura cristalina do fosfato de cdlcio. Com esse intuito, num
estudo recente de He, Dong & Deng (2016) foram sintetizadas, por precipitacdo quimica,
amostras de fosfato de cdlcio substituidas por estroncio, com contetido varidvel. Os
resultados deste estudo mostraram que o estroncio € incorporado na rede de hidroxiapatite
e esta incorporagdo, por sua vez, leva a um aumento na energia de liga¢ao ao célcio. Por
outro lado, nos precursores da apatite, o estroncio parece combinar-se com atomos de
oxigénio ou grupos carbonato em geometrias semelhantes as adaptadas pelo calcio na
estrutura da apatite, o que uma vez mais vai de encontro aos resultados obtidos no
presente estudo.

Por dltimo, o grupo F cujas amostras foram imersas em saliva artificial contendo
cloreto de magnésio, deu origem a imagens MEV/EDS que corroboram a existéncia de

remineralizacdo (e consequentemente, a hipétese de estudo ii), com formacdo de
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fluorapatite, tal como se verificou nos grupos D e F, mas em menor quantidade e de forma
mais heterogénea. Este resultado sustenta a ideia anteriormente mencionada de que os
10es de magnésio podem substituir ides de cdlcio, mas, contrariamente ao estroncio, inibir
o crescimento de cristais (Alkattan, Lippert, Tang, Eckert & Ando, 2018; Neel et al.,
2016).

Sumariamente, os resultados obtidos revelam que a abundancia/disponibilidade
de um elemento, neste caso de um metal, no meio ambiente ndo € a chave suficiente para
a incorpora¢do do mesmo na hidroxiapatite, mas sim as propriedades fisico-quimicas

deste.

IV.1. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar do presente trabalho ter sido desenvolvido com base em protocolos
experimentais devidamente descritos na literatura, subsistem limita¢des. Tratando-se de
um estudo ex vivo, as solugOes preparadas de d4cido l4ctico e saliva artificial,
correspondem a solugdes artificiais cujo objetivo € criar um ambiente suficiente e
convenientemente estdvel para o desenvolvimento do projeto.

O facto da observacdo das amostras ter sido feita sem a deposi¢ao de liga metélica
resultou em imagens de baixa qualidade, o que dificultou a andlise das mesmas. A
deposi¢do da liga metdlica tem como objetivo facilitar a conducdo da amostra e o esmalte
€ considerado um mau condutor (Prajapati et al., 2017). Optou-se pela ndo deposicao da
liga metélica na microscopia eletronica de varrimento, de modo a que fosse possivel fazer
a andlise elementar com EDS e assim ter uma noc¢do, ainda que ndo muito exata, do
contetido metdlico do mineral formado.

A obtencdo de imagens foi efetuada apenas numa ampliacdo (x500), nao

permitindo comparar as caracteristicas topograficas das amostras/ orienta¢cao dos prismas

de esmalte a diferentes ampliacoes.

IV.2. PERSPETIVAS FUTURAS

Futuramente, seria importante aumentar a amostra estudada, de modo a obter um
maior nimero de resultados, realizar ciclos de pH para avaliar a resisténcia da fluorapatite
formada, face a um novo ataque acido. Ou por outro lado, comparar a diferenca entre a
escovagem com dentifricos comercializados que contenham cloreto de estroncio, face a

outros de diferente composicao.
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V.CONCLUSAO

Perante os resultados obtidos no presente estudo e, tendo em consideracdo as
limitacbes do mesmo, € possivel concluir que os resultados MEV/EDS obtidos
corroboram a ocorréncia desmineralizacdo pelo tratamento das amostras com acido latico
no grupo A, e suportam a existéncia de remineralizacdo com formacdo de fluorapatite
com calcio no grupo tratado com saliva artificial contendo cloreto de cdlcio, bem como a
ocorréncia de remineralizacdo com formacgdo de fluorapatite com estroncio no grupo
tratado com saliva artificial contendo cloreto de estroncio e de fluorapatite com magnésio
no grupo enriquecido com este elemento. No entanto, de entre os grupos com adic¢ao de
catides divalentes, o grupo que continha magnésio foi aquele que apresentou
remineralizagdo em menor quantidade, validando o “insucesso” dos diversos estudos que
procuraram integrar este elemento na rede de HA e o facto de nos dltimos anos, a pesquisa
com este elemento e a sua relacdo com o esmalte dentdrio ndo ser expressiva.

Contrariamente a este facto, o estrOncio continua a mostrar resultados
satisfatorios, revelando o seu potencial nesta drea, pelo que € indispensdvel continuar a
estudd-lo; uma vez que hd formacdo de fluorapatite com estroncio, serd proveitoso
procurar saber as suas caracteristicas, nomeadamente a sua resisténcia ao processo de

desmineralizacao-remineralizacao.
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