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RESUMO

Objetivo: Incorporar diferentes catides divalentes na fluorapatite avaliando a

microdureza de superficie do esmalte.

Materiais e métodos: 60 fragmentos de esmalte obtidos a partir de 16 molares humanos,
aleatoriamente divididos em 6 grupos (A, B, C, D, E e F). Todos os grupos sofreram
desmineralizacdo com uma solugdo tampao de acido lactico durante 6 dias. Exceto no
grupo A, em todos os restantes grupos aplicou-se verniz de fluoreto de sodio a 5%. Os
grupos C-F foram seguidamente tratados com solugdes de saliva artificial diferentes,
durante 6 dias e com renovagdo diaria: C, imersdao em saliva artificial sem calcio; D,
imersdo em saliva artificial com calcio; E, imersdo em saliva artificial com estroncio; F,
imersdo em saliva artificial com magnésio. Todos os grupos foram submetidos a testes de
microdureza de Vickers Os dados recolhidos foram analisados estatisticamente por
aplicagdo de um teste ANOVA One-way (intervalo de confianca de 95%), seguido de

comparag¢do multipla pelo teste de Bonferroni (sofiware SPSS, versao 24).

Resultados: A analise estatistica pelo teste ANOVA a um fator, seguido do teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni revelou existirem diferencas significativas entre
valores médios de microdureza dos varios grupos de estudo (p=0,001). A -261,720+2,582
HV; B - 364,044 + 1,699 HV; C - 551,260 + 1,766 HV; D - 597,860 + 2,623 HV; E -
483,060 + 2,964 HV; F- 444,420 + 2,562 HV.

Conclusdes: Tanto o magnésio como o estroncio originaram valores de microdureza de

superficie indicadores de ter ocorrido remineralizacdo, mas estes valores foram sempre

inferiores aos produzidos pelo célcio.

Palavras-chave: esmalte, catides divalentes, remineralizacdo, hidroxiapatite,
microdureza.






ABSTRACT

Objectives: Incorporate different divalent cations in fluorapatite, while evaluating
microhardness of enamel surface.

Materials and methods: 60 enamel fragments obtained from 16 human molars randomly
divided into 6 groups (A, B, C, D, E and F). All groups were demineralized with a lactic
acid buffer solution for 6 days. Except for group A, 5% sodium fluoride varnish was
applied. Groups C-F were then treated with different artificial saliva solutions for 6 days
and with daily renewal: C, immersion in artificial saliva without calcium; D, immersion
in artificial saliva with calcium; E, immersion in artificial saliva with strontium; F,
immersion in artificial saliva with magnesium. All groups were submitted to Vickers
microhardness tests. The collected data was statistically analyzed by applying a one-way
ANOVA test (95% confidence interval), followed by multiple comparison by the
Bonferroni test (SPSS software, version 24).

Results: Statistical analysis by one-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple
comparison test revealed significant differences between mean microhardness values of
the various study groups (p =0.001). A -261.720 £2.582 HV; B - 364.044 = 1.699 HV;;
C 551.260 +1.766 HV; D - 597.860 £ 2.623 HV; E - 483.060 + 2.964 HV; F- 444.420 +
2.562 HV.

Conclusions: Both magnesium and strontium originated surface microhardness values

indicating remineralization, but these values were always lower than those produced by

calcium.

Key words: enamel, divalent cations, remineralization, hydroxyapatite, microhardness.
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Introdugdo

INTRODUCAO

O esmalte dentario ¢ considerado como uma “obra-prima” dos tecidos
mineralizados biologicos e, por isso, tem despertado grande interesse na area da
investigacdo (Shahmoradi, Bertassoni, Elfallah & Swain, 2014), sendo a sua estrutura
afetada pela doenga mais prevalente na cavidade oral — a carie dentaria (Robinson,
Kirkham, Brookes & Shore, 2017; Frencken et al., 2017).

A carie dentaria ¢ uma doenga multifatorial e dinamica, mediada por um biofilme
acido, que resulta do desequilibrio na relagdo desmineralizagdo/remineralizacdo dos
tecidos duros dentais (Pitts et al., 2017). A desmineralizagdo progressiva do esmalte
dentario ocorre quando as bactérias da placa metabolizam acticares da dieta em acidos
que vao libertar ides de calcio e fosfato da hidroxiapatite. Patologicamente, as lesdes de
carie desenvolvem-se gradualmente, comeg¢ando como uma mudanga estrutural minima
que nao ¢ detetavel clinicamente, progredindo para uma mancha clinicamente visivel de
desmineralizacdo, e para graus de destrui¢do do tecido no dente (Llena, Leyda & Forner,
2015).

Nos estagios iniciais do processo da doenga, esta ¢ completamente reversivel. No
entanto, os i0es de flior podem promover a remineralizagdo do esmalte se o calcio e o
fosfato estiverem disponiveis em quantidades adequadas quando o flior ¢ aplicado
(Reynolds et al., 2008).

Nas ultimas décadas, devido a uma melhor compreensao da estrutura e da natureza
dindmica da carie do esmalte, houve uma mudanga de paradigma no tratamento de lesdes,
passando de wuma abordagem operatoria/restauradora para um conceito de
prevencao/remineralizag¢do. O objetivo do tratamento contemporaneo da carie ¢ deslocar
o equilibrio dindmico das reagdes de desmineralizagdo/remineralizagdo para o ganho
mineral dentro da lesdo, através do fornecimento de ides mineralizantes biodisponiveis
(Shahmoradi, Hunter & Swain, 2017).

A desmineralizacdo e a remineralizagdo ocorrem constante, simultinea ou
alternadamente, sendo que uma lesdo progredird ou serd reparada, dependente do

processo predominante ao longo dos periodos de tempo (Jing, Lu, Hao & Han, 2009).

ESMALTE

O esmalte dentdrio ¢ a substancia mais dura do corpo humano e forma um escudo

que protege o dente das forcas fisicas, térmicas e quimicas que, de outro modo, seriam

13



Estudo do efeito da adi¢do de diferentes catioes na remineralizagdo de lesoes de carie artificiais por avalia¢do
da microdureza de superficie do esmalte

prejudiciais ao tecido vital subjacente, a polpa dentdria (Zaytsev, 2016; Nurbaeva,
Eckstein, Feske & Lacruz, 2017). Os cristais de esmalte como os de dentina sdo muito
pequenos, na ordem de 40 nm e 10 nm de didmetro, respetivamente (Featherstone, 2008).

O esmalte apresenta na sua constituicao hidroxiapatite (HA) (95%), agua (4%) e
material organico (1%) e, ao contrario do osso, o tecido do esmalte ¢ acelular, portanto,
ndo remodela quando afetado por patologias dentarias especificas, como carie,
escoriagOes ou fraturas (Abou Neel et al., 2016; Colombo et al., 2017; Lacruz, Habelitz,
Wright & Paine, 2017). Quando se fala em esmalte totalmente mineralizado ¢ importante
ter presente que a principal espécie i0nica representada na estrutura cristalina € o célcio,
na forma Ca?* (Nurbaeva et al., 2017).

O material organico encontra-se mais especificamente na periferia dos prismas de
esmalte (Robinson et al., 2017). Esta fase ndo contém colagénio, sendo composta por
90% de amelogenina (hidrofobica), e os restantes 10% de ameloblastina (anfipatica e
acida) e de enamelina (hidrofilica e acida). Todas estas proteinas encontram-se envolvidas
na mineralizagdo dos cristais de esmalte (Gelli, Ridi & Baglioni, 2019).

O principal componente inorganico do esmalte ¢ o cristal de hidroxiapatite, de
unidade estrutural Cajo(PO4)s(OH)2. A hidroxiapatite ¢ um cristal longo, fino e plano que
forma uma superficie densa, dura e plana, responsavel principalmente pela dureza dos
o0ssos e dentes. Durante a formagdo do esmalte, os cristais de apatite unem-se formando
fitas finas que se tornam hastes de esmalte (Levine, 2011). Para além disto, de acordo
com a literatura (Wang, Chang, Chiang, C.H. Lin & C.P. Lin, 2019), durante o processo
de formagio do esmalte, os ides Ca*" podem ser substituidos por ides de magnésio (Mg>*)
e estroncio (Sr*"). Por sua vez, o fosfato (PO4>") pode ser substituido parcialmente por
silicato (Si03?), carbonato (CO3?") ou cloreto (ClO3"). Porém, analises cristalograficas
revelaram que no esmalte, o fosfato ¢ predominantemente substituido por cloreto (Levine,
2011).

O esmalte mineral difere da HA pura, uma vez que apresenta na sua composicao
vérias substitui¢des idnicas na rede de apatite, como COs*, F, Mg?*, entre outros
(Simmer & Fincham, 1995; Laurencin et al., 2011). Estes ides ndo alteram apenas a
configuracdo espacial do cristal, como também a morfologia, a estabilidade e as
propriedades mecanicas da estrutura de HA. Para além disso, desempenham um papel
importante nas respostas bioldgicas das células dsseas. Por exemplo, o CO3>" tem uma
forte influéncia no crescimento dos cristais de apatite, sendo que também torna o cristal

mais soluvel, enquanto o F-, previne o desenvolvimento da cérie dentaria. Os ides sdo
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Introdugdo

distribuidos homogeneamente por todo o tecido, e sua concentragdo muda de acordo com
a idade e a maturidade do mineral (Laurencin ef al., 2011; Levine, 2011).

Como referido anteriormente, o esmalte ¢ o tecido mais duro do corpo humano.
(Wang et al., 2019). Sabe-se que a dureza ¢ uma medida que representa a capacidade de
um material sélido resistir a deformagao elastica, deformagdo pléstica e destruigdao. As
medidas da dureza dos dentes naturais mudaram de macroscépicas para microscopicas
com o0 avanco de novos métodos, permitindo a medigdo precisa da dureza em diferentes
locais de uma haste de esmalte (Zhang, Du, Zhou & Yu, 2014).

A dureza do esmalte ¢ conseguida gragas a sua matriz mineral, descrita
anteriormente. Trata-se de uma matriz densa de cristais de apatite carbonatados em forma
de agulha (didametro ~50 nm e comprimento de dezenas de pm), cujos eixos c cristalinos
estdo alinhados e formam hastes micrométricas. Essas hastes minerais peculiares, uma
vez que a forma difere dos cristais apatiticos do osso e da dentina em forma de placa,
formam uma rede complexa em 3 dimensdes que constitui a maior parte do esmalte. Todo
este arranjo espacial permite que a propagacdo das forcas da mastigagdo sejam
amortizadas, aumentando assim a forca mecanica e a resisténcia a fadiga (Gelli, Ridi &
Baglioni, 2019). A dureza pode ser medida através de indices, como a dureza de Vickers,
dureza Knoop e nano-dureza. Todos estes métodos sdo realizados a partir de uma
indentacdo estatica. A dureza Vickers pode ser obtida calculando a area da unidade de
forca no recuo do indentador. O indentador ¢ uma piramide quadrada de diamante
formada por angulos opostos de 136°. O valor medido € o quociente da carga para a area
da superficie do recorte. No teste de Knoop, o indentador usado também consiste numa
piramide quadrada de diamante mas, neste caso, ¢ formada por dois angulos opostos
desiguais. A dureza Knoop ¢ igual a razao entre a carga e a area de contato projetada
(Zhang et al., 2014).

Pelo teste de dureza Knoop ou Vickers, a dureza do esmalte ¢ maior na ponta da
cuspide do que na superficie lateral. A dureza do esmalte diminui gradualmente da
superficie para a juncdo dentina-esmalte. Os resultados do teste de nanoindentagdo
mostram que a dureza ¢ maior na superficie vestibular do que na superficie lingual e ¢
maior na cuspide funcional do que na cuspide nao funcional. Quando a HA ¢ mais alta na
composicao do esmalte, 0 modulo de Young aumenta. O mddulo de Young ¢ maior quando
a forca ¢ aplicada diretamente no eixo ¢ do cristal de HA hexagonal. Existem duas
situagdes comuns de desmineralizagdo quimica e biocorrosiva, respetivamente erosao e

carie (Wang et al., 2019).
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CARIE DENTARIA

A cérie dentaria ¢ uma doenca multifatorial, dindmica e mediada por um biofilme,
que resulta na desmineralizacdo e remineralizagdo dos tecidos duros dentarios A carie
pode ocorrer ao longo da vida, tanto nas denti¢des primdria como permanente ¢ pode
danificar a coroa dentaria e, mais tarde, superficies expostas da raiz. O equilibrio entre
fatores patoldgicos e protetores influencia o inicio e a progressao da carie. A carie dentaria
¢ uma doenga evitavel distribuida de forma desigual, com encargos econdmicos e de
qualidade de vida consideraveis (Pitts et al., 2017).

Para além destes fatores existem certos comportamentos e indicadores
sociodemograficos que aumentam o risco de carie. Isto inclui ma higiene oral, idade,
habitos de escovagem incorretos, placa bacteriana e consumo exagerado de agucar (Tahir
& Nazir 2018).

Durante décadas, a bactéria acidogénica Streptococcus mutans foi considerada o
principal agente causal das céries dentarias e, por esse motivo, a maioria das estratégias
de diagnostico e terapéuticas eram direcionadas para esse microrganismo. No entanto,
estudos recentes sobre lesdes cariosas baseadas em DNA e RNA bacteriano revelaram
que existe um ecossistema composto por outras bactérias e que o S. mutans ¢ apenas uma
pequena fragdo de toda a comunidade bacteriana (microflora). Assim, sabe-se que a carie
dentaria resulta de uma agao coletiva de uma microflora existente na cavidade oral (Veiga

etal., 2016).

DESMINERALIZACAO E REMINERALIZACAO

O processo de desmineralizag¢do por carie pode ser descrito por um evento em duas
fases: acidificacdo do meio e desmineralizagdo. Inicialmente, as bactérias metabolizam
os hidratos de carbono fermentaveis, produzindo e libertando metabolitos 4cidos que se
difundem no dente através da agua entre os cristais. Posteriormente, quando o &cido atinge
um sitio sensivel numa superficie de cristal, o calcio e o fosfato sdo dissolvidos na fase
aquosa circundante entre os cristais. O primeiro sinal clinico de carie no esmalte ¢ a
chamada white spot, em que uma superficie aparentemente sélida se sobrepde a uma area
de descalcificacdo, o que confere uma aparéncia esbranqui¢cada devido a difracdo da luz
pela camada sub-superficial. A presenca desta camada sub-superficial foi por muito

tempo considerada um critério de diagnostico da lesdo, distinguindo-a dos casos de erosao
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Introdugdo

do esmalte. Uma vez que a lesdo white spot foi o primeiro estagio clinicamente detetavel
da carie no esmalte, esta foi considerada como “carie inicial” (Ingram & Edgar, 1994).
Segundo, Featherstone (2008) sdo regides de deficiéncia de calcio que sdo mais
suscetiveis ao ataque acido devido a substituicao de ides fosfato por ides carbonato.

Este primeiro estagio da desmineralizacao ocorre em nivel molecular, muito antes
de poder ser visto visualmente como desmineralizagio bruta. E o primeiro passo no
processo continuo de carie dentaria, que pode eventualmente levar a cavitagdo
(Featherstone, 2008).

A remineralizacao ¢ o processo de reparo natural do corpo para lesdes de carie nao
cavitadas na superficie do esmalte. O cdlcio e fosfato, provenientes principalmente da
saliva, mas possivelmente de outras fontes topicas, difundem-se no dente e, com a ajuda
do fluor, estes i0es vao-se fundamentar nos cristais remanescentes existentes, ao invés da
formagdo de novos cristais. Os ides de fluor adsorvem a superficie do cristal apatitico do
mineral dental atraindo i0es de calcio, que, por sua vez, atraem ides de fosfato,
comecando a construir uma rede remineralizada semelhante a fluorapatite [Caio(POa4)sF2]
na superficie do cristal. A superficie do cristal ¢ agora muito menos soluvel do que o
mineral de hidroxiapatite original e ¢ mais dificil que o 4cido se dissolva da proéxima vez
que houver um desafio acido da placa (Featherstone, 2008). Assim, demonstrou-se que o
flior desempenha um papel fundamental nesse processo e, portanto, tem sido amplamente
empregado em varios meios, como fluoretagdo das adguas residuais, pastas dentifricas e
colutoérios orais (Shahmoradi, Hunter & Swain, 2017).

A mineralizacdo ocorre quando o pH se encontra acima de 7 e ¢ muitas vezes
referida como a precipitacio de i10es calcio e fosfato. Os precipitados iniciais sao macios
e nao cristalinos (amorfos). Caso estes precipitados fiquem assim, ird formar-se de uma
forma espontinea, embora lenta, a hidroxiapatite, cujos cristais contém, cada um, dez ides

de calcio (Ca®"), seis de fosfato (PO4>) e dois de hidroxido (OH") (Levine, 2011).

AGENTES REMINERALIZANTES
FLUOR

O fluor ¢ o elemento da tabela periddica mais eletronegativo e apresenta um
pequeno diametro i6nico. Devido a sua alta densidade de carga, apresenta a capacidade
de formar fortes ligagdes idnicas e de hidrogénio, para além de ser um excelente ligando

de metais duros como o calcio. Portanto o ido fluoreto tem um potencial para interagir
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tanto com fases minerais como com macromoléculas organicas. Devido a estas
propriedades, e particularmente a sua pequena dimensdo, também pode atuar como um
"estruturador anterior" na agua. Isto pode diminuir a mobilidade de moléculas de agua
em solucao e em camadas de hidratagao de proteinas e superficies de apatite com efeitos
concomitantes na ligagdo e troca de ligantes (Robinson, Connell, Kirkham, Brookes,
Shore, & Smith, 2004).

O uso de produtos fluoretados, especialmente o consumo de agua fluoretada e o uso
de dentifricos fluoretados, proporciona uma redugao significativa no risco de carie de uma
maneira custo-efetiva. O flior também tem sido usado como agente preventivo da cérie
em vernizes e géis (Manton & Reynolds, 2016).

No que toca aos vernizes fluoretados, no presente, estes incluem principalmente 5%
de fluoreto de sodio (22.600 ppm) e podem ser aplicados em todas as superficies dentarias
duas vezes/ano ou como uma aplicagdo pontual quando necessario. Além da facil
aplicagdo e alta aceitagdo pelo paciente, os vernizes fluoretados tém demonstrado eficacia
clinica significativa na reducdo da cérie dentaria. Logo, pode-se concluir que o flior
altamente concentrado no verniz se liga as superficies dos cristais de hidroxiapatite do
esmalte e forma fluoreto de célcio. Os precipitados de fluoreto de célcio agem como um
deposito e gradualmente libertam fluoreto durante os futuros ataques acidos. O fltor
libertado evita a desmineralizacdo do esmalte e reduz a suscetibilidade a carie
(Shahmoradi, Hunter & Swain, 2017).

Como referido anteriormente, o fllior por si s6 ndo € suficiente para a prevencao da
desmineralizacdo e possivel reposicdo de minerais nos cristais de hidroxiapatite. A
presenca de calcio e fosfato biodisponiveis no fluido da placa também sdo indispensaveis
para manter a integridade estrutural dos cristais de hidroxiapatite. Embora a saliva normal
geralmente ndo contenha um nivel 6timo de fluor, foi demonstrado que a saliva ¢

supersaturada em relagdo ao célcio e ao fosfato (Shahmoradi, Hunter & Swain, 2017).

CALcCIO

O calcio é um mineral essencial para o organismo humano. E um constituinte dos
0ssos e dentes e € necessario para a sintese e fungdo das células do sangue, e funcao do
musculo, coragdo e sistema digestivo (Oliver & Gregory, 2014).

O calcio encontra-se, normalmente, associado ao fosfato. O fosfato de calcio

[Ca3(PO4)2] representa o principal componente inorganico presente nos organismos
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humanos, visto que constituem a maioria da matriz inorganica dos 0ssos (65% em relacdo
ao peso total do 0sso) e dentes (~97% em peso de esmalte, ~70% em peso dentina) (Gelli,

Ridi & Baglioni, 2019).

ESTRONCIO

O estroncio € um elemento quimico com o numero atomico 38. Encontra-se abaixo
do célcio na tabela periddica, ndo ¢ radioativo naturalmente e apresenta-se principalmente
em rochas, no solo, em poeira, no carvao, etc.. Alguns compostos de estroncio podem ser
dissolvidos em agua. A maior fonte de estroncio para os humanos ¢ através da
alimentagdo e da 4gua potéavel. A ingestao diaria de estroncio varia entre 2,1-2,4 mg. Este
elemento quimico ajuda na formagao 6ssea, ou seja, controla a reabsor¢ao de osso. Como
as propriedades fisico-quimicas do estroncio sdo semelhantes as do célcio, a correlagao
do estroncio com os dentes tem sido estudada nos ultimos anos. O estroncio pode penetrar
nos cristais da HA. Quando a concentragdo de estroncio ¢ maior na agua potavel, o
conteudo de estroncio torna-se maior no esmalte. Contudo, esta tendéncia ¢ limitada
quando a concentragdo de estroncio excede 10 pg/mL em dgua potavel, o contetido de
estroncio permanece aproximadamente 300 pg/mL no esmalte. Um estudo anterior
mostrou que as pastas dentifricas contendo estroncio nas suas constituicdes, podem
aumentar o conteiido de estroncio no esmalte e reduzir a solubilidade do mesmo. O uso
de pastas dentifricas contendo estroncio, flior e hidroxiapatite de estroncio (Sr-HA)

durante seis meses, pode remineralizar a lesdo de white spot no dente (Wang et al., 2018).

MAGNESIO

O Magnésio ¢ um elemento quimico com nimero atomico 12. Segundo Laurencin
(2011) ¢ conhecido por ser um importante oligoelemento nos ossos e dentes. De fato,
apesar da sua baixa concentragdo (geralmente entre 0,50 e 1,5%) desempenha um papel
basico no metabolismo dsseo, particularmente durante os estagios iniciais da osteogénese,
onde estimula a proliferacdo de osteoblastos, sendo que a sua deplecao causa fragilidade
Ossea e perda Ossea. Além disso, foram sugeridas relagdes entre o teor de magnésio no
esmalte e o desenvolvimento de carie dentaria. E de salientar que, em apatites biologicas,
as substitui¢des catidnicas do célcio por magnésio sdo das mais importantes. O magnésio

encontra-se na dentina (1,23%), esmalte (0,44%) e o0sso (0,72%). A presenga de magnésio
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torna os revestimentos de hidroxiapatite fluoretada (FHA) mais bioativos na promogao
da formagdo 6ssea (Kheradmandfard, Fathi, Ahangarian & Zahrani, 2012; Gelli, Ridi &
Baglioni, 2019).

SALIVA

A saliva ¢ um fluido que consiste em agua (99,5%), proteinas (0,3%), inorganicos
(0,2%) e substancias vestigiais (Zheng et al., 2019). E uma mistura complexa de
componentes organicos, principalmente proteinas e peptideos salivares, e componentes
inorganicos, como ides de calcio e de fosfato que se encontram relacionados com o
processo de remineralizacdo do esmalte dentario, prevenindo a carie dentaria e/ou a
erosao dentaria (Valente et al., 2018).

Este fluido desempenha muitos papéis na protecdo dos dentes contra a abrasdo, o
atrito, a erosdo e a carie dentaria. Trata-se do fator natural mais importante capaz de
prevenir a desmineralizacdo e auxiliar a remineralizagdo da superficie dentaria de
diferentes formas. Por um lado, pode diretamente diluir, neutralizar e tamponizar,
impedindo a acidez de atingir a superficie dentdria. Por outro lado, pode remineralizar o
esmalte devido aos seus componentes inorganicos e ainda consegue proteger os dentes
contra a erosao através da formacdo de uma pelicula salivar na superficie do dente,
denominada por pelicula adquirida.

A capacidade da saliva para tamponizar acidos (capacidade tampao) ¢ essencial
para manter valores de pH no ambiente oral. Este mecanismo inicia-se quando o pH
salivar baixa, devido a presenca excessiva de acidos na cavidade oral. Os ides bicarbonato
desempenham um papel importante na determinagdo do pH e da capacidade tampao da
saliva, ajudando a proteger os dentes contra ataques de acidos produzidos por bactérias
(Buzalaf, Hannas & Kato, 2012; West & Joiner, 2014; Dawes et al., 2015; Singh et al.,
2015).

A saliva encontra-se supersaturada em relacdo ao conteudo mineral do dente.
Portanto, na auséncia de comida ou bebida em boca, ndo ha tendéncia para os dentes se
dissolverem na saliva (o contrario ja ndo se verifica). Para além disso a saliva contém
calcio, fosfato e fluor para ajudar remineralizag¢do, ou seja, a diminuir os efeitos erosivos
induzidos pelos acidos (Buzalaf ef al., 2012; West & Joiner, 2014; Dawes ef al., 2015).
Neste contexto, o flior é proveniente, principalmente, de alimentos e de pastas

dentifricas. O fluor faz com que haja um aumento da saturacdo da saliva reduzindo os

20



Introdugdo

efeitos erosivos induzidos por acidos. Finalmente, quantidades vestigiais de outros i0es
originarios de alimentos e dgua potavel podem também ter um efeito na dissolu¢do da
substancia dentaria. No entanto, todas estas capacidades da saliva ndo podem ser
determinadas sem testes especificos, uma vez que variam de individuo para individuo
(Jensdottir, Jensen, Nauntofte & Buchwald, 2017).

Outra das fung¢des mais importantes da saliva ¢ sua participacdo na formacao da
pelicula adquirida de esmalte. Esta pelicula ¢ essencialmente uma camada de proteinas
que cobre toda a superficie do esmalte e da dentina, ou cemento subjacente, quando estas
ficam expostas pela perda de esmalte (Buzalaf et al., 2012; West & Joiner, 2014; Dawes
et al., 2015). A pelicula adquirida é, portanto, um biofilme organico livre de bactérias
formado in vivo que inicia a sua formacgao logo apds a escovagem dentéria, em que ha
adsor¢ao de peptideos e proteinas na superficie do dente. Trata-se de um processo
seletivo, pois apenas um subconjunto especifico de proteinas salivares se encontra
presente nesta pelicula (Buzalaf et al., 2012; West & Joiner, 2014; Dawes et al., 2015,
Baumann, Kozik, Lussi & Carvalho, 2016). Também contém, em concentragdes mais
baixas, outras macromoléculas, como lipidos. Os componentes organicos da pelicula
conferem func¢des importantes, como lubrificacdo e prote¢do da superficie dentaria. A
pelicula adquirida tem um papel importante nos processos cariogénicos € erosivos.
Devido a sua permeabilidade seletiva ha uma redugdo do transporte de ides para dentro e
para fora dos tecidos dentarios. Promove também uma barreira mecanica reduzindo o
contato entre a superficie do dente e os 4cidos e modula a colonizagdo bacteriana
(Delecrode et al., 2015).

A saliva facilita a remocao de alimentos, bebidas e restos de comida da boca. Em
termos de satide oral, os residuos mais importantes a eliminar da cavidade oral, assim que
possivel, sdo a sacarose, a glicose e alimentos/bebidas acidos. (Buzalaf ef al., 2012; West
& Joiner, 2014; Dawes et al., 2015).

Quanto a sua secregdo, sabe-se que ¢ secretada por trés pares de glandulas salivares
major (parotida, submandibular e sublingual) e numerosas glandulas salivares minor. Este
fluido ¢ constituido por componentes inorganicos e organicos. Entre os componentes
inorganicos, o bicarbonato (HCO?") esté relacionado com a capacidade tampao da saliva
como j4 referido, enquanto o célcio (Ca*") e o fosfato (PO4*) permitem a manutengio da
integridade dos minerais dos dentes (Buzalaf et al., 2012)._Na composi¢do organica,
existem vdrias proteinas e glicoproteinas na saliva humana que podem influenciar varios

aspetos da saude oral. Muitas destas proteinas contém niveis elevados (35-40%) de
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prolina, e sdo, portanto, designadas proteinas ricas em prolina (PRPs), que compreendem
quase 70% do contetido total de proteina da saliva da par6tida humana. A amilase
compreende a maior parte do conteudo proteico total da saliva, mas existem outras
proteinas como lisozima, lactoferrina, peroxidase e IgA secretora que sao, de fato,
componentes relativamente menores (Buzalaf et al., 2012).

A estaterina permite que a saliva mantenha seu estado de supersatura¢do em relagao
aos sais de calcio e fosfato. Assim, estes componentes proteicos contribuem grandemente
para a manuten¢ao de uma denti¢ao sa através da sua ligacao e inibicdo da precipitagao
espontanea de fosfato de calcio e crescimento de cristais, enquanto, que a0 mesmo tempo,
proporcionam possibilidades para heterogeneidades na colonizacdo microbiana através
dos seus padrdes especificos de ligacdo bacteriana (Buzalaf et al., 2012; Pedersen,
Serensen, Proctor, Carpenter & Ekstrom, 2018).

As histatinas intactas foram identificadas na pelicula adquirida formada in vivo e
foram atribuidas por possuirem propriedades anti-desmineraliza¢do quando fosforiladas.
Parece que a ligagao das histatinas a superficie do esmalte ocorre antes da sua degradagao
proteolitica, e que a ligacdo ao mineral exerce um efeito protetor contra a posterior
degradacdo proteolitica enzimatica (Siqueira, Margolis, Helmerhorst, Mendes, &
Oppenheim, 2010; Buzalaf ef al., 2012).

As mucinas sdo o componente organico principal da saliva proveniente das
glandulas submandibular / sublingual, sendo consideradas glicoproteinas. Devido ao seu
alto grau de glicosilacdo e potencial de hidratacdo conseguem proporcionar uma
lubrificacdo da cavidade oral. Por outro lado, também se podem ligar a toxinas, aglutinar
bactérias e interagir com cé€lulas hospedeiras. Ou seja, as mucinas t€ém uma elevada
importancia na formagao da pelicula adquirida, uma vez que atribuem a esta pelicula o
efeito protetor contra a erosdo do esmalte (Buzalaf et al., 2012).

A saliva também contém metaloproteinases de matriz (MMPs) que, devido a
estudos desenvolvidos nos Ultimos dez anos, foram implicadas na progressao da erosao.
Supde-se que a maioria das MMPs da saliva sejam provenientes do fluido crevicular,
sendo que também estdo presentes na saliva total e na dentina. H& estudos que sugerem
que, pelo menos as MMP-2 e MMP-9, também sdo secretadas pela glandula pardtida
(Kato et al., 2010; Buzalaf et al., 2012; Padua, 2018).

A saliva ¢ um fluido complexo que, como ja referido precedentemente, possui
muitas fungdes importantes em relagdo a saude oral. No entanto, devido a dificuldade de

se obterem grandes quantidades, ao seu armazenamento e ainda devido a degradagdo da
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mesma, a saliva natural ¢ comumente substituida por saliva artificial em estudo in vitro.
E de referir que a saliva natural sera sempre o material de primeira escolha, caso as
condi¢des o permitam (Bjorklund, Ouwehand & Forssten, 2011; Mutahar, Carpenter,
Bartlett, German & Moazzez, 2017).

A saliva artificial tem sido demonstrada como agente efetivo para remineralizagao
do esmalte dentdrio amolecido in vitro, uma vez que ¢ uma saliva supersaturada
relativamente ao esmalte. Além disso, ¢ considerada como um meio apropriado em
estudos de erosdao em laboratorio, visto que a saliva humana apresenta uma alta
variabilidade de componentes, nao sendo tdo previsivel (Aykut-Yetkiner, Wiegand &

Attin, 2014).

OBJETIVO DO ESTUDO

Pretende-se estudar a incorporagao de diferentes catides divalentes alcalino-
terrosos na fluorapatite com o intuito de avaliar propriedades dos cristais resultantes,

nomeadamente a microdureza de superficie do esmalte.

HIPOTESES DE ESTUDO

i. As amostras desmineralizadas, as amostras desmineralizadas e tratadas apenas
com ides fluoreto e as amostras desmineralizadas e tratadas com ides fluoreto e
catides monovalentes ndo apresentam diferencas significativas nos valores

médios de microdureza de superficie do esmalte.

ii. As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e 10es de calcio como unico
catido divalente alcalino-terroso apresentam valores de microdureza de superficie

de esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas.

iii. As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e 10es de estroncio como
unico catido divalente alcalino-terroso apresentam valores de microdureza de

superficie de esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas.

iv. As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e ides de magnésio como
unico catido divalente alcalino-terroso apresentam valores de microdureza de

superficie de esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas.

v. As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e catides divalentes

alcalino-terrosos ndo apresentam diferengas significativas nos valores médios de
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microdureza de superficie de esmalte.
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MATERIAIS E METODOS

TIPO DE ESTUDO E SELECAO DA AMOSTRA

Foi realizado um estudo observacional, analitico em 16 molares humanos, intactos,
livres de caries e fraturas, dos quais foram obtidos 60 fragmentos de esmalte.
Selecionaram-se 6 grupos de estudo: Grupo A (n=10), Grupo B (n=10), Grupo C (n=10);
Grupo D (n=10), Grupo E (n=10) e Grupo F (n=10) que foram submetidos a um
procedimento de desmineralizagdo e, posteriormente, aplicadas diferentes estratégias de
remineralizacdao, como se encontra representado na figura 1.

Foram considerados como critérios de inclusdo: dentes higidos, ndo cariados, livres
de fraturas e sem alteracdes de superficies expostas a tratamentos quimicos ou mecanicos,
a excecdo dos contemplados na higiene dentaria dos individuos.

Como critérios de exclusdo: dentes com malformacdes, ndo higidos, que tiverem
sido submetidos a tratamentos quimicos (branqueamento, entre outros), mecanicos

(tratamento ortodontico prévio, ou outros), ou eletromagnéticos (radiacao laser).

LOCAL DO ESTUDO

Todo o estudo experimental foi realizado no Laboratério de Biomateriais do

Instituto Universitario Egas Moniz, entre Junho e Julho de 2019.

CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido & Comissdo de Etica para a Saude da Egas Moniz e os
dentes usados foram fornecidos pelo Banco de Dentes Humanos da Clinica Universitaria

Egas Moniz.

PREPARACAO DA AMOSTRA

Apds a recolha dos dentes, iniciou-se a curetagem dos mesmos, com curetas de
gracey. Este procedimento teve como objetivo eliminar tanto tecidos, como tartaro das
superficies dentarias (Caneppele, Jeronymo, Di Nicol6, de Araujo, & Soares, 2012). De
seguida, no Banco de Dentes Humanos da Clinica Universitaria Egas Moniz, estes foram
preservados em Cloramina T a 1 % durante uma semana e, posteriormente, em agua
destilada a 4 °C, ndo por mais de 6 meses. De forma a minimizar a sua deterioragdo, o

meio de armazenamento foi substituido pelo menos a cada dois meses.
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Figura 1. Desenho do estudo
26



Materiais e Métodos

Logo, os fragmentos foram polidos com discos de lixa de granulagao 320, 600 e/ou
1200 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) sob arrefecimento com agua na maquina polidora
LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca) a 40 rotagdes por minuto (rpm) (figura 2A),
para obtencdo de uma superficie homogénea (figura 2B) (Cassiano ef al., 2017; Comar et
al., 2012; Magalhaes, Comar, Rios, Delbem, & Buzalaf, 2008; Moron et al., 2013).
Depois da superficie polida e da superficie de teste estar posicionada perpendicularmente
ao longo eixo do identador, realizaram-se avaliacdes de microdureza mais precisas,
recorrendo ao Teste de Vickers (Schlueter, Hara, Shellis & Ganss, 2011; Shellis, Ganss,
Ren, Zero, & Lussi, 2011; Elkassas & Arafa, 2014).

A B

Figura 2. Polimento das amostras. A: Aparelho usado no polimento das amostras
LaboPol — 4® | B: Espécime apos ser submetido ao polimento.

Relativamente a seccdo das amostras, foram realizadas com um micrétomo de
tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca) (Rizvi et al., 2016), como
mostra a figura 3, sendo que cada molar foi colado a um suporte de acrilico, com cera

colante (Paris, Lausch, Selje, Dorfer, & Meyer-Lueckel, 2014).
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Aeculom-50
=)

Figura 3. Micrétomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup).

Cada molar foi seccionado, no sentido mesio-distal, seguindo o sulco central da
superficie oclusal (Elkassas & Arafa, 2014), obtendo-se assim, dois fragmentos de cada
dente, um vestibular e outro lingual / palatino. Seguidamente, cada um dos fragmentos
obtidos foi novamente seccionado, no sentido vestibulo-palatino/lingual, em dois
fragmentos de 3 mm de largura, mesio-vestibular, mesio-palatino/lingual, disto-vestibular
e disto-palatino/lingual. Por fim, os fragmentos foram separados da raiz, | mm acima da
jungdo amelo-cimentéria (Caneppele ef al., 2012; Cassiano et al., 2017), resultando de
cada molar quatro fragmentos de 4x3 mm. Todo este procedimento encontra-se

exemplificado na figura 4.

Figura 4. A: marcagdo da linha da jung@o amelo-cementaria (JAC) | B: marcagdo da linha 4mm acima da JAC | C:
marcagdo das linhas verticais com 3mm de distancia | D: dente com todas as linhas de corte | E e F: fragmentos obtidos
apos processo de corte com as dimensodes 4x3.
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SOLUCOES REMINERALIZANTES
SALIVA ARTIFICIAL SEM METAIS DIVALENTES

Com o intuito de variar apenas o metal divalente em cada um dos ensaios, preparou-
se uma solucao mae 1,25x concentrada, adaptada de Urban et al., 2009. Esta solugao de
saliva artificial mae continha 80,09 uM de Na>S*9H>O (sulfito de s6dio nano-hidratado),
8,55 mM de NaCl (cloreto de s6dio), 6,7 mM de KCI (cloreto de potassio), 2,64 mM de
NaH>PO4°2H>0 (di-hidrogenofosfato de sodio di-hidratado), 20,81 mM de Ureia e 3,60
mM de Na,HPO4+2H>O (hidrogénofosfato de sodio di-hidratado), em agua desionizada,
apresentando um valor de pH de 7.

Para a preparacao da solucdo de saliva artificial desprovida de metais divalentes,
usada no grupo C, adicionou-se 50 ml de 4gua desionizada a 200 mL da solucdo de saliva

artificial mae descrita anteriormente, de forma a ficar 1x concentrada.

SOLUCOES DE SALIVA ARTIFICIAL COM METAIS DIVALENTES

As solugdes de saliva artificial contendo o metal divalente em estudo, Ca®*, Sr** e
Mg?", usadas nos ensaios dos grupos D, E e F, respetivamente, foram preparadas por
adi¢do de 50 ml de solugdo aquosa 5,44 mM em CaCl>*2H>O (grupo D), 50 ml de solugdo
aquosa 5,44 mM em SrCl*6H>O (Grupo E) ou 50 ml de solugdo aquosa 5,44 mM em
MgClo*6H20 (Grupo F) a 200 mL de saliva artificial mae. As solugdes finais de saliva
artificial assim obtidas, todas 1x concentradas, continham 4,35 mM de metal divalente.

As figuras 5 e 6 mostram as embalagens dos reagentes usados na preparagao destas

solucoes de saliva artificial.

Figura 5. Cloreto de estroncio hexa-hidratado utilizado na preparagdo
da solugdo de saliva artificial contendo Sr?>* (Grupo E).
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Figura 6. Cloreto de magnésio hexa-hidratado utilizado na preparagio
da solugdo de saliva artificial contendo Mg?" (Grupo F).

DESMINERALIZACAO E REMINERALIZACAO DA AMOSTRA

INDUCAO DE LESOES ARTIFICIAIS DE CARIE

Para a indugdo de lesdes artificiais de carie, os 60 fragmentos sofreram um processo
de desmineralizagdo com 30 mL de uma solu¢do tampao de acido latico 50 mM, pH=5
(figura 7), durante 6 dias a temperatura constante de 37°C (Jo et al., 2014; Oliveira et al.,
2014; Abufarwa, Noureldin, Campbell & Buschang, 2017).

e —r e

Solugso de Acid
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Figura 7. Solugdo de acido lactico, utilizada como agente desmineralizante
artificial para mimetizar as lesdes de carie no esmalte
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A escolha de condigdes para a exposigao acida foi baseada em muitos fatores. Um
desses fatores centra-se no facto de uma das espécies bacterianas mais prevalentes em
biofilmes orais, Streptococcus mutans, produzir acido latico apés a metabolizagdo dos
hidratos de carbono fermentaveis (Buzalaf ez al., 2011; West & Joiner, 2014; Orrego, Xu
& Arola, 2017). Para além disso, S. mutans contém uma proteina que se liga a superficie
do dente e que ¢ capaz de tolerar niveis de pH entre 4,5 ¢ 5.5. Assim, uma solugdo de
acido latico com pH 5 foi considerada um modelo clinicamente pertinente e € consistente

com o ambiente acido utilizado em investigagdes anteriores (Orrego et al., 2017).

ALEATORIZACAO DA AMOSTRA

Ap6s o processo de desmineralizacdo, os 60 fragmentos foram distribuidos aleatoria

e equitativamente pelos 6 grupos de estudo, designados de A a F.

REMINERALIZACAO COM SALIVA ARTIFICIAL SEM/COM METAIS DIVALENTES

Uma vez concluido o processo de desmineralizagdo, ao qual foram sujeitos os 60
fragmentos do estudo, e de formagdo dos 6 grupos de estudo, procedeu-se ao tratamento
das amostras com vista a remineralizacdo com diferentes agentes. Cada grupo foi

submetido a um tratamento destinto, que seguidamente se descreve:

Grupo A (n=10)

10 fragmentos foram imersos em agua destilada durante 2 horas.

Grupo B (n=10)

10 fragmentos onde se aplicou verniz de fluoreto de sédio 5%, pH 6,64 (Profluorid®
Varnish, VOCO, Cuxhaven, Alemanha, lote: 1844182, validade: 10/2020),
segundo as instru¢des do fabricante (figura 8). Apods este tratamento, os
espécimenes foram imersos em agua desionizada durante 2 horas a temperatura

ambiente (Cardoso ef al., 2014; Magalhaes et al., 2008).

Grupo C (n=10)

10 fragmentos tratados como descrito no grupo B, apo6s o que, findo o periodo de 2 horas

em agua desionizada a temperatura ambiente, foram imersos numa solucdo de saliva
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artificial sem metais divalentes, a uma temperatura de 37°C durante 6 dias com renovagao

diaria. Ao 7° dia foram imersos 2 horas em dgua desionizada a temperatura ambiente.
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Figura 8. A: Verniz de fluoreto de so6dio 5% usado neste trabalho (Profluorid® Varnish, VOCO) | B:
Imagem do modo de aplicagdo do verniz de fluor na face lingual/vestibular.

Grupo D (n=10)

10 fragmentos tratados como descrito no grupo B, apo6s o que, findo o periodo de 2 horas
em agua desionizada a temperatura ambiente, foram imersos numa solucdo de saliva
artificial contendo cloreto de calcio, a uma temperatura de 37°C e durante 6 dias, com
renovagdo didria. Ao 7° dia foram imersos 2 horas em 4gua desionizada a temperatura

ambiente.

Grupo E (n=10)

10 fragmentos tratados como descrito no grupo B, apos o que, findo o periodo de 2 horas
em agua desionizada a temperatura ambiente, foram imersos numa solucdo de saliva
artificial contendo cloreto de estroncio, a uma temperatura de 37°C e durante 6 dias, com
renovagdo didria. Ao 7° dia foram imersos 2 horas em agua desionizada a temperatura

ambiente.

Grupo F (n=10)

10 fragmentos tratados como descrito no grupo B, apos o que, findo o periodo de 2 horas
em agua desionizada a temperatura ambiente, foram imersos numa solucdo de saliva
artificial contendo cloreto de magnésio, a uma temperatura de 37°C e durante 6 dias, com
renovacao didria. Ao 7° dia foram imersos 2 horas em dgua desionizada a temperatura

ambiente.
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ANALISE DA MICRODUREZA DE SUPERFICIE

A superficie do esmalte foi analisada de acordo com a microdureza de superficie.
Esta medida foi realizada através dos testes de Vickers (HSV-30®, Shimadzu
Corporation, Toquio, Japao). O indentador de diamante Vickers (figuras 9A e 9B) exerce
uma pressao de 4.903 N, durante 15 s (Baumann, Bereiter, Lussi & Carvalho, 2017), na
superficie do dente produzindo uma forma tetra-piramidal (figura 9C) (Attin, 2006). Em
cada espécime de esmalte foram realizadas 5 indentagdes. Com o intuito de reduzir ao
maximo o numero de possiveis erros, todo este procedimento foi realizado pelo mesmo
examinador ¢ com a mesma maquina calibrada (Elkassas & Arafa, 2014) e apos a
obten¢do dos resultados das 5 indentacdes realizou-se a média e o desvio padrdo da

microdureza de Vickers de cada espécime de esmalte.

Figura 9. Testes de Microdureza de Vickers. A: Equipamento HSV-30®, Shimadzu Corporation | B: Pormenor
da indentag@o com pressdo 4,903 N, durante 15 segundos | C: Observacdo da Indentagdo.

Ap0s a recolha, os dados foram tratados estatisticamente, tendo-se aplicado o teste
ANOVA a um fator, num intervalo de confianca de 95%, recorrendo ao software IBM

SPSS Statistics, versao 24).

33



Estudo do efeito da adi¢do de diferentes catides na remineralizagdo de lesoes de carie artificiais por avaliagdo
da microdureza de superficie do esmalte

34



Resultados

RESULTADOS

Apos o tratamento da amostra como descrito na se¢ao anterior, cada fragmento foi
analisado quanto a microdureza da superficie do esmalte pelo teste de Vickers.
Realizaram-se 5 indentagdes em cada fragmento (pentaplicados), com o objetivo de se
associar um valor médio de microdureza a cada fragmento e assim diminuir os erros
aleatorios relacionados com as imperfeicoes da superficie. Os 6 grupos de estudo
independentes, constituidos por 10 fragmentos cada e, portanto, 10 valores médios de
microdureza de esmalte (N=10), foram analisados estatisticamente quanto a sua
semelhanca por aplicagdo do teste paramétrico ANOVA a um fator, apds confirmagdo
que os pressupostos para a sua aplicacao se verificavam.

A tabela 1 mostra a andlise descritiva dos valores médios de cada grupo de estudo,
identificado de A-F, com uma dimensao de N=10 (correspondentes aos 10 valores médios

de microdureza, estimados para os 10 fragmentos que constituem cada grupo).

Tabela 1. Medidas estatisticas descritivas obtidas para cada grupo de estudo.

Grupos Média Desvio Limite Limite
up Padrao Inferior Superior
A 261,7200 2,58233 259,8727 263,5673
B 364,0444 1,69935 362,7382 365,3507
c 551,2600 1,76648 549,9963 552,5237
D 597,8600 2,62306 595,9836 599,7364
E 483,0600 2,96356 480,9400 485,1800
F 444,4200 2,56203 442,5872 446,2528

O grupo A, correspondente ao grupo submetido apenas a desmineralizacdo com
acido lactico, ¢ o grupo que aparentemente apresentou o menor valor médio de
microdureza de superficie, 261,7204+2,582 HV.

O grupo B, correspondente ao grupo submetido a desmineralizacdo com acido
lactico e posterior aplicacdo de verniz de fluor, originou um valor médio de microdureza
de 364,044+1,699 HV.

O grupo C, correspondente ao grupo submetido a desmineralizacdo com acido

lactico, seguido de aplicagdo de verniz de fluor e posterior imersao em saliva artificial
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sem metais divalentes, originou um valore médio de microdureza de 551,260+1,766 HV.

O grupo D, correspondente ao grupo submetido a desmineralizagdo com &cido
lactico, seguido de aplicacao de verniz de flior e posterior indu¢do da remineralizagdo
com saliva artificial contendo calcio, originou um valor médio de microdureza de
597,860+2,623 HV, aparentemente o maior valor obtido.

O grupo E, correspondente ao grupo submetido a desmineralizagdo com &cido
lactico, seguido de aplicacdao de verniz de flior e posterior inducdo da remineralizagdo
com saliva artificial contendo estroncio, originou um valor médio de microdureza de
483,060+£2,963 HV, aparentemente inferior ao do grupo D, onde se promoveu a
remineralizac¢do na presenga de calcio.

Por fim, o grupo F, correspondente ao grupo submetido a desmineralizagdo com
acido lactico, seguido de aplicacdio de verniz de flior e posterior indugdo da
remineralizacdo com saliva artificial contendo magnésio, originou valores médios de
microdureza de 444,420+2,562 HV, aparentemente inferior aos grupos D e F, onde se
promoveu a remineralizagdo na presenca de calcio ou estroncio, respetivamente.

A ndo sobreposi¢ao das gamas de valores de cada grupo (limites inferior e superior)
indicia o afastamento da igualdade entre grupos.

Como referido anteriormente, a aplicacao do teste paramétrico ANOVA a um fator
requer a validag¢ao prévia de alguns pressupostos, nomeadamente a independéncia das
amostras, a normalidade de cada uma e a homogeneidade das suas variancias. A
independéncia das amostras, ou seja, a auséncia de fatores que possam estar a condicionar
os valores médios de microdureza obtidos num grupo de estudo em relagdo aos outros,
foi garantida no procedimento experimental, nomeadamente com a utilizacdo de
fragmentos distintos em cada ensaio e no passo de aleatorizagdo da amostra.

A normalidade de cada grupo de estudo foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk,
mais robusto no caso amostras de pequena dimensao. Este teste, aplicado num intervalo
de confianga de 95% como foi o caso, permite determinar se os valores de cada grupo se
distribuem segundo uma fun¢do gaussiana com maximo no valor médio, através da
avalia¢do do valor de significancia que se obtém e os 5% de erro. Valores de significancia
superiores a 0,05 (p>0,05) indicam ndo ser estatisticamente relevante o erro cometido ao
considerar-se o valor médio do grupo em representagdo do proprio grupo, permitindo o
recurso a métodos paramétricos, de robustez superior aos nao paramétricos. Do ponto de
vista pratico, ao aplicar-se o teste de normalidade considera-se, para cada grupo de estudo,

o seguinte par de hipdteses nula e alternativa:

36



Resultados

Ho: Os valores médios de microdureza obtidos para o grupo X seguem uma
distribui¢cao normal

Ha: Os valores médios de microdureza obtidos para o grupo X ndo seguem uma
distribui¢ao normal

A tabela 2 mostra os valores de significancia (valores p) obtidos pela aplicagdo do teste

de Shapiro-Wilk a cada um dos grupos, para um intervalo de confianga de 95%. Em todos

0s casos se obteve p>0,05, garantindo-se que todas as amostras sao normais. Porém, no

caso do grupo B, e para garantir a normalidade, houve a necessidade de eliminar um

outlier moderado (11;372,60), passando este grupo a ter uma dimensao N=9.

Tabela 2. Resultados da aplicagdo do teste de normalidade de Shapiro-Wilk a
cada grupo de estudo, apds eliminac¢do de um outlier ao grupo B.

Estatistica ~ Dimensao Significancia

Grupos
A 0,932 10 0,466
B 0,888 9 0,189
c 0,956 10 0,736
D 0,921 10 0,366
E 0,854 10 0,065
F 0,866 10 0,090

O teste de Levene, aplicado para avaliar a homogeneidade das variancias, revela
que estas ndo diferem significativamente entre os diferentes grupos, uma vez que o nivel
de significancia € 0,411 (p>0,05). Os testes de hipdteses considerados neste caso foram:

Ho: Os grupos A-F apresentam varidncias homogéneas

Ha: Os grupos A-F ndo apresentam variancias homogéneas
sendo que o valor de significancia para um intervalo de confianca de 95% sugere que se
aceite a hipotese nula. A tabela 3 mostra os resultados obtidos por aplicacdo do teste de

Levene aos grupos de estudo.

Tabela 3. Teste de homogeneidade de variancia de Levene aplicado aos seis grupos de
estudo para avaliar a homogeneidade das suas variancias (df1=n° de grupos-1; df2=n°
de espécimenes — n° de grupos).

Estatistica de Levene aft af2 Significancia

1,028 5 53 0,411
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Uma vez garantida a independéncia das amostras e confirmada a normalidade dos
grupos (conseguida por eliminagdo de um outlier) e a homogeneidade das varidncias,
pdde aplicar-se o teste ANOVA a um fator para avaliar a igualdade dos valores médios
entre os grupos. Foram considerados as seguintes hipoteses:

Ho: as médias dos grupos nao variam estatisticamente.

Ha: existe pelo menos um grupo em que a média ¢ diferente.

Na tabela 4 estdo representados os resultados do teste ANOVA. De acordo com a
tabela conclui-se que as médias da microdureza de superficie varia entre grupos,

rejeitando-se a hipotese nula.

Tabela 4. Resultado do teste ANOVA a um fator obtido utilizando o software IBM SPSS Statistics

versao 24.
Soma dos Quadrado C e A
Quadrados df Médio F Significancia
Entre grupos 753187,878 5 150637,576 25651,047 0,001
Nos grupos 311,246 53 5,873
Total 753499,124 58

De acordo com a tabela obtida, a estatistica F revela um valor de 25651 € uma
significancia de 0,001 — F (5,53)=25651, p<0,05. Desta forma, conclui-se que pelo menos
um dos grupos apresenta um valor médio de microdureza de superficie de esmalte que
difere significativamente dos restantes: aceita-se a hipotese alternativa.

Uma vez que foram detetadas diferencas, realizou-se um teste complementar ao
ANOVA, teste este que permite verificar quais os pares de grupos cujos valores médios
de microdureza de Vickers diferem entre si, genericamente designados de testes de
comparacgoes multiplas. No caso concreto do presente trabalho, em que se comparavam
seis grupos € em que os resultados médios obtidos ndo sugeriam qualquer igualdade
evidente entre pares de grupos, optou-se por um teste post-hoc, em concreto pelo teste de
Bonferroni, por ser o mais indicado para amostras homogéneas e de pequenas dimensdes.
Tal como qualquer teste post-hoc, o teste de Bonferroni compara indiscriminadamente os
varios pares de grupos em estudo, considerando, para cada par possivel mas aqui
exemplificado apenas para os grupos A e B, o seguinte teste de hipoteses:

Ho: A média do grupo A ¢ igual a média do grupo B

Ha: A média do grupo A ¢ diferente da média do grupo B
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O teste apresenta um valor de significancia como resultado, o qual permite aceitar a
hipdtese nula ou a alternativa consoante o seu valor seja superior ou inferior a 0,05,
respetivamente, considerando um intervalo de confianca de 95%. Pelo facto de envolver
a comparagdo multipla e indiscriminada entre pares de grupos de estudo, este tipo de
testes produz redundancia de resultados, apresentando, por exemplo, o resultado da
comparag¢do do grupo A com o grupo B e do grupo B com o grupo A. A tabela 5 mostra

os resultados obtidos para os grupos de estudo A-F.

Tabela 5. Resultados da comparagdo multipla das médias dos grupos estudados pelo teste de Bonferroni.

Grupos Significancia Grupos Significancia
A B 0,001 D A 0,001
c 0,001 B 0,001
D 0,001 c 0,001
E 0,001 E 0,001
F 0,001 F 0,001
B A 0,001 E A 0,001
c 0,001 B 0,001
D 0,001 B 0,001
E 0,001 D 0,001
F 0,001 F 0,001
c A 0,001 F A 0,001
B 0,001 B 0,001
D 0,001 c 0,001
E 0,001 D 0,001
F 0,001 E 0,001

Os resultados indicam que, para um intervalo de confianga de 95%, as médias dos
varios pares de grupos diferem estatisticamente (p <0,05 para todos os pares), ou seja, 0s
valores médios de microdureza de superficie do esmalte diferem significativamente nos
varios grupos de estudo. Assim, podemos afirmar que:

O valor de microdureza de Vickers foi mais baixo apds desmineralizacdo (grupo A,
261,720+2,582 HV), tendo aumentado com a aplicagdo de verniz de fluor (grupo B,
364,044+1,699 HV) e atingido valores ainda superiores apos o tratamento com saliva
artificial na auséncia de metais divalentes (grupo C, 551,260+1,766 HV). O tratamento
com saliva artificial contendo calcio originou o maior valor de microdureza média obtida
(grupo D, 597,860+2,623 HV). O tratamento com saliva artificial contendo estroncio

resultou num valor de microdureza médio (grupo E, 483,060+2,963 HV) superior ao
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obtido por tratamento das amostras com saliva artificial contendo magnésio (grupo F,
444,420+2,562 HV), tendo ambos apresentado valores inferiores ao valor médio
registado no grupo C, onde ndo se usou qualquer metal divalente suscetivel de formar
cristais de apatite. Na figura 10 encontra-se representada o grafico da varia¢ao dos valores
médios da média dos valores de microdureza da superficie do esmalte de cada grupo de

estudo
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Figura 10. Grafico comparativo dos valores estatisticos médios de microdureza de
superficie do esmalte dos diferentes grupos.
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DISCUSSAO

A cavidade oral ¢ um meio onde ha constante desmineralizagao e remineralizagao.
No entanto, em satude, ha um equilibrio que mantém intacta a superficie de esmalte (Abou
Neel et al., 2016). Por vezes, em estados iniciais de desmineralizacdo, esta pode ser
revertida por meio de agentes remineralizantes adequados (Abou Neel et al., 2016;
Katakam et al., 2017). A remineralizagdo ¢ um procedimento no qual os ides de célcio,
fosfato e ido hidroxilo sdo reposicionados em vazios de hidroxiapatite desmineralizada
para criar um ganho mineral que melhora a estética, a for¢a e a fungdo (Mohd Said,
Ekambaram & Yiu, 2016). O ganho ou perda de minerais no esmalte como resultado da
desmineralizagdao ou remineralizagdo pode ser medida através de alteragdes na dureza de
superficie do esmalte (Katakam et al., 2017).

No presente trabalho pretendia-se estudar a capacidade remineralizante de
diferentes catides divalentes com base no aumento da microdureza de superficies
desmineralizadas artificialmente com acido latico, tendo-se recorrido ao teste de
microdureza de Vickers. O grupo A, correspondente ao esmalte desmineralizado com
acido lactico; serviu de controlo para comparacdo dos restantes grupos. A dureza de
superficie deste grupo, 261,720 + 2,582 HV, foi a mais baixa de todo o estudo, como seria
o expectavel pela perda de densidade mineral aquando da desmineralizagdo (Laurance-
Young et al., 2011).

Ap0s a desmineralizagdo aplicou-se em todos os grupos, exceto no grupo A, verniz
de fluoreto de sodio a 5%. Este verniz visava ser uma fonte de fluor, para induzir a
formagdo de fluorapatite em vez de hidroxiapatite e assim eliminar a dependéncia do pH,
j& que esta ultima apatite exige a presenga de ides hidroxilo livres. Optou-se por esta
abordagem pelo sucesso de trabalhos anteriores (Assuncao et al., 2016; Carvalho, 2016;
Pédua, 2018).

O mecanismo de agdo do flaor promove o processo de remineralizagdo através da
precipitagdo de cristais de apatite. No entanto, a biodisponibilidade dos ides de célcio e
fosfato representa o fator determinante para a remineralizacdo, apesar do papel
fundamental do fluoreto na obten¢do de um precipitado mineral estavel (Reynolds et al.,
2008; Cochrane, Cai, Huq, Burrow & Reynolds, 2010; Arafa, 2017). Num processo de
remineralizacdo ideal em que hd uma biodisponibilidade de todos os ides (calcio, fosfato
e fluor), os ides hidroxilo (OH") presentes na hidroxiapatite [Caio(PO4)s(OH)2] do esmalte

podem ser substituidos por ides de fluor (F~), obtendo-se um novo cristal denominado por
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fluorapatite [Caio(PO4)sF2], que possui maior resisténcia (Featherstone, 2004;
Memarpour, Soltanimehr & Sattarahmady, 2015; Mohd Said et al., 2016). A formacao
da fluorapatite requer, no entanto, a presenca de célcio ou de um outro metal capaz de o
substituir no cristal recém-formado.

Para além do aporte de flaor, o grupo B ndo sofreu mais nenhum tratamento, sendo
que apresentou uma dureza de superficie de 364,044 + 1,699 HV, que, por ser superior a
do grupo A, sugere ter havido remineralizagdo. Pela auséncia de uma fonte de metal, seria
expetavel que este grupo apresentasse um valor de microdureza semelhante ao do grupo
A, compativel com a inexisténcia de remineralizacdo e apresentado como hipotese de
estudo i (pagina 23). A observacao de um valor de microdureza de superficie superior no
grupo B em relacdo ao grupo A, apenas € justificavel com a formac¢do de um precipitado
a superficie do esmalte, nada nos indicando sobre a natureza do mesmo. Uma vez que se
usou um verniz comercial, de composi¢ao nao totalmente conhecida, pode ser que o
mesmo contenha metais divalentes, promotores da formacao de apatites.

O grupo C, correspondente as amostras desmineralizadas artificialmente e tratadas
com fluor e saliva artificial sem célcio ou qualquer outro metal divalente, originou um
valor de microdureza de superficie de 551,260 + 1,766 HV, valor este significativamente
superior a qualquer dos grupos A e B. Este resultado, que sugere ter havido
remineraliza¢do e mais expressiva do que no grupo B, contraria novamente o esperado
pela auséncia de catides divalentes para formar fluorapatite (hipdtese i — pagina 23). O
aumento de microdureza da superficie do esmalte poderia ser fundamentado com a
presenca de fluor, fosfato e sodio. O sodio (Na*) é encontrado na HA como elemento
minor, tal como o magnésio e o carbonato (Zhu, Li & Han, 2015). Ao longo dos anos, a
HA substituida tem sido estudada e sabe-se que o sodio tem a capacidade de substituir o
calcio no cristal. Esta substitui¢do pode ser justificada com a proximidade dos raios
atdmicos destes dois catides (Na* = 1,02 A; Ca** = 1,00 A) (Matsunaga & Murata, 2009;
Laurencin et al., 2010). Em 1993, Fulmer e Brown, desenvolveram um estudo onde
avaliaram os efeitos de Na,HPO4 e NaH2PO4na formagao de hidroxiapatite e concluiram
que sempre que se forma uma nova HA, o s6dio ¢ completamente esgotado das solugdes.
Esta conclusdo é sugestiva da impregnagdo dos ides Na' na apatite (Laurencin et al.,
2010). Por sua vez, a HA substituida por sédio apresenta uma maior solubilidade em
meios aquosos devido a diferenca da carga i6nica entre o calcio e o sédio (Sang Cho et
al., 2013). Para além disto, o sodio ¢ incapaz de formar precipitados cristalinos e neste

caso, os restantes grupos (D, E e F) teriam que apresentar valores de microdureza
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superiores ao grupo C, tendo em conta que em adi¢ao ao sddio também estdo na presenca
de metais divalentes, mas no entanto esta hipotese ndo ¢ verificavel. Portanto ¢
corroborativo de que o verniz de flior utilizado no estudo terd na sua constituicdo uma
fonte de metais, que nao o sodio.

O Grupo D apresentou o maior valor de microdureza de todo o estudo, 597,860 +
2,623 HV. Esta evidéncia comprova a hipotese ii (pagina 23) de que houve um aumento
da microdureza, que ¢ justificavel com a presenga dos trés elementos fundamentais da
remineralizacdo — fluor, calcio e fosfato. A saliva artificial recria um ambiente natural da
cavidade oral com um valor de pH 7,0 onde ocorre a remineralizagdo das camadas
superiores do esmalte dentario e, para além disso, fornece ides de célcio e fosfato para a
formacao de cristais de HA em vazios do cristal do esmalte desmineralizado (Zaharia et
al., 2017). Sabe-se que o uso de produtos contendo célcio tem como objetivo aumentar a
disponibilidade e retencdo de fltior na cavidade oral (Ionta ef al., 2019). Um estudo
realizado por Shen ef al. (2018), onde foram avaliadas pastas dentifricas fluoretadas
enriquecidas com calcio na remineralizagdo da superficie de esmalte, concluiu que o
calcio, juntamente com o fosfato e o flior originou valores mais altos ao nivel de
remineralizacdo, quando comparado com outras pastas dentifricas. No entanto, ¢
importante salientar que a saliva artificial ndo ¢ capaz de devolver a normalidade
morfoldgica nem a microdureza inicial do esmalte, mas consegue possibilitar a formagao
de uma camada de fosfato de célcio sobre a superficie desmineralizada, a qual € sugestiva
de agdo remineralizante (Xavier, Cavalcanti, Montenegro & Melo, 2010). Os ides de Ca**
e PO4> biodisponiveis podem ser fornecidos pela saliva, mas mesmo em pessoas
saudaveis, o estilo de vida, a dieta e outros fatores podem afetar a biodisponibilidade
salivar do calcio. Desde meados dos anos 90 que houve um aumento no consumo de
refrigerantes. Estas bebidas agucaradas ndo contém apenas ac¢tcares, mas muitas também
possuem d4cidos alimentares complexos de calcio (por exemplo, acidos citrico e
fosforico), que podem atuar para reduzir a biodisponibilidade de calcio na saliva. O
aumento do consumo global dessas bebidas estd associado a um aumento na prevaléncia
global de carie dentéria e erosdo (Shen ef al., 2018).

O grupo E foi sujeito a uma solugdo de saliva artificial enriquecida com estroncio
em vez de calcio, apds a desmineralizagdo com acido lactico e aplicacdo de verniz de
flior. Obteve um valor de microdureza de superficie de 483,060 + 2,964 HV. Portanto,
trata-se de outro grupo em que existiu remineraliza¢do (hipotese iii - pagina 23). O

estroncio tem propriedades elementares muito semelhantes as do calcio e por essa razao

43



Estudo do efeito da adi¢do de diferentes catioes na remineralizagdo de lesoes de carie artificiais por avalia¢do
da microdureza de superficie do esmalte

a correlagdo do estroncio com os dentes € estudada por varios anos. (Marie, 1996; Wang
et al., 2019) O estroncio substitui o célcio aleatoriamente nos cristais de hidroxiapatite.
No entanto, o tamanho dos cristais contendo estroncio ¢ maior que o dos cristais de
hidroxiapatite, o que leva a estabilizagdao desses cristais. Assim, a substituicdo do célcio
pelo estroncio e sua incorporagdo no esmalte dentario induz estabilidade da estrutura
apatitica e alta resisténcia a degradagdo por acidos bacterianos. Para além disso, a
combinagdo de estroncio e fluoreto é mais eficaz na resisténcia cristalina aos acidos do
que cada elemento isolado. Estudos realizados em Ohio e Wisconsin, demonstraram que,
a incidéncia de carie nestes dois estados dos EUA, era muito baixa como resultado do
alto conteudo de estroncio (5-10 mg / 1) e de flaor (1 mg) na dgua potavel (Marie, 1996).
Porém, o conteudo de estroncio nos dentes varia de acordo com a sua biodisponibilidade
(dose-dependente). Quando a concentracdo de estroncio ¢ elevada na agua potével, o
conteudo de estroncio aumenta no esmalte. Porém, esta tendéncia ¢ limitada quando a
concentragdo de estroncio excede 10 mg / ml na 4dgua potavel, o contetido de estroncio
permanece em aproximadamente 300 mg / g no esmalte (Wang et al., 2019).

O grupo F ap6s a desmineralizacdo e a aplicagcdo do verniz de fluor, foi submerso
numa solu¢do de saliva artificial, s6 que na sua constituicdo continha magnésio ao invés
de calcio. Apresentou um valor de microdureza de 444,420 + 2,562 HV, significando que
houve um aumento da microdureza de superficie comparativamente com o grupo A
(hipotese iv — pagina 23). O magnésio ¢ um dos elementos mais abundantes do corpo
humano, sendo um mineral essencial no metabolismo humano, inclusivamente sabe-se
que pode promover o crescimento do tecido 6sseo (Byun et al., 2017). O papel preciso
do magnésio na formacdo de HA ainda é bastante debatido. Pensa-se que os ides de Mg**
substituam os ides de Ca®" na rede cristalina de hidroxiapatite. No entanto, a substituigdo
do célcio pelo magnésio na HA ¢ limitada devido a grande diferenca dos raios atomicos
entre o magnésio e o calcio, reduzindo a cristalinidade da HA. Essas alteracdes tém um
impacto direto nas propriedades do Mg-HA, incluindo aumento da solubilidade e
biodegradabilidade do HA em contacto com fluidos fisiologicos. Todavia, sabe-se que ¢
possivel que haja esta substituicdo do magnésio pelo célcio na rede de HA, mas a sua
localizag¢do na rede de HA ¢ ambigua (Laurencin et al., 2011; Lala et al., 2016). Estudos
desenvolvidos por Boskey e Posner concluiram que a presenga de magnésio diminui a
solubilidade do Fosfato de Célcio Amorfo (ACP), enquanto Bachra et al. concluiu que o
ido de Mg * consegue formar um complexo mais forte e estavel que o ido de Ca’* com

fosfato (Gelli, Ridi & Baglioni, 2019). Em suma, ndo se sabe ao certo o papel do magnésio
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na rede cristalina da hidroxiapatite, no entanto, neste estudo pode-se concluir que teve um

papel na remineralizacdo da superficie de esmalte.
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CONCLUSOES

Neste estudo, todos os grupos mostraram resultados motivadores de que houve
remineralizacdo, quando comparados com o grupo que apenas sofreu desmineralizacao
(grupo A). No entanto, as hipoteses de estudo i e v ndo foram confirmadas.

A hipoétese i ndo se verificou devido ao aumento inesperado de microdureza do
grupo B, relativamente ao grupo A. Este facto atribui-se a formacao de precipitados com
outros metais provenientes de fontes ndo controladas. Ja no caso da hipotese v, todos os
grupos tratados com solucdes remineralizantes compostas por metais divalentes (D, E e
F) apresentaram valores distintos de microdureza, fazendo com que esta hipotese nao
fosse verificavel. Tendo em conta que todas as solugdes apresentavam metais diferentes,
sabe-se que diferentes metais tém diferentes durezas e, para além disso, t€ém tendéncias
diferentes de formar minerais.

Nesta investigacdo pretendia-se avaliar a microdureza do esmalte apos a
incorpora¢ao de diferentes catides divalentes, como o calcio, o magnésio e o estroncio no
cristal de fluorapatite.

O célcio era o catido mais estudado e com certezas de que apresenta um papel
fundamental neste processo. Contudo, o estroncio também apresentou fortes evidéncias
de que consegue aumentar a dureza de superficie do esmalte quando este se encontra
desmineralizado.

Porém, ndo existem estudos conclusivos que demonstrem a transformagao do cristal
de FA apds a incorporagado destes i0es. Qual o beneficio de um aumento da microdureza
de esmalte (remineraliza¢do), se o cristal de FA ficar mais fragilizado e mais solivel em
contacto com outros fluidos? Assim, seria benéfico a realizagdo de estudos mais
aprofundados sobre este tema, para que se possa concluir a fun¢do exata de cada um

destes elementos no processo de remineralizacao, bem como a eficacia de outros metais.
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