»
UNIVERSITARIO
EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICIDA DENTARIA

ESTUDO DO EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES IOES
METALICOS DIVALENTES NO ESMALTE HUMANO SAO

Trabalho submetido por
Ana Margarida da Luz Ramos
para a obten¢do do grau de Mestre em Medicina Dentaria

outubro de 2020






»
UNIVERSITARIO
EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA DENTARIA

ESTUDO DO EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES IOES
METALICOS DIVALENTES NO ESMALTE HUMANO SAO

Trabalho submetido por
Ana Margarida da Luz Ramos
para a obtengdo do grau de Mestre em Medicina Dentaria

Trabalho orientado por
Prof. Doutora Carla Ascenso

e coorientado por

Prof. Doutora Ana Cristina Manso
Mestre Joana Carmo

outubro de 2020






Dedicatdria

Aos meus pais, Elsa e Paulo, por tudo.






AGRADECIMENTOS

Primeiramente, quero agradecer a minha orientadora, Prof. Doutora Carla
Ascenso, por todo o apoio, disponibilidade e motivagao prestados ao longo da realizagdo

deste trabalho, por toda a confianga, simpatia e compreensao.

A minha coorientadora, Prof. Doutora Cristina Manso, quero agradecer a
oportunidade de ingressar neste projeto e por me ter despertado interesse pelo tema
desenvolvido. Agradeco o envolvimento permanente e o rigor exigido que fez com que
se tornasse possivel.

A minha coorientadora, Mestre Joana Carmo agradeco pela transmissdo de
conhecimentos essenciais a execucao deste trabalho.

Ao Prof. Doutor Mério Polido, agradeco por conceder a utilizagao do Laboratério
de Biomateriais do Instituto Universitario Egas Moniz.

Ao Instituto Universitario Egas Moniz, lugar de muitas angustias e felicidades,
onde aprendi e cresci, tanto a nivel pessoal como profissional. A todos os colegas
professores e funciondrios que fizeram parte destes 5 anos, certamente tiveram um papel
fundamental no meu percurso académico.

As minhas colegas ao longo deste projeto, Patricia e Alice, pelas longas horas bem
passadas no laboratorio e pelo companheirismo.

A minha querida amiga e colega de box, Raquel Fernandes, por todo o apoio ao
longo destes anos, por me ter dado forga nos momentos mais dificeis e por ter sido a
minha companheira nas maiores aventuras. Sem ti nao teria sido a mesma coisa.

Quero deixar o meu agradecimento profundo aos meus amigos, Joao Geraldes e
Miguel Alves, por ter tido o privilégio de trabalhar com eles, e por tudo o que me
ensinaram. Aos meus amigos Carolina Pereira, Gongalo Santos e Carolina Lopes, por ter
tido a sorte de vos conhecer, revelaram-se pessoas muito especiais. Um obrigada especial
a minha amiga Patricia Lyra, um exemplo que levarei para a vida. Nao consigo imaginar
estes 5 anos sem todos na minha vida.

Ao Pedro, pelo apoio incondicional, pela compreensdo e por toda a paciéncia e
amor que sempre me deu.

Por fim, aos meus pais, por toda a confianca depositada e mim, por serem os meus
alicerces e, acima de tudo, por toda a educacio e amor que me proporcionaram. A minha

irma e a minha familia, que estiveram sempre presentes.






RESUMO

Objetivo: Medir e comparar os valores de microdureza de superficie de esmalte apos a
incorporacdo de diferentes metais divalentes em lesdes de cérie dentaria, artificialmente

induzidas.

Materiais e métodos: Prepararam-se 18 molares humanos intactos e livres de caries,
originando 70 fragmentos. Estes foram divididos em 7 grupos de 10 fragmentos cada (A-
G). O grupo A nao sofreu qualquer intervencao. Os restantes grupos (B-G) sofreram um
processo de desmineralizacdo por imersdo numa solugdo tampao de acido lactico a pH
5,5. Posteriormente, foi medida a dureza do grupo B, que sofreu apenas desmineralizacao
e os grupos C a G foram colocados em solugdes de saliva artificial contendo diferentes
metais divalentes. O grupo C foi tratado com uma solugao de saliva artificial sem calcio,
o grupo D com uma solugao de saliva artificial com calcio, o grupo E com uma solugdo
de saliva artificial com estroncio, o grupo F com uma solucao de saliva artificial com
magnésio e o grupo G com uma solugdo de saliva artificial com zinco. Submeteram-se
todas as amostras a analise quantitativa de avaliacdo dos valores de microdureza de
superficie de esmalte, através da técnica de Vickers. Os resultados foram tratados
estatisticamente através de ANOVA a um fator com um grau de confianca de 95%, que
determinou a existéncia de diferengas entre as médias. De seguida, aplicou-se um teste de
comparacao multipla (teste de Bonferroni) que aferiu que todos os grupos diferiam
significativamente.

Resultados: Obtiveram-se os valores médios de microdureza de Vickers (A - 468,560 +
3,7592 HV; B - 258,680 + 4,6982 HV; C - 376,86 + 6,3112 HV; D - 398,540 + 8,1644
HV; E - 362,540 + 6,4684 HV; F - 440,480 = 7,5820 HV; G - 310,440 + 6,4338 HV).
Conclusdes: Os grupos com lesdes de carie artificialmente induzidas e posteriormente,
sujeitos a tratamento por incorpora¢ao dos metais divalentes em estudo (calcio, estroncio,
magnésio e zinco) revelaram aumentos significativos dos valores de microdureza da
superficie de esmalte em relacdo ao grupo sofreu apenas desmineralizacdo, indicando
remineraliza¢do. O grupo que apresentou maior capacidade de remineralizagdo foi o

magnésio, seguido do célcio, estroncio e zinco.

Palavras-Chave: Esmalte; Hidroxiapatite; Remineraliza¢do; Estroncio, Magnésio; Zinco.






ABSTRACT

Objectives: To measure and compare the enamel microhardness following the
incorporation of different divalent metals in hydroxyapatite, in induced dental caries
lesions.

Materials and methods: 18 intact and caries-free human molars were prepared and
separated into 70 fragments. These were divided into 7 groups of 10 fragments each (A-
G). Group A did not undergo any intervention. The remaining groups (B-G) suffered a
demineralization process, by immersion in a buffer solution of lactic acid at pH 5.5. On
the 7th day, groups C to G were placed in solutions of artificial saliva containing different
divalent metals. Group C was treated with a solution of artificial saliva without calcium,
group D with a solution of artificial saliva with calcium, group E with a solution of
artificial saliva with strontium, group F with a solution of artificial saliva with magnesium
and group G with a solution of artificial saliva with zinc. Quantitative analysis of the
enamel surface microhardness assessment took place in all groups, using the Vickers
technique. Statistical analysis was carried out according to the one-way ANOVA
parametric test, with a 95% confidence level. The latter confirmed the existence of
differences between the mean values. Thereafter, a multiple comparison test (Bonferroni
test) verified that all groups significantly differed.

Results: Average of the obtained Vickers microhardness values (A - 468.560 + 3.7592
HV; B - 258.680 +4.6982 HV; C - 376.86 + 6.3112 HV; D - 398.540 = 8.1644 HV; E -
362.540 + 6.4684 HV; F - 440,480 + 7.5820 HV; G - 310.440 + 6.4338 HV)
Conclusions: The groups to which dental caries lesions were artificially induced, and to
which were subsequently subjected to treatment by incorporation of the divalent metals
under study (calcium, strontium, magnesium and zinc) revealed an increased
microhardness when compared to the group that only underwent demineralization. This
indicates that remineralization occurred. The group that showed the greatest

remineralization capacity was magnesium, followed by calcium, strontium and zinc.

Key Words: Enamel; Hydroxyapatite; Remineralization; Strontium; Magnesium; Zinc.
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

O esmalte ¢ um tecido bioldgico altamente mineralizado que protege os dentes e que
apresenta elevada dureza. Por ser acelular, a sua capacidade de regeneracao ¢ limitada.
Como tal, o desenvolvimento de técnicas que auxiliem na sua regeneragdo ¢ manutengao

tem suscitado grande interesse (Ruan & Moradian-Oldak, 2015).

A principal ameaca a integridade do esmalte ¢ a carie dentaria. Esta apresenta uma
elevada prevaléncia a nivel mundial, tanto em criangas como em adultos, e, em casos
extremos, pode levar a perda do dente (Vargas-Ferreira et al., 2015; Pitts et al., 2017). A
carie ¢ consequéncia da desmineralizacao progressiva da superficie do dente, resultante
da metabolizacdo dos agticares fermentaveis, presentes no biofilme, por parte de bactérias
cariogénicas (Fejerskov et al., 2015). Isto provoca alteragdes na estrutura do esmalte por

meio da dissolucao de ides de calcio e fosfato da cadeia cristalina.

Numa fase inicial, € possivel reverter naturalmente este processo através da aposicao de
10es na cadeia de esmalte, quando presentes na saliva em quantidades apropriadas. Esta
remineralizacdo pode também ser potenciada por fatores ou elementos externos, como o
fltor. Nos ultimos anos, inimeros estudos t€m demonstrado o papel relevante do flaor no
processo de remineralizacdo, bem como algumas limitagdes do mesmo. Assim, ¢
essencial o estudo e desenvolvimento tanto de terap€uticas alternativas como de
terapéuticas potenciadoras, clinicamente eficazes, de forma a favorecer a remineralizagao
multifatorial em detrimento da desmineralizagdo. Isto permite travar e reverter o
desenvolvimento de carie inicial, prevenindo a necessidade de tratamentos posteriores
mais invasivos, tal como ditam os principios da medicina dentaria minimamente invasiva

(Gonzalez-Cabezas & Fernandez, 2018; Philip, 2019).

E conhecido que a matéria organica presente no esmalte contribui significativamente para
o fortalecimento e aumento da sua dureza, sendo também refletido pelo aumento da
resisténcia a propagacdo de fraturas do mesmo (Elfallah et al., 2015; Kis et al., 2020).
Adicionalmente, estudos sugerem que as propriedades mecanicas do esmalte sdo
dependentes do seu contetido em alguns ides metalicos divalentes (Ruan & Moradian-
Oldak, 2015). A substitui¢do dos ides hidroxilo, presentes na estrutura de esmalte, por

outros ides, possibilita a formacdo de outras apatites bioldgicas e consequente alteragao
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das suas propriedades (Abou Neel et al., 2016). Assim, podemos inferir que existe

margem de progressdao no desenvolvimento e estudo da formagao de outras apatites.
I.I. CARACTERIZACAO DO ESMALTE

O esmalte, camada externa de revestimento da coroa dentaria, é o tecido com maior
dureza no corpo humano, tendo como fungao proteger o dente contra agressdes fisicas,
térmicas e quimicas que, na sua auséncia, seriam prejudiciais a vitalidade do 6rgao
dentario (Lacruz et al., 2017). O esmalte ¢ altamente especifico, sendo caracterizado por
propriedades fisicas e mecénicas excecionais, além de beleza estética (Pandya &

Diekwisch, 2019).

O esmalte maduro ¢ constituido maioritariamente por matéria inorganica (95%) que se
integra numa matriz constituida por dgua (2-4%) e matéria organica (1-2%) e, ao contrario
dos restantes tecidos mineralizados (dentina e o0sso) de origem mesenquimatosa, tem
origem epitelial. Por ser acelular e avascular, quando exposto a agressdes como carie ou
fraturas, a sua capacidade de autorregeneracao ¢ limitada (Abou Neel et al., 2016; Lacruz

et al., 2017; Farooq & Bugshan, 2020).

O principal componente inorganico do esmalte, assim como de todos os tecidos
mineralizados dos animais vertebrados, ¢ a hidroxiapatite (HA) (Bowes & Murray, 1935;
Shao et al., 2019). Esta corresponde a um cristal de fosfato de calcio que, em condig¢des
fisiologicas, ¢ o que apresenta menor solubilidade e consequentemente maior estabilidade
quimica (Lacruz et al., 2017). As propriedades fisico-quimicas Unicas do esmalte sdao
devidas ao seu alto conteido em hidroxiapatite. Este apresenta um arranjo paralelo de
cristais de apatite em prismas de esmalte, interpostos com prismas perpendiculares,
conferindo uma ordem tridimensional. Juntas, essas caracteristicas resultam num material
de grande dureza e resiliéncia fisica (Pandya & Diekwisch, 2019). A férmula quimica da
hidroxiapatite do esmalte difere da sua forma estequiométrica: Caio (PO4) ¢ (OH)2 (Kis et
al., 2020). Esta apresenta uma forma hexagonal e, como descrito na férmula quimica, ¢
constituida por calcio, fosfato e hidroxilo, representado na Figura 1 (Bulina et al., 2020).
Devido a posicio do Ca’" na cadeia, ocorre a formagdo de canais que permitem a
movimentacgdo de anides, o que torna este cristal altamente adaptavel ao meio em que se
encontra. Isto possibilita inimeras trocas i6nicas como a substitui¢do dos ides hidroxilo

por outros ides tais como o fluoreto (F°) e o cloreto (CI"), a substitui¢do dos ides fosfato
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Introdugdo

(PO+>) por ides carbonato (COs>) e a substituicdo de ides calcio por ides sodio (Na*),
estroncio (Sr*"), magnésio (Mg®>") ou zinco (Zn?"). Consequentemente, ocorrem
alteracdes das propriedades e formacao de outras apatites biologicas (Abou Neel et al.,
2016). A substitui¢do por carbonato ira afetar a estrutura cristalina da apatite, diminuindo
a sua simetria e, consequentemente, as suas for¢as de coesdo, aumentando
simultaneamente a solubilidade da mesma. Isto ira fazer com que se torne mais suscetivel
a dissolucdo acidica pelo processo cariogénico. Por outro lado, o ido fluor adapta-se
perfeitamente na estrutura hexagonal dos cristais de hidroxiapatite, o que leva a
estabiliza¢do da cadeia do cristal, o que por sua vez, leva a diminuigdo da solubilidade

perante agressoes quimicas (Abou Neel et al., 2016; Lacruz et al., 2017).

Figura 1 Representacio estrutural do cristal de hidroxiapatite. Adaptado de Bulina et al. (2020)

Embora o contetudo organico do esmalte represente menos de 1% da sua constituicdo, este
tem um papel significativo na determinacdo das propriedades mecanicas (dureza, médulo
de elasticidade) e vai também impedir a propagagdo de fraturas e permitir a
movimenta¢do dos prismas de esmalte perante stress (Elfallah et al., 2015; Kis et al.,

2020).

E sabido que as propriedades estruturais do dente variam entre as pessoas e esta variedade

¢ que determina a suscetibilidade a problemas dentarios (Abdallah et al., 2016).
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1.2. CARIE DENTARIA

A cérie dentéria ¢ um dos principais problemas de satide ptblica nos paises desenvolvidos
e uma das doengas cronicas mais comuns do mundo, afetando ndo s6 criangas em idade
escolar (60 a 90%) como também a maioria dos adultos (Yeung et al., 2015). E uma
doenga desigualmente distribuida, entre e dentro de paises, podendo variar consoante as
comunidades e posi¢do socioecondmica ( Yeung et al., 2015; Pitts et al., 2017; Hatipoglu

& Saydam, 2019).

A carie ¢ caracterizada por ser a doenca dos tecidos duros dentirios mediada pela
interacdo entre bactérias e hidratos de carbono fermentaveis presentes no biofilme que,
por sua vez, provoca a producdo de acido na superficie dentdria e a sua consequente
desmineralizacdo (Yeung et al., 2015). E considerada uma doenca dinimica e
multifatorial, pelo que ¢ importante ter em conta fatores cruciais na sua progressao como
habitos alimentares, flora bacteriana, ingestdo de fluor, toma regular de medicamentos
com acgucar na sua constituicao, posi¢ao dentdria e caracteristicas morfologicas, habitos
de escovagem, quantidade e composicao da saliva, genética, entre outros. (Pitts et al.,

2017; Hatipoglu & Saydam, 2019).

A carie dentaria pode ocorrer ao longo da vida e possui varios estagios de evolugao. Em
processos mais avancados, a carie dentaria pode ser mais invasiva e afetar
irreversivelmente o esmalte e dentina da coroa do dente, superficies radiculares expostas
e, em ultimo caso, levar a inviabilidade do dente (Yeung et al., 2015; Pitts et al., 2017).
Por outro lado, na fase inicial a sua progressao pode ser travada e revertida através de

processo de remineralizagao.

Durante décadas, os Streptococcus mutans e os lactobacilos foram considerados os
principais patogenos causadores da carie e a maioria das estratégias diagnosticas,
preventivas e terap€uticas tém sido direcionadas para estes microrganismos. No entanto,
outras espécies microbianas foram também isoladas de lesdoes de carie e t€ém sido
relacionadas ao processo de cérie dentéria, incluindo bifidobactérias. Foi demonstrado
que varias espécies orais podem atuar sinergicamente para aumentar o seu efeito

patogénico (Simon-Soro & Mira, 2015; Colombo & Tanner, 2019).

O primeiro estagio clinico de carie ¢ denominado de White Spot, sendo caracterizada por

uma lesdo subsuperficial desmineralizada sob uma superficie porosa de esmalte intacto
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que confere uma coloragdo esbranquigada e opaca (Abdullah & John, 2016; Pitts et al.,
2017). Esta ¢ uma lesdo incipiente, ndo cavitada, caracterizada por duas zonas de
desmineralizagdo: a zona superficial, porosa e rica em minerais, cuja morfologia difere
da do esmalte adjacente; e uma area sobrejacente a superficie, onde ocorre a dissolucdo e
perda da maior parte do contetido mineral interprismatico (30-90% em volume). (Pathak
et al., 2015). Esta fase da lesdo ¢ de extrema importancia pois, aqui, a lesdo ainda ¢
reversivel, podendo ser travada através da modificagdo dos fatores causais, aplicacdo de
medidas preventivas e através de processos de remineralizagdo (Abdullah & John, 2016;

Pitts et al., 2017).

Com isto, a fisiopatologia da carie dentaria ndo € simplesmente uma perda cumulativa
continua de minerais, mas sim um processo dinamico caracterizado por periodos
alternados de desmineralizacdo e remineralizacdo. A progressao ou reversdao da lesdao
depende do equilibrio entre os fatores patologicos que favorecem a desmineralizagdo
(bactérias cariogénicas, glicidos fermentaveis, disfun¢do salivar) e os fatores de protecao
(agentes antibacterianos, saliva, 10es remineralizantes) que promovem a remineralizacao
(Featherstone & Chaffee, 2018; Philip, 2019). Portanto, a carie pode ser considerada uma
doenca evitavel (Pitts et al., 2017).

I.3. DESMINERALIZACAO/REMINERALIZACAO

O processo de desmineralizagao resulta da interacdo entre bactérias e o biofilme sobre a
superficie dentaria. Esta interagdo leva a produgao de componentes acidos, como o acido
latico, que, ao atuarem na camada subsuperficial do esmalte, vao levar a desmineralizagao

da sua estrutura cristalina mineral (Pitts et al., 2017).

As taxas de desmineralizacao e remineralizagao sao mediadas pelo pH (Xin et al., 2016).
A pH normal, a saliva apresenta-se supersaturada em ides de calcio e fosfato, pelo que
ndo ocorre desmineralizagdo ( Xin et al., 2016; Farooq & Bugshan, 2020). A medida que
a produgao de acido vai aumentando o pH vai diminuindo. Esta descida do pH abaixo do
nivel critico provoca a dissolu¢do do componente mineral do dente (hidroxiapatite), o que
resulta na libertagdo de ides de célcio e fosfato, e, consequentemente, no aumento da sua
porosidade (Parnell et al., 2012; Xin et al., 2016; Pitts et al., 2017). Isto ird permitir a
difusdo do 4cido, tendo como consequéncia a desmineralizagdo da por¢ao mineral de uma

parte mais profunda (Pitts et al., 2017). A capacidade de o esmalte resistir a
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desmineralizag¢do depende do contetido mineral encontrado na sua estrutura (Uwitonze et

al., 2020).

Devido a constante exposicao da cavidade oral a condigdes acidas, tanto provenientes do
biofilme como provenientes dos acidos da dieta, para manter uma homeostase mineral e
consequente integridade dentéria € essencial a capacidade de remineralizacdo (Farooq &

Bugshan, 2020).

A remineralizagdo pode ocorrer como um processo natural de reparagdo do esmalte e
caracteriza-se pelo processo de deposi¢do de minerais saturados sobre a superficie
dentéria desmineralizada, resultando num ganho mineral (Pitts et al., 2017; Philip, 2019).
Os éacidos do biofilme podem ser neutralizados pela capacidade tampdo da saliva,
aquando da eliminagdo dos hidratos de carbono fermentaveis da cavidade oral (Pitts et
al., 2017). Com isto, ocorre a neutralizagdo do pH do fluido do biofilme e este torna-se
suficientemente saturado em 10es de calcio, fosfato e fluor. Isto leva a interrupcao do
processo de desmineralizacdo e passa a ocorrer remineralizagdo por difusdo de i0es de
calcio e fosfato para as porosidades da superficie do esmalte criadas anteriormente
(Parnell et al., 2012; Pitts et al., 2017). Aqui, pode ocorrer integracao destes ides nos
espacos criados previamente pela desmineralizagdao, ou por outro lado, pode ocorrer a
criacdo de um mineral amorfo, pela deposicdo de precipitados nos espacos
interprismaticos. Este ¢ entdo um processo que pode ocorrer de forma natural, ou ser
induzido por terapias visando a restituicdo de minerais na cadeia de hidroxiapatite

(Abdallah et al., 2016; Gonzalez-Cabezas & Fernandez, 2018).

Segundo Philip (2019), tanto a remineraliza¢ao natural (incorporacao de ides de calcio e
fosfato) como a remineralizagdo com a incorporacdo de fliior t€ém tendéncia a integragdo
destes minerais apenas na zona superficial do esmalte, sem alteragdo das propriedades na
camada subsuperficial. A presenca de ides extrinsecos como estroncio, ferro, magnésio e
zinco podera potenciar a remineralizagdo natural, aumentando a taxa de difusao ionica e

a sua profundidade, alterando as propriedades fisicas e quimicas do dente (Abdallah et

al., 2016).

Assim, ao longo da vida de um dente, estdo presentes ciclos de
desmineralizagdo/remineralizacdo do esmalte que determinam o equilibrio mineral e a

integridade ou degradacdo do mesmo (Farooq & Bugshan, 2020).
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1.4. SALIVA

A saliva desempenha um papel essencial na manutencao da saude oral. Esta importancia
advém da sua capacidade de manter a integridade estrutural do dente por diminuir a
desmineralizag¢do, aumentar a remineralizagdo, ter agdo antibacteriana e de autolimpeza,
atuar como fonte constante de nutrientes e por ter capacidade de neutralizar o pH
(capacidade tampao)(Abou Neel et al., 2016; Marsh et al., 2016). A saliva desempenha
também um papel essencial na articulagdo da fala, na mastigacdo e degluticdo e na
manuten¢do da microbiota equilibrada. A alteracao do equilibrio da secrecao salivar pode
levar a patologias entre as quais se destacam a xerostomia, carie dentdria, erosdo dentaria

e infeg¢des fungicas (Pedersen et al., 2018).

A saliva ¢ secretada pelas glandulas salivares que se dividem em glandulas major e minor.
As glandulas salivares major sdo constituidas por 3 pares de glandulas (parotida,
submandibular e sublingual) que se situam extra-oralmente € comunicam com a cavidade
oral através de sistemas de ductos. Por outro lado, as inimeras glandulas salivares minor,
cerca de 600 a 1.000, situam-se na cavidade oral, particularmente ao nivel das regides da
mucosa € submucosa labial, lingual, palatina, bucal e retro-molar, comunicando

diretamente com a mesma (Pedersen et al., 2018; Farooq & Bugshan, 2020).

A saliva final que entra na cavidade oral, aproximadamente 0,6L por dia, ¢ composta por
cerca de 99% de agua e apenas 1% equivale a componentes s6lidos como proteinas e ides
inorgénicos (Pedersen et al., 2018). Aproximadamente 90% desta saliva ¢ proveniente
das glandulas salivares major e menos de 10% ¢ secretada pelas glandulas salivares
minor. No entanto, estes 10% sao relevantes devido ao seu elevado conteido em mucinas,
proteinas responsaveis pela lubrificagdo das superficies orais (Carpenter, 2013; Pedersen
et al., 2018). Por outro lado, quando a saliva entra na cavidade oral, torna-se numa mistura
complexa de fluidos, composta tanto pela saliva secretada pelas glandulas salivares como
também por fluido gengival, microrganismos, células epiteliais descamadas e restos
alimentares e ¢ denominada de saliva total ou mista. A saliva total/mista tem na sua
constitui¢do cerca de 2500 proteinas das quais apenas 10% sdo de origem glandular

(Pedersen et al., 2018).

Entre as proteinas mais relevantes, destacam-se os péptidos ricos em prolina, amilase,

péptidos de defesa do hospedeiro, mucinas e anidrase carbonica (Marsh et al., 2016). Os
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péptidos de defesa do hospedeiro apresentam multiplas atividades na imunidade, sendo
cruciais para a modulagdo de respostas imunes, cicatrizacdo de feridas, regulacdo das
populagdes microbianas residentes e preservagdo da harmonia entre as comunidades
hospedeira e residente (Marsh et al., 2016). Varios estudos relataram que, devido a fraca
atividade in vitro resultante da sua baixa concentragdo, ndo seria expectavel que estes
péptidos demonstrassem atividade na cavidade oral. Contudo, por estes componentes
atuarem em sinergia com uma ampla gama de moléculas, conseguem atingir-se
concentragoes eficazes na cavidade oral (Marsh et al., 2016). A amilase ¢ uma enzima
responsavel pela transformacao de polissacaridos ndo soliiveis em particulas de menores
dimensdes soluveis. Esta particularidade oferece beneficios, tais como a capacidade de
dissolucao de particulas de alimentos retidas nos dentes e a diminui¢do da disponibilidade
de substratos para o desenvolvimento microbiano (Carpenter, 2013). Certas proteinas
salivares tém afinidade a superficie dentaria, como € o caso de proteinas ricas em prolina,
estaterina e histatinas, e, como tal, ao potenciarem a concentragdo de célcio junto ao

esmalte, irdo potenciar a remineralizacdo (Farooq & Bugshan, 2020).

Como referido anteriormente, a saliva ¢ constituida maioritariamente por agua, mas
também por componentes organicos e inorganicos. Dentre os componentes inorganicos
mais prevalentes estdo os ides bicarbonato (HCO;") e fosfato (PO4>"), responsaveis pelos
principais sistemas tampado da saliva. Pode ainda ser considerado como um terceiro
sistema tampao, o sistema tampao proteico que atua em caudais muito baixos de saliva e
com pH abaixo de 5,0 (Marsh et al., 2016). Aquando da presenca de saliva nao
estimulada, os sistemas tampao relevantes sdo os sistemas bicarbonato e fosfato,
contribuindo igualmente para a restitui¢ao do pH. Quando ocorre o aumento da taxa de
secrec¢ao salivar, verifica-se o aumento da concentracao de bicarbonato e a diminui¢ao da
concentracao de potéssio, sendo entdo o sistema bicarbonato responsavel por mais de
90% da capacidade tampao nesta fase. Este ultimo sistema, por ter a capacidade de
transformar o dioxido de carbono dissolvido na cavidade oral para a sua fase volatil,
permite que o seu cardter acidico seja eliminado (Pedersen et al., 2018). A saliva atua
também como veiculo de transporte de ides como calcio, fosfato e flior. A presenca
destes elementos na saliva permite a manuten¢do da supersaturagdo dos mesmos no
esmalte, impedindo a desmineralizacdo durante os periodos a pH fisiologico na cavidade
oral (~pH 7). Aquando da descida do pH abaixo do nivel critico (pH 5,5), ocorre um

desequilibrio na saturacdo de ides e consequente perda mineral, a desmineralizagao.
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Quando se restabelece a neutralidade, a saliva adquire a capacidade de promover a
remineralizacao (Abou Neel et al., 2016; Farooq & Bugshan, 2020; Shimomura-Kuroki
et al., 2020).

Outra das fungdes da saliva reside na sua participagdo na formagao da pelicula adquirida.
Logo apds a erupcdo dentaria ou higienizagdo, inicia-se a formac¢ao de uma pelicula na
superficie dentéria por adsor¢ao de proteinas e glicoproteinas salivares denominada de
“pelicula adquirida” (Marsh et al., 2016; Pitts et al., 2017). Esta ¢ composta por
componentes derivados da saliva (glicoproteinas, fosfoproteinas, lipidos, estaterina,
amilase, péptidos ricos em prolina, MUCSB, lisozima, lactoperoxidase e fatores
defensores do hospedeiro), por componentes bacterianos (glicotransferases e glucano) e
por componentes do liquido gengival (Marsh et al., 2016). Esta pelicula adquirida tem
como funcado proteger a superficie dentaria ao impedir a difusdo acida. O fosfato de calcio
incorporado na pelicula tem elevada solubilidade e surge em altas concentracdes, como
tal, atua como mineral sacrificial, impedindo que o fosfato de calcio da superficie dentaria
se dissolva aquando do ataque acido, o que leva a reducdo da desmineralizagao
(Carpenter, 2013; Abou Neel et al., 2016; Farooq & Bugshan, 2020). Para além de ter
uma funcao protetora de barreira fisica, também determina a adesao e colonizacao inicial
e a composi¢cao da microbiota oral residente (Pitts et al., 2017; Pedersen et al., 2018). Esta
microbiota residente concede inumeras vantagens ao hospedeiro entre as quais se
destacam o facto de regular negativamente as respostas pro-inflamatorias, ter
caracteristicas antimicrobianas, ¢ de reduzir a colonizagao por parte de micro-organismos

exdgenos, possivelmente cariogénicos (Marsh et al., 2016).

O potencial protetor da saliva tem sido descrito na literatura como um fator bioldgico de
extrema importancia o que suscita elevado interesse no seu estudo e no seu potencial
remineralizador, consoante a sua constituicdo. No entanto, a saliva humana que se
encontra fora da cavidade oral tende a sofrer alteragdes na sua constitui¢ao, o que leva a
alteracdo das suas propriedades. Isto, juntamente com a dificuldade de colheita, faz com
que, para a realiza¢do de estudos in vitro, seja geralmente utilizada saliva artificial para
simular as condigdes orais (Ionta et al., 2014). A saliva artificial pode apresentar
diferentes formulacdes, semelhantes a da saliva natural, sendo fiel no seu contetido
mineral e diferindo no seu contetdo proteico. Nao obstante, a sua utilizagdo em estudos

in-vitro tem-se demonstrado comum (Mutahar et al., 2017).
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1.5. FLUOR

O fltor ¢ reconhecido como sendo o elemento remineralizante clinicamente mais
utilizado. E extensivamente utilizado pela sua eficicia na prevengio da cérie dentaria por
inibir a desmineralizagdo, promover a remineralizacao de lesdes iniciais e também pelo
seu efeito bacteriostatico (Xin et al., 2016; Wu et al., 2019; Farooq & Bugshan, 2020). A
administracdo deste elemento na cavidade oral pode ter diversos veiculos como a
aplicagdo topica por via de pastas, elixires, vernizes ou géis e também pela fluoretacio

das aguas (Xin et al., 2016; Shahmoradi et al., 2017; Wu et al., 2019).

A eficéacia do i3o fltor na reducao da desmineralizagao da estrutura mineral do esmalte
deve-se ao facto de, quando aplicado em altas concentragdes, ter a capacidade de se ligar
as superficies dos cristais de hidroxiapatite, formando fluoreto de célcio. Este elemento
resultante vai ter um papel sacrificial. Assim, aquando de uma posterior descida do pH,
este fluoreto sera libertado, reduzindo a desmineralizagao do esmalte e a suscetibilidade

a carie (Shahmoradi et al., 2017).

O i3do fluor presente na saliva tem também a capacidade de preencher ou substituir o ido
hidroxilo na estrutura cristalina da hidroxiapatite, transformando em fluoroapatite, uma
estrutura mais estavel e mais resistente a ataques acidos pela sua menor solubilidade
(Shahmoradi et al., 2017; Wu et al., 2019; Farooq & Bugshan, 2020). E de destacar que
pode ndo ocorrer a substituicdo completa dos i10es de hidroxilos pelos ides de fluor. No
entanto, por menor que a mesma seja, proporciona uma reducdo significativa da
incidéncia de carie e um aumento da remineralizagdo, o que permite a preservacao da
estrutura mineral e integridade mecanica do esmalte (Shahmoradi et al., 2017; Wu et al.,

2019; Farooq & Bugshan, 2020).

O fltor tem um papel determinante na remineralizagdo e prevencao da desmineralizagao,
todavia, por si s6 ¢ insuficiente. A cadeia de fluorapatite ¢ composta por dois ides fluor,
10 ides de calcio e 6 1des de fosfato. Como tal, a biodisponibilidade de ides de célcio e
fosfato ¢ crucial no processo de remineralizacdo, € a sua auséncia torna-se limitante

(Shahmoradi et al., 2017; Wu et al., 2019).

Apesar do flior ser considerado o gold standard na prevencdo de cdries, o seu papel
comeca a ser questionado. Quando este elemento comecou a ser introduzido como agente

de prevengdo da carie dentdria, observou-se uma diminuicdo desta doenga a nivel
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mundial. No entanto, atualmente, essa reduc¢ao da incidéncia tem desacelerado, o que se
pode justificar pela alteragdo dos hébitos alimentares, que incluem alimentos ricos em
hidratos de carbono fermentaveis. Como o fluor tem um efeito dose-dependente, uma
resolugcdo para esse problema poderia passar pelo aumento da sua concentracdo nos
produtos de higiene oral. Porém, quando administrado em grandes quantidades, este
elemento pode provocar toxicidade. Isto faz com que este elemento, sozinho, seja
insuficiente como agente remineralizante num ambiente altamente cariogénico (Philip,

2019).
1.6. ESTRONCIO

O estroncio ¢ um elemento quimico pertencente ao grupo dos metais alcalinoterrosos. A
sua presenca no corpo humano provém principalmente da dgua e da alimentagdo (cereais
€ marisco), mas também pode entrar no corpo humano através dos pulmdes e da pele. A
maior parte deste elemento ¢ absorvido pelos ossos e dentes, tendo uma excelente
capacidade de ligagdo a sua fase mineral, a hidroxiapatite (Pilmane et al., 2017; Wang et
al., 2019). Devido a semelhanga das propriedades deste elemento com as do calcio, a sua
aplicacdao na cavidade oral tem vindo a ser estudada (Yassen et al., 2012; Wang et al.,

2019).

Estudos sugerem que quando a concentragdo de estroncio € mais elevada na dgua potavel
a sua presenca no esmalte aumenta. O mesmo acontece aquando da utilizagdao de pastas
de dentes com estroncio na sua constituicdo, podendo ser uma vantagem na prevengao de
caries (Yassen et al., 2012; Wang et al., 2019). Pela sua semelhanga com o célcio, este
elemento tem a capacidade de reagir com os ides fosfato presentes no esmalte. (Wang et

al., 2019).

Os efeitos do 130 estroncio variam consoante a sua concentragdo (Yassen et al., 2012;
Wang et al., 2019). Num estudo de Wang et al (2019) foi reportado que a adigdo de certas
concentragdes de estroncio podem reduzir efetivamente o impacto erosivo da solugdo
acidica na superficie do esmalte, resultando numa diminui¢do da reducdo da dureza, da
dissolugdo de ides de fosfato na solugdo e da rugosidade de superficie do esmalte quando
sujeito a ataques 4cidos. No entanto, 0s mesmos autores presumem que, a baixas
concentragdes, o ido estroncio perde a capacidade de gerar uma camada protetora,

levando ao aumento da dissolugdo de ides fosfato e a reducdo da dureza de superficie.
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O estroncio tem a capacidade de reforgar a estrutura dentaria pela substituicao de ides de
calcio, transformando a hidroxiapatite numa apatite rica em estroncio, resultando numa

camada acido-resistente na superficie do dente (Kaga et al., 2019).

Visto que, tanto o flior como o estroncio tém demonstrado efeitos significativos na
reducdo da céarie, colocou-se a hipdtese da combinagdo destes dois elementos. Esta
combinagdo, a concentragdes especificas, demonstrou um forte efeito anticariogénico e

um aumento da capacidade de remineralizagdo (Yassen et al., 2012; Kaga et al., 2019).
I.7. MAGNESIO

O magnésio, a semelhanca do estroncio, € um elemento quimico que pertence ao grupo
dos metais alcalinoterrosos. Este mineral ¢ abundante nos tecidos mineralizados do corpo
humano e a sua deplecdo pode levar a um osso alveolar fragilizado, incapacidade de
ativacdo da vitamina D, diminui¢do da capacidade anti-inflamatoria, inflamagdo e
hipertrofia gengival, atrasos na erup¢do dentdria, entre outros (Abdallah et al., 2016;
Uwitonze et al., 2020). Encontra-se presente no esmalte dentdrio, principalmente na
forma de fosfato de magnésio, em concentracdes que podem variar entre 0,25 e 0,56% e
¢ um elemento que afeta a qualidade e anatomia dos tecidos duros dos dentes, sendo
essencial para o desenvolvimento adequado da estrutura dentdria (Klimuszko et al.,

2018).

A concentracdo média de magnésio encontrada em dentes saudaveis € estatisticamente
superior a encontrada em dentes ndo saudaveis. Este elemento fornece ao dente uma
maior capacidade de resistir a deterioracdo por conferir maior dureza a estrutura do
esmalte. E também essencial no processo de remineralizagio, participando na formagio

e crescimento dos cristais de hidroxiapatite (Uwitonze et al., 2020).

Os 10es de magnésio tém a capacidade de substituir os ides de calcio na hidroxiapatite por
processos de dissoluc¢ao e remineralizacdo, alterando as propriedades fisicas e oticas do
dente (Abdallah et al., 2016; Wang et al., 2019). Esta substituicdo leva a inibi¢do do
crescimento dos cristais de apatite. A diminui¢do da cristalinidade e do tamanho dos
cristais de esmalte resulta no aumento da sua microdureza e resisténcia a fratura, sem
provocar alteragdes significativas no peso, volume, densidade e porosidade (Abdallah et
al., 2016; Klimuszko et al., 2018). A alteragdo destas propriedades pode justificar a

importancia do magnésio na preven¢ao da carie dentaria (Uwitonze et al., 2020).
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1.8. ZINCO

O zinco ¢ um elemento quimico que pertence aos metais de transi¢do, na tabela periodica.
A principal fonte de zinco no organismo provém da alimentag@o e deve variar entre 3 a
15mg diarias, consoante a idade. Este elemento vestigial estd presente em mais de 300
enzimas e proteinas, tornando a sua presenga essencial para o funcionamento normal do

organismo (Bialek & Zyska, 2014).

Na cavidade oral, o zinco estd usualmente presente na placa dentaria, saliva e tecidos
duros, como o esmalte, dentina e cemento. O zinco estd presente em maiores
concentracdes na camada superficial do esmalte em relagdo as camadas mais profundas
e, dependendo da camada, a sua concentracdo pode variar entre 430 e 2100 ppm. Tem
sido observado que esta concentracdo tende a aumentar ao longo da vida, o que sugere
que ocorra a incorporacao do zinco na estrutura do esmalte (Fatima et al., 2016).
Atualmente, o zinco pode encontrar-se incorporado em inimeros produtos de higiene
oral, como pastas e vernizes, nas formas de cloreto de zinco, citrato de zinco, sulfato de

zinco e lactato de zinco (Fatima et al., 2016).

O 130 zinco pode ser facilmente incorporado na rede de apatite, por substituicao do calcio
ou por adsorc¢do na superficie da rede cristalina (Lippert, 2012). Este elemento exerce um
papel na modulacao da cristalinidade da apatite, resultando na reducao da solubilidade da
mesma, ajudando a prevenir a desmineralizagao (Lippert, 2012; Fatima et al., 2016;
Creeth et al.,, 2018). A certas concentragdes, o zinco ¢ capaz de favorecer a
remineralizacao do esmalte, ao atuar sinergicamente com o flior. No entanto, por vezes

pode ter o efeito contrario (Lippert, 2012; Creeth et al., 2018).

O zinco apresenta também atividade antimicrobiana contra inimeras bactérias. E de
destacar a sua atividade contra Streptococcus mutans, uma das principais bactérias
responsaveis pelo processo de carie e interrup¢ao do processo de glicdlise, aquando da
fermentagdo de agucares, impedindo a descida do pH e consequente desmineralizag¢do. O
zinco tem também a capacidade de inibir a produgdo de glicosiltransferases nas bactérias,
o que afeta a colonizagdo de patdgenos bacterianos e o subsequente desenvolvimento e
acumulagdo de placa dentaria (Fatima et al., 2016). Este elemento diminui também a
halitose por inibir a produgdo de compostos sulfurosos volateis (Fatima et al., 2016). Por

estas razdes, o zinco ¢ bastante utilizado em dentifricos pelo seu poder antibacteriano,
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ajudando a controlar a formagdo de placa e de célculo em cerca de 30% e pelas suas

propriedades contra a halitose (Lippert, 2012; Fatima et al., 2016; Creeth et al., 2018).
19. CALCIO

O célcio ¢ um elemento essencial na constitui¢cdo do 6rgdo dentério, sendo o principal ido
presente na estrutura cristalina do esmalte totalmente mineralizado (Nurbaeva et al.,
2017). Como referido, o célcio é um dos principais constituintes do esmalte, na forma de
fosfato de calcio (Reynolds, 1997). Para que ocorra remineraliza¢do € crucial que haja
uma elevada biodisponibilidade do ido célcio (Ca®"), visto que o mesmo ¢ dissolvido
aquando da desmineralizacdo. Este ido pode ser encontrado na constitui¢do da saliva, mas
a sua quantidade depende do estado de saude, estilo de vida e habitos alimentares (Shen

et al., 2018).

Segundo Shen et al. (2018) a presenca de calcio, associado ao fosfato, em pastas

fluoretadas, aumenta o potencial de remineralizacdo de lesdes cariosas sub-superficiais.
1.10. OBJETIVO DO ESTUDO

Constitui objetivo deste projeto, medir ¢ comparar os valores de microdureza de
superficie de esmalte apos a incorporacao de diferentes metais divalentes em lesdes de

carie dentaria, induzidas artificialmente.
I.11. HIPOTESES DE ESTUDO
Colocamos como hipoteses de estudo, as seguintes:

1. As amostras desmineralizadas e as amostras desmineralizadas e tratadas com catides
monovalentes ndo apresentam diferencas significativas nos valores médios de

microdureza da superficie do esmalte;

2. A desmineraliza¢cdo seguida de remineralizacdo na presenca de ides célcio como
unico metal divalente presente origina valores de microdureza da superficie do

esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas;

3. A desmineralizacdo seguida de remineraliza¢do na presenca de ides estroncio, ides
magnésio ou ides zinco apresentam sempre valores de microdureza de superficie de

esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas;
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Introdugdo

Os valores médios de microdureza de superficie do esmalte de amostras
desmineralizadas artificialmente e submetidas a um tratamento de remineraliza¢ao
com saliva artificial contendo, como fonte de catides, um metal divalente, apresentam
diferengas significativas consoante esse metal é o calcio, o estroncio, 0 magnésio ou

0 zinco.
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II. MATERIAIS E METODOS

IL.1. TIPO DE ESTUDO E SELECAO DA AMOSTRA

Foi efetuado um estudo experimental e analitico em 18 molares humanos, intactos, livres
de caries e fraturas, obtidos de sujeitos andnimos e preservados até ao seu uso, no maximo
durante 6 meses. A partir dos 18 dentes foram obtidos 70 fragmentos de esmalte de 4x3
mm que foram aleatoriamente distribuidos em 7 grupos de observagdo: Grupo A (n=10);
Grupo B (n=10); Grupo C (n=10); Grupo D (n=10); Grupo E (n=10); Grupo F (n=10);
Grupo G (n=10). Estes grupos foram sujeitos a desmineralizagdo e posterior

remineraliza¢do por imersao em solugdes com diferentes catioes.

Foram tidos como critérios de inclusdo: dentes integros, ndo cariados, livres de fraturas e
sem terem alteragdes de superficies expostas a tratamentos quimicos ou mecanicos, a

excecao dos contemplados na higiene dentaria dos individuos.

Foram excluidos do estudo: dentes com malformacgdes, nao integros, que tenham sido
submetidos a tratamentos quimicos (branqueamento, entre outros), mecanicos

(tratamento ortodontico prévio ou outros) ou eletromagnéticos (radiagao laser).

Todas as amostras foram submetidas a andlise quantitativa de avaliagdo dos valores de
microdureza de superficie de esmalte, através da técnica de Vickers e os resultados

tratados estatisticamente por SPSS (IBM SPSS Statistics) versao 24.
I1.2. LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Biomateriais do Instituto Universitario Egas

Moniz, entre Julho e Agosto de 2020.
IL.3. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido 4 Comissdo de Etica para a Saude do Instituto Universitario Egas
Moniz e os dentes fornecidos pelo banco de dentes da Clinica Universitaria Egas Moniz

(Proc.Interno n°809).
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I1.4. PREPARACAO DA AMOSTRA

Ap6s a selecdo da amostra procedeu-se a limpeza dos dentes com o objetivo de eliminar
restos de tecidos moles e tartaro, por curetagem manual com curetas de Gracey (Cardoso
et al., 2016; Wang et al., 2019). De seguida, estes foram colocados numa solugdo de
cloramina tri-hidratada a 1% durante 7 dias a temperatura de 4°C. Posteriormente, foram
colocados em agua desionizada até a sua utilizagdo (Eimar et al., 2012; Baumann et al.,

2017).
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Grupo A (n=10)

Grupo B {(n=10)

6 dias em acido lactico
2h em agua
desionizada

10 Vickers 10 Vickers

Figura 2 Desenho do estudo

Grupo C (n=10)

6 dias em acido lactico
6 dias em saliva
artificial sem calcio

10 Vickers

Grupo D (n=10)

6 dias em acido lactico
6 dias em saliva
artificial com calcio

10 Vickers
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Grupe E (n=10)

6 dias em dcido lactico
6 dias em saliva
artificial com estréncio

10 Vickers

Grupo F (n=10)

6 dias em acido lactico
6 dias em saliva
prtificial com magnésio

10 Vickers

Grupo G (n=10)

6 dias em dcido lactico
6 dias em saliva
artificial com zinco

10 Vickers
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Posteriormente, os fragmentos foram polidos sequencialmente com lixas de granulacao
320, 600 e 1200, na maquina polidora LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca —
figura 3), com refrigeragdo para evitar o sobreaquecimento, a uma velocidade de 40 rpm

(Yassen et al., 2012; Shahmoradi et al., 2017; Wang et al., 2019).

LahoPol-4

Figura 3 Aparelho usado para o polimento das
amostras, LaboPol- 4®,

De seguida, procedeu-se ao seccionamento das amostras, realizadas com um micrétomo
de tecidos duros Accuton 50 (Struers A7S, Ballerup, Dinamarca — figura 4), com irrigacao

com 4gua e a uma velocidade de 4 rpm x 100.

LIPS LS|
Jye e

Figura 4 Microtomo de tecidos duros Accuton 50
(Struers A7S, Ballerup, Dinamarca)
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Cada dente foi inicialmente colado a um suporte acrilico com cera colante (Sticky Wax,
Kemdent®, Wiltshire, Inglaterra) (figura 57) e foram desenhadas as linhas de corte (figura
5 ii-iv). Seguiu-se a sec¢do dos mesmos, inicialmente no sentido mesio-distal, tendo o
sulco central como orientagdo, obtendo, assim dois fragmentos de cada dente, um
vestibular e um palatino/lingual. Cada um dos fragmentos obtidos foi novamente
seccionado no sentido vestibulo-palatino em dois fragmentos. Finalmente procedeu-se a
separagdo da por¢do coronal da por¢ado radicular, tendo como linha orientadora a linha
amelo-cementaria (JAC). A partir de cada dente, obtiveram-se 4 fragmentos com as
dimensodes de 4x3 mm. (Eimar et al., 2012; Cardoso et al., 2016; Shahmoradi et al., 2017,
Wang et al., 2019)

Figura 5 i- dente colado em bloco acrilico com cera colante; ii - marcagdo da linha
do sulco central; iii — marcag@o das linhas dos 3 mm; iv - marcacdo da linha da
JAC, linha 4 mm acima da JAC

IL5. PREPARACAO DAS SOLUCOES REMINERALIZANTES

II.5.1. Saliva artificial sem metais divalentes

Foi preparada uma solug¢do de saliva artificial sem adicdo de metais divalentes 1,25x
concentrada (figura 6) tendo por base o protocolo descrito por Urban et al. (2009). Esta
preparagdo apresentava um valor de pH 7 e continha 80,1 uM de Na>S+9H>O (sulfito de
sodio nano-hidratado), 8,55 mM de NaCl (cloreto de sodio), 6,7 mM de KCI (cloreto de
potassio), 2,64 mM de NaH,PO4H>O (di-hidrogenofosfato de sodio hidratado), 20,81
mM de Ureia e 3,60 mM de Na;HPO422H>0 (hidrogénofosfato de s6dio di-hidratado).
Com isto, foi possivel utilizar esta preparacdo de saliva artificial, adicionando a cada
grupo apenas o volume de solucio contendo cada um dos metais que se pretendia estudar.

No grupo C (saliva artificial sem metais divalentes), em vez de serem adicionados metais
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divalentes, foi adicionada adgua desionizada. A adi¢dao das solugdes contendo os metais
divalentes ou agua desionizada provocou diluicdo da saliva artificial ultra-concentrada
resultando numa solu¢do final 1x concentrada que apresentavam 64,08 uM de
Na;S+9H-0, 6,84 mM de NaCl, 5,36 mM de KCl, 2,11 mM de NaH,PO4*H>0, 16,65 mM
de Ureia e 2,88 mM de NaHPO4+2H;O.

MiMD
(Prof. Carla Ascenso)
Saliva Artificial
1,25x slcatides
pHT

07 07 2020

Figura 6 Solugdo de Saliva Artificial, a pH
7, sem metais divalentes utilizada na
preparagdo das solugdes remineralizantes

I1.5.2. Saliva artificial com metais divalentes

Os grupos D, E, F e G foram imersos em solugdes de saliva artificial contendo os metais

divalentes em estudo, Ca**, Sr**, Mg?* e Zn?", respetivamente.

Estas solucdes foram individualmente preparadas por adi¢cdo de 6 ml de cloreto de calcio
(27 mM de CaCly*2H>0) a 24 ml de dgua desionizada — grupo D —, 6 ml de cloreto de
estroncio (27 mM de SrCI2+6H,0) a 24 ml de agua desionizada — grupo E —, 6 ml de
cloreto de magnésio (27 mM de MgCl2+6H>0) a 24 ml de agua desionizada — grupo F —
e 6 ml de cloreto de zinco (27 mM de ZnClanidro) a 24 ml de 4gua desionizada — grupo
G. As solugdes finais apresentavam entdo 5,4 mM de cada elemento em estudo: cloreto

de calcio, cloreto de estroncio, cloreto de magnésio e cloreto de zinco.
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As figuras abaixo mostram os reagentes utilizados na preparacdo das solugdes. A figura
7, referente cloreto de célcio (Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha) utilizado na
preparacdo da solu¢do de saliva artificial contendo Ca*’, grupo D. A figura 8, referente
cloreto de estroncio hexahidratado (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) utilizado na
preparacdo da solucdo de saliva artificial contendo Sr?* (Grupo E), a figura 9, referente
ao cloreto de magnésio hexahidratado (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) utilizado na
preparacdo da solugdo de saliva artificial contendo Mg** (Grupo F), e a figura 10,
referente ao cloreto de zinco (Chem-Lab NV, Zeldelgem) utilizado na preparagdo da

solucdo de saliva artificial contendo Zn?>" (Grupo G).

Cloreto de calcio (Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha) utilizado na preparagdo da

solucdo de saliva artificial contendo Ca®" (Grupo D).

Figura 7 Cloreto de céalcio (Merk KGaA, Figura 8 Cloreto de estroncio hexahidratado
Darmstadt, Alemanha) utilizado na preparagio (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) utilizado
da solugdo de saliva artificial contendo Ca2+ na preparagdo da solugio de saliva artificial
(Grupo D). contendo Sr2+ (Grupo E).
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Figura 9  Cloreto de  magnésio Figura 10 Cloreto de zinco (Chem-Lab NV,
hexahidratado (Sigma-Aldrich, Missouri, Zeldelgem) utilizado na preparagdo da
EUA) utilizado na preparacio da solugio de solugdo de saliva artificial contendo Zn2+
saliva artificial contendo Mg2+ (Grupo F). (Grupo G).

11.6. DESMINERLAIZACAO E REMINERALIZACAO

11.6.1. Inducio de lesdes artificiais de carie

Uma vez preparadas as amostras, iniciou-se a desmineralizagdo das mesmas. Em seis dos
grupos de estudo (B, C, D, E, F e G) foram induzidas lesdes artificiais de carie dentaria
por tratamento com solugao tampdo de acido lactico 50 mM a pH 5,5 (figura 11), durante
6 dias a temperatura de 37°C (Lippert, 2012; Cardoso et al., 2016). Optou-se pela
utilizagdo de 4acido latico por ser um dos principais contribuintes para o processo de
desmineralizacao (Skucha-Nowak et al., 2015). Esta solu¢ao foi renovada diariamente

(Elkassas & Arafa, 2014).
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Solugio de Acido Lactico 50
pH5,50

Ly 4o00m!

Figura 11 Solugio de Acido Lactico 50mM, pH5.50,
utilizado na desmineralizagdo das amostras

11.6.2. Remineralizacdo com saliva artificial sem e com metais divalentes

Apo0s o término da desmineralizagdo, iniciou-se o tratamento das amostras com diferentes
agentes remineralizantes. As amostras foram aleatoriamente distribuidas por grupos e
estes foram tratados por imersao em solucdes de saliva artificial alterada com distintos

10es:

Grupo A (n=10)

Fragmentos de esmalte sdo;

Grupo B (n=10)

Em 10 fragmentos induziu-se lesdes artificiais de carie dentaria de acordo com o
protocolo desenvolvido por Cardoso et al. (2016), por tratamento com solugdo tampao de
acido lactico 50 mM, pH 5 durante 6 dias, seguido de imersdo em agua destilada durante

2 horas;
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Grupo C (n=10)

Em 10 fragmentos efetuou-se o procedimento idéntico ao do grupo B, seguido de imersao
dos mesmos em saliva artificial alterada, sem cloreto de calcio, durante 6 dias e renovando
a solugdo a cada dia. No 7° dia, a fim de parar o processo de remineraliza¢do, procedeu-
se a imersdo dos fragmentos em agua desionizada, por duas horas, a temperatura

ambiente.

Grupo D (n=10)

Em 10 fragmentos efetuou-se o procedimento idéntico ao do grupo B, seguido de imersao
dos mesmos em saliva artificial contendo 5,4 mM de cloreto de calcio, durante 6 dias e
renovando a solu¢do a cada dia. No 7° dia, a fim de parar o processo de remineralizacao,
procedeu-se a imersao dos fragmentos em 4gua desionizada, por duas horas, a

temperatura ambiente.

Grupo E (n=10)

Em 10 fragmentos efetuou-se o procedimento idéntico ao do grupo B, seguido de imersao
dos mesmos em saliva artificial alterada, por substituicdo do cloreto de calcio por 5,4 mM
de cloreto de estroncio, durante 6 dias e renovando a solucao a cada dia. No 7° dia, a fim
de parar o processo de remineralizacdo, procedeu-se a imersao dos fragmentos em agua

desionizada, por duas horas, a temperatura ambiente.

Grupo F (n=10)

Em 10 fragmentos efetuou-se o procedimento idéntico ao do grupo B, seguido de imersao
dos mesmos em saliva artificial alterada, por substituicdo do cloreto de calcio por 5,4 mM
de cloreto de magnésio, durante 6 dias e renovando a solucdo a cada dia. No 7° dia, a fim
de parar o processo de remineraliza¢do, procedeu-se a imersao dos fragmentos em agua

desionizada, por duas horas, a temperatura ambiente.

Grupo G (n=10)

Em 10 fragmentos efetuou-se o procedimento idéntico ao do grupo B, seguido de imersao
dos mesmos em saliva artificial alterada, por substitui¢do do cloreto de calcio por 5,4 mM

de cloreto de zinco, durante 6 dias e renovando a solucao a cada dia. No 7° dia, a fim de
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parar o processo de remineralizagdo, procedeu-se a imersdo dos fragmentos em agua

desionizada, por duas horas, a temperatura ambiente.

I1.7. MEDICAO DA MICRODUREZA DE SUPERFICIE

As amostras foram submetidas a analise quantitativa de avaliagdo dos valores de
microdureza de superficie de esmalte, através da técnica de Vickers (HSV-30®,
Shimadzu Corporation, Téquio, Japao). O indentador de diamante Vickers (figura 12)
exerce uma forga de 4.903 N durante 15 segundos (Baumann et al., 2017). Apds identagao
aparecera um losango. Devido as variagdes dos valores de microdureza na superficie de
esmalte, em cada fragmento foram realizadas 5 indentagdes. O perfil de microdureza de
cada fragmento foi obtido calculando a média e o desvio padrdo das 5 leituras (Eimar et

al., 2012; Cardoso et al., 2016). Todas as leituras foram realizadas pelo mesmo

examinador usando a mesma maquina calibrada de forma a minimizar possiveis erros

(Elkassas & Arafa, 2014).

Figura 12 Testes de Microdureza de Vickers: i: Maquina utilizada para medir a dureza de Vickers - HSV-
30®, Shimadzu Corporation; ii: Maquina a realizar a identac¢@o no fragmento; iii: Visualiza¢do do losango
criado pela identagdo.

Ap6s a medicao dos valores de microdureza de Vickers de todas as amostras, procedeu-
se a analise estatistica com o software IBM SPSS Statistics. Aplicou-se o teste ANOVA
(ANalysis Of VAriance) a um fator com um grau de confianca de 95%, apropriado a

comparac¢do de um total de sete grupos independentes.
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III. RESULTADOS

Todas as amostras tratadas foram submetidas a analise de Vickers de forma a avaliar a
microdureza da superficie de esmalte. Cada grupo de estudo foi constituido por 10
fragmentos de esmalte e, em cada um, foram realizadas 5 indentacdes de forma a diminuir
o erro relativo a heterogeneidade da superficie do esmalte. A cada fragmento foi atribuido
o valor da média das 5 indentagdes realizadas, sendo conferido a cada grupo 10 valores

médios de dureza (N=10).

Na tabela abaixo, constam as médias e desvios padrao obtidos apods a analise dos valores

de microdureza de Vickers em cada grupo.

Tabela 1 Estatistica descritiva dos valores médios das médias de microdureza de
Vickers obtidos para cada grupo de estudo, obtida com recurso ao sofiware SPSS.

N Média Desvio Padrao
Grupo A 10 468,560 3,7592
Grupo B 10 258,680 4,6982
Grupo C 10 376,860 6,3112
Grupo D 10 398,540 8,1644
Grupo E 10 362,340 6,4684
Grupo F 10 440,480 7,5820
Grupo G 10 310,440 6,4338
Total 70 373,700 67,7811

O grupo A, referente ao grupo controlo, apresentou um valor médio de 468,560 + 3,7592
HV. Este sera o valor base, alusivo ao esmalte sdo, a partir do qual se vao comparar as

variagoes de dureza consoante o tratamento realizado.

O grupo B, referente ao grupo que sofreu apenas desmineralizagdo, apresentou um valor
médio de dureza de 258,680 + 4,6982 HV, o mais baixo de todo o estudo, o que era
expectavel por ndo ter sido submetido a nenhum tratamento de remineralizagdo

subsequente.
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O grupo C, referente ao grupo que sofreu desmineralizagdo seguida de remineralizagio
com saliva artificial sem ides metélicos divalentes, apenas com catides monovalentes,

apresentou um valor médio de dureza de 376,86 + 6,3112 HV.

O grupo D, referente ao grupo que sofreu desmineraliza¢do seguida de remineralizagio
com saliva artificial com cloreto de calcio, apresentou um valor médio de dureza de

398,540 + 8,1644 HV.

O grupo E, referente ao grupo que sofreu desmineralizacdo seguida de remineralizagao
com saliva artificial com cloreto de estroncio, apresentou um valor médio de dureza de

362,540 + 6,4684 HV.

O grupo F, referente ao grupo que sofreu desmineralizacao seguida de remineralizagao
com saliva artificial com magnésio, apresentou um valor médio de dureza de 440,480 +
7,5820 HV. Aparentemente, este foi o grupo que registou maiores valores de microdureza

de Vickers dos grupos que sofreram remineralizagao.

O grupo G, referente ao grupo que sofreu desmineralizagao seguida de remineralizagao
com saliva artificial com cloreto de zinco, apresentou um valor médio de dureza de

310,440 + 6,4338 HV.

Com vista a aplicagdo do teste paramétrico ANOVA a um fator, o teste paramétrico mais
adequado a comparacao dos valores médios de varidveis escalares entre mais de dois
grupos com distribui¢des normais, o primeiro passo consistiu na verificacdo dos
pressupostos para aplicagdo deste teste, nomeadamente a independéncia dos grupos de

estudo, a normalidade da amostra e a homogeneidade das variancias.

Para a analise destes parametros foram realizados testes de hipotese em que, para cada
um deles, foram desenhadas uma hipotese nula (Ho), hipotese esta que foi submetida a
teste, e uma hipotese alternativa (Hi). Por estes testes serem realizados com um nivel de
confianga de 95%, consoante o nivel de significancia obtido (inferior ou superior a 0,05

(p>0,05)) Ho € ou ndo aceite, respetivamente.

No que toca a independéncia da amostra, esta foi assegurada tanto pelo desenho de estudo
realizado como pela distribuicdo aleatdria dos fragmentos de esmalte por grupo. Sendo
os grupos tratados e analisados separadamente, foi entdo garantido que os resultados

obtidos em cada um deles nao estivessem dependentes entre si.
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Para se analisar a normalidade da amostra de cada grupo foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk, apropriado a amostras de dimensao pequena (N=10). Para um nivel de significancia

de 5%, este teste considera as seguintes hipoteses:

Ho: O grupo X apresenta valores de microdureza de Vickers normalmente

distribuidos;

Hi: O grupo X ndo apresenta valores de microdureza de Vickers normalmente

distribuidos.

Na tabela abaixo pode observar-se o resultado do teste Shapiro-Wilk onde se verifica que,
em todos os grupos, o valor de significancia ¢ superior a 0,05 (p>0,05). Como tal, pode
aferir-se que a hipdtese nula ¢ aceite. Todos os grupos apresentam uma distribui¢do

normal.

Tabela 2 Resultados do teste de normalidade Shapiro-Wilk dos grupos de estudo.

Shapiro-Wilk
Grupos . .
Estatistica gl Sig.

Grupo A 0,929 10 0,440
Grupo B 0,961 10 0,800
Grupo C 0,966 10 0,854
Grupo D 0,929 10 0,435
Grupo E 0,876 10 0,117
Grupo F 0,899 10 0,213
Grupo G 0,876 10 0,117

Outro requisito para aplicacdo do teste ANOVA consiste na homogeneidade de
variancias, a qual foi analisada pelo teste de Levene aos sete grupos de estudo. Para

aplicacao deste teste consideraram-se as hipoteses:
Ho: Os grupos de estudo apresentam homogeneidade de variancias;
Hi: Os grupos de estudo ndo apresentam homogeneidade de variancias.

A tabela 3 apresenta os resultados do teste de Levene onde se pode ler que a significancia
obtida foi 0,054 (p>0,05), ou seja, podemos aceitar a hipotese nula. Assim, conclui-se que

as variancias dos grupos de estudo sdo homogéneas.
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Tabela 3 Resultados da analise de homogeneidade de variancia dos grupos de estudo.

Estatistica de
Levene

2,200 6 63 0,054

gl1 gl2 Sig.

Verificados os pressupostos anteriormente referidos pode entdo realizar-se o teste
ANOVA a um fator, para determinar a existéncia de diferencas entre as médias e ainda

quais as médias que diferem.
Foram consideradas as seguintes hipdteses:
Ho: As médias dos valores médios dos grupos ndo diferem significativamente;

Hi: As médias dos valores médios dos grupos diferem significativamente.

Tabela 4 Resultados do teste ANOVA a um fator obtido para um intervalo de confianga de 95%.

Soma dos Quadrado

Quadrados gl Médio F Sig.
Entre Grupos 314454,768 6 52409,128 1294,442 0,000
Nos grupos 2550,732 63 40,488
Total 317005,500 69

Na tabela acima, sdo apresentados os resultados obtidos apos realizagao do teste ANOVA
a um fator. Este mostra uma significancia de 0,001 (P<0,05) o que indica a aceitacao da

hipotese alternativa: hé diferengas significativas nos valores de microdureza entre grupos.

Uma vez que os resultados do teste ANOVA a um fator levam a exclusdo da hipotese
nula, que indica a existéncia de diferencas significativas entre pelo menos dois pares de
grupos, o passo seguinte consistiu na aplicagdo de um teste de comparacdes multiplas de
modo a comparar valores médios de pares de grupos e determinar quais os grupos que
apresentam diferencas significativas. Para tal, aplicou-se o teste de Bonferroni,
apropriado a este tipo de andlise, no caso dos grupos apresentarem uma dimensao pequena

e estar validada a homogeneidade das variancias.

A tabela abaixo mostra os resultados do teste de Bonferroni. Aqui, para um nivel de

confianga de 95%, todos os pares de grupos demostraram valores de significancia
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inferiores a 0,05 (p < 0,05), indicando a presenca de diferencas significativas entre todos

os grupos estudados.

Tabela 5 Resultado do teste de compara¢des multiplas através da analise de Bonferroni entre todos os
grupos de estudo.

(I) Grupos
Grupo A

Grupo B

Grupo C

Grupo D

Grupo E

Grupo F

Grupo G

(J) Grupos
Grupo B
Grupo C
Grupo D
Grupo E
Grupo F
Grupo G
Grupo A
Grupo C
Grupo D
Grupo E
Grupo F
Grupo G
Grupo A
Grupo B
Grupo D
Grupo E
Grupo F
Grupo G
Grupo A
Grupo B
Grupo C
Grupo E
Grupo F
Grupo G
Grupo A
Grupo B
Grupo C
Grupo D
Grupo F
Grupo G
Grupo A
Grupo B
Grupo C
Grupo D
Grupo E
Grupo G
Grupo A
Grupo B
Grupo C
Grupo D
Grupo E
Grupo F

Diferenca
média (I-J)

209,8800"
91,7000"
70,0200°

106,2200°
28,0800"

158,1200°
-209,8800"
-118,1800°
-139,8600"
-103,6600"
-181,8000"

-51,7600°

-91,7000°

118,1800°

-21,6800°
14,5200

-63,6200°
66,4200"

-70,0200°

139,8600°
21,6800"
36,2000"

-41,9400°
88,1000"

-106,2200°
103,6600°

-14,5200°

-36,2000°

-78,1400°
51,9000"

-28,0800°

181,8000°
63,6200°
41,9400°
78,1400°

130,0400°
-158,1200"
51,7600°

-66,4200°

-88,1000°

-51,9000°

-130,0400°

Erro Padrao
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
2,8456
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Sig.
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

Intervalo de Confianga 95%

Limite inferior

200,870
82,690
61,010
97,210
19,070

149,110

-218,890
-127,190
-148,870
-112,670
-190,810
-60,770
-100,710
109,170
-30,690
5,510
-72,630
57,410
-79,030

130,850
12,670
27,190

-50,950
79,090
-115,230
94,650
-23,530
-45,210
-87,150
42,890
-37,090

172,790
54,610
32,930
69,130

121,030

-167,130
42,750
-75,430
-97,110
-60,910
-139,050

Limite superior

218,890
100,710
79,030
115,230
37,090
167,130
-200,870
-109,170
-130,850
-94,650
-172,790
-42,750
-82,690
127,190
-12,670
23,530
-54,610
75,430
-61,010
148,870
30,690
45,210
-32,930
97,110
-97,210
112,670
-5,510
-27,190
-69,130
60,910
-19,070
190,810
72,630
50,950
87,150
139,050
-149,110
60,770
-57,410
-79,090
-42,890
-121,030
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Em suma, ap6s a andlise estatistica dos resultados obtidos, pode constatar-se, com um
nivel de confianga de 95%, que o grupo que apresentou maiores valores de microdureza
de Vickers foi o grupo controlo, que ndo sofreu qualquer tipo de tratamento, e o que
apresentou um valor mais baixo foi o grupo B, que sofreu apenas desmineralizagdo, como
seria expectavel. Foi possivel observar o aumento dos valores de microdureza de Vickers
em todos os grupos, apoés remineralizacdo. O grupo que mostrou maior capacidade de
remineralizacdo foi o grupo tratado com magnésio logo seguido pelos grupos, por esta

ordem, de célcio, sem metais divalentes, de estroncio e por fim de zinco.

A tabela abaixo mostra a representacao grafica da média dos valores de microdureza de

Vickers para cada grupo de estudo.

5000

4500

400,01

350,0

Média de Microdureza

300,04

250,0-

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

Grupos

Figura 13 Grafico representativo dos valores médios das microdurezas de Vickers médias obtidas em cada
grupo de estudo.
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IV. DISCUSSAO

A cérie dentaria ¢ uma doenca altamente prevalente a nivel mundial. Esta ¢ causada por
bactérias cariogénicas que, ao metabolizarem hidratos de carbono fermentaveis, rompem
o equilibrio dindmico presente na cavidade oral (desmineralizagdo / remineralizacao)
levando & desmineralizacdo do esmalte (Bijle et al., 2020; Ding et al., 2020). A
desmineralizagdo, provocada pela diminuig¢ao do pH, incita a dissolucao de ides presentes
na cadeia de hidroxiapatite, conduzindo a perda mineral e enfraquecimento do esmalte.
No entanto, este processo pode ser revertido atempadamente, tanto pela estabilizacao dos
niveis de acidez como pela presenca de agentes remineralizantes apropriados (Shen et al.,

2018).

Nesta investigagdo, pretendeu-se estudar a incorporacao de diferentes metais divalentes
na cadeia de hidroxiapatite com o intuito de avaliar e comparar as propriedades dos
cristais resultantes, através da medicdo dos valores de microdureza de superficie do

esmalte.

O grupo A, grupo de controlo, nao sofreu qualquer tipo de tratamento. Como tal, logo de
seguida a preparagao dos fragmentos, foram medidos os valores de microdureza de
Vickers onde apresentou uma dureza média de 468,560 + 3,7592 HV. Este valor serviu

como meio de comparagao face aos restantes grupos (B-G).

O grupo B sofreu apenas desmineralizagdo por tratamento com acido latico e, como
esperado, apresentou os valores mais baixos de microdureza de todo o estudo (258,680 +
4,6982 HV). A desmineralizagao leva a perda de contetido mineral do esmalte, levando
ao aumento da sua porosidade e consequente diminui¢ao da dureza (Yuanita et al., 2020).
Este grupo também foi utilizado como meio de comparagao em relagdo aos que sofreram

remineralizacao (C-G).

A instabilidade quimica, provocada pela dissolucdo de ides, consequente a
desmineralizagdo, leva a necessidade de incorporacdo de ides na cadeia de esmalte de
forma a compensar esta instabilidade — Remineraliza¢do (Philip, 2019). Para que ocorra
a remineralizacdo, idealmente, ¢ necessaria a presenca de ides de célcio, fosfato e
hidroxilo - Ca10(PO4)s(OH).. No entanto, na auséncia destes elementos, os gaps da cadeia
de hidroxiapatite podem ser compensados pela incorporacdo de outros catides, levando a

alteracdo das propriedades do esmalte (Abou Neel et al., 2016).
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Todos os restantes grupos do estudo (C-G) foram submetidos a processos de
desmineralizagdo, seguidos de remineralizagdo por imersdo em solugdes de saliva
artificial ou saliva artificial na presenca de diferentes catides de forma a avaliar as

alteracdes provocadas pela sua incorporagdo na cadeia de esmalte.

No grupo C, as amostras foram desmineralizadas com acido latico e posteriormente
remineralizadas com uma solugdo de saliva artificial sem catides divalentes presentes na
sua constituicdo. Os valores de microdureza de superficie do grupo C, tratado na auséncia
de 10es divalentes, foi superior a apresentada pelo grupo B, sugerindo a incorporagdo de
10es monovalentes na hidroxiapatite quando estes apenas estdo presentes na saliva
artificial usada apds desmineralizagdo. Tratando-se de 10es monovalentes, com
propriedades fisico-quimicas necessariamente distintas dos i0es divalentes, incluindo na
reduzida tendéncia em estabelecer ligacdes complexas, levou-nos a considerar como
hipdtese de estudo que estes 10es nao conseguiriam substituir os i1des calcio na
hidroxiapatite, logo, que os valores de microdureza de superficie de esmalte que
originariam seriam idénticos aos observados apds desmineralizacdo. Os resultados
mostram um aumento significativo dos valores de microdureza (376,86+6,3112 HV), ou
seja, mostram ter havido formagdo de mineral quando apenas metais monovalentes
estavam presentes. Isto conduz a rejeicao da primeira hipotese do estudo “As amostras
desmineralizadas e as amostras desmineralizadas e tratadas com catides monovalentes
nao apresentam diferencas significativas nos valores médios de microdureza de superficie
do esmalte” (pag.26). Nao estando presente em solucao qualquer metal divalente, o
aumento observado apenas pode ser justificado pela remineralizacdo com incorporagao
de catides monovalentes como o sodio (Na") e potassio (K*). Estudos indicam que certos
elementos vestigiais do esmalte, como o sodio e o potéssio, tém a capacidade de substituir
10es de cdlcio na cadeia de hidroxiapatite. No entanto, devido as diferencas de cargas
formais bem como de raios idnicos, em relagao ao calcio, os ides monovalente provocam
alteracdes na estrutura criando uma hidroxiapatite menos estavel (K. Matsunaga &

Murata, 2009).

O grupo D, sofreu desmineralizagdo com 4cido latico seguida de remineralizagdo com
fosfato de calcio. Seria de esperar que este grupo apresentasse os valores de microdureza
mais altos em relagdo aos grupos que sofreram remineralizagdo (C-G), visto que este

elemento € o que esta presente na forma original da cadeia de hidroxiapatite. No entanto,
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isto ndo se verificou. Este grupo apresentou um valor médio de microdureza de 398,540
+ §8,1644 HV, o segundo mais alto, ap6s remineralizacdo. Apesar disto, demostrou niveis
substanciais de aumento da dureza suportando a segunda hipétese desenhada para este
estudo “A desmineralizag¢do seguida de remineralizagdo na presenca de ides célcio, como
unico metal divalente presente origina valores de microdureza de superficie de esmalte
superiores aos das amostras desmineralizadas™ (pag.26). Como referido, o célcio é o
principal ido presente na cadeia de esmalte e para que ocorra remineralizacdo, a presenga
do mesmo e do ido fosfato ¢ fundamental. Apesar destes elementos estarem presentes na
saliva, a sua quantidade depende do estado de saude, habitos alimentares e estilo de vida
de cada individuo. Mesmo em individuos saudaveis, a biodisponibilidade de calcio pode

nao ser suficiente (Ekambaram et al., 2017; Shen et al., 2018).

O grupo E, posteriormente a desmineralizagdo com &cido latico foi imerso em saliva
artificial enriquecida com fosfato de estroncio. Este grupo apresentou valores médios de
microdureza de Vickers de 362,540 = 6,4684 HV. Estes valores indicam um significativo
aumento da dureza de superficie em relacdo ao grupo desmineralizado, o que suporta a
ocorréncia de remineralizagdo. Isto suporta a terceira hipotese proposta neste estudo “A
desmineralizacdo seguida de remineralizagdo na presenga de i10es estroncio, ides
magnésio ou ides zinco apresentam sempre valores de microdureza de superficie de
esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas™ (pag.26). O ido estroncio tem
propriedades periodicas muito semelhantes ao calcio e, como tal, o seu papel na cavidade
oral ¢ bastante estudado (Yassen et al., 2012; Wang et al., 2019). Segundo Pilmane
(2017), o estroncio tem uma excelente capacidade de ligacao a fase mineral do esmalte.
Num estudo de Wang et a/ (2019) observou-se que, pela adigdo de estroncio, o esmalte
apresentou diminuicdo da redugdo da dureza, da dissolucdo de ides e da sua
microporosidade aquando da reducdo da acidez do meio. Segundo um estudo de Anjos et
al., (2004) sobre analise dentaria elementar, o ido estroncio esta presente em maiores
concentracdes na camada externa do esmalte. Isto suporta o aumento de dureza observado

neste estudo.

O grupo F foi sujeito a imersdo em saliva artificial contendo fosfato de magnésio,
posteriormente a desmineralizagdo com dacido latico. Apresentou um valor médio de
microdureza de superficie de 440,480 + 7,5820 HV, o maior valor de microdureza de

Vickers dos grupos que sofreram remineralizagdo (C-G). Mais uma vez, este valor suporta
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a terceira hipotese proposta neste estudo “A desmineralizagdo seguida de remineralizagdo
na presencga de ides estroncio, ides magnésio ou ides zinco apresentam sempre valores de
microdureza de superficie de esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas”
(pag.26). O magnésio ¢ um elemento vestigial presente no esmalte (0,44%)(Gelli et al.,
2019). Apesar do baixo conteudo em magnésio, este exibe um papel importante na
formacgao de hidroxiapatite ¢ na mineralizacdo de tecidos duros. A sua incorporagdo na
cadeia de hidroxiapatite tem um papel na regulacdo da cristalinidade de cadeias de fosfato
de célcio biologicas e no aumento da dureza de superficie (Kis et al., 2020), conforme
verificamos no presente estudo. Segundo o estudo realizado por Gelli et al. (2019), a
presenca de Mg?* na cadeia de esmalte diminui a sua solubilidade. Os autores atribuem
essas caracteristicas a habilidade do 120 magnésio formar um complexo mais forte do que
o calcio com o fosfato. Este elemento afeta também o momento de cristalinizagdo da
cadeia de fosfato de calcio. Com efeito, ao ser atrasado, exerce fortes efeitos na
morfologia, na perfei¢do cristalina e na nucleagdo. De acordo com os autores, a agdo

estabilizadora é atribuida a substitui¢do inicial de Mg?* por Ca*".

O grupo G, correspondente ao grupo cujas amostras sofreram desmineralizagdo com
acido latico seguida de remineralizagao com fosfato de zinco, apresentou um valor médio
de dureza de 310,440 + 6,4338 HV, superior ao grupo B, o que sugere a ocorréncia de
remineralizacdo, tal como esperado e descrito na terceira hipotese do presente estudo “A
desmineralizacdo seguida de remineralizagdo na presenga de i10es estroncio, ides
magnésio ou ides zinco apresentam sempre valores de microdureza de superficie de
esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas;” (pag.26). Segundo Lippert,
(2012) o 130 zinco pode ser facilmente incorporado na rede de apatite, por substituicao do
calcio ou por adsor¢ao na superficie da rede cristalina. Este elemento exerce um papel na
modulagdo da cristalinidade da apatite, levando a reducao da solubilidade da mesma
(Lippert, 2012; Fatima et al., 2016; Creeth et al., 2018). Num estudo in vitro realizado
por Mohammed et al., (2015) executado em fragmentos de esmalte, os autores concluiram
que o zinco demonstra a habilidade de reduzir a taxa de desmineralizagdo da
hidroxiapatite aquando sujeita a condi¢des acidas. A incorporagdo de zinco, proveniente
da saliva, no esmalte desmineralizado é provavelmente necessaria para a remineralizagao.
Num estudo relativo a andlise elementar com microfluorescéncia envolvendo lesdes de
carie ndo tratadas Anjos et al., (2004) mostrou um aumento significativo deste elemento

em zonas circundantes as lesdes. Isto pode ser justificado pela ocorréncia de
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remineralizac¢do por incorporagdo do ido zinco. A sua presenca pode promover o processo
de remineralizagdo no esmalte, sendo assim considerado um elemento importante e
indispensavel para a deposicdo mineral no processo de remineralizacdo do mesmo e
consequente aumento da microdureza (Lynch et al., 2011; T. Matsunaga et al., 2009) o

que pode justificar os resultados obtidos neste estudo.

Nos grupos D-G promoveu-se a desmineralizagao seguida de remineralizacdo com saliva
artificial contendo ides divalentes: calcio, estroncio, magnésio e zinco. Em teoria, estes
catides tém propriedades para formarem hidroxiapatites substituidas (calcio ¢
substituido por outro catido). Assim, nestes grupos esperamos observar um aumento o
valor de microdureza de superficie devida a remineralizagdao. Ou seja, como referia a
terceira hipotese do estudo, espera-se que os valores de microdureza média dos grupos
D-G seja superior a do grupo B. Isto foi verificado, pelo que a terceira hipotese de estudo

pode ser aceite.

Por fim, a quarta e ultima hipotese de estudo proposta: “Os valores médios de
microdureza de superficie do esmalte de amostras desmineralizadas artificialmente e
submetidas a um tratamento de remineralizacdo com saliva artificial contendo, como
fonte de catides, um metal divalente, apresentam diferencas significativas consoante esse
metal € o calcio, o estroncio, 0 magnésio ou o zinco.” também foi verificada apos anélise

estatistica, com um grau de confianga de 95%.

Como limitagdes do estudo, ¢ de salientar o facto de nao terem sido simuladas com rigor
as condicdes da cavidade oral, bem como a presenga de micro-organismos, variagoes

constantes de pH ou alimentos.

Apesar dos valores obtidos serem promissores, este tipo de estudo apenas permite avaliar
os valores da microdureza resultantes do tratamento, o qual sugere que tenha ocorrido
remineralizacdo. No entanto, ndo ¢ possivel avaliar a estabilidade nem o local de
incorporagao dos catides na rede cristalina. Estudos futuros sao necessarios para explorar
com maior rigor o efeito da adicdo na estrutura da hidroxiapatite de diferentes ides

metalicos divalentes.
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V. CONCLUSOES

O presente estudo, cujo objetivo consistiu na avaliagao e comparacao do efeito da adi¢ao
de diferentes ides metalicos divalentes (calcio, estrdncio, magnésio e zinco) na estrutura
da hidroxiapatite, concluiu que todos os grupos de estudo que sofreram adig¢do de ides
metalicos divalentes (D-G) apresentaram valores promissores de ocorréncia de
remineraliza¢do. Os valores de microdureza de Vickers para estes grupos revelaram-se
significativamente superiores em relacdo ao grupo que sofreu apenas desmineralizagao
(grupo B). Assim, conclui-se que o grupo que apresentou maior capacidade de

remineralizacao foi o magnésio, seguido do célcio, estroncio e zinco.

Adicionalmente, os valores de microdureza de superficie do grupo C, tratado na auséncia
de i0es divalentes, foi superior a apresentada pelo grupo B. Os resultados mostram um
aumento significativo dos valores microdureza, ou seja, mostra ter havido formacao de

mineral quando apenas metais monovalentes estavam presentes.

Podemos ainda apresentar conclusdes para além das propostos no estudo. Foi possivel
constatar que, entre os 4 metais, uns tém mais efeitos na remineralizacao do que outros.
O estroncio e o zinco apresentaram valores de microdureza inferiores ao grupo C, ficando
aquem do efeito provocado por tratamento apenas com saliva. Ja o calcio € magnésio vém

reforcar o efeito mineralizante da saliva.

Visto que todos os grupos de estudo apresentaram valores de microdureza inferiores ao
grupo referente ao esmalte sdao (A), podemos também concluir que a remineralizagdo com
os metais em estudo ndo soluciona 100% as alteragdes provocadas pela desmineralizacdo,

dando um extrema importancia a prevengao.

Apesar dos valores obtidos serem promissores, este tipo de estudo apenas permite avaliar
os valores da microdureza resultante do tratamento, o qual sugere que tenha ocorrido
remineralizacdo. No entanto, ndo ¢ possivel avaliar a estabilidade nem o local de
incorporacdo dos catides na rede cristalina. Estudos futuros sdo necessarios para explorar
com maior rigor o efeito da adicdo na estrutura da hidroxiapatite de diferentes ides

metalicos divalentes.
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