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RESUMO

Objetivo: Avaliar a microdureza de superficie do esmalte, pela incorporagao do

catido zinco na hidroxiapatite.

Materiais e métodos: 40 espécimes foram obtidos a partir de 10 molares humanos
e divididos aleatoriamente em quatro grupos (A, B, C e D). Grupo A — esmalte sdo. Trés
destes grupos (B, C e D) foram expostos a desmineraliza¢do através da solugdo tampao
de acido lactico a pH 5 durante 6 dias, seguidos de imersdo em agua destilada durante 2h,
seguida da aplicagdo de verniz de fluoreto de sodio a 5%. Posteriormente, os grupos C e
D foram tratados com solu¢des de saliva artificial diferentes, durante 6 dias e com
renovagdo diaria: C, imersdo em saliva artificial com calcio; D, imersdo em saliva
artificial com zinco. Todos os grupos foram submetidos a analise de microdureza Vickers.
Ap6s a recolha dos dados, sucedeu-se a analise estatistica por aplica¢ao do teste ANOVA
One-way (intervalo de confianca de 95%), seguido de comparacdao multipla pelo teste de

Bonferroni (software SPSS, versdo 24).

Resultados: O teste ANOVA One-way e de Bonferroni garantiram que existem
diferencas significativas entre os valores médios dos grupos de estudo (p<0,001 e p<0,05,
respetivamente). A - 518,620 + 4,4726; B - 320,200 + 5,7240; C - 500,120 + 4,1986; D -
409,920 + 4,6878

Conclusdes: A modificagdo na HA com a incorporacdo de zinco levou a um
aumento da microdureza de superficie sugestivo de remineralizagdo. Contudo, estes os

valores obtidos pelo zinco foram inferiores aos do célcio.

Palavras-chave: Zinco, hidroxiapatite, remineralizagdo, microdureza






ABSTRACT

Objectives: Evaluate the enamel surface microhardness by incorporating the zinc

cation in hydroxyapatite.

Materials and methods: 40 specimens were obtained from 10 human molars and
randomly divided in 4 groups (A, B, C e D). Group A — sound enamel. 3 of these groups
(B, C and D) were subjected to lactic acid buffer at pH 5 for 6 days, followed by
immersion in distilled water for 2h and then application of 5% sodium fluoride varnish.
Subsequently, groups C and D were treated with different artificial saliva solutions, for 6
days with daily renewal: C, immersion in artificial saliva with calcium; D, immersion in
artificial saliva with zinc. Group A was not subjected to demineralization neither to
treatment. All groups were submitted to Vickers microhardness test. After data collection,
statistical analysis was performed by applying a one-way ANOVA test (95% confidence
interval), followed by multiple comparison by Bonferroni test (SPSS software, version

24).

Results: ANOVA test and Bonferroni test guaranteed that there are significant
differences between the mean values of the study groups (p<0,001 and p<0,05,
respectively). A - 518,620 + 4,4726; B - 320,200 £ 5,7240; C - 500,120 + 4,1986; D -
409,920 + 4,6878

Conclusions: The modification of hydroxyapatite, with the incorporation of zinc,
led to an increase of surface microhardness suggestive of remineralization. However,

these values obtained by zinc were lower than calcium.

Keywords: Zinc, hydroxyapatite, remineralization, microhardness
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file:///C:/Users/carla/iCloudDrive/Aulas/Teses/2019-2020%20Mestrado/Defesas%2012dez2020/Tese%20Patrícia%20Lucas%20111695%20dia%2017%20às%2013h.docx%23_Toc59101342
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Introducdo

I. INTRODUCAO

O esmalte dentario, localizado na camada superficial, ¢ descrito como uma
barreira isoladora que protege o dente (Y. L. Wang et al., 2019) de forgas fisicas, térmicas
e quimicas (Lacruz et al., 2017; Li et al., 2014; Valente et al., 2018). O esmalte exibe
grande dureza, sendo mesmo considerado o tecido mais duro do corpo humano e tal
permite-lhe tolerar condi¢des adversas (Pitts et al., 2017).

A carie dentaria ¢ a patologia mais prevalente da cavidade oral (Peres et al., 2019;
Shahmoradi et al., 2017; Tao et al., 2018). As lesdes de carie traduzem-se na destruigao
localizada de tecidos duros devido a presenga de subprodutos acidicos produzido na
fermentagao bacteriana dos hidratos de carbono (Peres et al., 2019; Shen et al., 2018;
WHO, 2017; Yadav & Prakash, 2016). A sua progressao desenvolve-se através de
interagdes gradualmente mais complexas entre bactérias acidogénicas, hidratos de
carbono fermentaveis e fatores do hospedeiro, como os dentes e a saliva (Veiga et al.,
2016). Todavia, a doenca carie nao € simplesmente um processo continuo e unidirecional
de desmineralizagdo da fase mineral, mas sim um ciclo de eventos de desmineralizacao e
remineraliza¢do. Assim, quando os periodos de desmineralizagao sdo dominantes, ocorre
progressdao da doenca (Arifa et al., 2019; Pitts et al., 2017). Nas etapas iniciais, quando
foi perdido mineral suficiente para o aparecimento clinico sob a forma de uma mancha
branca opaca na superficie dentdria, a lesdo podera ser revertida ou inativada,
especialmente quando ha exposi¢do ao fluor (Peres et al., 2019). Esta lesdo inicial de carie
¢ denominada de white spot, o que implica que, apesar de existir uma perda mineral ao
nivel superficial, o esmalte inferior a esta camada encontra-se intacto (S. Pathak et al.,
2015).

A saliva desempenha um papel importante na interrup¢do do avanco desta
patologia (Marsh et al., 2016). Trata-se de uma mistura complexa de componentes
organicos, onde predominam as proteinas salivares e péptidos que concebem a pelicula
adquirida, e componentes inorganicos, onde predominam os ides fosfato e calcio
relacionados com o processo de remineralizagdao do esmalte dentério, prevenindo as caries
dentarias (Valente et al., 2018).

Os tratamentos com base preventiva da carie giram em redor das diversas
substancias que provaram ser potentes fatores de inibicdo da doenca, sendo uma delas o

flior (Molaasadolah, 2017; Naik et al., 2019). Nas ultimas décadas, a utilizagdo do 130
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flaor conduziu a um drastico decréscimo da incidéncia e prevaléncia de caries a nivel
mundial (Cassiano et al., 2017). A aplicagdo desde ido permite o fortalecimento da
estrutura ¢ melhor remineralizagdo do esmalte, tornando-o menos suscetivel a
desmineralizacao através da formagao de cristais de fluorapatite (Naik et al., 2019; Tao
et al., 2018). Existem inimeras formas de emprego, no entanto os vernizes de fluor a 5%
sdo a preferéncia da maioria dos médicos dentistas devido a sua facil e rapida aplicacio

assim como baixo risco de ingestdo (Molaasadolah, 2017).

I.1.ESMALTE

I.1.1. PROPRIEDADES QUIMICAS E MICROESTRUTURA

Localizado na camada externa do dente, o esmalte dentario € considerado o tecido
mais duro presente no corpo humano. Este facto deve-se ao elevado nivel de
mineralizacdo da sua matriz extracelular (Zaharia et al., 2017). Este composto avascular
¢ produzido por células denominadas por ameloblastos € que, apos a sua formagao, ou
seja a amelogéneses, ndo possui capacidade de reparacdo (Lacruz et al., 2017; Zaytsev,
2016).

Quanto a sua composi¢do, o esmalte apresenta entre 92 a 94% de matéria
inorganica, 2 a 3% de agua, 2% matéria organica, 1% de oligoelementos (magnésio,
sodio, zinco, cloro, potdssio), menos de 1% de lipidos e 0,01-0,05% de fluor (Zaharia et
al., 2017). Certos fatores quimicos e bioldgicos no ambiente na cavidade oral influenciam
a progressao da perda de dureza do esmalte, conferida pela matéria inorganica (Colombo
et al., 2017). Contrariamente, a saliva humana, um elemento protetor, contribui com uma
grande concentracdo de ides, o que se traduz num estado de supersaturacao no que diz
respeito ao cristal de hidroxiapatite, o maior componente do esmalte dentario (Valente et
al., 2018).

Estruturalmente, o esmalte organiza-se em trés niveis hierdrquicos o que explica
a sua resisténcia mecanica, sendo estes, por ordem crescente: os cristais de hidroxiapatite,
os prismas de esmalte e substancia interprismatica, e por fim, as bandas de Hunter-
schreger (Shahmoradi et al., 2014). Os cristais de hidroxiapatite presentes no esmalte sdo
maioritariamente compostos por célcio e fosfato, ides estes que sofrem precipitagdo

originando, na fase final, um soélido cristalino denominado por apatite. Esta constitui a
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parte inorganica dos tecidos mineralizados do seres vertebrados (Lacruz et al., 2017;
Nurbaeva et al., 2017) e, em condigdes fisiologicas, a apatite possui reduzida solubilidade
o que se traduz numa elevada estabilidade quimica (Lacruz et al., 2017; Skucha-Nowak
etal., 2015). A hidroxiapatite biologica difere da hidroxiapatite derivada empiricamente,
nao seguindo a formula estequiométrica Caio(POs)s(OH)2 explicada pela equacdo 1

(Abou Neel et al., 2016; Lussi & Carvalho, 2015).

10Ca2+(aq) + 6HPO42'(aq) +2 H,0 = Calo(PO4)6(OH)2 ) T 8H+(aq)

Equacao 1

Na estrutura do cristal podem estar ausentes alguns ides e ocorrer substitui¢ao de
certos elementos deste mineral (Abou Neel et al., 2016; West & Joiner, 2014). A estrutura
dentaria ¢ normalmente composta por hidroxiapatite carbonatada, densamente
compactada (Abou Neel et al., 2016; Beniash et al., 2019). O cristal exibe também um
défice de célcio, possuindo um racio de célcio-fosfato de 1,61 em vez de 1,66 (Abou Neel
et al, 2016). A formula simplificada deste mineral corresponde a
Ca10-xNax(PO4)6-y(CO3)y(OH)2-.F, (Abou Neel et al., 2016; Lussi & Carvalho, 2015).
Existem diversos locais de substituicdo atdmica, podendo ocorrer , por exemplo, a
permuta do calcio por 10es como o estroncio (Y. L. Wang et al., 2019), zinco (West &
Joiner, 2014), magnésio ou sodio, entre outros (Y. L. Wang et al., 2019; West & Joiner,
2014). J4 o fosfato presente neste cristal hexagonal podem ser substituidos por carbonato,
o que se traduz num aumento da solubilidade do mineral (Abou Neel et al., 2016; Skucha-
Nowak et al., 2015; Y. L. Wang et al., 2019; West & Joiner, 2014). O conteudo de
carbonato na hidroxiapatite presente nos ossos € dentes varia entre 4% a 8% existindo, no
entanto, ha um aumento da sua concentragdo com o avancar da idade (Abou Neel et al.,
2016). Principalmente em regides do cristal com elevada quantidade de carbonato e
deficit de célcio sdo especialmente suscetiveis a desmineralizacdo por parte do acido
(West & Joiner, 2014). Relativamente ao grupo hidroxilo, este pode ser trocado pelo 1do
flaor (West & Joiner, 2014) ou pelo cloro (Abou Neel et al., 2016). Esta troca do hidroxilo
por flior permite um aumento da resisténcia a desmineralizagao por acido. Contudo, estas
substituigdes e auséncias podem ter um efeito marcado no comportamento da
hidroxiapatite (HA), sobretudo na sua solubilidade quando ocorre um decréscimo do pH

(West & Joiner, 2014).
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Através dos processos de Tomes, apds a formagdo dos primeiros cristais, os
ameloblastos distanciam-se da superficie de dentina e depositam a matriz de proteinas de
esmalte (Abou Neel et al., 2016; Shahmoradi et al., 2014). Ocorre a mineraliza¢ao desta
matriz através do processo de modulagdo na fase de maturacao (Shahmoradi et al., 2014),
obtendo cristais alongados denominados de prismas de esmalte, a unidade base do
esmalte (Shahmoradi et al., 2014; Skucha-Nowak et al., 2015; Zaharia et al., 2017). A
formacao destes prismas ¢ explicada como o alinhamento de um conjunto de cristais de
hidroxiapatite carbonatada (Beniash et al., 2019). Cada ameloblasto produz um prisma
com aproximadamente 10 000 a 40 000 cristais (Abou Neel et al., 2016) cujo didmetro ¢
~5um (Abou Neel et al., 2016; Beniash et al., 2019). O longo eixo destes cristais ¢
paralelo ao eixo longitudinal dos prismas (Beniash et al., 2019; Shahmoradi et al., 2014;
West & Joiner, 2014). Numa trajetoria ondulatéria, os prismas de esmalte prolongam-se
desde a juncdo amelodentinaria (JAD) até a superficie externa do dente, criando assim as
bandas de Hunter-Schreger, o que torna o esmalte mais resistente do que o osso (Beniash
etal., 2019).

A regido interprismatica encontra-se associada ao esmalte prismatico, porém
possui um arranjo cristalino divergente deste (Beniash et al., 2019; Shahmoradi et al.,
2014). Os seus cristais encontrando-se num angulo de 60° relativamente ao eixo
longitudinal dos prismas (Beniash et al., 2019). A espaco limite entre a regido
interprismatica e os prismas ¢ preenchido por uma matriz de matéria orgéanica e agua
(Beniash et al., 2019; West & Joiner, 2014; Zaytsev, 2016). Este zona permitird a
passagem de pequenas moléculas como ¢ o caso do 4cido latico, peroxido de hidrogénio
e igualmente ides, como o hidrogénio e o calcio (West & Joiner, 2014).

Além de prismatico, o esmalte pode ser aprismatico. Este ¢ caracterizado pelo
arranjo aleatorio dos cristais de HA, nao existindo a organizacao em prismas (Beniash et
al., 2019). Quando exposto ao processo de desmineralizacdo, o esmalte aprismatico
apresenta uma dissolugdo irregular da substancia mineral (Warreth et al., 2019). Esta
camada densamente mineralizada apresenta variacdes entre os diversos dentes e os
diferentes locais de cada dente, especialmente nos dentes deciduos (Arafa, 2017). Ao se
localizar na zona mais exterior do esmalte, ¢ gradualmente desgasto durante a mastigagao,
porém mantém-se em areas mais protegidas (Arafa, 2017).

A constituicdo do esmalte ndo ¢ a mesma desde a sua superficie até a JAD. Ao
nivel superficial, verificamos uma elevada concentracdo de ides, como por exemplo

fosfato, flaor, entre outros elementos, o que se traduz numa maior dureza (Skucha-Nowak
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et al., 2015). Nesta zona, encontramos também prismas com maior diametro quando
comparado com o esmalte proximo da JAD. Além disso, a camada exterior do esmalte
aparenta ser mais densa, menos permedvel e mais resistente a dissolu¢do (Shahmoradi et

al., 2014; Skucha-Nowak et al., 2015).

I.1.2. MACROESTRUTURA

No que diz respeito a macroestrutura, as superficies de trabalho possuem uma
camada de esmalte com elevada espessura quando comparadas com a restante
constitui¢do. Estas superficies correspondem as cuspides que apresentam cerca de 2,5 mm
de esmalte. Quanto as zonas menos expostas ao desgaste, a espessura diminui até alcancar
a margem cervical (West & Joiner, 2014).

As extraordindrias propriedades mecanicas do esmalte dentario conjugam dureza
extrema e rigidez com resiliéncia excecional, permitindo tolerar centenas de ciclos
mastigatorios com forgas até 770N. Alids, ocorrem também grandes flutuagdes de pH e
temperatura, o que torna o ambiente da cavidade oral momentaneamente hostil (Beniash
et al., 2019). Nao obstante, as propriedades mecanicas do esmalte variam com
localizagdo, mas também com a constituicdo quimica local e com a orientagdo dos
prismas (Y. L. Wang et al., 2019). A andlise da microdureza do esmalte superficial foi
aceite como uma técnica de medi¢ao do valor do contetido mineral de um local especifico
(Arafa, 2017). Diversos protocolos laboratoriais incluem a técnica de microdureza
Vickers sendo este considerado um teste simples, razoavelmente confiavel (Elkassas &
Arafa, 2014), de elevada precisdo e capacidade de medigdo quantitativa (Molaasadolah,
2017). Por meio do teste de Knoop ou da técnica de microdureza de Vickers, os valores
de microdureza do esmalte atingem um maior nimero na ponta da cuaspide,
contrariamente a superficie lateral. Desde a camada externa até ao nivel da JAD, a dureza
apresenta um trajeto decresceste (Y. L. Wang et al., 2019).

O processo de desmineralizagdo consiste na remocao de ides do cristal de HA dos
tecidos duros, por exemplo, do esmalte, que por fim conduz a uma reducao do contetdo
mineral (Abou Neel et al., 2016; Skucha-Nowak et al., 2015). Existem duas formas de
desmineraliza¢do quimica, sdo estas a erosdo, através do consumo de comida e bebidas
acidas, e a carie dentdria, com o ataque microbiano por parte das bactérias presentes na

cavidade oral (Abou Neel et al., 2016; Y. L. Wang et al., 2019).
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I.1.3. PAPEL DA SALIVA NA PROTECAO DO ESMALTE DENTARIO

A cavidade oral estd constantemente exposta aos fatores ambientais adversos,

sendo a saliva a primeira secre¢do que entra em contacto com as substancias exdgenas

(Shikha Singh et al., 2015).

1.1.3.1. CARACTERISTICAS E FUNCOES

A saliva possui um importante papel na manutencdo de uma cavidade oral
saudavel (Marsh et al., 2016; Shikha Singh et al., 2015). Além da acdo de diluigdo,
limpeza, lubrifica¢do, neutralizagdao e capacidade de tamponamento de acidos, a saliva
humana também minimiza a desmineralizacao da superficie dentaria assim como altera o
processo de remineralizacdo (Baumann et al., 2017; Colombo et al., 2017; Marsh et al.,
2016). A saliva é composta por uma mistura complexa de fluidos produzidos pelas
glandulas salivares (Bilbilova et al., 2013; Shikha Singh et al., 2015), existindo um
contributo de 90% por parte das major (Pedersen et al., 2018). As propriedades e eficacia
desta sdo maioritariamente determinadas pelas secre¢des das glandulas salivares major e
minor (Proctor, 2016). A sua composi¢ao varia de acordo com o fluxo, natureza e duragao
da estimulagdo, composicao do plasma e em que hora do dia ¢ coletada (Bilbilova et al.,
2013). No entanto, no que diz respeito a sua constitui¢do, cerca de 99% corresponde a
agua (Bilbilova et al., 2013; Dawes et al., 2015). Na restante percentagem sao
contemplados componentes organicos e inorganicos (Bilbilova et al., 2013). No que diz
respeito aos constituintes organicos, este fluido possui uma ampla variedade de moléculas
hospedeiras, proteinas e glicoproteinas, estruturalmente e funcionalmente complexas
(Marsh et al., 2016).

As glandulas salivares sao categorizadas em 3 pares de glandulas major, incluindo
parotidas, submandibulares e sublinguais e cerca de 600 a 1000 glandulas salivares
minor, particularmente localizadas na mucosa labial, jugal, na 4rea palatina, lingual e
retromolar (Pedersen et al., 2018). A parotida, glandula acinosa com células serosas, ¢
responsavel pela producao de uma saliva bastante aquosa com diminuta ou nenhuma
presenca de mucinas (Dawes et al., 2015; Proctor, 2016). Esta saliva alcanca a cavidade
oral através do canal de Stenon (Proctor, 2016). A fun¢do desta glandula, que mais
contribui para a secrecdo da saliva estimulada, permanece estavel durante o

envelhecimento em pessoas saudaveis, nao medicadas (Pedersen et al., 2018).
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No que diz respeito a glandula submandibular, esta detém uma populacao de
células acinares mistas que expelem o seu fluido através do ducto de Wharton.
Similarmente a esta, a sublingual segrega maior quantidade de saliva em resposta a
estimulos olfativos, nao se verificando essa acao por parte da parétida (Proctor, 2016).
Apesar da saliva possuir elevada percentagem de agua, existe uma diferenga importante
entre estes dois fluidos que se cinge na presenca de mucinas. A saliva contém estas
proteinas que sdo sintetizadas pelas glandulas submandibulares, sublinguais e minor que
se encontram submucosa oral (Dawes et al., 2015).

Num individuo saudavel, a secrecao salivar diaria média ronda os 600 mililitros
(ml) (Pedersen et al., 2018; Proctor, 2016). Um fluxo de saliva ndo estimulagdo previne
a entrada de microrganismos nos ductos salivares, impedindo infe¢des nas glandulas
salivares. Em média, o fluxo de saliva nao estimulada de um individuo saudavel pode
alcancar 0,3-0,4 ml por minuto (ml/min). Caso este valor se encontre abaixo de 0,1
ml/min, estamos perante uma patologia denominada de hipossialia (Dawes et al., 2015).
A funcdo exigua das glandulas salivares aumenta o risco de doencas orais tais como caries
dentarias, erosdo e infe¢des fungicas, podendo afetar a ingestdo alimentar conduzindo a
desnutri¢dao e perda de peso. Inevitavelmente, nestas situacdes hd comprometimento da
qualidade de vida (Pedersen et al., 2018).

O sabor, cheiro e/ou mastigagao dos alimentos sdo estimulos para a producao da
saliva estimulada. Esta ¢ maioritariamente proveniente das glandulas parétidas (Proctor,

2016), rondando uma taxa média de 1.5 a 2.0 ml/min de saliva (Pedersen et al., 2018).

1.1.3.2. COMPONENTES ORGANICOS

No que diz respeito aos constituintes organicos, a saliva possui uma ampla
variedade de moléculas hospedeiras, proteinas e glicoproteinas, estruturalmente e
funcionalmente complexas (Marsh et al., 2016). Apesar da maioria da constituigdo da
saliva humana ser agua, existe uma diferenca relevante entre estes dois fluidos que
corresponde a presencga de especificas glicoproteinas e proteinas (Dawes et al., 2015).

Uma das proteinas mais prevalentes na saliva diz respeito as proteinas ricas em
prolina (PRP) (Marsh et al., 2016). Para além de serem um constituinte da pelicula
adquirida devido a sua elevada afinidade ao célcio e fosfato presente a estrutura dentéria,
as PRP possuem uma agao antimicrobiana ao se agregarem microrganismos nao aderidos

a superficie, promovendo a sua eliminacao (Baumann et al., 2016; Hof et al., 2014).
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A amilase salivar ¢ uma enzima digestiva cujo o seu conteudo ao nivel salivar
encontra-se entre 0,25 e 1,2 mg/ml de saliva (Bjorklund et al., 2011). Trata-se de uma das
proteina mais abundantes da saliva humana e também se encontra presente na pelicula
adquirida (Marsh et al., 2016). A agregacao da alfa-amilase as bactérias e a estrutura
dentaria tem um grande impacto na formagao de placa bacteriana e carie dentaria. Assim
sendo, a concentracdo da amilase € superior aos grupos com caries ativas
comparativamente ao grupo livre da doenca cérie (Shikha Singh et al., 2015).

As glandulas salivares também secretam a histatina, que corresponde a 2,6% da
totalidade das proteinas salivares. Este péptido esta apresente na pelicula, contribuindo
para a remineralizagdo e protecdo contra a desmineralizacdo. Além disso, possui uma
funcdo antifungica e alguma acdo antibacteriana (Proctor, 2016).

As mucinas representam mais de 15% do contetido proteico presente na saliva
humana (Marsh et al., 2016). Apesar de contribuirem somente 10% da totalidade do fluxo
salivar, as glandulas minor sao responsaveis pela secre¢do de uma maior por¢ao de
mucinas salivares (Pedersen et al., 2018). Estas glicoproteinas contribuem para a
lubrificagdo das superficies da cavidade oral (Dawes et al., 2015; Pedersen et al., 2018).
Inclusivamente, as mucinas sao um dos constituintes da pelicula protetora formada sobre
o esmalte dentario denominada de pelicula adquirida (Bjorklund et al., 2011). Na presenca
de diminuta quantidade de nutrientes, esta glicoproteina € utilizada como fonte de carbono
por diferentes estirpes de microrganismos. Deste modo, possivel promover uma
complexidade microbiana oral que, por sua vez, impede o crescimento excessivo de seres
patogénicos (Hof et al., 2014).

O fluido salivar possui igualmente metaloproteinases da matriz (MMP), existindo
inameros tipos de MMP com diferentes agdes. De acordo com Proctor (2016), os
individuos que apresentem céries dentérias, a sua saliva exibe elevada concentragdo de
Metalloproteinase-8 da matriz. Esta enzima, libertada por neutréfilos e fibroblastos, ¢
responsavel pela degradacao de colagénio na dentina. O mesmo ¢ verificado em pacientes
com periodontite (Proctor, 2016). Diversas enzimas interferem no processo da
dentinogénese, sendo uma delas a metaloproteinase 9 da matriz, MMP-9, que demonstra
uma dependéncia pelo ido zinco para o seu correto funcionamento (Rahman et al., 2019).
As MMP, como por exemplo a MMP20, sdao também responsaveis pela degradacao
seletiva e remog¢do da matriz proteica. Com esta eliminagdo ocorre a deposi¢ao mineral

(Shahmoradi et al., 2014).
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Na presenca de pH fisiologico, superior ao pH critico do esmalte, a saliva humana
encontra-se supersaturada com ides de calcio e fosfato (Philip, 2019; Y. L. Wang et al.,
2019). No entanto, a despeito deste estado de supersaturacao, os ides ndo precipitam. Este
fendmeno deve-se a proteinas como a estaterina que se adere aos ides (Dawes et al., 2015;
Philip, 2019). A estaterina ¢ ativamente excretada pelas glandulas salivares (Proctor,
2016) e, ao estabelecer a ligacdo com os ides, assegura a biodisponibilidade destes para
que se difundam em futuras lesdes de deficiéncia mineral (Philip, 2019).

Ademais, a estaterina possui a capacidade de inibir o crescimento de bactérias
anaerdbias (Dawes et al., 2015). Na presenga de acidos bacterianos, o pH salivar diminui
podendo alcancar valores abaixo do pH critico. Neste contexto, os minerais presentes na
estrutura dentéria dissolvem-se até a solugdo tornar-se saturada (Y. L. Wang et al., 2019).
Contudo, quando restabelecidas as condicdes fisiologicas, o ambiente supersaturado na
saliva impulsiona uma segunda mineralizacdo da superficie de esmalte (Valente et al.,
2018).

A saliva protege a estrutura dentdria dos acidos organicos ao contribuirem na
pelicula adquirida de esmalte, por ser supersaturada no que diz respeito ao mineral
dentario, por conter bicarbonato como tampao por facilitar a depuracdo de materiais
acidos da boca (Dawes et al., 2015).

Os componentes organicos da saliva, juntamente com algumas proteinas
provenientes do fluido crevicular, originam uma fina camada proteica aderente a
superficie de esmalte, a pelicula adquirida (Marsh et al., 2016; Proctor, 2016; Valente et
al., 2018). Os constituintes major desta pelicula derivados da saliva incluem
glicoproteinas, lipidos e fosfoproteinas (Marsh et al., 2016). A formagdo da pelicula
adquirida de esmalte inicia-se imediatamente apos a escovagem, gerando-se ligagcdes van
der waals entre as proteinas e a superficie do esmalte. A primeira camada da pelicula
possui péptidos e proteinas, especialmente as estaterina, histatinas e proteinas ricas em
prolina (PRP), que se ligam com elevada afinidade ao calcio e fosfato na superficie
dentaria (Baumann et al., 2016). Esta barreira possui proteinas de absorcao seletiva que
protegem o dente da desmineralizacdo ao evitar o contacto direto entre os acidos e a
superficie dentaria (Valente et al., 2018; X. Wang et al., 2011). Os péptidos de ligagdo ao
calcio presentes na pelicula adquirida também estabelecem ligagdo com os 1des de calcio
que se encontram livres na saliva circundante. Esta conexao permite o estabelecimento
de reservatorio de calcio na pelicula, possibilitando uma difusao facilitada desde ido para

estrutura dentaria no processo de remineralizagdo (Baumann et al., 2017).
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1.1.3.3. COMPONENTES INORGANICOS

Os elementos inorganicos presentes na saliva humana, nomeadamente o sodio,
potassio, cloro e o bicarbonato desempenham um importante papel na osmolaridade.
(Bilbilova et al., 2013). Os fatores como fluxo salivar, composicao proteica, eletrélitos e
capacidade de tamponamento influenciam a velocidade com que a saliva retorna ao seu
estado saturado e recupera o seu potencial remineralizador apés um ataque acido (Rizvi
et al., 2016; Warreth et al., 2019). A presenca de acido na cavidade oral estimula
significativamente a taxa de fluxo salivar. Simultaneamente, ocorre um aumento da
concentragdo de bicarbonato uma vez que a sua concentra¢ao depende do fluxo de saliva
(Dawes et al., 2015). A desmineralizagdo dentaria causada por acidos bacterianos ou
acidos alimentares pode ser inibida pelo bicarbonato salivar (Shikha Singh et al., 2015;
Warreth et al., 2019), sendo considerado o sistema acido carbonico/bicarbonato o mais
importante no tamponamento salivar (Bilbilova et al., 2013). Na presenca de acido, o
bicarbonato reage com os ides de hidrogénio originando acido carbonico. Ao nivel
salivar, encontramos a enzima anidrase carbonica que converte o acido carbonico em agua
e no gas volatil diéxido de carbono, sendo este posteriormente eliminado para a atmosfera
(Dawes et al., 2015). Deste modo, ocorre a manutencao dos valores fisioldgicos de pH na
cavidade oral (Shikha Singh et al., 2015).

J& a presencga dos ides célcio e fosfato permite a manutencdo da estabilidade do

mineral dentario (Arifa et al., 2019).

1.2.CARIE DENTARIA

1.2.1. DEFINICAO

As doengas orais representam um problema colossal de saide a nivel mundial,
afetando economicamente a populacdo dos paises desenvolvidos. No que diz respeito a
medicina dentaria, esta representa um gasto de 10% relativamente ao total das despesas
na area da saude destas populacdes (Tahir & Nazir, 2018; WHO, 2017).

Considerada a patologia mais prevalente na cavidade oral, a carie dentaria atinge
individuos de todas as idades e de ambos os géneros (Skucha-Nowak et al., 2015; Tahir

& Nazir, 2018). Segundo a Organizacdo Mundial de saude (2017), cerca de 2,3 bilides de
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pessoas possuem dentes cariados. Esta doenga pandémica afeta a estrutura dentéria
através da desmineralizagdo e da cavitacao (Arifa et al., 2019) por meio da disrupcio da
homeostasia microbiana e consequente quebra do equilibrio mineral (Meyer-Lueckel &
Paris, 2016; Shahmoradi et al., 2017). Certas alteragdes ambientais, distirbios
fisiologicos ou pressoes seletivas que ocorrem durante o crescimento do biofilme dentario
possuem a capacidade de estimular a proliferacdo de microrganismos especificos que, por
sua vez, podem levar ao desenvolvimento de um biofilme potencialmente cariogénico

(Maske et al., 2017).

1.2.2. POTENCIAL CARIOGENICO

Segundo o investigador Keyes, a carie dentdria resulta da interagdo de 3
determinantes: o substrato, o hospedeiro e os microrganismos. Neste esquema, o
hospedeiro engloba a morfologia e composicao quimica da estrutura dentaria e a saliva
(Veiga et al., 2016). Posteriormente, acrescentou-se o fator tempo a equacdo, aumentando
assim a componente multifatorial (Tahir & Nazir, 2018; Tao et al., 2018; Veiga et al.,
2016). Porém, o desenvolvimento desta patologia ¢ adicionalmente influenciado pela
componente socioecondmica, por fatores comportamentais, assim como presenga ou nao
de fluor, bolsas escolares, habitos de higiene oral entre muitos outros agentes que
contribuem para o avango da doenca cérie (Veiga et al., 2016). A placa bacteriana
assume um importante papel no desenvolvimento da carie dentdria (Abou Neel et al.,
2016; Maske et al., 2017; Tahir & Nazir, 2018). Segundo Tahir & Nazir (2018), a placa
bacteriana consiste numa acumulagdo de microrganismos na superficie dentaria. Ao se
associarem de forma estruturada, estes seres patogénicos conseguem resistir aos fatores
antimicrobianos do hospedeiro (Tahir & Nazir, 2018).

A cariogénese, isto €, o processo de formagdo de carie, € iniciado por bactérias
cariogénicas presentes na placa bacteriana (Rahman et al., 2019; Skucha-Nowak et al.,
2015). O Streptococcus mutans ¢ considerado o elemento mais cariogénico (Al Harbi et
al., 2020; Meyer-Lueckel & Paris, 2016; Tahir & Nazir, 2018) devido ao facto de possuir
uma elevada tolerancia ao ambiente acidico (Abou Neel et al., 2016; Skucha-Nowak et
al., 2015). Porém, comunidade microbiana responsavel pela céarie dentaria ¢ diversa e
contém inumeras bactérias anaerobias obrigatdrias e facultativas (Yadav & Prakash,
2016). Estao incluidas neste processo as bactérias Streptococcus Sobrinus e S. sanguinis,

S. salivarius e lactobacillus (Abou Neel et al., 2016; Rahman et al., 2019; Yadav &
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Prakash, 2016). No entanto, entre estes, o Streptococcus Sobrinus e lactobacillus,
juntamente com o S.mutans, destacam-se devido a sua habilidade de produzir elevados
niveis de acido latico apos a fermentacdo e gracas a sua resisténcia aos efeitos adversos
do baixo pH. O Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus coccobacilli possuem a
particularidade de, apesar de participarem no processo de desenvolvimento da cérie
dentaria ao produzir 4cido, sdo incapazes de iniciar o processo cariogénico (Abou Neel et
al., 2016; Skucha-Nowak et al., 2015).

O habitat ideal para as bactérias cariogénicas ¢ provido de hidratos de carbono
provenientes da dieta (Meyer-Lueckel & Paris, 2016; Shen et al., 2018). Qualquer hidrato
de carbono fermentavel, como por exemplo a glucose, frutose, sacarose ou amido,
consegue ser metabolizado por estas bactérias (Abou Neel et al., 2016; West & Joiner,
2014). Durante o processo de glicolise, a célula bacteriana produz energia necessaria para
a sua sobrevivéncia e multiplicacdo (Skucha-Nowak et al., 2015). Da fermentagdo,
resultam subprodutos como os acidos cérie-indutores e substancias que facilitam a adesao
de mais microrganismos a superficie. No que diz respeito aos acidos organicos
produzidos, estes variaram entre lactico e acético (Skucha-Nowak et al., 2015; West &
Joiner, 2014), tendo em conta que a presen¢a de ambos origina um decréscimo do pH do
meio. Inicialmente, os protdes do acido sdo neutralizados pelo tampao da saliva (Warreth
et al., 2019) . Porém, ap6s o término desta capacidade, ocorre a diminuigdo gradual do

pH (West & Joiner, 2014).

1.2.3. ASPECTOS BIOQUIMICOS

O ritmo e quantidade de dissolu¢do ndo depende somente do pH mas também da
concentracdo de calcio e fosfato em solugdo. O esmalte mineralizado € relativamente
estavel devido ao processo natural que ocorre na interface dente/saliva (Zaharia et al.,
2017). Quando, no meio oral, existem em concentracao suficiente ides como o Ca>*, PO4>
, OH e F 7, ¢ estabelecido um equilibrio nas proximidades dos cristais de hidroxiapatite.
As concentragdes destes i0es determinam o grau de saturacao desta solucao. Isto, por sua
vez, determina se a por¢do mineral do dente se dissolve, caso o meio em redor esteja
insaturado, ou se formam depdsitos minerais a partir fluido circundante para o esmalte
(supersaturacao) (Lussi & Carvalho, 2015). A unidade base do esmalte, a hidroxiapatite,
possui um nivel critico de pH de 5.5, abaixo do qual ocorre a sua desmineralizagao

(Skucha-Nowak et al., 2015; Warreth et al., 2019). Na presenca dos subprodutos
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bacterianos, sio libertados ides de H" dos acidos organicos, diminuindo assim o pH e, por
consequente, as concentragdes dos ides PO 4>~ e OH™ no meio também decrescem. Como
resultado, ocorre a dissolugdo do esmalte com a libertagdo de calcio e fosfato para a saliva
(Abdullah & John, 2016; Lussi & Carvalho, 2015; Skucha-Nowak et al., 2015; West &
Joiner, 2014). Desta forma, ¢ mantido o equilibrio das solu¢des nas imediagdes da
superficie dentéria (Lussi & Carvalho, 2015). Caso ocorram repetidos ataques acidos por
bactérias cariogénicas presentes no biofilme da placa, ¢ alcangada uma perda da
integridade superficial (Abdullah & John, 2016; Abou Neel et al., 2016) e
consequentemente obtida maior porosidade na subsuperficie do esmalte (Arafa, 2017;
West & Joiner, 2014). Esta porosidade manifesta-se como rugosidade superficial e que
contribui na formagao de placa bacteriana e agregagao de mais bactérias a superficie do

esmalte (Arafa, 2017).

1.2.4. MANIFESTACOES CLINICAS

Porém, como mencionado anteriormente, o desenvolvimento de lesdes resultantes
da doenga cérie ndo ¢ um processo linear. Na cavidade oral, o esmalte dentario é exposto
a episodios de desmineralizacdo e remineralizagdo (Abdullah & John, 2016; Arifa et al.,
2019; Pitts et al., 2017). Caso os periodos de desmineralizagdo predominem, ocorre
desenvolvimento gradual das lesdes de carie (Llena et al., 2015; Veiga et al., 2016),
iniciando com uma modificagdo minima estrutural que ndo ¢ detetavel clinicamente,
progredindo para uma mancha clinicamente visivel de desmineralizacdo. Com a gradual
destruicdo de tecidos dentarios originam-se areas cavitadas (Llena et al., 2015)

Nas etapas iniciais, apos a perda de substdncia mineral suficiente para o
aparecimento clinico, sob a forma de uma mancha branca opaca na superficie dentaria, a
lesdo podera ser revertida ou inativada, especialmente quando ha exposi¢do ao flior
(Peres et al., 2019). O processo de desmineralizagdo conduz a uma ampliacao do espaco
entre os cristais, o que torna o esmalte mais poroso (Arafa, 2017; Skucha-Nowak et al.,
2015). Quando a agua presente nos poros € substituida por ar, o esmalte dentario altera a
sua cor para branco opaco (Mohd Said et al., 2017; S. Pathak et al., 2015; Skucha-Nowak
et al., 2015). Esta variacdo deve-se ao evento otico que resulta da alteragdo do indice de
refracdo. No esmalte sdo, este indice adota o valor de 1,65, enquanto que o esmalte com
agua e ar assumem valores de 1,33 e 1,00, respetivamente. Esta modificagcdo do indice de

refracdo conduz ao aumento da dispersdo da luz na area da lesdo, resultando visualmente
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numa opacidade na superficie do esmalte (Skucha-Nowak et al., 2015). Esta lesao inicial
de carie detetavel clinicamente ¢ denominada de white spot, o que implica que, apesar de
existir uma perda de substancia mineral na rede subsuperficial, o esmalte inferior a esta
camada encontra-se intacto (Mohd Said et al., 2017; S. Pathak et al., 2015; Skucha-
Nowak et al., 2015). A solubilidade do esmalte depende da sua composi¢cdo quimica e
porosidade. O avanco em profundidade das lesdes de desmineralizacdo ¢ maior quanto
mais poroso for o esmalte (Y. L. Wang et al., 2019). Em termos clinicos, este aumento
de porosidade representa uma intensificagao da branquidao e opacidade da lesdao (Skucha-
Nowak et al., 2015). Se o processo de carie progredir, a porosidade da superficie sucede
a microcavitacdo do esmalte. Com a extensao da lesdo, a dentina ¢ contaminada e sofre
amolecimento. Em caries localizadas na zona da coroa do dente, com o amolecimento
progressivo ocorre o colapso da camada superficial da lesdo, formando-se uma cavidade

(Pitts et al., 2017).

1.2.5. DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO

A detecdo clinica de caries ¢ realizada tradicionalmente pela investigacdo visual
e tatil detalhada da superficie limpa do dente por um profissional (Mendes et al., 2010;
Pitts et al., 2017; Young et al., 2015). Durante o check-up, ¢ também necessario secar a
superficie do dente para que seja possivel visualizar a forma mais ligeira de lesdo de carie,
a white spot (Skucha-Nowak et al., 2015; Young et al., 2015). As radiografias,
especificamente as bitewings entre outros métodos de diagndstico auxiliares, sdo
necessarios para a detecdo de lesdes que sdo inacessiveis visualmente, particularmente as
superficies interproximais do dente (Pitts et al., 2017; Young et al., 2015).

A detecao desta doenca tem sofrido alteragcdes do que toca aos critérios usados,
passando do convencional CPOD da OMS, que soma os dentes cariados, perdidos e
obturados, para o ICDAS, que inclui também lesdes ndo cavitadas de esmalte (Philip,
2019). De forma a facilitar a identificacdo e o diagndstico de lesdes de cérie, foi criado o
sistema internacional de detecao e diagnostico de caries, também conhecido por ICDAS,
que usa as caracteristicas visiveis na superficie do dente para medir as alteracdes
superficiais e potenciais profundidades histologicas das lesdes (Young et al., 2015). Este
indice organiza-se duas categorias de cdodigos, cddigo de dentes e codigo do estado da
lesdo de carie. No que diz respeito ao codigo referente as etapas da lesdo de carie, este

apresenta sete categorias numeradas de 0 a 6: 0 - dente sdo; 1- primeira alteragdo visual
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no esmalte; 2 - alteracao claramente detetavel no esmalte; 3 - rotura localizada do esmalte;
4 - sobra escura subjacente na dentina; 5 - cavidade detetavel com dentina visivel; 6 -
cavidade detetavel extensa com dentina visivel (Mendes et al., 2010; Pitts et al., 2017).
As lesdes de caries devem ser impedidas e revertidas nos estddios mais iniciais,
como as classificadas com o codigo 1 e 2 segundo ICDAS, para prevenir o
desenvolvimento de destruicdo de estrutura dentaria (Pitts et al., 2017; Tao et al., 2018).
Para tal ¢ necessario o emprego de tratamentos ndo invasivos ou minimamente invasivos,

como por exemplo o controlo da placa e aplicagao de fluor (Meyer-Lueckel & Paris,

2016).

1.2.6. PREVENCAO E REMINERALIZACAO

A abordagem clinica relativamente a desmineralizacdo dentaria deve focar-se na
prevencao e detecdo precoce (Li et al., 2014). Como tal, a prevencao ¢ a melhor € a mais
eficaz forma de evitar a carie dentaria, sendo também a mais econdmica quando
comparado ao tratamento invasivo de lesdes de carie (Molaasadolah, 2017).

Quando estamos perante uma lesdo inicial de carie, primeiramente recorre-se a
remineralizacdo dentaria e posteriormente, caso necessario, aplica-se o tratamento
restaurador (Li et al., 2014).

Num ambiente oral saudavel, cujo pH encontra-se entre 7 e 7,4, ocorre
naturalmente remineraliza¢do da camada mais superficial do esmalte dentario, garantindo
a manutencdo da composi¢do do esmalte (Zaharia et al., 2017). O processo de
remineralizacdo consiste num mecanismo de reparacdo de modo a restabelecer a por¢ao
mineral (Arifa et al., 2019).

As lesdes incipientes de carie resultam da dissolucdo incompleta dos cristais de
hidroxiapatite, atuando estes como agentes de nucleagdao no processo de remineralizacao
(Mohd Said et al., 2017). Apos a acdo de desmineralizacdo, quando o meio se encontra
em condig¢des fisiologicas de pH quase neutras e elevada concentracdo de ides de calcio
e fosfato, o equilibrio € restabelecido (Arifa etal., 2019; Li et al., 2014). Nestas condigdes,
sucede-se nova precipitacdo dos ides calcio e fosfato provenientes da saliva e do fluido
da placa bacteriana. Este precipitado ¢ mantido por fosfoproteinas que garantem a sua
biodisponibilidade para se difundir em lesdes com deficit mineral (Philip, 2019).
Consequentemente, ocorre a agregacao do precipitado as lacunas dos cristais presentes

no tecido dentario desmineralizado (Li et al., 2014; Philip, 2019). Assim, os cristais de
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hidroxiapatite regressam a sua dimensao original (Abou Neel et al., 2016). Este ganho
mineral na rede cristalina do esmalte conduz a uma melhoria da estética, dureza e
funcionalidade (Mohd Said et al., 2017).

Os principios da dentisteria minimamente invasiva ditam a necessidade de
medidas clinicamente eficazes para remineralizar lesdes incipientes de carie no esmalte
(Philip, 2019). A remineralizacdo natural ¢ responsavel pelo ganho mineral na camada
superficial das whitespot. No entanto, este ganho apenas reflete uma pequena melhoria
na estética e nas propriedades estruturais de lesdes mais profundas (Sombir Singh et al.,
2016). Torna-se necessario a aplicacao de agentes remineralizantes para reparar as zonas

mais profundas das whitespot.

1.2.6.1.FLUOR

Na segunda metade do século XX ocorreu uma drastica descida da taxa de
prevaléncia de caries em paises desenvolvidos. Este acontecimento ¢ justificado pela
utilizagdo generalizada de produtos contendo fltior (Philip, 2019).

Atualmente, os agentes habitualmente usados para o tratamento das lesdes
incipientes de carie baseiam-se na aplicagdo topica de fluor, estando incluidas pastas,
vernizes e colutorios fluoretados (Mishra et al., 2017; Sombir Singh et al., 2016). Estes
sistemas fluoretados aprovisionam flior as superficies expostas da denticdo para um
efeito protetor local, possuindo alguns elevadas concentragdes sendo por isso
desaconselhada a sua ingestao (Mishra et al., 2017).

As pastas dentifricas sao uma das mais amplamente aplicadas e eficazes formas
de fornecimento de fltior soluvel ou livre (Esteves-Oliveira et al., 2017). O aspeto
negativo da grande maioria dos produtos topicos com fluor € o facto da eficacia depender
da correta utilizagdo por parte do paciente. J4 os métodos topicos de administracdo de
flior como o verniz, entre outros sistemas de remineralizagdo realizados em consultério
pelo profissional, proporcionam um controlo adequado e a sua eficacia ndo depende
fortemente do paciente (Mishra et al., 2017; Sombir Singh et al., 2016). As formulagdes
recentes de vernizes fluoretados incluem 5% de NaF (22600ppm) e contém uma base
colofonia que adere a superficie do dente na presenca de saliva, auxiliando a retencao e
biodisponibilidade do fliior na superficie dentaria (Mishra et al., 2017; Shahmoradi et al.,
2017). Isto deve-se conjuntamente a ligacao estabelecida entre os i0es de flaor do verniz

e os 10es de calcio provenientes da saliva ou dos cristais de hidroxiapatite presentes na
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estrutura dentéria. Por conseguinte, ocorre a formagao do precipitado fluoreto de célcio,
CaF?, que atua como reservatorio superficial do esmalte (Lussi & Carvalho, 2015;
Shahmoradi et al., 2017; Sombir Singh et al., 2016). Quando o pH oral diminui devido a
presenca de acido, ocorre a libertacdo gradual de 10es fluor. Ao ser libertado, o fluor
suprime a desmineralizagdo do esmalte e reduz a suscetibilidade a doenga carie através
de distintos mecanismos. Estes abrangem a incorporagdo deste 130 na hidroxiapatite do
esmalte através do preenchimento ou deslocamento do grupo hidroxilo, permitindo a
estabilizacao da estrutura do cristal e diminui¢ao da sua solubilidade (Lussi & Carvalho,
2015; Shahmoradi et al., 2017). Esta absor¢ao do flior conduz a uma conversao parcial
da superficie do cristal (Lussi & Carvalho, 2015; Shen et al., 2018). Portanto, os ides de
hidroxilo na hidroxiapatite pura [Caio(PO*)s(OH):] do esmalte sdo substituidos por ides
de flor, resultando num mineral designado de fluorapatite [Caio(PO*)¢F2] que é
significativamente mais resistente a um subsequente ataque dcido (Mohd Said et al., 2017,
Philip, 2019; Tao et al., 2018). Quanto maior a percentagem de fllior na estrutura
cristalina, mais acentuado ¢ o decréscimo do pH critico do esmalte dentario, variando
aproximadamente 0,5 a 1 unidades de pH (Esteves-Oliveira et al., 2017; Wierichs et al.,
2017). No meio oral, a presenga de ides livres de fltior pode conduzir a incorporagdo de
calcio e fosfato na rede cristalina, devido a elevada atragdo por estes ides absorvidos ou
incorporados na superficie do esmalte (Philip, 2019; Shen et al., 2018; Tao et al., 2018).
Outro beneficio do fltior ¢ o seu efeito negativo sobre o metabolismo das bactérias

cariogénicas (Tao et al., 2018).

1.2.6.2. CALCIO

Como mencionado anteriormente, uma grande concentracao de célcio, cerca de
36%, compode a estrutura da hidroxiapatite (Lacruz et al., 2017; Nurbaeva et al., 2017).
Assim como o fosfato e o flor, o céalcio corresponde ao ido presente na saliva humana
que apresenta maior eficdcia na protecdo contra a desmineralizacdo do tecido dentério
(Baumann et al., 2017). Para além dessa funcao, possui um papel ativo na remineralizagao
do esmalte (Arifa et al., 2019). A semelhanca dos tecidos duros dentarios, os ides fosfato
e célcio sdo também responsaveis pela manuten¢do da saude ao nivel do tecido 6sseo
(Abou Neel et al., 2016).

Segundo Arifa et al. (2019), um dos requisitos de um material remineralizante

ideal corresponde a libertacdo de célcio e fosfato para a subsuperficie do esmalte. Como
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exemplo, temos o sistema caseina fosfopeptidica-fosfato calcio amorfo (CPP-ACP)(Naik

etal., 2019; Tao et al., 2018).

[.2.6.3.ZINCO

A matéria inorganica do esmalte abrange essencialmente cristais de
hidroxiapatite, cuja estrutura pode apresentar diferentes composi¢cdes em virtude dos
distintos elementos incorporados. Os componentes mais abundantes sdo o Ca**, PO4™>,
Mg?*, CI" e Na*. Porém, existem vestigios de certos elementos como por exemplo o Zn?,
Fe?" e Sr? que se encontram presentes em toda a espessura da estrutura do esmalte (Fatima
etal., 2016).

O i3o zinco possui um papel relevante na manutengdo da satide humana,
particularmente no crescimento e desenvolvimento, detendo um papel critico em diversas
enzimas e proteinas. Este ido também influéncia a atividade osteoclastica e intervém no
processo de biomineralizac¢ao (Fatima et al., 2016; Laskus & Kolmas, 2017; Richard J.M.
Lynch, 2011; Matsunaga et al., 2010).

Considerado um elemento precioso para a manutencao da saude oral, o zinco ¢é
encontrado em diversos locais como nos tecidos dentarios duros, no calculo dentario e na
saliva (Fatima et al., 2016; Richard J.M. Lynch, 2011). A camada exterior do esmalte
contém maior quantidade de zinco comparativamente as concentragdes deste ido na
subsuperficie, variando entre 430 e 2100 partes por milhdo (ppm) dependendo da
profundidade (Fatima et al., 2016; Rahman et al., 2019). Esta divergéncia entre camadas
deve-se ao contacto entre os fluidos orais e a superficie dentdria (Fatima et al., 2016).
Portanto, o 130 zinco acumula-se na superficie do esmalte porém a sua deposi¢do ¢
irregular (Rahman et al., 2019).

Ap0s o processo de desmineralizacdo, a rede cristalina da hidroxiapatite apresenta
auséncias de certos ides (Abdullah & John, 2016) que, por sua vez, promovem trocas
i6nicas entre os cristais de HA com a solucdo aquosa que se encontra em redor. A
hidroxiapatite desmineralizada ¢ deficiente em calcio (Abou Neel et al., 2016; Arafa,
2017), tendo sucedido a migracao deste ido para a saliva. A lacuna do calcio da HA pode
ser substituida por Na*, Mg?*, Zn? ou Pb*" (Rahman et al., 2019). No que diz respeito ao
ido Zn?", as concentragdes ao nivel salivar variam entre 0,135 ppm e 0,244 (Rahman et
al., 2019), enquanto que no calculo dentdrio as concentragcdes oscilam entre 6,41 e 32

ppm (Richard J.M. Lynch & Duckworth, 2020; Rahman et al., 2019). Na presenca de
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zinco na solugdo salivar, segue-se uma competi¢ao entre ambos os ides, calcio e zinco,
por locais de absor¢do comuns nos tecidos biologicos. Existindo esta relagdo, a
remineraliza¢do do esmalte pode ser influenciada pelo ido zinco presente no fluido salivar
(Rahman et al., 2019). Assim sendo, na presenga de zinco, as lacunas de célcio presentes
na superficie do cristal de apatite podem ser preenchidas com a difusao do ido zinco
(Fatima et al., 2016; Matsunaga et al., 2010; Rahman et al., 2019). Lynch & Duckworth
(2020) concluiram que, relativamente a carie dentdria, para além de diminuir a
percentagem de desmineralizagdo, o zinco pode aumentar a remineralizagao. Os estudos
de Fatima et a/ (2016) e Rahman ef al (2017) mencionam o facto de o tratamento prévio
da hidroxiapatite com zinco produzir uma maior resisténcia a dissolugdo acidica, idéntica
a produzida por concentragdes molares equivalentes de fltior (Fatima et al., 2016; Richard
J.M. Lynch, 2011; Rahman et al., 2019). Existe, por parte do id0 zinco, uma acao protetora
contra a desmineralizacao e, de modo consequente, contra o desenvolvimento da carie
dentaria (Fatima et al., 2016; Parkinson et al., 2018). Para além, em situagdo fisioldgica
de pH salivar, o 130 zinco apresenta a capacidade de inibir 50% da produgdo de acido
formado por streptococcus mutans. Quando conjugado com fluor, ¢ exibida uma agdo
bactericida (Fatima et al., 2016). Num estudo iz sifu foi demonstrado que a associagao de
zinco e flior em pastas dentifricas reduz a taxa de desmineralizacdo notavelmente e
promove a remineralizagdo, ndo sendo possivel obter o mesmo resultado somente com o
uso de fluor (Fatima et al., 2016; Richard J.M. Lynch, 2011). Nas pastas fluoretadas com
zinco e aminoacidos, os aminoacidos basicos inibem a formacdo de fluoreto de zinco,
aumentando a concentragdo deste 130 no estado livre (Arifa et al., 2019). O 130 zinco
retarda a remineralizacdo da lesdo de carie por parte do fluor, permitindo uma
mineralizagdo mais completa e profunda (Richard J.M. Lynch, 2011; Nasrine R.
Mohammed et al., 2015). Segundo Lynch (2011) e Fatima et al. (2016), a combinacdo do
zinco ¢ do fluor ¢ mais eficaz na redugdo da desordem da estrutura do cristal induzida
pela presenga de carbono na rede da HA.

Ademais, ¢ descrito que a utilizagdo de produtos contendo o ido zinco conduzem
a uma melhoria da halitose, redugdo da colonizagao bacteriana e desenvolvimento de
biofilme (Arifa et al., 2019; Richard J.M. Lynch & Duckworth, 2020; Parkinson et al.,
2018). A diminuicdo deve-se a inibi¢do da glicosiltransferase por parte do zinco,
conduzindo a diminuicdo do aparecimento de tartaro dentario. Como resultado, este 130
diminui a prevaléncia de problemas de saide oral comuns como a gengivite e a

periodontite (Fatima et al., 2016).
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I.3.0BJETIVOS DE ESTUDO

Pretende-se avaliar a microdureza de superficie do esmalte, pela incorporagao do

catido zinco na hidroxiapatite.

1.4.HIPOTESES DE ESTUDO

Formulam-se as seguintes hipoteses de estudo:

H1: As amostras desmineralizadas, e as amostras desmineralizadas e tratadas com
i0es fluoreto e metais monovalentes ndo apresentam diferencas significativas nos valores
médios de microdureza de superficie do esmalte;

H2: As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e 10es de calcio como
unico metal divalente presente apresentam valores de microdureza de superficie de
esmalte superiores aos das amostras desmineralizadas;

H3: As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e 10es zinco como unico
metal divalente presente apresentam valores de microdureza de superficie de esmalte

superiores aos das amostras desmineralizadas
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II. MATERIAIS E METODOS

II.1. DESENHO DE ESTUDO

10 molares
40 fragmentos 4x3mm

Materiais e Métodos

Esmalte s@o

10 Vickers

Solugdo tampao com &cido
lactico 50mM, pH 5, 6 dias

Agua destilada 2h

10 Vickers

Solugéo tampao com &cido
lactico 50mM, pH 5, 6 dias

Verniz Profluorid®
SA contendo CaCl, 6 dias

10 Vickers

Solugao tampéo com acido
lactico 50mM, pH 5, 6 dias

Verniz Profluorid®
SA contendo ZnCl, 6 dias

10 Vickers

Figura 1 - Desenho de Estudo

IL.2. TIPO DE ESTUDO E SELECAO DA AMOSTRA

Aplicando uma metodologia de investigacao quantitativa, foi realizado um estudo
observacional em 10 molares humanos intactos, livres de caries e de fraturas. A avaliagao
foi realizada segundo os critérios da OMS (Mendes et al., 2010). A partir dos dentes
recolhidos, realizaram-se 40 fragmentos de esmalte 4x3mm que foram aleatoriamente
distribuidos por 4 grupos de estudo: Grupo A (n=10), Grupo B (n=10), Grupo C (n=10)
e Grupo D (n=10).

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

mecanicos, a exce¢do dos comtemplados na higiene dentéria dos individuos.
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Quanto aos critérios de exclusdo: dentes com malformagdes, ndo integros, que
tiverem sido submetidos a tratamentos quimicos (branqueamento entre outros),
mecanicos (tratamento ortoddntico prévio, ou outros), ou eletromagnéticos (radiagdo

laser).

I1.3. LOCAL DE ESTUDO

O seguinte estudo observacional foi realizado no laboratério de materiais

dentarios do Instituto Universitario Egas Moniz no periodo entre julho e agosto.

I1.4. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido a Comissdo de Etica para a Satide da Egas Moniz e os
dentes manipulados foram cedidos pelo Banco de Dentes Humanos da Clinica

Universitaria Egas Moniz.

I1.5. PREPARACAO DA AMOSTRA

Apo6s a selecdo dos molares, os calculos dentarios e outros detritos organicos
remanescentes foram removidos com o recurso a curetas periodontais gracey (Caneppele
et al., 2012; Cassiano et al., 2017; Jo et al., 2014). Posteriormente, no Banco de Dentes
Humanos da Clinica Universitaria Egas Moniz, foram desinfetados e preservados em
cloramina trihidratada a 1% até a execugao dos cortes.

Apbs, os fragmentos foram polidos sob refrigeracdo constante na maquina
polidora LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca) a 40 rotagdes por minuto (rpm)
(figura 2) (Batista et al., 2016; Baumann et al., 2016; Caneppele et al., 2012; X. Wang et
al., 2011). Executamos este polimento para a obtengao de uma superficie lisa e
homogénea e, consequentemente, diminuir a probabilidade de divergéncia de resultados
e melhorar a precisdo das medigdes (Arafa, 2017; lonta et al., 2019; Mohd Said et al.,
2017)(Ionta et al., 2019). Este polimento tem também o proposito de remover a camada
aprismatica e densamente mineralizada do esmalte que se origina no final da amelogénese
(Arafa, 2017; Elkassas & Arafa, 2014; Mohd Said et al., 2017). Apesar desta camada nao

ser frequentemente encontrada na superficie de dentes definitivos comparativamente aos
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seus antecessores, ¢ sabido que este esmalte aprismatico ¢ gradualmente desgasto durante

a mastiga¢cdo, mas em areas protegidas ¢ mantido (Elkassas & Arafa, 2014).

LaboPol-4

Figura 2 - Maquina de polimento LaboPol-4® usada no
polimento dos espécimes

Seguiram-se as marcacgdes da linha da juncao amelocimentaria, da linha localizada
a4 mm acima da mesma e trés linhas verticais com 3 mm de distancia. Em seguida, cada
molar foi colado com cera a um suporte de acrilico para a concretizacao dos cortes com
a utilizagdo do micrometro de tecidos duros (Naik et al., 2019) Accutom 50 (Struers A/S,
Ballerup, Dinamarca). Cada molar, inicialmente, foi seccionado longitudinalmente no
sentido mesio-distal, resultando duas fragdes, uma vestibular e uma lingual/palatina
(Abufarwa et al., 2018; Cassiano et al., 2017; Naik et al., 2019). Também cada por¢ao foi
segmentada no sentido vestibulo-lingual/palatino(Rizvi et al., 2016), resultando 4
fragmentos com 3 mm de largura. Por fim, foi realizado o corte ao nivel da linha
amelocimentéria com o proposito de eliminar a por¢ao radicular (figura 3) (Cassiano et

al., 2017). No total, obtiveram-se 40 espécimes.
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11 v

Figura 3 - Preparagdo dos espécimes. I: Linhas marcadas no dente molar para efetuar a sua seccéo | II:
Micréometro de tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup) | III: Corte da coroa do dente no sentido
mesio-distal | IV: fragmentos obtidos apos o corte com

I1.6. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA

Apbs o polimento e corte dos 10 molares selecionados, obtivemos 40 fragmentos
de 4x3mm que foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos de estudo, assinalados
de AeD.

Grupo A (n=10) — fragmentos de esmalte sao (grupo controlo — esmalte sao)

Grupo B (n=10) — indugdo de lesdo de carie + agua desionizada (grupo controlo
negativo) — imersdo em solugdo tampao de acido lactico 50 miliMolar (mM) a pH 5
durante 6 dias seguido de imersdo durante 2 horas em agua desionizada a 37°C.

Grupo C (n=10) — indugao de lesao de carie + aplicagcdo de verniz Profluorid® +

saliva artificial contendo cloreto de calcio — imersdo em solucao tampao de acido lactico
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50 mM a pH 5 durante 6 dias. Posteriormente, procedeu-se a aplicacao do verniz fluoreto
de sodio 5% (figura 4) (Profluorid® Varnish, VOCO, Cuxhaven, Alemanha, lote
2003747, validade: 01/2022), segundo as instrugdes do fabricante, seguido de imersao em
saliva artificial contendo cloreto de calcio durante 6 dias a 37°C com renovacgao diaria

(figura 1).

0,40 ml
[tor] 2003747
Ty b
W 202201

}i-voco

I 11

Figura 4 - Solugdes. I: Verniz de floureto de sddio 5% utilizado neste trabalho (Profluorid® Varnish,
VOCO) | II: Imagem do modo de aplicacdo do verniz de fluor na face vestibular/lingual dos espécimes

Grupo D (n=10) — indugdo de lesdo de carie + aplica¢do de verniz Profluorid +
saliva artificial contendo cloreto de zinco + 4gua desionizada — imersdo em solugdo
tampao de &cido lactico 50 mM a pH 5 durante 6 dias. Posteriormente, procedeu-se a
aplicag¢do do verniz fluoreto de sddio 5% segundo as instrugdes do fabricante, seguido de
imersdo em saliva artificial contendo cloreto de zinco durante 6 dias a 37°C com

renovacao diaria.

IL.7. DESMINERALIZACAO DA AMOSTRA

I1.7.1. INDUCAO DE LESOES ARTIFICIAS DE CARIE DENTARIA

As lesdes artificiais de cérie foram induzidas pela imersdo dos 40 fragmentos em
30 ml de solugdo tampao de acido lactico 50 mM, pH 5, durante 6 dias a 37°C (figura 5)
(Abufarwa et al., 2018; Cardoso et al., 2014; Jo et al., 2014).
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Os alguns dos fatores que contribuiram para a selecao da exposi¢ao acida foram
0s seguintes: o streptococcus mutans ¢ considerado o microrganismo mais cariogénico e
prevalente no biofilme oral devido ao facto de produzir elevados niveis de acido lactico
resultantes da metabolizac¢ao de hidratos de carbono (Abou Neel et al., 2016; Al Harbi et
al., 2020; Orrego et al., 2017). Alias, esta bactéria notabiliza-se por conter uma proteina
responsavel pela aderéncia a superficie dentaria que tolera niveis de pH entre 4,5 e 5.
Deste modo, foi considerado relevante clinicamente o uso da solugdo de acido lactico de
pH 5, tendo em conta o facto de ter sido utilizado em investigagdes precedentes (Orrego

etal., 2017).

MIMD i
(Prof. Carla Ascenso) ineralizacao artificial

Desmineralizaco artificial
5% aiciais de carie - White Sp08)
Solucio de Acido

fietico 50 mM, pH 5
1‘4]72“

Saliva Artificial
1,25x slcaties
pH7

07.07.2020

II

Figura 5 - Solugdes utilizadas neste trabalho. I: Solugao mae de saliva artificial 1,25x
concentrada sem catides com pH 7 | II: Solugédo de acido lactico 50 mM com pH 5

I1.8. SOLUCOES REMINERALIZANTES

I1.8.1. SALIVA ARTIFICTIAL COM CaCl2

Com o objetivo de verificar o efeito na microdureza de superficie de esmalte da
incorporacdo de ido zinco na hidroxiapatite, preparou-se solu¢des onde varia a presenca

ou ndo deste oligoelemento, sendo utilizadas solu¢des com o ido calcio para o controlo
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positivo. Para a aplicacdo no grupo C, realizou-se uma solucao mae de saliva artificial
1.25x concentrada ¢, a 24 ml desta, realizou-se a dilui¢do com o recurso a 6 ml de solug¢ao
aquosa CaCly*2H,0 5x concentrada mantendo a 37°C. A solug¢ao final continha 64,08 uM
Na,S*9H20 (sulfito de sddio nano-hidratado), 6,84 mM NaCl, (cloreto de calcio), 5,36
mM KCI (cloreto de potéssio), 2,112 mM NaH,PO4¢H,0 (di-hidrogenofosfato de sodio
di-hidratado), 16,65 mM Ureia, 2,88 mM Na,HPO4+2H,O (hidrogenofosfato de sodio di-
hidratado) e 5,4 mM CaCl». (Cardoso et al., 2016; Urban et al., 2009)

11.8.2. SOLUCAO DE SALIVA ARTIFICIAL COM ZnClz

A solucao de saliva artificial possuindo o metal divalente zinco foi utilizada no
grupo D. Esta solucdo foi preparada com 24 ml da solugdo mae e 6 ml de cloreto de zinco
anidro a 98% a uma temperatura constante de 37°C. A solugdo final contém 64,08 uM
Na,S*9H20 (sulfito de sddio nano-hidratado), 6,84 mM NaCl;, (cloreto de calcio), 5,36
mM KCI (cloreto de potéssio), 2,112 mM NaH,PO4¢H,0 (di-hidrogenofosfato de sodio
di-hidratado), 16,65 mM Ureia, 2,88 mM Na,HPO4+2H,0 (hidrogenofosfato de sodio di-
hidratado) e 5,4 mM ZnCl, (Cardoso et al., 2016; Urban et al., 2009).

Figura 6 - Cloreto de zinco anidro (98%) utilizado na preparagao
da solugdo de saliva artificial contendo Zn?*" do grupo D;
Fornecedor Chem-Lab NV
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I1.9. ANALISE DE MICRODUREZA DE SUPERFICIE

A microdureza superficial foi medida recorrendo ao teste de Vickers (HSV-30®,
Shimadzu Corporation, Toquio, Japdo), posicionando a superficie da amostra
perpendicularmente ao longo eixo do indentador de diamante Vickers (Arafa, 2017). Este
exerce uma pressao de SO0mN durante 15s (Baumann et al., 2017). Foram realizadas 5
indentagdes em cada espécimen e considerado o valor médio (pentaplicados) na anélise
estatistica dos resultados de cada grupo (Caneppele et al., 2012; Cassiano et al., 2017).
De forma a minimizar quaisquer erros de medi¢do, as indentagdes foram realizadas pelo
mesmo examinador e com prévia calibragdo da maquina (Arafa, 2017; Mohd Said et al.,

2017).

Ehe adhesive may pr

pite of these twotech

|| I

Figura 7 - Analise da microdureza de superficie de Vickers. I: Equipamento HSV-30®,
Shimadzu Corporation | II: Observagéo da indentagéo | III: Indentagdo com forma
tetrapiramidal
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ITII. RESULTADOS

Apbs o procedimento experimental descrito previamente, procedeu-se a analise
de cada fragmento recorrendo ao teste de microdureza de Vickers, obtendo resultados em
dureza Vickers (HV). Foram executadas 5 indentagdes com o propodsito de alcangar a
média de microdureza de cada espécime, sendo assim possivel minimizar erros
associados a imperfeicdes de superficie. De forma a examinar a semelhanga dos valores
obtidos, os 4 grupos, compostos por 10 fragmentos cada, foram analisados por aplicagdo
do teste paramétrico ANOVA a um fator (intervalo de confianca 95%) (software SPSS).

Os resultados da andlise descritiva dos valores médios dos 4 grupos de estudo,

assinalados de A a D, encontra-se presente na Tabela 1:

Tabela 1 - Valores obtidos na anélise descritiva de cada grupo de estudo

95% Intervalo de confianca de média
Grupos N Média Desvio Padréo
Limite Inferior Limite Superior
A 10 518,620 4,4726 515,421 521,819
B 10 320,200 5,7240 316,105 324,295
C 10 500,120 4,1986 497,116 503,124
D 10 409,920 4,6878 406,567 413,273

O grupo de esmalte sdo, identificado como grupo A, demonstrou um valor de
dureza 518,620 + 4,4726.

O grupo B, correspondente ao grupo sujeito apenas a desmineralizacdo com
solugdo de acido lactico, apresentou valores de dureza de 320,200 + 5,7240.

O grupo C, correspondente ao grupo submetido a desmineralizagdo, seguido da
aplicacdo de verniz de fluoreto de s6dio 5% e posterior imersdo em saliva artificial com
cloreto de calcio, obteve uma dureza de 500,120 + 4,1986.

Por fim, o grupo D, que corresponde ao grupo sujeito a desmineralizacdo com

acido lactico, seguido da aplicacdo de verniz de fluoreto de sdédio 5% e posterior imersdo
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em saliva artificial com cloreto de zinco, demonstrou uma dureza média de 409,920 +
4,6878.
De modo a demonstrar as diferencas entre as médias dos 4 grupos de estudo,

realizou-se um grafico comparativo que se encontra exposto na figura 7.

550

500

450

400

MEDIA MIDRODUREZA

350

300
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

GRUPOS

Figura 8 - Grafico comparativo das médias de dureza de superficie dos diferentes grupos

A aplicagdo do teste paramétrico ANOVA a um fator depende de requisitos como
a independéncia e normalidade das amostras assim como a homogeneidade das
variancias. A realizacdo de 40 fragmentos e a sua distribui¢ao aleatéria pelos diferentes
grupos de estudo garantiu a independéncia da amostra. Devido a pequena dimensdo de
cada grupo, recorreu-se a aplicagdo do teste de Shapiro-Wilk para a determinagdo da
normalidade da amostra. Para um nivel de confianca definido por 95%, os resultados
demonstraram que todos os grupos sao normais com valores de significancia superior a

0,05 (p>0,05) como demonstra a Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultados obtidos com a aplicagdo do teste de normalidade Shapiro-Wilk

Shapiro - Wilk
Grupos
Estatistica N Significancia

© A 0,909 10 0,271
N
S B 0,956 10 0,735
8
§ C 0,936 10 0,510

D 0,925 10 0,401

Por fim, para o emprego do teste paramétrico ANOVA, ¢ necessario verificar a
homogeneidade das variancias dos diferentes grupos. Para tal, recorreu-se ao teste de
Levene alcancando os resultados expostos na Tabela 3. Uma vez que a significancia
obtida ¢ superior a 0,05 (p>0,05), concluimos que as varidncias das amostras sdo

homogéneas.

Tabela 3 - Resultados obtidos com a aplicagao do teste de homogeneidade de varidncias
de Levene (gl1=n° de grupos-1; gl2=n° de espécimes-n°® de grupos)

Estatistica de Levene gl g2 Significancia

0,178 3 36 0,911

Apo6s garantidos os pressupostos, aplicou-se o teste ANOVA a um fator para
analisar se as médias dos grupos diferem significativamente entre si. Foram estabelecidas
as seguintes hipoteses:

Ho: as médias dos grupos ndo diferem estatisticamente

Ha: as médias dos grupos diferem estatisticamente
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Tabela 4 — Resultados obtidos pela aplica¢do do teste ANOVA a um fator (one-way ANOVA)

gﬁ;’(’;’;a‘fj‘;z gl Quadrado Médio F Significancia
Entre grupos 250213,403 3 83404,468 3611,677 0,001
Nos grupos 831,348 36 23,093
total 251044, 751 39

De acordo com a Tabela 4, adquirida pela realizacdo do teste ANOVA a um fator,
obteve-se o valor de estatistica F de 3611,677 e um valor de significancia de 0,001
(F(3,36)=83404,468, p<0,001). Tendo em conta o valor p obtido, rejeitou-se a hipdtese
nula mencionada anteriormente, aceitando Ha. Conclui-se que existem diferencas
significativas na microdureza entre todos os grupos A-D.

Seguidamente, realizou-se uma analise mais rigorosa dos grupos de estudo de

pequenas dimensdes recorrendo ao teste de Bonferroni.

Tabela 5 - Resultados obtidos pela aplicagdo do teste Bonferroni (teste post-hoc)

Grupos Significancia (p-value)
Grupo A Grupo B 0,000
Grupo C 0,000
Grupo D 0,000
Grupo B Grupo A 0,000
Grupo C 0,000
Grupo D 0,000
Grupo C Grupo A 0,000
Grupo B 0,000
Grupo D 0,000
Grupo D Grupo A 0,000
Grupo B 0,000
Grupo C 0,000
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Este teste de comparagdo multipla de médias averiguou a existéncia ou
inexisténcia de diferencas significativas entre os valores médios dos pares de grupos
presentes neste procedimento experimental. Considerando um intervalo de confianga de
95%, o resultado do teste post-hoc foi um valor de p inferior a 0,05 para todos os grupos
(tabela 5), indicando que existem diferencas significativas para todos os pares de grupos.

Atendendo aos valores da analise descritiva, concluimos que o maior valor de
dureza de superficie foi obtido no grupo A (esmalte sdo), seguido do grupo C (saliva
artificial com cloreto de célcio), pelo grupo D (saliva artificial com cloreto de zinco) e,

por fim, pelo grupo B (somente desmineralizado).
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IV.DISCUSSAO

A integridade do esmalte dentario na cavidade oral ¢ influenciada pelo processo
dindmico que abrange periodos intercalados de desmineralizagdo e de remineralizacio
(Al Harbi et al., 2020; Arifa et al., 2019; Naik et al., 2019; Sombir Singh et al., 2016;
Veiga et al., 2016). Quando os periodos de desmineralizagdao sao predominantes, ocorre
uma reduc¢do do conteudo mineral e surge uma lesdo cariosa (Arifa et al., 2019; Pitts et
al., 2017). Numa fase inicial, a lesdo de carie podera ser revertida através de agentes
remineralizantes (Peres et al., 2019).

A remineralizagao corresponde ao procedimento de reparacao onde os ides calcio
e fosfato sdo depositados nas areas desmineralizadas da estrutura dentaria (Arifa et al.,
2019; PHilip, 2019). A presenca de certos ides no meio, como por exemplo o flor, auxilia
o processo de remineraliza¢do de lesdes de carie incipientes (Mohd Said et al., 2017,
Rahman et al., 2019). A avaliacao de altera¢des de conteudo mineral causadas por
processos de desmineralizagdo e remineralizacao do esmalte dentdrio pode ser realizada
recorrendo a analise de microdureza de superficie (Arafa, 2017).

Neste estudo, o objetivo correspondia a avaliagdo da capacidade remineralizante
do 130 zinco. Para tal, apds a desmineralizagdo artificial dos espécimes com acido lactico,
realizou-se a andlise quantitativa de microdureza da superficie através da técnica de
Vickers. Os valores de dureza do grupo A, correspondente ao esmalte sdo, apresenta uma
dureza média de 518,620 + 4,4726 HV, corroborante com outros estudos publicados
(Baumann et al., 2016, 2017). Os fragmentos de esmalte do grupo B foram somente
expostos a desmineralizagdo artificial, sendo por isso considerados grupo controlo
negativo do presente estudo. Como expectavel, a microdureza de superficie deste grupo
alcancou os valores mais baixos de toda a investigacdo devido a perda de densidade
mineral (Mohd Said et al., 2017). Os resultados do grupo B foram 320,200 + 5,7240 HV.
A comparacao entre os valores de microdureza médios do grupo A e B sugere ter ocorrido
desmineralizacdo e consequente diminui¢dao de microdureza de superficie.

Apo6s a inducdo da desmineralizagdao com acido lactico, foi aplicado verniz de
fluoreto de sddio a 5% (Profluorid® Varnish) nas amostras dos grupos C e D. A utiliza¢do
deste verniz aprovisiona o esmalte dentario de flaor, conduzindo a modificagdo do cristal
de hidroxiapatite para fluorapatite. Neste trabalho recorremos a fluorapatite de forma a

eliminar a dependéncia da disponibilidade de ides hidroxilo livres observada na
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hidroxiapatite, nao existindo necessidade de manipular o pH. A escolha desta
metodologia baseou-se também no seu €xito em diversos trabalhos anteriores (Abufarwa
et al., 2018; Molaasadolah, 2017; Shahmoradi et al., 2017).

A permuta de ides hidroxilo por ides fluoreto reduz a solubilidade do cristal e
aumenta a resisténcia a um subsequente ataque acido (Arifa et al., 2019; PHilip, 2019).
Como mencionado anteriormente, a presenca de fluor promove igualmente a
incorporagdo dos ides de calcio e fosfato na estrutura cristalina, aumentando o
crescimento de novos cristais de fluorapatite [Caio(POs)sF2] (Arifa et al., 2019). Todavia,
a formacgao deste cristal requer a existéncia de ides calcio ou de outros metais divalentes
para os substituir.

Seguidamente a aplicacdo de verniz de fluor, o grupo C foi imerso em saliva
artificial, a pH 7, contendo ides calcio de modo a simular o ambiente natural presente na
cavidade oral. Este grupo apresentou 500,120 +4,1986 HV, o segundo valor mais elevado
de todo o estudo, comprovando a hipdtese 2 (pagina 33). Este facto expressa-se pela
presenga de calcio, fosfato e fluor, componentes essenciais no processo de
remineralizacdo dentéria (Naik et al., 2019; Shen et al., 2018). Segundo Ionta et al. (2019),
o uso de produtos de higiene oral que contém célcio aumenta a retencdo e
biodisponibilidade do fluoreto na cavidade oral. Por sua vez, este acontecimento ocorre
devido a formacao do precipitado fluoreto de célcio nas camadas superficiais do esmalte
(Sombir Singh et al., 2016). O aumento de microdureza de superficie pode ser explicado
pela incorporacdo deste precipitado nos locais afetados pela exposi¢do ao acido latico,
ocorrendo a formacao de fluorapatite (Shahmoradi et al., 2017).

O grupo D, exposto a saliva artificial contendo zinco em vez de calcio, obteve um
valor de microdureza de superficie de 409,920 + 4,6878 HV. Realizando a comparacdo
entre o grupo B (amostras desmineralizadas) e D, observamos um valor superior de
microdureza associado ao grupo D, sugerindo que existiu também remineralizacdo neste
grupo — confirmac¢ao da hipotese 3 (pagina 33). O ido zinco ¢ um oligoelemento
fundamental para o corpo humano, sendo responsdvel pelo seu crescimento e
desenvolvimento (Fatima et al., 2016; Richard J.M. Lynch & Duckworth, 2020). Este ido
¢ essencial para o normal funcionamento de iniimeras proteinas e enzimas, influencia
acdo osteoclastica e a biomineralizacdo (Fatima et al., 2016; Richard J.M. Lynch &
Duckworth, 2020; Rahman et al., 2019). Lynch (2011) e Rahman et al (2019) mencionam
nas suas publicagdes que ocorre uma competi¢ao entre o ido zinco e o calcio por locais

comuns de captagdo. Por sua vez, esta competi¢ao indica uma forte possibilidade do zinco
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influenciar a remineralizagao do esmalte dentario, estrutura onde o calcio ¢ o componente
mais abundante (Fatima et al., 2016; Lacruz et al., 2017; Richard J.M. Lynch &
Duckworth, 2020; Nasrine R. Mohammed et al., 2015; Nurbaeva et al., 2017; M. U.
Pathak et al., 2016; Rahman et al., 2019). Na presenca de esmalte desmineralizado, pode
ocorrer o preenchimento das lacunas de calcio na rede da hidroxiapatite pelo zinco, o que
se traduz numa remineralizagdo do tecido duro dentario (Matsunaga et al., 2010; Rahman
et al., 2019). Quando ocorre a conjugacao de fllior e zinco, estes ides atuam de forma
sinérgica quer na desmineralizacdo como na remineralizagao (Lippert, 2012; R.J.M.
Lynch et al., 2011; Richard J.M. Lynch, 2011; Richard J.M. Lynch & Duckworth, 2020;
N.R. Mohammed et al., 2014).

49



Estudo do efeito da hidroxiapatite modificada com zinco por andlise da microdureza de superficie do esmalte

50



Conclusdo

V. CONCLUSAO

No presente estudo, dois grupos foram sujeitos a solucdes de saliva artificial apds
a sua desmineralizagdo. Ambos os grupos, nomeadamente C e D, obtiveram resultados
superiores aos alcangados pelo grupo que sofreu somente desmineralizagdo (grupo B).
Esta divergéncia ¢ compativel com a remineralizagdo dos grupos em questao. No entanto,
nenhum grupo alcangou os valores obtidos no grupo de esmalte sdo (grupo A).

Quanto a hipotese 1, recorreu-se ao teste ANOVA que demonstrou diferengas
significativas nos valores médios de microdureza de superficie do esmalte entre os
diversos grupos presentes no estudo, ou seja, esta hipotese ndo se verificou. As restantes
hipoteses foram comprovadas.

Neste estudo, pretendia-se avaliar a microdureza de superficie do esmalte, pela
incorpora¢do do catido zinco na hidroxiapatite.

Amplamente estudada, a formagdo de fluorapatite com calcio traduz-se num
aumento da microdureza de superficie do esmalte. Nao obstante, o zinco também
demonstrou provas sugestivas de aumento de dureza. Contudo, estdo ausentes estudos
conclusivos que exibam a incorporacdo deste 130 na estrutura cristalina. Sdo necessarias
mais investigagdes nesta area de forma a esclarecer o papel do zinco na remineralizagdo

dentdaria, se o hé, e, caso possua, como atua e qual a sua eficdcia neste processo.
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