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RESUMO

Dias PEM. Estimativa da idade através das linhas incrementais de cemento
[dissertacéo]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2010.

A estimativa de idade pela contagem das linhas incrementais de cemento
(LC) adicionadas a idade média de erupcdo do dente analisado € um método tido
como preciso e confidvel por alguns autores, enquanto outros o rejeitam afirmando
ndo haver forte correlagdo entre idade real e estimada. O objetivo do estudo foi
avaliar a técnica descrita e verificar se ha influéncia de patologias bucais na
estimativa de idade, analisando-se, além do numero de LC, correlacdo entre
espessura de cemento e idade real. Foram preparadas por desgaste 31 laminas
transversais, de aproximadamente 30 um, de 25 dentes recém extraidos. As laminas
foram observadas, fotografadas e medidas em microscopia Optica. As LC das
imagens foram realgadas com uso do software Image J 1.43s e as contagens foram
feitas por um observador e dois observadores-controle. Houve correlagédo moderada
de 0.58 para toda a amostra, com erro médio de 9,7 anos. Para dentes com
alteragbes periodontais, a correlacdo foi de 0.03 e erro médio de 22,6 anos. Para
dentes sem alteragBes periodontais, a correlacdo foi de 0.74 e erro médio de 1,6
anos. A espessura de cemento teve correlacdo com idade real de 0.69 para toda
amostra, 0.25 para dentes com problemas periodontais e 0.75 para dentes sem
problemas periodontais. A técnica das LC associada & medicdo de espessura de
cemento mostrou-se confidvel para dentes sem patologias periodontais, porém em
dentes com patologias periodontais ou histérico/quadro clinico desconhecido,

recomenda-se a realizacdo de exames macroscopicos conjuntos para comparagao.

Palavras-Chave: Estimativa de idade. Linhas incrementais. Odontologia Legal.

Cemento dentério. Identificacdo humana.



ABSTRACT

Dias PEM. Age estimation through incremental lines in cementum [dissertation]. S&o
Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2010.

Age estimation by counting incremental lines in cementum added to the
average age of tooth eruption is considered an accurate and reliable method by
some authors, while others reject it stating no strong correlation between estimated
and actual age. The aim of this study was to evaluate this technique and check the
influence of oral conditions on age estimation by analyzing both the number of
cementum lines as well as the correlation between cementum thickness and actual
age, on diseased teeth. Thirty one undecalcified ground cross sections of
approximately 30 um, from 25 freshly extracted teeth were prepared, observed,
photographed and measured. The images were enhanced with the use of software
and the counts were made by one observer and two control-observers. There was
moderate correlation ((r)=0.58) for the entire sample, with mean error of 9.7 years.
For teeth with periodontal pathologies, the correlation was 0.03 with a mean error of
22.6 years. For teeth without periodontal pathologies, the correlation was 0.74 with
mean error of 1.6 years. There was correlation of 0.69 between cementum thickness
and actual age for the entire sample, 0.25 for teeth with periodontal problems and
0.75 for teeth without periodontal pathologies. The cementum lines technique
associated with the measurement of cementum thickness was reliable for teeth

without periodontal pathologies, but in periodontally diseased teeth or teeth with



unknown history/clinical background, parallel macroscopic examinations should be
conducted.

Keywords: Age estimation. Incremental lines. Forensic Dentistry. Dental cementum.

Human identification.
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1 INTRODUCAO

A Identificacdo Humana é uma das &reas de competéncia do cirurgido-
dentista (CD) especialista em Odontologia Legal. A unicidade da denticdo humana,
com atributos singulares verificados na anatomia dentaria e tratamentos anteriores,
confere alto grau de confiabilidade ao exame de identificacdo, com rapida obtencéo
de dados a baixos custos. Através de caracteristicas do sistema estomatognatico, é
possivel ainda, determinar o género, estimar a cor da pele, a estatura, a compleicao
fisica (bidtipo) e a idade de um individuo.

Particularmente, a estimativa da idade por pardmetros odontolégicos € um
exame pericial auxiliar no processo de identificagdo humana, que contribui para a
determinagdo da imputabilidade legal de adolescentes e jovens adultos de idade
desconhecida, e estudo da estimativa de idade com finalidades social e
previdenciaria. Além do mais, presta auxilio nas pesquisas arqueoldgicas.

A formacdo e desenvolvimento da denticdo humana apresentam estégios
bem definidos, que pela sua forte correlacdo com idade cronoldgica, séo utilizados
com bom grau de confiabilidade na estimativa da idade de jovens individuos, de
faixa etaria entre zero a 12 anos (Nolla, 1960)

Entretanto, este exame se torna mais complexo quando é necessario estimar
a idade de individuos adultos, com suas denti¢cdes ja formadas. Gustafson (1950)
propds um método para estimativa de idade de individuos adultos, através da
analise de alguns fatores exclusivamente dentarios como: grau de atricdo, aposicao
de dentina secundéria, grau de translucidez radicular, presenca e extensdo de
reabsor¢fes radiculares, espessura do cemento e salde periodontal. Até os dias
atuais o método proposto por Gustafson é referéncia para este tipo de pericia
odontolegal.

O método proposto por Gustafson e muitos outros subsequentes utilizados
atualmente, baseiam-se na andlise macroscopica morfolégica e/ou radiografica dos
elementos dentérios e suas alteragBes. Todavia, também h& disponiveis métodos
baseados em alteragbes microscopicas das estruturas dentarias, especificamente o
cemento.

A andlise histologica da quantidade e qualidade das linhas incrementais de

cemento (LC) depositadas ao redor das raizes dos dentes humanos também pode
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ajudar a estimar a idade de um individuo. Um processo fisiolégico aposicional faz
com que se possam observar novos pares de linhas incrementais (um claro e um
escuro) na superficie externa do cemento, ao longo do tempo. As LC usadas para
estimativa de idade sdo mais bem observadas no cemento acelular, presente nos
tercos cervical e médio das raizes dentarias. A contagem do numero de pares de
linhas incrementais claras e escuras, acrescidos a idade média em que o dente
analisado erupciona, fornece uma estimativa da idade cronoldgica do individuo.
Alguns autores apontam uma margem de erro significativamente baixa nesta
técnica, variando entre seis meses e trés anos (Kagerer; Grupe, 2001).

Jé outros autores obtiveram resultados com menor correlacdo entre namero
de LC e estimativa da idade para esta técnica, ou ndo conseguiram observar o
mesmo numero de linhas incrementais ao redor do mesmo corte histolégico, entre
outros resultados negativos, mostrando-se muito céticos quanto a confiabilidade do
método(Renz; Radlanski, 2006). De fato, a literatura expressa resultados e opinides
antag6nicos acerca da técnica e sua confiabilidade.

A base bioldgica para a formacao aposicional das LC ainda ndo é totalmente
entendida. Um estudo em cabras (Lieberman, 1994) demonstrou que fatores como a
qualidade nutricional e a dureza dos alimentos podem alterar, no cemento, a
mineralizacdo e densidade das fibras colagenas e, por conseguinte a espessura e
translucidez das LC ao microscépio polarizado. Em humanos, eventos de
envolvimento sistémico como gravidez, patologias renais e traumas esqueléticos,
alteram o0 metabolismo do calcio e podem originar linhas incrementais
hipomineralizadas espessas e dataveis (Kagerer; Grupe, 2001). Fatores indiretos,
como o frio, também podem alterar o metabolismo do calcio sistémico, via esfor¢co
muscular de tremor, dando origem a LC hipomineralizadas, também dataveis
(Cipriano, 2001).

O estudo histologico das LC pode, portanto, fornecer subsidios valiosos para
a identificacdo humana, que extrapolam a idade cronoldgica e sinalizam eventos in
vivo e sua época de ocorréncia.

Embora seja uma técnica que destréi a raiz dentaria, € aplicavel em todos os
tipos de dentes, e ndo hé& diferencas no padréo de formag&o anelar entre os géneros
masculino e feminino, de acordo com alguns autores(Jankauskas et al., 2001,

Wittwer-Backofen et al., 2004). Patologias orais, como caries, lesGes periapicais,
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problemas periodontais e alteragbes como a impactagéo/retencdo também podem
alterar este fendOmeno aposicional, ocasionando estimativas menos precisas. De
acordo com Kagerer e Grupe (2001), os resultados, nestes casos, se equivalem aos
mesmos atingidos com exames qualitativos macroscopicos (ex.: estudo das
sinostoses cranianas e translucidez do cemento apical).

Inicialmente utilizada por bidlogos e arquedlogos, por volta dos anos 50
(Laws, 1952), a técnica foi primeiramente aplicada na estimativa da idade de
diversas espécies de mamiferos, como focas, gazelas, ursos, alces, coiotes, entre
outros. Animais selvagens, cativos ou esqueletizados oriundos de sitios
arqueologicos puderam ter suas idades estimadas pela técnica. Em 1982, George G.
Stott fez o primeiro estudo da técnica em humanos.

No Brasil, ha poucas publicagbes sobre o tema, com destaque para o0s
professores Eliane Marques Duarte de Sousa (UFPB) e José Bento Alves (UFMG),
qgue chegaram a publicar um estudo em 1999 (Sousa et al.) com o professor George
G. Stott, o primeiro pesquisador a aplicar a técnica em humanos, constituindo-se
como a Unica publicagdo de autores brasileiros sobre o tema até abril de 2010.

Com este trabalho, espera-se avaliar a aplicabilidade e confiabilidade da
técnica a individuos brasileiros. A técnica descrita € seu uso como recurso para 0s
servicos nacionais de antropologia, paleodemografia e odontologia legal, figuram

entre os principais norteadores deste trabalho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CEMENTOGENESE E ANATOHISTOFISIOPATOLOGIA DO CEMENTO

O periodonto é definido por Junqueira e Carneiro (2008) como os tecidos
responsaveis por “manter o dente nos ossos maxilar e mandibular”, e que de acordo
com Ten Cate (2001) “apdiam e envolvem os dentes, 0s quais consistem no
ligamento periodontal, no 0sso que reveste o alvéolo e na gengiva que se encontra
em contato com o dente”.

Katchburian e Arana-Chavez (2004) ressaltam que o cemento faz parte do
periodonto de sustentacdo, e ndo do dente. O periodonto de sustentacdo é
composto por: cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. Estas estruturas tém
origem ectomesenquimal e dependem da formagao de dentina radicular e presenga
da bainha epitelial de Hertwig para seu desenvolvimento. A formagédo simultanea da
dentina radicular e do cemento, bem como a intima relagdo entre elas ap6s a
formacdo, podem levar a interpretagdo que o cemento € parte do dente. As fibras
coldgenas que se inserem tanto no osso alveolar quanto no cemento, sendo
posteriormente mineralizadas, formam as fibras de Sharpey.

Zander e Hurzeler (1958) estabeleceram a relacdo linear entre a idade
cronolégica de um individuo e crescimento continuo de cemento. Analisando 233
dentes unirradiculares com saude periodontal, os autores observaram que a
espessura do cemento humano formado entre as idades de 11 a 76 anos
praticamente triplicou. Esta taxa ndo foi a mesma para todas as areas do dente,
sendo menor perto da juncdo cementoesmalte e maior na &rea apical. Vale notar
gue o primeiro a notar o aumento da espessura do cemento com a idade foi
Broomel, em 1898.

Recobrindo a superficie radicular, o cemento tem composi¢cdo semelhante ao
tecido 6sseo embora ndo tenha vasos sanguineos e sistemas harvesianos. E
formado a partir da bainha radicular epitelial de Hertwig. Na fase de dentinogénese
radicular, o coldgeno depositado para a formagdo da superficie radicular é

depositado paralelamente & lamina basal da bainha radicular. A membrana desta
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bainha se rompe em seguida e secreta proteinas semelhantes ao esmalte. Esta
por¢cédo se mineraliza depois da dentina radicular propriamente dita, e de forma mais
intensa. Este fendbmeno forma uma camada mineralizada de cerca de 10 ym de
espessura, desorganizada, denominada camada hialina. A hip6tese mais aceita
afirma que a funcdo desta camada é promover a unido entre cemento e dentina
radicular. Assim, sobre esta superficie é depositado o cemento primario. A natureza
da camada hialina é alvo de controvérsias, por suas caracteristicas mistas:
mineralizagdo maior que a da dentina e do cemento, aspecto atubular como o
cemento e matriz organica com proteinas semelhantes ao esmalte (Ten Cate, 2001).
No dente ja formado, a regido de aspecto granuloso vista proxima a jungéo
cementodentindria constitui a Camada Granular de Tomes.

Quando o dente esta formado, irrompido e com o ligamento periodontal mais
organizado, os cementoblastos secretam matriz organica, que € mineralizada
posteriormente e agregada ao cemento. Quando o0s cementoblastos ficam
aprisionados na propria matriz que secretam, e posteriormente no cemento
mineralizado, diminuem sua atividade secretéria e transformam-se em cementoécitos,
que caracterizardo o cemento celular (Ten Cate, 2001).

O cemento pode ser classificado de acordo com Ten Cate (2001), por 03
fatores: época da formagdo (primario ou secundéario), presenca ou auséncia de
células na matriz (acelular ou celular) e origem das fibras colagenas da matriz
organica (intrinsecas, resultantes da atividade dos cementoblastos, ou extrinsecas,
resultantes da incorporagéo de fibras do ligamento periodontal), a saber:

1. Cemento primério acelular de fibras intrinsecas

2. Cemento primario acelular de fibras extrinsecas,

3. Cemento secundéario celular de fibras intrinsecas

4. Cemento secundario celular de fibras mistas

5. Cemento acelular afibrilar

O cemento acelular priméario de fibras intrinsecas e extrinsecas € analisado
nas pericias de estimativa de idade pelas linhas de cemento (LC) e € predominante
da margem cervical até o terco apical radicular, quando predomina a ocorréncia dos
cementos celulares citados acima (Ten Cate, 2001).

Lieberman (1994) destaca como fungéo priméria do cemento acelular manter

o dente em posicao para manter uma efetiva oclusdo. As camadas que constituem
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as LC séo depositadas por toda a vida. A microestrutura delas é influenciada em
grande parte pela orientacado das fibras de Sharpey, fibras colagenas extrinsecas
originarias do ligamento periodontal que sdo mineralizadas pelos cementoblastos.
As fibras extrinsecas de Sharpey se dispdem paralelamente umas as outras, e em
angulo obliquo em relacéo a jungdo cementodentinaria. J& as fibras intrinsecas dos
cementoblastos se dispdem em angulo reto com as fibras de Sharpey. Este arranjo
faz com que as forcas e tensbes oclusais sejam dissipadas eficientemente pela

superficie radicular em direcao ao periodonto e osso alveolar.

2.1.1 AlteracOes periodontais patologicas do cemento

As alterac6es patologicas do cemento e sua influéncia na estimativa da idade
ainda ndo sdo tema pacificado. O estudo destas condicdes pode ajudar a
compreender melhor os resultados obtidos na aplicacdo da técnica.

O estudo de Yamamoto et al. (1966), por microrradiografias de dentes com
doencas periodontais, localizou alteragdes progressivas na matriz organica do
cemento, algumas delas necroticas, associada a perda gradual do arranjo espacial
das fibras colagenas.

Ja Selvig (1966) constatou que a maior destruicdo de fibras colagenas na
superficie radicular de dentes com doenca periodontal ocorre abaixo do epitélio
juncional, a aproximadamente 18um de profundidade no cemento. Estas e outras
mudancas causaram alterac¢des da espessura do cemento de 40 a 100 um.

Em microscopia eletronica de varredura, Jones (1972) notou a presenga, em
superficies radiculares atingidas por doenca periodontal, de cavidades provocadas
por reabsorcdo de cemento, depressées com calculo dental, invasdo bacteriana e
fibras de Sharpey. Também foi possivel observar cemento normal com inser¢do de
fibras de Sharpey.

Armitage e Christie (1973) observaram microscopicamente raizes de sete
dentes com doencga periodontal e constataram a presenc¢a de vacuolos no cemento,

que seguiam padrdes morfoldgicos de matriz intrinseca. A hipGtese para este
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achado sugere que estes vacuolos sédo &reas de destruicdo de fibras coldgenas que
nado foram mineralizadas por completo.

Young (1973) examinou 24 raizes com doenga periodontal, em microscopia
de varredura, encontrando areas com cemento ausente (devido a raspagens) e
areas com presenca de fibras mineralizadas sem evidéncia de neoformacdo fibrilar.

Moreinos (1975) comparou as alteragdes microscopicas impostas a superficie
radicular, causadas tanto por curetas periodontais quanto por pontas de aparelhos
de ultrassom, ambos utilizados na terapéutica periodontal. Coletou sete dentes para
cada um dos cinco grupos utilizados no estudo. Trés grupos foram submetidos a
quantidades de movimentos da curetas diferentes: 10, 20 e 30 movimentos. Outros
dois grupos de dentes foram submetidos a terapia ultrassdnica com: 10-12 e 20-22
manobras da ponta do equipamento, respectivamente. Registrou em
fotomicrografias de microscopia éptica as alteracdes da superficie radicular sofridas
por dentes que sdo submetidos & terapéutica periodontal, entre elas a formagéo de
mossas e degraus, perda parcial de cemento por instrumentacido e exposicdo de
dentina subjacente por perda total de cemento.

Observacdes da superficie radicular de 20 dentes humanos, com doenca
periodontal, realizadas por Sottosanti e Garret (1975), verificaram que a espessura
do cemento variava entre 10 e 20 pym.

Karadzov et al. (1981) estudaram alteracdes qualitativas do cemento em
funcdo do tempo e evolugdo de doenca periodontal. Em microscopia Optica,
concluiram que a espessura do cemento se apresentou irregular, de acordo com a
periodicidade do processo inflamatorio.

Barton e Van Swol (1987) compararam em microscopia eletrGnica de
varredura, dentes saudaveis e dentes com doenca periodontal. Enquanto nos dentes
saudaveis se observou fibras inseridas no cemento, nos dentes com patologia se
observou superficie radicular com diversas convexidades e estruturas
desorganizadas e aglomeradas.

Kato et al. (1992) constataram que em dentes com doenca periodontal, o
cemento do terco médio radicular € menos espesso que em dentes saudaveis. Ja
em individuos com mais de 60 anos, os pesquisadores observaram que o cemento

da porcao apical € mais espesso.
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Kagerer e Grupe (2001) afirmam que quando h& um processo patolégico
periodontal, a degeneragéo progressiva do periodonto torna um dente cada vez mais
improprio para analise. H4 maior probabilidade de haver estimativas de idade menos
precisas (subestimativas) que em dentes sem problemas periodontais, ou mesmo
com presenca de problemas periodontais ou periapicais, mas que possuam pelo
menos uma raiz apropriada para analise.

Wittwer-Backofen et al. (2004), num estudo de validagdo com 363 dentes, ndo
concluiram que problemas periodontais possam afetar as estimativas pelo método
das LC.

Gokhan et al. (2004) pesquisaram as diferengas na espessura do cemento
entre 23 individuos diabéticos tipo 2 e nédo diabéticos. A idade média da amostra era
de 61,7 anos, e o0s 46 dentes extraidos eram premolares unirradiculares higidos. Os
dentes foram desmineralizados, corados com hematoxilina-eosina (HE) e
examinados em microscopia oOptica. A espessura do cemento foi medida em quatro
locais das raizes: camada mais espessa de cemento do apice da raiz (local 1), nivel
médioapical da raiz (local 2), meio da raiz (local 3) e metade médiocervical da raiz
(local 4). As espessuras médias em pm, entre os diabéticos tipo 2 e os néo
diabéticos foram respectivamente de 175 versus 113,1 para o local 1, 159,1 versus
98,1 para o local 2, 54 versus 87,5 para o local 3 e 24,5 versus 40,2 para o local 4.
Observou-se que nos locais 3 e 4, onde ha predominancia de cemento acelular, sua
espessura média € menor que nos individuos ndo diabéticos. J& nos locais 1 e 2,

predominantemente celulares, as espessuras médias dos diabéticos foram maiores.

2.2 HISTORICO DO USO DAS LINHAS INCREMENTAIS DE CEMENTO COMO
FERRAMENTA PARA ESTIMATIVA DE IDADE

2.2.1 Aplicagcbes em Zoologia e Zooarqueologia

Scheffer (1950) desenvolveu um método de estimativa da idade baseado na

observacéo de cortes transversais de dentes de focas selvagens (Callorhinus
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ursinus), especificamente em dentes caninos inferiores, regido radicular. Os dentes
analisados mostraram padrbes em forma de linhas incrementais claras e escuras,
destacadamente na dentina. O autor notou que nestes animais ha mudancas
sazonais nos padrdes de alimentacdo durante as épocas de acasalamento e
migragdo, sugerindo que este fator pode levar a alteracdes no processo de
calcificagdo dentaria observaveis macroscopicamente. Contando as linhas
incrementais de dentina, somados & época de erupcdo destes dentes, estimou a
idade destes animais em meses.

Laws (1952) observou padrbes anelares claros e escuros na dentina de 227
dentes de elefantes marinhos (Mirounga leonina). O pesquisador realizou cortes
transversais em caninos, que eram polidos e observados, mostrando diferengas na
estrutura dentinéria, correspondentes com as épocas de jejum anuais, acasalamento
e migracdo. Observou também que animais mais jovens passam por mais periodos
de jejum, que também puderam ser correlacionados e datados nos cortes dentarios.
Observou o autor que os caninos de elefantes marinhos erupcionam pouco tempo
apos o0 nascimento e crescem durante toda a vida do animal, fornecendo um
referencial estavel para a estimativa de idade até a época de obliteracdo da cAmara
pulpar por dentina secundéria. Houve correlagdo positiva entre a massa corporal e a
quantidade das LC, sugerindo que as épocas de crescimento, com maior
disponibilidade de alimento, influenciavam o processo de calcificacdo dentério de
maneira anual e ciclica. Também foi notado que a camada de cemento exibia
padrdes anelares, embora de analise e observacdo mais dificeis que os formados na
dentina.

Entre os anos de 1959 e 1980, varias espécies de mamiferos foram
estudadas utilizando-se a ocorréncia das linhas incrementais de dentina ou cemento
como critério para estimativa da idade: alce(Sergeant; Pimlott, 1959; Gasaway et al.,
1978), caribu (McEwan, 1963), bisdo (Novakowski, 1965) urso negro (Free; Sauer,
1966; Marks; Erickson, 1966; Sauer et al., 1966; Stoneberg; Jonkel, 1966), veado
(Ransom, 1966; Douglas, 1970; Lockard, 1972), coiote (Linhart; Knowlton, 1967), 21
espécies de mamiferos aquaticos (Klevezal; Kleinenberg, 1967), raposa (Monson et
al., 1973), lontra (Tabor; Wright, 1977), macacos japoneses (Wada et al., 1978),
esquilo (Fogl; Mosby, 1978) marmota (Stott et al., 1980. ) e macacos rhesus (Kay et
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al., 1984). Todos estes estudos encontraram correlacdo entre nimero de linhas
incrementais detectadas e idade do animal.

Lieberman et al. (1990) apontaram em seu estudo que o tipo de microscopia e
a técnica de preparo histologico podem fazer com que um mesmo anel de cemento
se apresente ora claro, ora escuro a observacdo. Identificaram quatro grandes
problemas que interferem na capacidade do pesquisador de identificar e interpretar
as estruturas aposicionais do cemento, principalmente do ponto de vista
arqueologico: mecanismos desconhecidos que alteram a formacéo e composigdo do
cemento; selecdo, manuseio e preparo das amostras; estado de conservagao das
amostras; subjetividade do pesquisador na interpretagdo das amostras. Visando
diminuir o problema da subjetividade do observador nas andlises, os autores
prepararam 20 dentes de 15 gazelas de data de morte conhecida e outros trés
dentes oriundos de sitios arqueolégicos. Foram feitos cortes longitudinais de
aproximadamente 100 ym, que foram fotografados sob microscopia polarizada nas
regibes com melhor visualizagdo. Foi utilizado o programa para andlise de imagem
de dominio publico Image 0.92, criado por Wayne Rasband, do National Institutes of
Health, dos Estados Unidos (NIH-USA). O software permitiu realgar as imagens
usando diferentes ferramentas que registram os valores relativos de luminéancia dos
pixels de uma imagem, numa regido pré determinada, traduzindo-os em gréaficos
(perfis de luminancia). Entre as ferramentas usadas e avaliadas estdo o aumento de
contraste (contrast enhancement), reducdo de ruido (noise reduction),
sombreamento (shadowing), pseudocoloragdo, aumento de nitidez (sharpening) e
suavizacdo (smoothing). Como hé variagbes entre os cortes obtidos, ndo foi
determinado pelos autores um protocolo especifico de uso do software, devendo o
mesmo sempre ser usado para realgar as linhas incrementais presentes nas
imagens. Além disso, os pesquisadores tomaram o cuidado de sempre se
certificarem que a Camada Granular de Tomes presente nas imagens estivesse
escura, para evitar inversbes de cor prejudiciais a contagem e interpretacao.
Concluiu-se que o realce de imagens por software apresenta vantagens, com 0S
perfis de luminancia possibilitando aos pesquisadores quantificar diferengas entre
linhas incrementais de uma imagem e entre diferentes espécies, além de favorecer

um meio conveniente de armazenamento de imagens.
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Lieberman (1994) elenca dois fatores priméarios para a formag¢édo das linhas
incrementais de cemento em animais: variagdo na mineralizagéo relativa das fibras
colagenas e variagdo na orientagdo das mesmas. Como fatores secundarios, elenca
aqueles que variam anualmente e assim agem indiretamente nos fatores primarios
de formagédo de LC: nutricdo (disponibilidade de alimentos de acordo com a
estagdo), forcas biomecéanicas (esforgos oclusais de acordo com tipo de alimentos
consumidos em maior quantidade) e ciclos hormonais. O autor analisou a influéncia
da alimentag&o nas LC de cabras. Numa populagéo de seis cabras (Capra hircus),
dividiu os animais em trés grupos. O grupo controle foi alimentado durante um ano
com alimentos de consisténcia dura e padrdo nutricional adequado. O segundo
grupo (grupo da dureza alimentar) foi alimentado com os mesmos alimentos do
grupo controle durante todo o ano, exceto entre os meses cinco a oito, quando foi
fornecido alimento triturado e amaciado. Ja o terceiro grupo (grupo do valor
nutricional) foi alimentado durante todo o ano com alimentos de valor nutricional e
consisténcia igual aos do grupo controle, exceto pelo periodo do més cinco ao més
oito, quando foi fornecido alimento de menor qualidade nutricional. Os tecidos
formados no periodo foram marcados com corante fluorocromo (oxitetraciclina,
calceina e alizarina), administrados via inje¢cdo subperitoneal. Os primeiros molares
das cabras, Unicos dentes em oclusdo durante o estudo, foram extraidos e suas
raizes fraturadas para observacdo em microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia polarizada. A microscopia polarizada, constatou-se que o grupo controle
originou, no periodo dos meses cinco a oito, LC translicidas. J& o grupo da dureza
alimentar teve formagdo de uma linha opaca. No grupo do valor nutricional houve a
formacdo de uma linha opaca de espessura menor que no Ultimo grupo. As analises
em MEV e microrradiografias demonstraram que o anel formado no grupo da dureza
foi causado por varia¢des na orientagéo das fibras colagenas e que aquele formado
no grupo do valor alimentar foi ocasionado por variagdo na mineralizag&o relativa do
cemento. Concluiu-se que o esforgo oclusal derivado de diferentes consisténcias
alimentares e fatores nutricionais influenciam a formacgéo de LC, via variagdo na
orientacdo de fibras colagenas do cemento e variagdo na mineralizacdo relativa do
cemento.

Cipriano (2001) estudou o cemento acelular de espécies de grande simios,

buscando averiguar se héa diferencas histoldgicas entre primatas selvagens de clima
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tropical e primatas cativos mantidos em regides de clima temperado. Os dentes de
animais selvagens foram obtidos de cole¢Bes museoldgicas, de animais abatidos em
seus habitats naturais, com registros de origem geografica, ano de “cole¢c&o”, género
e idade ao morrer conhecidos. No caso dos animais cativos, as idades dentarias no
momento de suas chegadas aos zooldgicos, adicionada aos anos em que |a viveram
até morrerem, aliadas as informagcdes sobre eventos em vida fornecidos pelos
proprios zoolégicos, serviram como controle para os dentes coletados destes
animais. Foram preparadas quatro sec¢des mineralizadas transversais de 70 um de
espessura por cada dente, limpas em banhos ultrassonicos de 30 min, desidratadas
em alcool e montadas em laminas. As laminas foram observadas em microscopia de
contraste de fase, fotografadas em diversas regides e as contagens foram feitas pelo
menos por cinco vezes por observador, sem 0s mesmos terem acessos aos dados
dos individuos que estavam sendo analisados. A maior parte das laminas
preparadas revelou imagens satisfatérias das linhas incrementais de cemento destes
animais. Os animais selvagens apresentaram linhas incrementais claras e escuras
bem diferenciadas e com espessuras regulares, ao passo que 0s animais cativos
mostraram irregularidades na diferenciagdo e espessura das linhas incrementais.
Quatro dos cinco animais cativos tiveram suas idades estimadas com bastante
precisdo, enquanto o quinto individuo apresentava pobre conservacdo do cemento.
Dos animais selvagens, quatro dos onze tiveram suas idades superestimadas.
Algumas diferengas na imprecisdo das estimativas de idade dos animais selvagens
podem ser explicadas por diferengas no modo de vida destes seres nos habitats
naturais (disponibilidade de alimentos, menor tendéncia a aumentar massa corporal)
em relagdo aos animais cativos, com acesso mais regular a alimentos com as
mesmas caracteristicas nutricionais e menor exposicdo a intempéries. Um dado
marcante presente em quatro dos cinco animais cativos foi um anel claro que pdde
ser precisamente datado como sendo formado no ano de 1963, ano de inverno
rigoroso no hemisfério norte. Estes resultados sugeriram que no frio, 0 metabolismo
do célcio se altera, ja que este mineral sofre redu¢fes em seu nivel sérico devido ao
processo de contragdo muscular dos tremores, dando origem a linhas incrementais
de cemento hipomineralizados.

Nakanishi et al. (2009) realizaram um estudo de estimativa de idade de gatos

selvagens japoneses de Iriomote (Prionailurus bengalensis iriomotensis), usando as
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LC. Levando em conta os fatores sazonais do meio ambiente (clima, disponibilidade
de alimento, entre outros), determinaram que as LC que ficam mais escuras no
processamento histolégico aparecem entre fevereiro e setembro, entre os animais
machos. As cronologias de erupgdo de dentes permanentes e de fechamento de
apices dentarios levaram os autores a concluir que a primeira LC escura aparece
entre o segundo inverno e a terceira primavera de vida nestes animais. Presumindo
gue estes animais nascem em abril, basta adicionar um ao nuimero de LC
observadas em cortes de caninos para que uma adequada estimativa de idade seja
feita, observam os pesquisadores. Este fato foi confirmado por exames em animais
de idade conhecida, levando a conclusdo que a técnica das LC aplicada a estes

felinos constitui um meio confiavel de estimativa de idade.

2.2.2 Aplicagdes da técnica em Odontologia Forense, Arqueologia e

Paleodemografia

Gustafson (1950) foi o primeiro a relatar o uso da largura da camada de
cemento em humanos para estimativa da idade, num método que também avaliava
fatores como atricdo dentaria, deposicdo de dentina secundéria, translucidez e
reabsor¢éo radicular e grau de saide periodontal.

Stott et al. (1982) fizeram o primeiro estudo dos linhas incrementais de
cemento em humanos. Dentes oriundos de trés cadaveres de idade conhecida foram
cortados transversalmente a aproximadamente 100-150 ym. Notaram que as LC
humanas mais visiveis se localizavam ndo somente nas faces radiculares linguais ou
vestibulares, mas também se estendiam para as faces proximais. Preferiram cortes
transversais aos longitudinais, pois os ultimos ndo mostravam boa diferenciacdo
entre as LC. Apontaram que séries de cortes transversais ndo somente informariam
mudangas no cemento ao longo da raiz (como nos cortes longitudinais), mas
também uma avaliacdo do perimetro total da raiz em determinado nivel de corte.
Mais de um dente do mesmo cadaver foi seccionado em diversos pontos da raiz a
partir de dois milimetros do &pice, e os cortes mineralizados foram corados com

vermelho alizarina. As laminas obtidas foram fotografadas em preto e branco e as
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linhas incrementais escuras foram contadas em fotografias ampliadas. Observaram
a dificuldade de se obter LC diferenciadas em regides de furca e que, comparados
com outros animais, as LC de humanos eram muito mais numerosas e proximas
entre si. Os resultados apontaram uma estimativa de idade precisa nos trés
individuos estudados. Ao contrario do que se acreditava, este trabalho mostrou a
presenca das linhas incrementais de cemento em humanos e a viabilidade do
método em espécies de mamiferos que ndo hibernam ou migram sazonalmente.

Naylor et al. (1985) apontaram que as LC de humanos s&o menos
diferenciados que em animais com grandes mudangas alimentares sazonais (ex.:
focas e ursos). Visando uma melhor diferenciacdo das linhas incrementais humanos,
apresentaram uma técnica com boa repetibilidade para evidencia-los. Fizeram cortes
radiculares transversais de 100 ym, limparam os mesmos com alcool 70% e banho
ultrassénico por 30 s. Coraram as pecas com cresil violeta e montaram laminas
microscopicas, que foram fotografadas em microscopia de Nomarski. A contagem
das linhas incrementais foi feita em fotografias ampliadas. Notaram que as LC eram
mais bem visualizadas em &reas mesiovestibulares e distolinguais de cortes
transversais, ao invés de longitudinais. Os autores concluiram que séries de cortes
transversais possibilitam uma série de observages em diferentes niveis ao longo da
raiz, em regides que nem sempre sdo observaveis em cortes longitudinais.

Charles et al. (1986) avaliaram uma amostra de 42 pares de caninos e
primeiros premolares inferiores de idade conhecida para testar a confiabilidade, erro
do observador e variabilidade na contagem dos linhas incrementais entre dentes do
mesmo individuo. Compararam ainda duas técnicas de preparo histologico: sec¢des
transversais mineralizadas de 80 um coradas com vermelho alizarina versus
secgdes longitudinais desmineralizadas de 7 um e coradas com hematoxilina. Foram
feitos dois slides fotograficos para cada dente, das areas de cemento acelular que
mostravam a mais clara distingdo entre linhas incrementais escuras e claras a
microscopia oOptica. Os slides foram projetados em 22 x 28 cm e as contagens foram
feitas. Dois observadores fizeram diversas contagens de cada slide até que se
chegasse a um resultado consistente, que foi registrado como o escore daquele
slide para aquela contagem. Duas observagdes independentes foram feitas pelos
dois observadores, com as laminas aleatoriamente distribuidas. Somente os dentes

em que os dois observadores fizeram as duas contagens independentes de cada
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slide foram analisados. Dentes com definicAo pobre ou inconsistente das linhas
incrementais foram descartados. Preferiram o uso de secc¢bes desmineralizadas,
que de acordo com o0s autores, parecem ter mais repetibilidade nas contagens.
Registraram nesta técnica erro interobservador e intraobservador bem menores do
que nas contagens das laminas mineralizadas. Diferentes modelos de numero de
lAminas, namero de observadores e numero de contagens foram propostos, e o
aumento de eficiéncia em relagdo ao modelo de uma lamina, um observador e uma
contagem foram estimados. Concluiram que podiam melhorar a eficacia das
contagens aumentando o numero de ldminas desmineralizadas ao invés de
aumentar o niumero de observadores, embora a primeira alternativa seja até cinco
vezes mais cara. Também concluiram que aumentar o nimero de contagens por
observador tem pouco ou nenhum efeito na eficiéncia das contagens.

Condon et al. (1986) avaliaram a técnica de estimativa de idade pelos linhas
incrementais de cemento numa amostra de 80 premolares de individuos de idade
conhecida, provenientes de extracfes clinicas, em sec¢fes desmineralizadas de 7
Mm coradas com hematoxilina. Fizeram diversas contagens da mesma lamina até
que um resultado consistente fosse alcancado. A média destes resultados
consistentes foi considerada o escore de linhas incrementais para aquela
determinada seccdo. Ao adicionarem as contagens de linhas incrementais a idade
média em que tais dentes erupcionam, obtiveram a contagem ajustada. Retiraram
da amostra trés individuos sem definicdo microscopica de estrutura cementaria e
outros quatro individuos que apresentaram possiveis casos de duplicacéo das LC e
consequente contribuicdo negativa para as andlises estatisticas. Observaram uma
correlacdo entre a idade e a contagem de (r)=0.78 para a amostra inteira (n=73) e de
(r)=0.86 numa amostra que excluia dentes com problemas periodontais (n=55). O
erro padrdo das estimativas variou entre 4,7 a 9,7 anos dependendo do sexo do
individuo e condicdo do dente, sendo que as estimativas para o sexo feminino foram
significativamente melhores do que para o sexo masculino. O erro médio absoluto
da técnica foi de 6,0 anos com erro médio de 0,26 anos.

Lipsinic et al.(1986) coletaram 31 primeiros premolares sem evidéncias
clinicas e/ou radiogréficas de alteragbes periodontais, extraidos de pacientes sem
patologias sistémicas, para um estudo de validacdo da técnica de estimativa de

idade pelas linhas incrementais cementarias numa populacdo maior do que a
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estudada por Stott et al. (1982). Os autores relataram desvantagem ao observarem
lAminas de sec¢des mineralizadas, devido a artefatos de técnica e dificuldade para
se contar as linhas incrementais. Todavia, ldaminas de cortes transversais de 5 pm,
desmineralizadas e coradas com hematoxilina e eosina resultaram em linhas
incrementais facilmente contaveis. Trés observadores fizeram as contagens no
microscopio optico em aumento de 100 vezes. Pelo menos dois cortes, oriundos de
diferentes regibes do terco radicular médio, por dente foram avaliados. Cada
observador registrou nimero maximo de linhas observadas em todas as contagens
para cada dente. A média das contagens entre os trés observadores foi feita para a
analise dos resultados. A esta média se adicionou a idade média de erupg¢ao dos
primeiros premolares superiores para se alcangar a estimativa de idade para as
amostras. Os resultados mostraram que a eficiéncia da técnica diminuia a medida
que a idade aumentava, mais especificamente a partir dos 30 anos de idade,
resultando em subestimativas de idade. Este dado sugere uma diminuicdo no
nimero de linhas incrementais de cemento com a idade, de acordo com o0s
pesquisadores. Os autores concluiram que estimar a idade a partir de linhas
incrementais de cemento de primeiros premolares superiores, com laminas
desmineralizadas de 5 ym e coradas com hematoxilina e eosina ndo € um método
confidvel e sugeriram mais estudos com outros grupos de dentes e faixas etérias.

Lucas e Loh (1986) verificaram a ocorréncia das LC em 41 dentes de
individuos portadores de documento de identidade da populacdo de Cingapura. O
objetivo do trabalho foi verificar se as LC s&o formadas anualmente. Os dentes
foram cortados transversalmente, sendo que alguns foram corados com vermelho de
alizarina. Um observador em cego contou as linhas, reportando dificuldades em
contd-las. A hipdétese de que as LC sdo formadas anualmente ndo pdde ser
sustentada neste trabalho, ja que correlacdo entre idade estimada e idade real n&do
foi alta ((r)=0.535).

Miller et al. (1988) tentaram validar a técnica de estimativa da idade pela
contagem de linhas incrementais de cemento numa amostra maior do que as
estudadas por Stott et al. (1982) e Lipsinic et al. (1986). Coletaram 100 dentes
extraidos de 100 individuos diferentes, de idade entre nove e 97 anos. Observaram
gue seccbes transversais de 350 ym de espessura, mineralizadas e polidas com

pasta diamantada produziam as melhores imagens das linhas incrementais. Os
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autores utilizaram uma seccdo de um dente por individuo. Observadas ao
microscopio, as regides com mais linhas incrementais foram fotografadas em filme
preto e branco e projetadas numa tela para contagem. A contagem foi iniciada a
partir da primeira linha escura a partir da camada granular de Tomes. Quatro
observadores analisaram as imagens separadamente. A idade estimada foi o
resultado da média dos escores dos observadores adicionada a idade média de
erupcdo do dente. Nao foram vistas linhas incrementais contaveis em 29 imagens,
apesar do acabamento e polimento. Somente 5,7% das amostras estimaram idade
dos individuos com intervalo de cinco anos de variagdo. Mais de 85% das amostras
estimaram a idade incorretamente, com intervalos de mais de dez anos. Notou-se
maior correlacdo entre a estimativa e a idade conhecida na faixa etéria abaixo de 35
anos. A partir da analise dos dados de 71 individuos, os autores concluiram que
estimar a idade humana pelas LC néo é possivel.

Grosskopf (1989), em trabalho de ordem técnica, demonstrou a ocorréncia
das LC em individuos carbonizados, especulando seu potencial positivo para as
pericias odontolegais de identificagdo humana neste tipo de vitimas.

Solheim (1990) estudou a espessura do cemento em 1000 dentes humanos
de uma amostra de individuos leucodermas. Apontou correla¢do positiva ((r)= 0.40 a
0.65) entre idade e a soma da espessura do cemento medido em faces vestibular e
lingual de regides radiculares no limite entre terco médio e terco apical, bem como
observou uma taxa reduzida de aposi¢cdo cementaria em idosos. Também foi notado
que os dentes superiores tinham mais cemento na face lingual do que na vestibular.
Observou que ha tendéncia para mulheres terem menos cemento que homens, e
que dentes extraidos de cadaveres ou por condigdes patoldgicas de individuos vivos
também apresentem menos.

Grosskopf (1990) realizou a analise das LC em 102 dentes de idade
conhecida, oriundos de individuos de diferentes caracteristicas. Destes dentes, 66
eram de populacdes antigas, de diferentes periodos historicos, 15 eram de vitimas
carbonizadas e 36 dentes pertenciam a individuos contemporaneos e foram usados
como controle. Sec¢des mineralizadas de 100 um foram feitas e a analise consistiu
em adicionar a idade média de erupcdo do dente estudado, especifica para cada
género, ao numero de linhas incrementais contados. Em todos os dentes foi possivel

realizar esta andlise, e o desvio médio da idade real foi de apenas +/- 3,23 anos.
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Concluiu o autor que a aplicacdo desta técnica representa um método quantitativo
vantajoso para a estimativa de idade.

Stein e Corcoran (1994) buscaram averiguar a confiabilidade da técnica das
LC para estimativas de idade. Em 52 dentes ndo restauraveis, doados por 42
pacientes, realizaram cortes longitudinais de 500 pym que foram corados com
vermelho alizarina. Fotomicrografias foram feitas, as contagens foram conduzidas e
o resultado adicionado a idade média de erupcdo do dente analisado. O coeficiente
de correlagdo de Pearson entre idade estimada e idade real foi de (r)=0.93. Em
individuos com mais de 55 anos, a técnica tendeu a subestimar a idade, e os
autores apresentaram uma férmula para tentar compensar esta falha. Os autores
concluiram que estimar a idade pelas LC é uma técnica moderadamente confiavel.

Kvaal e Solheim (1995) avaliaram a correlagdo entre a idade em que a raiz do
dente alcanca seu comprimento maximo e o numero de linhas incrementais
formadas, também observando se a cada ano de fato se formava um anel opaco. Os
autores prepararam 95 dentes extraidos de cadaveres (grupo 1), extraidos por
doengas periodontais (grupo Il), céaries e suas consequéncias (grupo lll) e razbes
protéticas e/ou ortodénticas (grupo 1V). Os dentes foram cortados longitudinalmente
apos serem desmineralizados e corados com cresil violeta, originando de quatro a
cinco laminas histolégicas com 5 a 7um de espessura. As laminas foram observadas
em microscopia de fluorescéncia, onde as imagens foram exibidas num monitor
externo e avaliadas. As contagens foram feitas em diferentes regides, sempre
buscando as areas em que as linhas incrementais poderiam ser mais bem contadas.
Foram feitas contagens por dois observadores, em trés areas diferentes do cemento
e em diferentes laminas, sendo considerada a contagem maxima. Também foi feita a
medicdo da largura do cemento a partir da jungdo cementodentinaria até sua
superficie externa, em areas que as LC estavam paralelas entre si e facilmente
distinguiveis. No mesmo plano, mediu-se a largura de quatro a seis linhas
incrementais consecutivos entre si. Calculou-se entdo o numero aproximado de
linhas em relagédo a largura do cemento. Nas andlises, a idade do dente ndo era
conhecida pelos observadores. O coeficiente de correlagdo para todos os dentes
quando as linhas foram contadas foi de (r)= 0.84 e quando se calculou o niUmero de
linhas incrementais se obteve (r)= 0.73. Por grupo de dente, o coeficiente foi maior

em segundos premolares inferiores, e menor em dentes extraidos por razdes
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periodontais. SO se obteve resultados significantes em individuos menores de 50
anos. Os resultados sugerem que as técnicas de preparacgdo histolégica podem néo
ter corado todas as linhas incrementais presentes na secg¢do, levando tanto o
método de contagem quanto o de célculo a ndo confirmarem a hipotese que um anel
de cemento se forma por ano.

Kvaal et al. (1996) avaliaram diversas técnicas para o preparo das laminas
usadas para estimativa de idade por LC. Compararam cortes transversais e
longitudinais, laminas mineralizadas e desmineralizadas, métodos de inclusdo (em
parafina ou congelados), diversas técnicas para corar os tecidos (azul de toluidina,
violeta cresil, hematoxilina e eosina, &cido periddico de Schiff - PAS). Diferentes
técnicas de microscopia também foram comparadas (Optica convencional,
fluorescéncia, polarizada, varredura a laser confocal, interferéncia de contraste,
contraste de fase e microscopia eletrénica de varredura. As LC foram observéaveis
em microscopia Optica nas laminas mineralizadas, e no caso das laminas
desmineralizadas, foram visiveis naquelas coradas com azul de toluidina, violeta
cresil, hematoxilina, acido periddico de Schiff. O melhor contraste foi obtido nas
laminas coradas com hematoxilina e eosina, PAS e violeta cresil) quando iluminadas
com microscopia de fluorescéncia. Outras técnicas microscopicas foram
insatisfatorias.

Renz et al. (1997) buscaram entender a natureza estrutural das linhas
incrementais de cemento através de diferentes técnicas de microscopia. Utilizaram
microscopia Optica convencional, microscopia de varredura a laser confocal,
microscopia eletrbnica de transmissdo, e radiacdo-x elétron-dispersiva em
microscopia eletrénica de varredura. Prepararam laminas mineralizadas espessas
de 100-150 ym, laminas mineralizadas semifinas de 0.5 a 2 ym e laminas ultrafinas
de 50-100 nm. Em microscopia Optica, as linhas incrementais puderam ser
visualizadas, mas ndo em todos os dentes das sec¢Oes espessas, e corar ou nao a
amostra nao influenciou em sua visibilidade. Tentou se observar o mesmo local do
mesmo espécime na medida do possivel para comparacdo dos resultados. Os
fatores que influenciaram a visualizacdo neste método foram a espessura do corte, o
meio de montagem, o campo de profundidade e o ajuste da fonte de luz. Nas
laminas semifinas, ndo se observou quaisquer linhas incrementais, sendo que corar

as amostras nao revelou nenhum anel de cemento. Ja na microscopia de varredura
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a laser confocal, a observagcdo dos mesmos locais revelou estruturas similares aos
da microscopia optica, com resolugdo muito melhor. A microscopia eletronica de
transmissdo ndo revelou estruturas similares as linhas incrementais de cemento.
Nas leituras graficas da radiagdo-x elétron-dispersiva em microscopia eletrénica de
varredura, houve uma leve variagdo de intensidade da radiagcdo transmitida.
Todavia, esta variagdo ndo correspondeu ao numero, posi¢des e distancias das LC
observadas a microscopia Optica. O estudo demonstrou que a aplicacdo de
diferentes métodos para observagdo de um mesmo objeto nem sempre resulta em
resultados complementares que poderiam levar a uma compreensao mais ampla.
Para os autores, a natureza ultra-estrutural das linhas incrementais de cemento
permaneceu uma questao em aberto.

Rao e Rao (1998) observaram a vantagem em se observar as LC em
monitores de televisdo ligados ao microscopio, onde analisaram secc¢les
longitudinais mineralizadas de dentes higidos de individuos de idade conhecida
foram analisadas ao nivel da jung&@o entre tercos médio e cervical. Os resultados
chegaram a erros relativamente baixos, variando entre +/- 1 a 2 anos, levando a
conclusdo que a técnica € bastante precisa e constitui ferramenta util para as
andlises odontolegais.

Sousa et al. (1999) prepararam 17 dentes de individuos com idades entre 23
a 77 anos, visando analisar a contabilidade e eficiéncia da técnica. As raizes dos
dentes mineralizados foram cortadas a 100 uym, transversalmente, sendo coradas
com preparacéo de Villanueva ou laranja acridina. Alguns dentes n&o foram corados.
As contagens feitas nas laminas mineralizadas néo coradas foram as melhores. Os
autores concluiram que a repetibilidade e acuracia da técnica ndo depende do tipo
de dente analisado ou sua localizacdo, mas sim da média obtida ap6s o maior
ndamero de contagens possivel, sendo que ndo ha influéncia da saude periodontal
nas contagens.

Ritz-Timme et al (2000) publicaram um trabalho onde diversos métodos para
estimativa de idade foram comparados e a melhor indicagdo para cada técnica foi
elencada. Os autores recomendaram a técnica das LC para cadaveres adultos,
individuos vivos nos casos em que ha um dente extraido disponivel para andlise, e

individuos carbonizados.
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Kagerer e Grupe (2001) sugeriram que o padrdo alternante de linhas
incrementais claras e escuras no cemento acelular humano se deve a fatores como
doses de radiacdo UV, fatores climéticos, propriedades dos alimentos e mudancas
hormonais. Também apontaram que os resultados contraditérios entre estudos
prévios sobre os linhas incrementais de cemento podem ser explicados
principalmente por diferengas no preparo das amostras, isto €, sec¢des longitudinais
versus transversais, niumero e espessura de cortes analisados por dente, meio de
fixagcdo dos mesmos, e 0 mais importante, dentes mineralizados versus dentes
desmineralizados. Os autores destacaram um aspecto significativo que poderia
enviesar as andlises: estados patologicos dentarios que poderiam aumentar ou
diminuir a contagem das linhas incrementais, como por exemplo, hipercementose e
periodontite, respectivamente. Como o cemento é um tecido mineralizado que sofre
constante aposicdo e calcificacdo, especularam que eventos que alterassem o0s
niveis de célcio sistémico, como doencas renais, traumas esqueléticos e gravidez,
também poderiam deixar marcas nas linhas incrementais cementérios. Segundo 0s
autores, tais eventos poderiam ser de grande valia em processos de identificagao
humana. Visando investigar tais aspectos, estudaram 80 dentes humanos recém
extraidos controlados em face de anamneses para avaliar se sob condicdes
patolégicas, as linhas incrementais de cemento continuariam sendo um método
valido de estimativa da idade, e se eventos em vida poderiam ser identificados no
cemento e servir de auxilio & identificacdo humana. Foram feitos entre quatro e 24
cortes transversais de 70 uym por dente, que foram montados mineralizados em
laminas e observados em microscopia de contraste de fase, sendo fotografados. Um
observador contou as laminas, que foram confrontadas com as contagens de outros
trés pesquisadores independentes, para validagdo. Foram observadas linhas
incrementais de cemento mais nitidas em lados convexos das raizes, sendo em
alguns casos observadas linhas incrementais mais largas e translicidas, tomados
como linhas incrementais hipomineralizadas. Nos 80 dentes o desvio médio entre a
idade histologica e a cronoldgica foi de 5,7 anos. Nos dentes sem estados
patolégicos este desvio foi de dois a trés anos apenas. Linhas incrementais
hipomineralizadas puderam ter os anos de ocorréncia datados precisamente,
coincidindo com eventos relacionados nas anamneses (gravidez, aborto, doengas

renais, traumas esqueléticos). Os autores concluiram que o método é altamente
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aceitavel, sendo que a precisdo € maior nos dentes com suporte 0sseo e nutricional
adequados, e, mesmo em dentes com estados patoldgicos, a precisdo do método se
equipara a andlises microscopicas e histomorfométricas de osso. Também se
concluiu que eventos sistémicos em vida que alteram e diminuem a disponibilidade
de célcio na frente de mineralizacdo do cemento deixam linhas incrementais
hipomineralizadas que servem como um “arquivo” de doengas renais, traumas
esqueléticos e gravidez passados.

Maat et al. (2001), observando que o preparo de laminas histolégicas de
tecidos 6sseos mineralizados era tido como demorado e caro por muitos membros
da comunidade cientifica, publicaram um trabalho de natureza técnica que buscou
desmistificar esta visdo, a partir de simples adaptacdes da técnica de Frost (1958).
Utilizando materiais baratos e de facil acesso (disponiveis em casas de materiais de
construgdo, por exemplo), apresentaram uma técnica passo a passo para 0 preparo
de amostras désseas para serem observadas em microscopia polarizada, tanto
arqueologicas quanto forenses. Até mesmo sugeriram um método de se polarizar a
luz de microscoépios Opticos convencionais para as observagdes histomorfométricas
a partir de materiais fotograficos comuns. Além disso, também divulgaram sugestdes
para a resolucéo de alguns problemas comumente encontrados pelos pesquisadores
que confeccionam laminas histolégicas com este tipo de tecido, sejam eles
arqueologicos ou forenses. Com simplicidade, demonstraram que processar
amostras de tecido 6sseo mineralizado pode ser rapido, barato e eficaz.

Jankauskas et al. (2001) aplicaram a técnica a duas amostras: uma de 51
dentes variados e extraidos de 49 individuos de idade conhecida, por motivos
clinicos, na Clinica de Estomatologia da Universidade de Vilnius (Lituania). A outra
amostra consistiu em 48 dentes caninos inferiores de individuos inumados entre
1944 e 1947, na vala comum de Tuskulenai (Vilnius, Lituania). A idade destes
tltimos individuos foi determinada através de processos de identificacdo humana.
Seccgdes mineralizadas de 35 a 100 ym foram preparadas e linhas visiveis em 84 a
86% das amostras foram obtidas. Em trés contagens, os resultados demonstraram
que nao ha influéncia significativa da variagéo intraobservador nas analises. Para a
primeira amostra, o erro médio absoluto foi de 6,46 anos, ao passo que este valor foi
de 6,27 para a segunda amostra. Em alguns casos o erro ultrapassou a margem de

10 anos. Na segunda amostra, a técnica das LC foi comparada a outros métodos
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macroscopicos, como a analise de suturas endocranianas e sinfise pubica. Os
resultados mostraram que o erro encontrado nestas analises foi similar aos
encontrados na técnica das LC, o que levou a conclusdo de que a aplicabilidade
desta técnica existe, porém os resultados encontrados foram menos animadores do

gue em outros estudos.

Bojarun et al. (2003) também analisaram a eficicia da técnica numa amostra
de 178 individuos de idade conhecida, em 227 dentes permanentes. Nao
encontraram diferengas entre homens e mulheres. A correlacdo entre idade real,
ndmero de linhas e tempo de erupcdo dentéria foi alta (r>0.95, p<0,001). O erro
absoluto foi da ordem de 5,58 anos, sendo que em jovens o erro € menor (3,71
anos) e em individuos mais velhos o erro é maior (7,86 anos). Apontaram que
equacdes de regressao produzem erros maiores, preferindo a contagem direta sobre
imagens digitalizadas e exibidas em monitores. Julgaram a técnica aplicavel para
ambito antropoforense.

Soomer et al.(2003) compararam meétodos publicados para estimativa de
idade que usam dentes seccionados (entre eles a técnica das LC), e dentes que
analisam dentes intactos. Um observador independente mediu cada um dos 20
dentes de individuos caucasianos de idade conhecida. O erro médio e o erro padrédo
foram considerados as medidas para acuracia eficiéncia da técnica. Outros
parametros como simplicidade, requisitos minimos e equipamento necessario para a
preparacdo dos dentes foram avaliados. As recomendagdes para o uso forense de
cada técnica, de acordo com o tipo de individuo analisado foram dadas. No geral, os
métodos para dentes seccionados originaram resultados mais confidveis que os
métodos para dentes intactos.

Pilloud (2004) objetivou analisar a acurécia das LC para a estimativa de idade
de individuos mais velhos. Dois grupos foram formados: um com 34 dentes de 34
individuos com idade entre 57 e 90 anos, e outro com pessoas mais jovens, utilizado
como grupo controle, 24 dentes de 24 individuos, com idades variando entre 21 e 45
anos. Os resultados demonstraram que ha uma diferenca significativamente maior
entre a idade estimada e a idade real no grupo de mais idade. Além disso, o autor
encontrou diferengas significativas entre homens e mulheres bem como entre dentes

de individuos modernos e individuos que viveram no século XIX.
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Wittwer-Backofen et al. (2004) realizaram um estudo de validacdo do método
de estimativa de idade pelas LC com uma amostra de 433 dentes unirradiculares,
com idade conhecida. Os autores removeram da amostra 70 dentes de 63 individuos
(16,2%), que mostraram qualidade ruim dos tecidos ap0s a preparagédo histologica e
irregularidades significativas nos linhas incrementais de cemento. Dentes maxilares,
principalmente segundos premolares apresentaram mais problemas de visualizagéo,
com padrdes do cemento em formato ondulado, com faixas largas de cemento sem
formacao de linhas incrementais. As seccdes analisadas tinham entre 70 e 80 um e
ndo foram coradas, sendo apenas limpas em alcool. Foram feitas até trés cortes em
sequéncia a partir do tergo apical dos dentes da amostra. As imagens das laminas,
sendo pelo menos trés por dente, foram melhoradas com auxilio de softwares. As
estimativas foram feitas em cego, com uma pesquisadora realizando as contagens
em pelo menos quatro imagens diferentes do dente. Onde havia discrepancia entre
as contagens, a média destes valores foi considerada para analise estatistica. Os
resultados alcangados demonstraram uma alta concordancia ((r)=0.970 para
homens e (r)=0.978 para mulheres) entre a idade cronoldgica e a idade estimada,
com um erro medio de dois anos e meio. Sexo, doenc¢a periodontal e variagao intra-
individual (a partir de casos de extra¢cdes multiplas) foram analisados, e de acordo
com os autores, nenhum destes fatores teve influéncia quantitativa nos linhas
incrementais de cemento quando a metodologia proposta pelos autores foi seguida.
Os autores atentam para o fato de que a exclusdo de amostras com qualidade de
imagem ruim, que ndo permita a contagem € um procedimento razoavel, que apenas
contribui para a obtengdo de estimativas mais precisas. Ndo houve um grupo
especifico de dentes mais confiavel para as andlises, sendo que todos os espécimes
da amostra renderam bons resultados. O uso de recursos de software para remog¢ao
de artefatos histol6gicos e marcacédo de contagens diretamente na imagem, uso de
imagens em tempo real e contagem em monitor grande ao invés de diretamente no
microscopio foram apontados como melhoramentos técnicos que podem ter
contribuido para resultados mais precisos. Os autores também observaram com
atencado a correlagéo entre doenga periodontal e estimativas de idade, constatando
gque mesmo em casos de avancada periodontopatia, a formagdo das linhas
incrementais de cemento persistia, de modo que os resultados alcancados se

mostraram favoraveis. Esta técnica de estimativa de idade foi considerada confiavel
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pelos autores, que recomendaram sua aplicagdo em casos forenses usando-se dois
dentes por individuo e combinando seu uso com outras técnicas de estimativa de
idade.

Czermak et al. (2006) apontaram que a contagem manual das LC pode tomar
muito tempo, além de estar sujeita a fatores indesejaveis como subjetividade e
fadiga do observador. Foi apresentado um software desenvolvido pelos autores, que
através de andlises de Fourier, algoritmos e reconhecimento automatico de padrdes,
promove uma contagem automatizada de LC em imagens digitais. Em determinadas
regides de interesse, o programa realiza uma varredura “linha a linha” e contagem
de picos dentro da escala de cinza da imagem. Cada varredura do software pode
fazer até 400 contagens e conduzir andlises estatisticas dos resultados. Através
deste recurso, os autores buscaram automatizar as andlises e eliminar potenciais
fontes de erros.

Maat et al. (2006), observando o fendmeno de duplicacdo dos linhas
incrementais de cemento acelular relatado por alguns pesquisadores, procuraram
uma solucdo técnica para este problema. Apontaram que como o0 cemento é
formado em camadas uniformes e cOnicas ao redor das raizes dentarias, seguindo
sua anatomia, um corte transversal e perpendicular ao longo eixo do dente favorece
o fenbmeno da duplicagdo na medida em que sobrepbe de tangencialmente as
linhas incrementais de cemento, que passam a ser observadas em duplicidade ao
microscoépio. Quando se faz o corte das raizes perpendicular a sua prépria superficie
(e ndo ao seu longo eixo), as camadas de cemento sdo sobrepostas de maneira
vertical entre si, aumentando sua visibilidade a microscopia e evitando erros de
contagem que podem prejudicar a aplicacdo da técnica.

Klauenberg e Lagona (2007) chamaram atengé&o para a grande dificuldade em
se analisar, atraves de contagens manuais em fotomicrografias digitais, imagens de
LC de qualidade média, que podem nédo apresentar nitidez e contraste adequados
entre as camadas de cemento observadas. Através de filtros eletrbnicos para
imagens digitais, desenvolveram um método semi-automético para contagem de LC.
Através de algoritmos complexos, a aplicacdo do filtro analisa os valores de escala
de cinza presentes numa imagem e prevé a provavel localizagdo das LC, que s&o
apresentadas em figuras com padrbes distintos entre linhas claras e escuras. As

imagens resultantes muito se assemelham as imagens de impressdes
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datiloscépicas. Concluiram os autores que este tipo de tratamento de imagem pode
ajudar a diminuir a subjetividade presente nas analises de imagens com nitidez e
contraste insatisfatorios.

Wittwer-Backofen et al. (2006) buscaram estimar a idade duma populacdo de
121 individuos esqueletizados do periodo medieval. Uma equipe de 13
observadores independentes conduziu estimativas de idade utilizando diversas
técnicas para estimativa de idade, como andlise de suturas endocranianas,
contagem de ésteons, analise da superficie auricular do osso temporal, translucidez
de dentina e contagem de LC. Entre as dificuldades reportadas pelos autores, esta a
subjetividade das analises, inevitavel em alguns momentos, mesmo numa equipe
altamente capacitada. De maneira geral, todas as técnicas apresentaram intervalos
de estimativa de idade menores para os individuos jovens, ao passo que estes
intervalos aumentaram para os adultos com mais idade.

Pinchi et al. (2007) analisaram a correlagdo entre espessura do cemento e
idade. O cemento de 127 dentes de individuos variando entre 16 e 90 anos de
idade, foi medido em dois locais: no apice e no limite entre os tercos radiculares
apical e médio. Encontraram correlagd@o estatistica entre o aumento na espessura do
cemento e idade maior ao nivel do &pice ((r)=0.67) que no limite entre tercos médio
e apical ((r)= 0.56).

Wedel (2007), observado que as linhas incrementais de cemento alternavam
entre claros (supostamente depositados na primavera/verdo) e escuros
(correspondentes ao outono/inverno), buscou em seu estudo técnico observar a
camada mais externa do cemento de dentes doados por um cirurgido-dentista entre
setembro de 2004 e setembro de 2005 e assim determinar a estacdo em que estes
dentes foram extraidos (ou numa aplicacdo forense, a época de morte de um
individuo). Foram obtidos 132 dentes de 100 individuos diferentes, dos quais 52
foram excluidos por apresentarem estagios muito precoces de desenvolvimento,
sem formacdo radicular, anomalias de formacéo, caries que impossibilitaram a
visualizacdo das linhas incrementais, além de informacfes sobre idade e outros
parametros incompletas. A faixa etéria dos sujeitos da pesquisa variou entre 15 e 90
anos de idade. Os dentes foram seccionados transversalmente, lixados e polidos,
sem serem descalcificados. As amostras foram observadas em microscopia a

polarizada e fotografadas digitalmente. Quando a linha mais externa era identificada,
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a espessura média das outras linhas incrementais similares a mesma era medida
com a funcdo régua do programa Adobe Photoshop®. A medida da espessura do
anel mais externo era dividida pela espessura média das LC correspondentes para
se determinar sua formagdo percentual aproximada. A autora apontou que as
espessuras das LC diferiram minimamente entre os sujeitos, mas ndo de maneira
significante entre diferentes faixas etarias. A largura média das linhas incrementais
teve correlacdo com o numero de dias transcorridos em cada estacdo. As linhas
incrementais opacas tiveram sua espessura média fortemente correlacionada com o
ndmero de dias passados a partir de 12 de outubro de 2004, enquanto as LC claras
tiveram forte correlacdo com o nimero de dias passados a partir de primeiro de abril
de 2005. Os resultados mostraram uma clara transicdo entre a porcentagem de
formacdo entre as LC claras e escuras na época do fim de setembro/inicio de
outubro, e outra transicdo, menos marcada, entre fim de marco e inicio de abril.
Houve 99% de acurécia em se determinar se um dente foi extraido entre 12 de
outubro e primeiro de abril (outono e inverno, no hemisfério norte), ou se foi extraido
entre primeiro de abril e 12 de outubro (primavera e verdo). De acordo com a
pesquisadora, a porcentagem de formagao de um anel pode ainda ajudar a estimar
em que més aproximadamente o dente foi extraido. A autora destacou a
aplicabilidade do método em conjunto com a estimativa da idade pelas linhas
incrementais de cemento, 0 que poderia, feitas as devidas validagbes de métodos,
ajudar os profissionais de é&reas forenses a obter intervalos postmortem mais
precisos ao se estimar também a estacdo do ano em que um individuo foi morto.
Aggarwal et al. (2008) estudaram o método de estimativa da idade pelas
linhas incrementais de cemento de 30 dentes de idade conhecida, com faixa etaria
variando de 13 a 69 anos. Foram preparados cortes longitudinais mineralizados,
observados em microscopia polarizada e fotografados para analise em um monitor
de computador. Ndo foram feitas contagens de linhas incrementais, mas sim
estimativas de seu numero a partir de medic6es de espessura média. Mediu-se a
largura de uma area onde as linhas incrementais eram facilmente visualizadas,
partindo da juncdo dentina-cemento até a superficie externa da raiz. Depois, a
medida de duas linhas incrementais consecutivas (uma clara e uma escura) foi feita.
A média entre a espessura total do cemento e a largura de um par de linhas

incrementais foi considerada o numero de linhas incrementais presentes. A esta
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média foi adicionada a idade média de erupcado dentéria e a estimativa de idade foi
obtida. Os resultados mostraram correlagéo entre a idade estimada e a idade real.
Os autores concluiram que nédo ha influéncia significativa do sexo, idade, doenca
periodontal ou tipo de dente na qualidade da estimativa da idade pelo método
descrito, destacando seu potencial auxilio & identificacdo humana forense.

Meinl et al. (2008) conduziram um estudo comparativo entre as técnicas de
Lamendin et. al (1992), Bang e Ramm (1970) e a das LC. As duas primeiras técnicas
consistem basicamente em analisar as propor¢cdes entre comprimento radicular e
comprimento de dentina translicida, analisada contra a luz. Um grupo de 37
individuos, com idades variando entre 20 a 91 anos, doou 67 dentes, que foram
analisados de acordo com as metodologias dos trabalhos citados. O erro médio
absoluto da técnica das LC foi metade do encontrado nas técnicas de Lamendin e
Bang e Ramm. Para idosos, o erro médio absoluto da técnica de Bang e Ramm foi
semelhante ao uso das LC. A técnica de Lamendin foi mais precisa em individuos
jovens e idosos, ao passo que as LC foram mais precisas em adultos de idade
média. O método das LC foi o mais preciso quando se analisaram todas as faixas
etarias. Os métodos analisados mostraram um viés de tender a superestimarem a
idade de jovens adultos e subestimar a idade de adultos mais velhos, com excegéo
da técnica das LC, que ndo originou estimativas enviesadas para jovens adultos.
Concluiram os autores que quando h& disponibilidade de materiais e know-how,
deve preferir a técnica das LC as técnicas de Lamendin e Bang e Ramm, pela
precisdo demonstrada no estudo.

Avadhani et al. (2009) avaliaram a correlacdo entre nimero de LC e idade. De
25 dentes saudaveis de pacientes com idade conhecida, 19 apresentaram LC
visiveis e 0s seis restantes foram descartados por ndo apresentarem incrementos
visiveis. As laminas preparadas foram do tipo mineralizado, desgastadas
manualmente. Metade foi cortada transversalmente ao longo eixos do dente, ao
nivel do terco médio. A outra metade foi cortada longitudinalmente ao longo eixo
radicular. A contagem foi feita manualmente e adicionada a idade média de erupcao
dentaria do dente analisado. Os resultados mostraram desvio de dois a trés anos da
idade real, ou seja, 94,73% de eficacia. Os autores concluiram que a técnica €

confidvel para este tipo de pericia odontolegal.
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Roksandic et al. (2009) aplicaram a técnica numa populagdo arqueolédgica dos
periodos mesolitico e neolitico, oriunda de sitios arqueoldgicos da margem direita do
rio Danubio. Foram coletados 116 dentes monorradiculares de 116 individuos
esqueletizados. Como néo havia registros prévios sobre idade destes individuos, o
estudo se concentrou na analise da variacao intra e inter examinadores. A técnica de
preparo seguiu o estudo de Wittwer-Backofen et al. (2004). Da amostra, 40 dentes
apresentaram cortes com LC analisveis. Os 76 dentes restantes apresentaram
degradagcdo de cemento, diagénese (mudancas fisicas, quimicas ou biolégicas
sofridas pelo cemento ao longo do tempo), linhas pouco visiveis, fendas atipicas
verticais ou diagonais ao longo do cemento ou fratura do cemento, sendo
descartados do estudo. Mesmo com a selecdo dos espécimes mais facilmente
analisaveis, os resultados ndo foram consistentes. Os autores encontraram grande
variagdo de linhas contadas entre segmentos do mesmo dente, em situagdes onde a
calibragdo entre os observadores era considerada adequada. Os processos que
alteram o cemento, citados acima, podem explicar esta variagdo. Esta variagdo nas
estimativas de idade pelo método foi tamanha que se assemelhou com as obtidas
em outros métodos de exame macroscopicos. Enquanto os processos biolégicos,
tafondmicos e diagénicos do cemento ndo forem totalmente compreendidos, ndo se
pode arriscar destruir espécimes arqueoldgicos raros para a aplicagdo da técnica,
recomendaram os autores.

Obertova e Francken (2009) tentaram examinar a acuracia e viés de uma
amostra de 116 dentes de 65 individuos de idade e género conhecidos, integrantes
de uma colegdo anatdmica de uma universidade alema. As laminas analisadas eram
mineralizadas, ndo coradas, de cortes transversais de terco médio radicular de
dentes unirradiculares. As contagens maximas de LC aumentaram da sec¢do mais
cervical para a mais apical. Os melhores resultados foram obtidos em jovens
adultos. A acuracia diminuiu & medida que aumentava a idade dos sujeitos
analisados. Em faixas etarias acima de 40 anos, houve uma significativa
subestimativa de idade. Devido a este fato, os autores recomendaram que a técnica
dos LC devesse ser usada em associa¢cdo com outras técnicas macroscopicas.

Kasetty et al. (2010) aplicaram a técnica a uma amostra de 200 dentes
unirradiculares de idade conhecida, de variadas faixas etarias. A espessura do

cemento também foi medida. Os resultados mostraram que ha correlacdo entre o
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namero de LC, espessura de cemento e idade. Os autores enfrentaram dificuldades
como: variagao de espessura das LC, falta de nitidez, sobreposicdo da mesma linha
em planos diferentes que pode ser interpretada como duas linhas, falta de definicéo
da juncdo cementodentinaria, reabsor¢bes de cemento que diminuem a espessura
do cemento. Embora tenha sido encontrada correlagdo positiva entre LC e
espessura de cemento, estimativas de idade precisas foram atingidas somente em
1,5 e 1% dos casos, respectivamente. Os autores procuram meétodos ainda mais
precisos para estimar a idade pelo cemento, e recomendam mais estudos sobre
fatores que podem alterar a qualidade e quantidade das LC, como género, clima e

fatores nutricionais.

2.3 CRONOLOGIA DE ERUPCAO DENTARIA

Logan e Kronfeld (1933), estudando a cronologia de erupcdo dentéria,
observaram que entre os 17 e os 21 anos de idade, poderéo erupcionar os terceiros
molares superiores e inferiores de um individuo.

Marques et al. (1978) realizaram em S&o Paulo-SP um estudo transversal em
1741 criangas de idade entre 4 e 14 anos de idade. Foram examinados 878 meninos
e 863 meninas. Incluiu-se na amostra criancas de dez escolas diferentes da cidade,
de diferentes niveis socioecondmicos. Foram divididas por género, em grupos de
seis em seis meses, de acordo com a idade cronoldgica. O exame foi clinico, sem
complementacao radiografica. Observou-se que os dentes de criancas do género
feminino erupcionam antes das do género masculino. Os dentes inferiores, para
ambos 0s géneros, erupcionam antes, com excec¢do dos premolares. Os resultados
com a época de erupcdo para cada dente foram apresentados em tabelas que
evidenciam as diferengas de cronologia de erupgdo entre criangas brasileiras e

estrangeiras.
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3 PROPOSICAO

Avaliar a eficacia da técnica descrita, tanto em dentes higidos quanto atingidos
por patologias e alteragdes bucais.
Verificar se patologias e alteragdes bucais podem interferir na investigagdo da

estimativa de idade pela técnica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

01 I de xilol (CgH1o P.M. 106,17) PA ACS
10 discos de carborundo.

01 pacote de compressas de gaze hidréfila de algoddo de 250 g, 08

dobras, 09 fios por cm?.

02 frascos de liquido para acrilico autopolimerizante JET® 120 ml.

Polimero metil etil metacrilato.

02 frascos de p6 para acrilico autopolimerizante JET® 220 g.

Copolimero metil etil metacrilato.

ml.

01 frasco de liquido detergente para corte EXTEC® hidrossolivel 950

01 | de agua destilada.

25 folhas de lixa d agua granulacéo 280.

01 | de hipoclorito de sédio 0,5% (Liquido de Dakin).
01 frasco de EDTA a 17% 100 ml.

01 | de alcool 99,3° INPM.

01 frasco de meio de montagem Permount® 100 ml.
01 caixa de filtros de papel para café n°102.
Laminas de vidro 75x25x01 mm.

Laminulas de vidro 24x24 mm.

01 caneta preta marcador para retroprojetor, tinta permanente, ponta

média 2,0 mm.

01 lapis comum.

01 tesoura comum.

01 espétula n° 36.

01 mandril para discos de carborundo para peca reta.
01 pedra montada para peca reta.

01 forma de gelo com capacidade para 14 cubos de formato retangular.
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03 pingas clinicas.

01 seringa plastica de 10 ml.

02 recipientes plasticos de 100 ml.

01 recipiente de vidro de 100 ml.

03 potes de Dappen.

01 placa de Petri.

01 disco diamantado Buehler® (Isomet Wafering Blade — Evanston,
EUA) de 4 ™.

01 motor elétrico com peca reta, modelo odontolégico Multi Micro
NSR®, RPM méax. 20.000 e frequéncia de 50/60 Hz (S&o Paulo, Brasil).

01 cortadora de precisdo de baixa rotacdo Labcut 1010® (Enfield,
EUA).

01 microscépio polarizado Olympus BXP50® (Téquio, Japao)

01 camera digital Olympus C5050 5 megapixels® (Téquio, Japao)

01 computador com as especificagdes minimas: processador Intel®
Celeron M, 80 GB de disco rigido, 02 GB de memdria RAM, sistema operacional
Microsoft Windows XP® equipado com softwares Image J® (Wayne Rasband, NIH,
Bethesda, EUA) e BioEstat 5.0 (Manuel Ayres, Manuel Ayres Jr., Daniel Lima Ayres
e Alex Assis dos Santos, Instituto Mamiraud, Brasil)

Foram obtidos 55 dentes da Clinica de Graduagdo FOUSP e de outro CD
colaborador de consultério particular (Anexo B). A indicagdo para a extracdo de
todos os dentes utilizados no estudo foi o tratamento odontoldgico eletivo, incluindo
dentes higidos e portadores de alteracdes patolégicas, extraidos apresentando
diagnéstico de: destruicdo coronaria profunda, extensa destruicdo associada a
periapicopatias, impactacao, perda irreversivel de insercdo periodontal, e indicagdo

ortodontica.

4.2 METODOS

4.2.1 Atendimento as normas de bioética



51

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (CEP-FOUSP, parecer
118/2009 — Anexo A).

4.2.2 Coletade informagdes sobre os sujeitos

Apés leitura, esclarecimentos e assinatura de um termo de consentimento
(Apéndice A), 42 individuos doaram seus dentes para a pesquisa. A coleta foi
realizada em cego, sem contato dos examinadores com os doadores, por trés
auxiliares independentes.

Antes de serem submetidos as extracdes dentérias, os sujeitos responderam
a um questionario (Apéndice A) sobre sua histéria médica, odontolégica e habitos
individuais, contando com apoio dos auxiliares para esclarecimento de duvidas. Os
auxiliares complementaram o preenchimento do questionario com dados individuais
dos dentes extraidos e do procedimento cirdrgico executado. Os envelopes com 0s
questionédrios foram lacrados e identificados com um cédigo alfanumérico. Os
envelopes somente foram abertos e confrontados com as estimativas de idade apos
a preparacdo histotécnica, registro e contagem das imagens das laminas

histoldgicas.

4.2.3 Preparacao histotécnica

Os dentes, lavados em &gua corrente, tiveram suas raizes limpas com xilol
para remocao de material organico aderido e desinfetados com alcool a 70%.
Depois, tiveram suas coroas (quando presentes) removidas com discos de
carborundo, montados em motor com peca reta. Apds, as raizes foram incluidas em
resina acrilica ativada quimicamente incolor, em formas de gelo.

A incluséo foi feita se observando o correto posicionamento das raizes: a

superficie a ser analisada foi posicionada o mais paralela possivel a parede da
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forma, de modo a propiciar cortes perpendiculares as paredes radiculares externas,
ao invés de perpendiculares ao longo eixo (Figura 4.1) Esta medida favorece uma
melhor visualizacdo das LC (Maat et al., 2006), ja que as raizes dentarias possuem
formato cOnico, e o cemento nelas depositado, em camadas, segue este formato.
Faces radiculares com presenca de calculo ou outras alteracbes evidentes nao

foram selecionadas como area de corte
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Figura 4.1 - Desenho mostrando a diferenca das LC vistas em cortes transversais perpendiculares
ao longo eixo do dente (caixa superior), e a superficie radicular (caixa inferior). Por
minimizar a sobreposi¢do tangencial de LC, os cortes do segundo tipo produzirdo
mais contraste entre linhas incrementais claras e escuras. D=dentina,TCA=LC
(extraido de Maat et al., 2006)

Quando um corte transversal a raiz € feito perpendicular ao longo eixo do
dente, a sobreposi¢éo tangencial das camadas de cemento dificulta sua visualizagéo
e favorece a ocorréncia do fenébmeno de duplicacdo relatado em outros estudos
(Kagerer; Grupe, 2001; Wittwer-Backofen et al., 2004; Maat et al., 2006; Renz;
Radlanski, 2006). Todavia, ao se realizar o corte perpendicular & superficie externa
da raiz, a sobreposicdo tangencial € minimizada no lado selecionado, possibilitando
melhor andlise das LC (Figura 4.1). Vale notar que se no lado selecionado as linhas
incrementais se evidenciam, no lado oposto o corte se d4 numa superficie inclinada
e ocasiona na visualizagédo de cemento desorganizado.

ApoOs a polimerizacdo da resina incolor, os blocos foram marcados com a

mesma numeragdo dos codigos identificadores, montados num suporte para
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amostras irregulares Extec 10015° e fixados a cortadora de precisdo de baixa
rotagdo. Tomou-se o cuidado de se montar a amostra de maneira a ficar
perpendicular (Figura 4.2) ao corte do disco diamantado. O compartimento
lubrificante da cortadora foi abastecido com 150 ml de agua e adicionado de 5 ml de
solugéo detergente. A maquina foi regulada para atuar a 200 rpm.

As amostras foram fixadas pela por¢cdo apical e o primeiro corte foi feito no
limite entre os tercos cervical e médio das raizes (Figura 4.2), sendo descartado o
remanescente da por¢ao radicular cervical removido no primeiro corte. A maquina foi
calibrada para avancar em direcdo apical cerca de 60 ym entre um corte e outro, o
que resultou num corte radicular de aproximadamente 30 ym quando os 30 um de
espessura do disco diamantado sdo descontados. Experimentos piloto anteriores
com espessuras maiores ndao permitiram uma adequada iluminagdo da amostra ao
microscopio, com muito pouca nitidez e diferenciacdo entre as LC e dificuldades em
focar as amostras.

Quando um corte transversal satisfatério era obtido (Figura 4.2), se procedia
ao acabamento e polimento da amostra, usando-se a técnica adaptada de Frost
(1958) (Maat et al., 2006). Ao longo do lado maior de uma folha de lixa d 4gua de
granulagdo 280 recortou-se tiras de aproximadamente 3 x 8 cm?. O restante da folha
foi dividido em quatro partes iguais. As tiras de lixa d 4gua, em conjunto com uma
lamina de vidro, constituem o dispositivo fixador de amostras (Figura 4.3). A lamina
foi envolvida com a tira de lixa, que foi segurada pelos dedos polegar e médio e
estabilizada pelo dedo indicador. Os dedos polegar e médio seguram a tira de lixa,
enquanto o indicador estabiliza a lamina aplicando leve presséo contra a primeira.
Como a parte abrasiva do dispositivo fixador fica em contato com a amostra, sem
ser submetida a contato direto com a superficie durante os movimentos e assim

estabilizando-a, consegue-se acabamento e polimento satisfatorios.
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Figura 4.2 — Plano de corte paralelo a superficie externa radicular (A), raiz em posicao de corte
(B), corte em andamento (C) e corte obtido (D). Notar a fina espessura e a
translucidez contra a luz

A folha cortada de lixa d agua foi lubrificada com dgua em seu centro, e a
amostra foi posicionada no mesmo local. Com o dispositivo fixador pressionando
levemente a amostra, se iniciou o acabamento através de movimentos circulares
que se iniciaram no meio da folha recortada. A medida que a amostra se desgastava
e o abrasivo no centro da folha perdia granulagéo, movimentos mais amplos foram
executados na direcdo da periferia da folha. Deve-se adicionar mais agua na folha
para manutencdo de uma lubrificacdo satisfatoria. Para isso, usa-se uma seringa
para melhor controle da quantidade de agua dispensada, j& que excessos de agua
podem contribuir para soltar a amostra do dispositivo fixador e molhar o verso da
lixa, causando seu dobramento e atrapalhando o processo.

O critério para interromper o desgaste é visual (Figura 4.3). Quando se
observa que a amostra comeca a perder transparéncia, adquirindo aspecto visual

opaco, deve-se interromper 0 processo de desgaste e iniciar o polimento. Excessos
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de desgaste podem originar laminas histolégicas de aparéncia rachada e com

descolamento e fratura do cemento, impossibilitando a analise.

Figura 4.3 — O dispositivo fixador de amostras (A) € de simples manuseio. Quando a amostra se
torna opaca (B), deve-se interromper o desgaste

Para execucdo do polimento, os movimentos circulares devem ser
executados novamente no centro da folha, visto que a granulacdo nesta area reduz
significativamente e constitui substrato apropriado para a etapa. E importante
observar que neste estagio as amostras sdo frageis devem ser manipuladas com
cuidado, utilizando-se pincéis e pingas delicadas, a fim de se evitar fraturas e
dobras.

A limpeza dos cortes é um fator critico, que influencia diretamente a qualidade
das laminas. Sem limpeza adequada, detritos e lama de dentina (smear layer)
comprometem a visualizacdo do cemento e adjacéncias ao microscopio. Apés o
desgaste, as amostras foram imersas e agitadas suavemente em agua destilada,
para a remocdo da maior parte dos detritos do processo de acabamento e
polimento. Apds, 0 mesmo processo é feito numa solugéo de hipoclorito de sédio a
0,5% (Liquido de Dakin) para remoc¢do de mais detritos. A amostra torna a ser
lavada na agua destilada e é transferida para um pote de Dapen com EDTA a 17%
durante 05 minutos. Em ensaios preliminares, se obteve laminas tado limpas
utilizando-se este protocolo quanto com banho em cuba ultrassénica por 30 s. Apés
o descanso no EDTA, as amostras foram novamente lavadas com agua destilada e

imersas em alcool numa placa de Petri, para desidratacdo durante 05 min.
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Desidratados, os cortes foram secos em papel filtro. E importante secar
adequadamente a amostra, pois se a mesma ainda estiver impregnada com alcool e
entrar em contato com o0 meio de montagem, a reacdo resultante dilui o altimo,
causando bolhas de ar que podem comprometer a analise das LC. Para a
finalizagcdo da lamina, aplicou-se meio de montagem e posicionou-se a amostra
fazendo com que a mesma ficasse completamente imersa na substéancia. A laminula
foi entéo baixada com cuidado para néo permitir a formagéo de bolhas.

Caso haja formacéo de bolhas de ar, deve-se tentar remové-las inclinando-se
a lamina na vertical, para que a mesma seja expulsa para a periferia da laminula.
Também se pode tentar a remocdo fazendo suave pressdo na laminula para
direcionar as bolhas para a periferia. Caso haja formagéao de grandes bolhas de ar,
gue ocupam porgado significativa do espaco e ndo possam ser removidas pelos
processos anteriores, pode-se aplicar mais meio de montagem na periferia da
laminula. Este processo faz com que o meio de montagem preencha a bolha por
capilaridade. Caso nenhuma destas medidas tenha éxito, deve-se remover a
laminula e realizar o processo original de montagem novamente, observando-se
ainda se a amostra foi adequadamente seca (Maat et al., 2006). Cada lamina foi
identificada e armazenada em posicao horizontal até a secagem completa do meio
de montagem.

Para comparacgao entre cortes longitudinais e transversais, 0 mesmo processo
foi realizado com todos os remanescentes das raizes dentarias, porém desta vez
executando um corte longitudinal (do &pice ao limite cervical). Cada lamina foi
identificada da mesma maneira, acrescentando-se o sufixo L (longitudinal) para

comparagao posterior.

4.2.4 Registro e classificagdo das imagens

As laminas foram observadas num microscépio com opg¢do de polarizacao.
Nesta fase, 24 laminas, cada uma correspondente a um dente, de 17 individuos,
foram excluidas da amostra pelos seguintes motivos: auséncia de LC contaveis,

presenca de muitos artefatos de técnica que inviabilizam a contagem, presenca de
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cemento celular, fraturas e rachaduras de cemento (Figura 4.4). Os envelopes
correspondentes as laminas destes individuos também foram desconsiderados.

Assim, restaram 31 laminas, de 25 individuos.

Figura 4.4 — Critérios para exclusdo de imagens: presenca de cemento celular (A), artefatos de
técnica que inviabilizem a andlise (B), auséncia de LC contaveis e fratura de
cemento(D)

A maior parte das laminas cortadas no sentido longitudinal apresentou poucas
ou nenhuma LC contavel, ou cemento celular. Foram excluidas da amostra por ndo
permitirem comparagao adequada.

O restante das laminas que apresentaram imagens adequadas para analise
foi fotomicrografado com uma camera digital com 5 megapixels de resolugdo. As
imagens foram feitas nas regides que apresentavam o maximo de LC visiveis, sendo
salvas em formato JPEG.

Para avaliar a interferéncia que a qualidade das imagens pode ter sobre
eventuais erros na contagem, as imagens foram classificadas numa escala de 1 a 3

(Figura 4.5), quanto & qualidade das LC observadas:
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1) Qualidade baixa, com contraste baixo, muitos artefatos de técnica e

aspecto irregular das LC.

2) Qualidade moderada, com contraste adequado, artefatos de técnica

pontuais na imagem e linhas regulares.

3) Qualidade desejada, com quase nenhum artefato, bom contraste, LC

regulares e bem definidas.

Figura 4.5a — Imagem nota 1. Cemento: (c), dentina (d), juncdo cementodentinaria (jcd) e linha de
erupcdo (le). Individuo 23, idade real 28,3 anos, idade estimada 29,5 anos
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Figura 4.5b — Imagem nota 2. Cemento: (c), dentina (d), jungdo cementodentinéria (jcd) e camada
granular de Tomes (cgt). Individuo 18, idade real 62 anos, idade estimada 40,5
anos

Figura 4.5c — Imagem nota 3. Cemento: (c), dentina (d), juncdo cementodentinéria (jcd) e camada
granular de Tomes (cgt). Individuo 2, idade real 77,3 anos, idade estimada 39,1
anos
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4.2.5 Protocolo para analise de imagens

As LC foram realgadas no software Image J 1.43s, seguindo os

procedimentos:
1) Conversédo da imagem para preto e branco

2) Aumento de contraste com normalizagdo e equalizagdo de histograma
(fungbes executadas automaticamente pelo software, sem ajustes

manuais dos observadores)

Foram consideradas para contagem as LC escuras a microscopia éptica, que
foram contadas na dire¢&do da juncdo cementodentinéria até a superficie externa do
cemento. A referéncia para iniciar a contagem foi a “linha de erupgéo”, a primeira LC
clara e mais espessa localizada mais proxima a juncado cementodentinéria. Esta LC
é tida como a primeira camada de cemento formada apdés a erupgdo dentaria
(Kagerer; Grupe, 2001). Quando a qualidade da imagem n&o permitia identificar a
linha de erupcéo, iniciou-se a contagem pela primeira LC escura apds a camada
granular de Tomes (de aparéncia escura & microscopia optica).

A melhor imagem de cada lamina foi escolhida para a contagem. Foram feitas
trés contagens na mesma imagem, em regides distintas que apresentassem
visualizacdo do maior numero possivel de LC. Para esta etapa, a ferramenta de
pontos multiplos do software foi selecionada, e cada LC escura reconhecida foi
marcada e sua numeragéo correspondente ficou registrada na imagem, que foi
salva. Foi considerada como contagem final a média entre as trés contagens. As
laminas foram fotografadas nos mesmos locais, em microscopia éptica e polarizada.

Para as medidas de espessura do cemento nas imagens digitais, a conversao
de pixels para ym foram feitas seguindo a escala fornecida pelo fabricante do
microscopio e da camera. De acordo com a escala, uma imagem vista em aumento
de 10 x, com fator de aumento 1 ou 2, tem o lado maior da fotografia digital de
aproximadamente 1300 ou 650 um, aproximadamente. Foram feitas cinco medi¢des
da juncdo cementodentinéria até a superficie externa, sendo a média entre elas

considerada a espessura do cemento para aquela lamina.
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As contagens foram feitas de acordo com Kagerer e Grupe (2001): um
examinador fez as contagens em todas as imagens, que foram confrontadas com as
contagens feitas por outros dois membros independentes do grupo de pesquisa
(observadores-controle), em cego. Apos calibragéo, cinco imagens foram contadas
duas vezes pelo observador e os observadores-controle, com 03 dias de intervalo
entre uma contagem e outra. A variagéo intraobservador foi medida aplicando-se o
teste de correlagéo intraclasse dos resultados obtidos entre as duas contagens para
cada observador.

Os dois observadores-controle contaram as mesmas imagens usadas para as
estimativas, simultdnea e independentemente do observador. Com isso se objetivou
avaliar a subjetividade das contagens, avaliando o numero de LC escuras
visualizadas para as mesmas imagens. A variagéo interobservador foi medida pela
aplicacdo do teste de correlagdo intraclasse entre os resultados dos trés

observadores.

4.2.6 Tabela de cronologia de erupcédo dentaria

Os escores das contagens foram adicionados a idade méxima de erupgéo
dentaria especifica para a regido geogréfica da pesquisa, Sdo Paulo (Marques et al.,
1978). A tabela de Marques (Tabela 4.1) apresenta as idades minimas e méaximas
de erupcdo dentaria, de acordo com género, arcada dentéria e tipo de dente. A
idade de erupcdo dos terceiros molares ndo consta na tabela, de maneira que a
adicéo das idades de erupcéo destes dentes (Logan; Kronfeld, 1933) constitui uma

adaptacao.
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Tabela 4.1 — Tabela de Marques (1978) adaptada. Idades minimas e maximas de erupc¢ao dentaria
em anos. I1: incisivo central; 12; incisivo lateral; C: canino; P1: primeiro premolar; P2:
segundo premolar; M1: primeiro molar; M2: segundo molar; M3: terceiro molar

Masculino Feminino

Arco Dente min. | max. min. Mmax.
11 7 75 6,5 7

12 8 8,5 75 8,5

C 11,5 12 10,5 11

Superior P1 9,5 10 9 9,5
P2 10,5 11 10 10,5

M1 6 6,5 6 6,5
M2 12 12,5 12 12,5

M3 17 21 17 21

11 6 6,5 55 6

12 7 75 6,5 75

C 10 10,5 9 9,5
Inferior P1 9,5 10,5 9,5 10,5
P2 11 12 10,5 11

M1 6 6,5 55 6,5
M2 11,5 12 11 11,5

M3 17 21 17 21

Como os intervalos para erupcdo dentaria nesta tabela s&o curtos (variando
entre seis meses a um ano), adicionou-se a idade maxima de erupg¢ao dentéaria por
razdes praticas. Assim, 0s erros nas estimativas de idade ocasionados por variagdo
na época de erup¢do dentéria sempre compreenderdo entre seis meses a um ano a
menos, de acordo com a tabela. A Unica exce¢éo sdo os terceiros molares, onde se
considerard um intervalo de até quatro anos a menos. As idades reais em anos
foram calculadas dividindo-se o total de meses de vida do individuo por 12.

As estimativas e as espessuras medias para as imagens analisadas foram
registradas e confrontadas com o contetdo dos envelopes. O conjunto das laminas,
imagens e questionérios para cada doador foi reunido e um codigo numérico foi
atribuido a cada individuo. A correlagd@o entre as estimativas de idade e a idade real

foram medidas pelo coeficiente de correlagéo de Pearson.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dentre os 25 individuos que doaram dentes analisados na pesquisa, 0ito sao
do sexo masculino e 17 sdo do sexo feminino. As idades da amostra variam entre 17
a 77 anos, com uma idade média de 44,2 anos. As proporcdes entre género, faixa

etaria e sua distribuicdo sao representadas no quadro 5.1 e no gréfico 5.1.

Fa,lx.a Masculino| % |[Feminino| % |Ambos| %

etaria

17-30 1 4 8 32 9 36
31-40 2 8 2 8 4 16
41 -50 1 4 1 4 2 8

51-60 1 4 4 16 5 20
61-70 1 4 2 8 3 12
71-80 2 8 0 0 2 8

Total 8 32 17 68 25 100

Quadro 5.1 — Divisdo da amostra por faixas etérias, nimero de individuos e porcentagens
correspondentes

90,0
80,0
70,0
60,0
50,0

40,0
30,0 |
20,0 -
< 111 ~
oo BEREREREEREEER

Gréfico 5.1 — Distribuicdo da amostra de acordo com nimero do individuo (eixo x) e idade real em
anos (eixo y)
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Os 25 individuos doaram 31 dentes, sendo 19 superiores e 12 inferiores.

Dentes molares séo a maioria (n=14), seguidos por premolares (n=7) e caninos

(n=6). A maior parte dos dentes foi extraida por destruicdo profunda causada por

carie (n=13) e perda irreversivel de inser¢do periodontal (n=12). O namero, tipo e

porcentagem correspondente para cada dente é representado no quadro 5.2.

superior N % inferior n % Motivo n %

11 1 3,2 11 1 3,2 a 13 41,9

12 1 3,2 12 1 3,2 b 12 38,7

C 3 9,7 C 3 9,7 c 3 9,7

P1 3 9,7 P1 1 3,2 d 2 6,5

P2 2 6,5 P2 1 3,2 e 1 3,2

M1 3 9,7 M1 1 3,2 Total 31 100
M2 2 6,5 M2 1 3,2
M3 4 12,9 M3 3 9,7
Total 19 61,3 Total 12 38,7

Quadro 5.2 — Distribuicdo da amostra de acordo com grupo dentario e motivo de extracdo: destruicao
profunda causada por carie (a), perda irreversivel de insercdo periodontal (b),
destruicdo causada por carie associada a periapicopatias (c), impactacdo (d) e
indicacdo ortodontica, com dente higido (e). I1: incisivo central; I12: incisivo lateral; C:
canino; P1: primeiro premolar; P2: segundo premolar; M1: primeiro molar; M2: segundo
molar; M3: terceiro molar

Houve quatro casos de extragBes multiplas, onde foram obtidos 10 dentes. O

individuo 02 doou quatro dentes perdidos por problemas periodontais, enquanto os
individuos 01, 03 e 05 doaram dois dentes cada (Quadro 5.3).

Individuo | Dentes doados Dentes Motivo
1 2 25,14 a
2 4 33, 32,31,43 b
3 2 22,23 b
5 2 46, 47 c
Total 10

Quadro 5.3 — ExtracGes mudltiplas e motivos: destruicdo profunda causada por carie (a), perda
irreversivel de insercdo periodontal (b), destruicdo causada por cérie associada a
periapicopatias (c). Numeragdo dos dentes de acordo com a ISO 3950 da FDI World

Dental Association
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5.2 CONFRONTO ENTRE ESTIMATIVAS E IDADE REAL

5.2.1 Variagéao intraobservador

Os resultados para variagdo intraobservador, em numero médio de LC
contadas, sdo apresentados na tabela 5.1. A replicabilidade das contagens para
uma mesma imagem foi considerada excelente para os trés observadores, de

acordo com o teste de correlacédo intraclasse (Fleiss, 1986).

Tabela 5.1 — Variacao intraobservador para duas contagens de cinco imagens diferentes, sendo uma
delas nota 1 e as quatro restantes nota 2. O: observador; OCA: observador-controle A,
OCB: observador controle B; c: coeficiente de correlacéo intraclasse, considerado do
excelente para os valores encontrados, de acordo com Fleiss (1986)

01 02 OCAl OCA2 OCB1 0CB2
31 34 36,6 37 36,3 35,3
31,3 32 31 32 36 34
28,6 27,3 26,6 27,6 33 32,3
37 32,6 40,6 40,3 43,6 53,6
23,6 23,3 27,6 26,6 29,6 32
c=0.89 c=0.98 c=0.83

5.2.2 Estimativas de idade e idade real

As estimativas de idade e idade real e outras informagdes individuais séo
mostradas na tabela 5.2. Houve correlacdo positiva de (r)= 0.59 entre as idades
reais e as estimadas, quando consideradas todas as imagens de todos o0s
individuos. A diferenca entre a média das idades reais e das idades estimadas,
denominada neste estudo erro médio, foi de 9,7 anos. As imagens contadas foram
as de microscopia Optica convencional, que mostraram diferenciagdo das LC
superior as das imagens polarizadas. Quando a amostra é dividida entre dentes

extraidos por qualquer razdo que néo seja periodontal (n=19) e dentes extraidos por
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problemas periodontais (n=12), a correlagédo aumenta para o primeiro grupo (r)=0.74

e o erro médio cai para 1,6 anos nas imagens do primeiro grupo. Para o segundo

grupo, a correlacdo cai (r)=0.06, conforme as tabelas 5.3 e 5.4. Para individuos

acima de 50 anos (n= 13), a correlacdo entre idade estimada foi de (r)= 0.03,

enquanto em individuos abaixo de 50 anos (n=12), o valor foi de (r)= 0.51 (Tabela

5.5).

Tabela 5.2 — Resultados divididos por individuo, lamina analisada, imagem selecionada, nota da

imagem, motivo de extracdo, idade real e idade estimada em anos. Motivos para
extracdo: destruicdo profunda causada por cérie (a), perda irreversivel de insercao
periodontal (b), destruicdo causada por carie associada a periapicopatias (c),
impactacao (d) e indicacdo ortoddntica, com dente higido (e). Coeficiente de correlacdo
de Pearson (r)= 0.59, p<0,001

Individuo Lamina Imagem Nota Dente Motivo Idade Ic_iade
real estimada
1 2 3 2 25 a 40,6 39,1
11 35 2 14 a 40,6 35,8
2 32 18 2 33 b 77,3 45,8
33 24 3 32 b 77,3 39,1
34 34 2 31 b 77,3 41,8
35 43 1 43 b 77,3 55,5
3 39 52 2 22 b 56,4 33,5
40 59 2 23 b 56,4 24
4 15 47 1 34 b 67,3 50,5
5 16 54 1 47 c 26,1 24,8
17 63 2 46 c 26,1 27,1
6 FO04 96 1 23 d 23,7 21,3
7 FO05 101 1 35 a 55,2 42
8 FO02 138 1 11 b 75,8 26,8
9 FO03 94 1 48 e 17,6 29,3
10 5 15 1 18 a 27,4 38
11 24 84 2 38 b 62,2 63,3
12 3 5 1 17 a 37,8 43,1
13 28 94 2 24 a 39,3 35,1
14 37 44 1 24 a 28,2 28,1
15 €002 70 1 13 a 53,2 44
16 €003 76 1 43 c 28,5 33,8
17 C009 88 1 38 d 24,3 27,6
18 C004 83 2 26 a 62,1 40,5
19 C005 86 1 18 a 22,9 33,3
20 006¢ 18 2 14 b 54,2 47
21 19 68 1 16 a 40 25,8
22 8 28 1 23 a 50,8 46,3
23 12 40 1 25 a 28,3 29,5
24 4 7 3 16 b 56,3 45,5
25 1 p1010003 2 27 b 50 43,1
média - - 47,1 37,4
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Tabela 5.3 — Estimativas de idade para dentes extraidos por qualquer motivo que nao seja
periodontal. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r)= 0.74, p<0,001

Individuo Dente Idade real Idade estimada

1 25 40,6 39,1
14 40,6 35,8

5 47 26,1 24,8
46 26,1 27,1

6 23 23,7 21,3
7 35 55,2 42
9 48 17,6 29,3
10 18 27,4 38
12 17 37,8 43,1
13 24 39,3 35,1
14 24 28,2 28,1
15 13 53,2 44
16 43 28,5 33,8
17 38 24,3 27,6
18 26 62,1 40,5
19 18 22,9 33,3
21 16 40 25,8
22 23 50,8 46,3
23 25 28,3 29,5
média - 35,4 33,8

Tabela 5.4 — Estimativas de idade para dentes com extraidos por perda irreversivel de insercao
periodontal. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r)= 0.06

Individuo Dente Idade real Idade estimada
2 33 77,3 45,8
32 77,3 39,1
31 77,3 41,8
43 77,3 55,5
3 22 56,4 33,5
23 56,4 24
4 34 67,3 50,5
8 11 75,8 26,8
11 38 62,2 63,3
20 14 54,2 47
24 16 56,3 45,5
25 27 50 43,1

média - 65,7 43,1
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A correlagdo entre qualidade das imagens, idade estimada e idade real é
demonstrada na tabela 5.5, juntamente com a correlagdo para a amostra dividida em
menores e maiores de 50 anos:

Tabela 5.5 — Coeficiente de correlagdo de Pearson entre idade estimada e idade real, de acordo com

gualidade de imagem (esq.) e idade (dir.). As imagens de nota 3 ndo foram incluidas na
tabela devido a sua menor quantidade na amostra (n=2). *p<0,001; **p<0,05

Nota Imagens Correlacdo Idade (i) Individuos Correlacao
1 17 0.79* i>50 13 0.03
2 12 0.59** i <50 12 0.51*

5.2.3 Variagéao interobservador

As contagens feitas pelo observador e observadores-controle, adicionadas as
idades méximas de erupcdo correspondentes sdo apresentadas na tabela 5.6. A
concordancia interobservador (O x OCA x OCB), calculada pelo teste de correlagéo
intraclasse (c= 0.70) foi considerada boa (Fleiss, 1986) para os resultados das 31

imagens analisadas.

Tabela 5.6 — Estimativas de idade do observador (O) e observadores-controle (OCA e OCB), em anos.

Individuo Idade real 0 OCA OCB Individuo Idade real 0 OCA OCB
1 40,6 39,1 37,1 43,5 11 62,2 63,3 42,3 70,3
40,6 35,8 35,8 37,1 12 37,8 43,1 45,8 44,1

2 77,3 45,8 41,8 48,1 13 39,3 35,1 35,1 35,1
77,3 39,1 26,8 40,1 14 28,2 28,1 27,5 26,8

77,3 41,8 41,8 36,1 15 53,2 44 34 57

77,3 55,5 52,5 63,5 16 28,5 33,8 441 44,8

3 56,4 33,5 36,1 38,5 17 243 27,6 31 29
56,4 24 30,6 26 18 62,1 40,5 30,5 41,5

4 67,3 50,5 48,8 57,5 19 22,9 33,3 33 40,3
5 26,1 24,8 27,1 32,1 20 54,2 47 50 53,6
26,1 27,1 27,5 31,1 21 40,0 25,8 28,8 29,8

6 23,7 21,3 36 47 22 50,8 46,3 42,6 57
7 55,2 42 47,6 47,3 23 28,3 29,5 35,5 37,5
8 75,8 26,8 27,5 30,1 24 56,3 455 425 51,1
9 17,6 29,3 32,6 36,3 25 50,0 43,1 43,1 45,1
10 27,4 38 39,6 41,6 média 471 37,4 37,3 42,5
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As diferencas das meédias das idades estimadas por cada observador, em
anos, foram de 0,1 ano para O x OCA, 5,1 anos para O x OCB e 5,2 anos para OCA
x OCB. O erro médio (diferenca entre média das idades reais e média das idades
estimadas) e a correlagédo entre idade real e idades estimadas para O, OCA e OCB
também séo mostradas na tabela 5.7:

Tabela 5.7 — Erro médio, em anos, e coeficiente de correlacdo de Pearson, em relacdo a média das
idades reais. *p<0,001; **p<0,05

0 OCA OCB

erro médio
(anos) 9,7 9,8 4,6
correlagdo 0.59*  0.33 0.39**

Tabela 5.8 — Replicabilidade (c) entre as contagens do observador e observadores-controle,
consideradas médias a boas. *p<0,001; **p= 0,01; =: replicabilidade considerada
excelente; DEM: diferenca entre idades médias estimadas, em anos.

Toda amostra N&o perio Perio
Ox O x OCA x Ox Ox OCA x Ox Ox OCA x
OCA 0oCB 0oCB OCA OCB OCB OCA OCB OCB
c* 0.71 0.72 0.64 0.60  0.46** 0.58 0.75a 093 © 0.66
DEM 01 51 5,2 15 6,3 4,8 2,7 3,7 6,4

5.3 CORRELACAO ENTRE ESPESSURA DE CEMENTO E IDADE REAL

Os valores de espessura média de cemento e idade para cada individuo sé&o
apresentados na tabela 5.9: A correlagdo para toda a amostra foi de (r)= 0.69,
p<0,001 (r)= 0.25 para dentes comprometidos periodontalmente e (r)= 0.75, p<0,001

para dentes sem problemas periodontais
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Tabela 5.9 — Espessura média em um e idade em anos, para dentes extraidos por motivos

periodontais (esg.) e motivos ndo periodontais (dir.)

Individuo ndo perio Idade real Espessura Individuo perio Idade real Espessura
1 40,6 111,7 2 77,3 1442
40,6 100,0 77,3 1141
5 26,1 57,5 77,3 122,6
26,1 70,0 77,3 202,0
6 23,7 65,9 3 56,4 103,6
7 55,2 1249 56,4 120,9
9 17,6 60,9 4 67,3 219,0
10 27,4 48,9 8 75,8 138,0
12 37,8 94,1 11 62,2 191,2
13 39,3 129,2 20 54,2 113,0
14 28,2 57,5 24 56,3 153,7
15 53,2 175,5 25 50,0 123,1
16 28,5 110,9
17 24,3 65,7
18 62,1 180,2
19 22,9 152,6
21 40,0 82,4
22 50,8 175,6
23 28,3 84,7

As espessuras médias de cemento e idade real, para todos os dentes, para dentes

extraidos por motivos ndo periodontais e para dentes extraidos por motivos

exclusivamente periodontais sdo apresentadas nos gréficos de regresséo linear 5.2,

5.3 e 5.4, respectivamente:

Espessura
(Hmy

Teste de Regresséo Linear

240

200+

140+

00—+

Idade (anos)

Gréfico 5.2 — Espessuras de cemento e idade real, para todas as imagens (n=31) analisadas.

Coeficiente de correlacao de Pearson (r)= 0.69, p<0,001
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Gréfico 5.2 — Espessuras de cemento e idade real, para as imagens de dentes extraidos por motivos
nao periodontais (n=19). Coeficiente de correlacdo de Pearson (r)= 0.75, p<0,001
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Gréfico 5.3 — Espessuras de cemento e idade real, para as imagens de dentes extraidos por motivos
periodontais (n=12). Coeficiente de correlacdo de Pearson (r)= 0.25
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6 DISCUSSAO

A técnica das LC, quando aplicada em cortes histolégicos desmineralizados e
corados com substancias de uso na rotina histolégica, pode gerar custos elevados e
procedimentos laboratoriais complexos, de dificil execugdo em servicos de
odontologia forense que ndo estejam equipados e treinados para este tipo de
preparagdo. Embora alguns autores tenham alcangado resultados melhores com o
uso de cortes desmineralizados e corados (Charles et al., 1986; Condon et al., 1986;
Lipsinic et al., 1986; Kvaal, Solheim, 1995), a relagdo custo-beneficio entre
procedimentos para preparo e resultados para laminas mineralizadas foi vantajosa e
escolhida para este estudo, assim como para boa parte dos estudos consultados
(Stott et al., 1982; Cipriano, 2001; Jankauskas et al., 2001; Kagerer; Grupe, 2001;
Maat et al., 2001; Maat et al., 2006; Wedel, 2007; Aggarwal et al., 2008). Mesmo
quando ndo haja cortadora de precisdo disponivel, os cortes podem ser feitos com
serras “tico-tico” e depois desgastados, de acordo com a técnica modificada de Frost
(Maat et al., 2006), embora o manuseio de dentes incluidos, de menor dimenséo,
possa dificultar o processo.

Os materiais usados no preparo séo facilmente encontrados em lojas de
suprimentos laboratoriais, odontolégicos ou mesmo em lojas de materiais de
construgdo (no caso das lixas d &gua), a custos muito acessiveis. Entretanto, é
necessario treinamento antes da aplicacdo da técnica em casos forenses ou
arqueologicos, dada a fragilidade das secg¢bes e risco de rasgamentos e fraturas.
Todas as etapas manuais, desde a sele¢do dos dentes & montagem da lamina, séo
minuciosas e erros podem ocasionar laminas sem anéis visiveis ou com artefatos de

técnica. Como reflexo desta condigdo, observa-se o grande numero de laminas
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rejeitadas (n=24) neste e em outros trabalhos (Wittwer-Backofen et al., 2004; Wedel,
2007). Os resultados com menor correlagao relatados na literatura (Lipsinic et al.,
1986; Lucas; Loh, 1986; Miller et al., 1988; Renz; Radlanski, 2006) sdo em parte
explicados por fatores histotécnicos, que podem ter influéncia direta sobre a
acuracia das estimativas de idade (Wittwer-Backofen et al., 2004; Maat et al., 2006).

Os cortes, iniciados no limite entre tercos cervical e médio, causam o
descarte de todo remanescente radicular cervical. Caso o primeiro corte ndo seja
satisfatorio, a cada avanco da cortadora em dire¢do apical, as chances de se obter
cortes com cemento celular aumentam (Ten Cate, 2001). Este fato pode ter
contribuido para que as laminas longitudinais ndo tenham exibido LC adequadas
para contagem, ja que ndo exibiram os tercos médio e cervical em sua totalidade. Se
os cortes fossem feitos em direcdo apicocervical, as chances de se encontrar
cemento celular seriam menores. Além disso, o0 remanescente radicular apical
poderia ser utilizado em outras técnicas de estimativa de idade, como as de Solheim
(1990) e Gustafson (1950).

Mesmo em casos onde ndo haja presenca de cementécitos na lamina, €
preciso cautela para ndo analisar equivocadamente areas de cemento celular
secundario misto, que apresenta LC bem definidas, mas que n&do sdo adequadas
para analise por exibirem grande nimero de LC que resultam em superestimativas

de idade (Figura 6.1).
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Figura 6.1 — Cemento secundario celular misto, com muitas LC organizadas, em luz polarizada.
Fotomicrografia feita no mesmo aumento (20x) das laminas analisadas. Notar a
espessa camada de cemento e as numerosas LC que ocasionariam em estimativas de
idade inadequadas

A observagdo das laminas em microscopia polarizada ndo mostrou boa
diferenciacé@o entre as LC, ao contrario de outros estudos (Lieberman, 1994; Wedel,
2007; Aggarwal et al, 2008; Kasetty et al., 2010). De acordo com Lieberman (1994),
as causas primarias para a formacdo das LC sdo duas: variacdo na direcdo e
guantidade das fibras colagenas (que séo birrefringentes a luz polarizada) da matriz
organica do cemento e mineralizagcao relativa das fibras. Foram observadas regides
amplas, que abrangiam muitas LC, que ora se apresentavam claras a luz polarizada,
ora escuras. Este fenébmeno foi observado (Figura 6.2) em laminas de individuos
com e sem ocorréncia de eventos sistémicos que poderiam alterar a qualidade das

LC formadas. A imprecisdo em datar estas areas adequadamente e correlaciona-las
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com eventos in vivo (como demonstrado em Kagerer e Grupe (2001)) fez com que

esta andlise nao fosse conduzida neste trabalho.

Figura 6.2 — Lamina 006 (individuo 20, sem relato de eventos sistémicos; dente perdido por motivos
periodontais. ldade real 54,2 anos; Idade estimada 47 anos). A visualizagdo em
microscopia polarizada (esg.) mostra regides claras que poderiam ser interpretadas como
regibes com mudanca na direcao das fibras colagenas ou variagdo na mineralizagcao
relativa, mas que nao refletem necessariamente eventos de envolvimento sistémico. Na
imagem pos aplicagdo do protocolo (dir.), feita no mesmo lugar, em microscopia éptica,
nota-se melhor diferenciacdo entre as LC. As LC mais espessas também poderiam ser
interpretadas erroneamente como eventos sistémicos, em caso de individuo de histérico
desconhecido

As dificuldades nas contagens foram as mesmas de Kasetty et. al (2010):
variagdo de espessura das LC, falta de nitidez, sobreposicdo da mesma linha em
planos diferentes que pode ser interpretada como duas linhas, falta de definicdo da
juncdo cementodentindria e reabsorcdes de cemento que diminuem a espessura do
cemento. Em alguns casos, discretas mudancas nos tons alternantes de cinza,
realcadas pelo protocolo de andlise de imagens, foram o critério usado pelos

observadores para a contagem de um determinado anel. Apesar da correlacdo
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positiva encontrada entre LC e idade estimada, estas dificuldades podem ter
contribuido para que o coeficiente de correlagdo ndo tenha sido maior. Por melhor
calibrado que um observador esteja, o componente subjetivo sempre estard
presente nas contagens, mesmo nas laminas com qualidade superior.

A escolha do modelo de andlise 1 lamina, 1 observador e 1 contagem pode
ser até 799% menos eficiente que o modelo 8 laminas, 1 observador e 1 contagem
(Charles et al.,, 1986), ainda que para laminas desmineralizadas e coradas,
considerando variagdes de contagem néo relacionadas com idade real. Todavia,
preparar mais laminas néo significa que necessariamente sec¢des com LC bem
diferenciadas serdo obtidas, além de consumir mais tempo (aproximadamente
quatro horas para a preparagdo e analise de um Unico dente, de acordo com 0s
autores e com a prética adquirida neste trabalho) e recursos. De acordo com 0s
mesmos autores, um aumento de eficiéncia de 215% pode ser alcangado caso o
modelo adotado seja 2 laminas, 2 observadores e 2 contagens. Se neste estudo foi
usado o modelo menos eficiente, e ainda assim foi encontrada correlagdo positiva
entre LC e idade real, acredita-se que melhoras significativas possam ser
alcangcadas aumentando-se o numero de laminas, observadores e contagens.

Os resultados para a variagdo intraobservador demonstram que a
replicabilidade das contagens é excelente (c variando entre 0.83 a 0.98) para o
observador e para os observadores-controle, de acordo com Fleiss (1986). Logo, os
resultados sugerem que as diferencas entre contagens feitas na mesma imagem,
pelo mesmo observador, em ocasides diferentes nédo tiveram influéncia significativa
nos erros encontrados, como relatado também por outros autores (Naylor et al.,

1985; Charles et al., 1986; Jankauskas et al., 2001).
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Os resultados para a variagédo interobservador demonstram uma influéncia
significativa da subjetividade das contagens, com as diferencas das médias das
idades estimadas pelos observadores variando entre 5,2 a 5,3 anos para toda a
amostra, 2,7 a 6,4 anos para os individuos com problemas periodontais e 1,5 a 6,3
anos para os individuos sem problemas periodontais. Mesmo assim, o coeficiente de
correlacdo intraclasse calculado para as contagens variou entre 0.46 a 0.93,
resultados considerados médios/bons a excelentes (Fleiss, 1986), demonstrando
concordancia adequada entre os observadores.

Para os erros médios de todos os observadores, a variagdo foi de 4,6 a 9,7
anos para toda a amostra, com coeficientes de correlagdo de Pearson variando
entre 0.33 a 0.59, com p<0,001. Estes resultados, em associacdo com 0s
coeficientes de correlagéo intraclasse encontrados, sugerem que as contagens feitas
pelo observador e observadores-controle, variam significativamente em relacdo a
idade real, mas que esta variacdo ndo € predominantemente devida a
inconsisténcias entre os observadores.

Quando a amostra é dividida em imagens de nota 1 e nota 2 (excluiu-se as
imagens de nota 3 por seu ndmero (n=2) reduzido), ao contrario do esperado, 0s
resultados demonstram que a correlagdo menos positiva entre idade estimada e
idade real se da para as imagens de melhor qualidade ((r)= 0.59), e ndo para as de
pior qualidade ((r)= 0.79). Assim, a qualidade das imagens nao pode ser
considerada um critério definitivo para explicar estimativas de idade imprecisas. Um
achado semelhante também foi reportado por Wittwer-Backofen et al. (2004).

Aparentemente, os problemas periodontais sdo a maior fonte de erro entre
idade estimada e idade real. A correlagdo para toda a amostra ((r)= 0.59, p<0,001)

aumenta quando se exclui os dentes com problemas periodontais ((r)= 0.74;
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p<0,001) e cai sensivelmente quando se analisa somente os dentes com problemas
periodontais ((r)= 0.03). O mesmo acontece com o erro médio, de 9,7 anos para toda
a amostra, 1,6 anos para os dentes sem problemas periodontais e 22,6 anos para 0s
dentes com problemas periodontais. Estes achados concordam com outros estudos
(Condon et al., 1986; Kagerer; Grupe, 2001), mas ao se analisar a idade real dos
individuos com problemas periodontais (n=12), nota-se que todos tém 50 anos ou
mais. Este fato, aliado ao decréscimo de acuracia da técnica com o aumento da
idade, conforme relatado por outros estudos (Lipsinic et al., 1986; Miller et al., 1988;
Stein; Corcoran, 1994; Bojarun et al., 2003; Pilloud, 2004; Obertova; Francken,
2009), pode ter contribuido para o erro médio extremamente alto encontrado. Além
disso, eventuais tratamentos periodontais podem ter causado remocédo de LC
(Moreinos, 1975), causando estimativas de idade muito imprecisas.

As alteracdes patoldgicas do cemento na periodontite podem ajudar a explicar
os resultados para o grupo com periodontite. Na periodontite, o arranjo espacial das
fibras colagenas pode ser alterado (Yamamoto et al., 1966; Barton; Van Swol, 1987)
e a destruicdo das mesmas pode ocasionar em cemento menos espesso (Selvig,
1966; Sottosanti; Garret, 1975) e, consequentemente, com menos LC (Kagerer;
Grupe, 2001).

Os individuos 11, 20 e 25 sdo os que tiveram suas estimativas de idade mais
proximas da real, dentre os 12 analisados. Talvez nestes casos, a sele¢cdo de areas
radiculares sem tartaro evidente possa ter ocasionado na andlise de uma superficie
menos afetada por periodontite, ou até mesmo saudavel. A presenca de cemento
normal, mesmo em &reas com alteracdes patolégicas também ndo é descartada,
conforme Jones (1972). J& os individuos 2, 3 e 8 (77,3, 56,4, e 75,8 anos,

respectivamente), além de portadores de periodontite, com mais de 50 anos, sujeitos
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as alteragOes supracitadas, também sdo diabéticos, o que pode ocasionar em menor
espessura de cemento e possivelmente menos LC (Gokhan et al., 2004). As
estimativas para estes individuos foram extremamente imprecisas, com até 49 anos
de diferenca.

Para os valores de espessura do cemento, também nota-se pouca correlagdo
((= 0.25) com a idade real, para os individuos portadores de periodontite. A maior
parte dos dentes analisados (n=8) apresentou espessura de cemento menor que o
esperado (segundo coeficiente de correlacédo linear) de acordo com o gréafico 5.3. Os
individuos 2, 3 e 8, diabéticos, tiveram espessuras de cemento menores que 0
esperado. Estes valores, cinco de um total de oito abaixo do esperado, concordam
com os achados de Gokhan et al. (2004).

Para os individuos sem problemas periodontais, a distribuicdo dos valores de
espessura esta mais proxima da reta com os valores esperados (Grafico 5.2) e a
correlacdo € maior que no grupo com problemas periodontais ((r)= 0.76, p<0,001).
Ja para a amostra total, a correlagcdo cai e a distribuicdo dos valores se torna um
pouco mais dispersa. Estes resultados sugerem que hé correlagédo entre espessura
de cemento e idade real, assim como ha entre LC e idade real, que entretanto pode
diminuir a medida que os individuos estudados apresentem problemas periodontais,
diabetes e idades mais avancadas.

Os dentes dos individuos 9, 10 e 19 tiveram suas idades superestimadas em
muitos anos em relacdo a idade real (11,7, 10,6 e 10,4 anos, respectivamente). Este
fato ndo parece ter uma explicagdo aparente. Todos estes dentes s&o terceiros
molares, sendo que o do individuo nove foi extraido por motivo de impactacao.
Quando o grupo dos dentes extraidos por motivos ndo periodontais é analisado sem

estes trés individuos, a correlagdo de Pearson sobe para (r)= 0.80, p<0,001, o que
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reforca ainda mais a hipotese de que dentes sem problemas periodontais podem

fornecer estimativas de idade confidveis pelo método da contagem das LC.
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7 CONCLUSOES

o A estimativa de idade pela contagem das LC pode ser um método confiavel
para dentes sem alteracdes periodontais, com erro médio de -1,6 anos para a

amostra estudada.

o Quando se analisa dentes com patologias periodontais, os resultados
fornecem subestimativas de idade, com erro médio de -22,6 anos para a amostra

analisada.

o A correlagéo para toda a amostra foi de (r)= 0.58, p<0,001, sendo menor ((r)=
0.06) para dentes com patologias periodontais e maior ((r) = 0.74, p<0,001) para
dentes sem patologias periodontais. A precisdo da técnica tendeu a baixar com o

aumento da idade dos individuos analisados.

o A qualidade da imagem, e as variagbes intra e interobservador né&o

constituiram as maiores fontes de erro.

o Houve correlagéo entre espessura de cemento e idade real, sendo que a
correlacdo para os mesmos parametros, em dentes com problemas periodontais foi

menor e, em dentes sem problemas periodontais, foi maior.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido e questionario

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do estudo: Estimativa da idade através dos linhas incrementais de cemento

Acelular

Pesquisadores responséaveis: Prof. Dr. Rodolfo Francisco Haltenhoff Melani e

Paulo Eduardo Miamoto Dias

Instituicdo/Departamento: Faculdade de Odontologia da USP. Departamento de

Odontologia Social. Av. Lineu Prestes, 2227, Cidade Universitaria.
Telefone para contato: 11 3091-7891/ 11 3091-7717 / 11 7607-8889

Email para contato: dr.miamoto@gmail.com ou miamoto@usp.br

Local da coleta de dados: Clinica de Cirurgia Bucomaxilofacial da Graduagéo

FOUSP e consultérios partculares
Prezado(a) Senhor(a):

e Vocé esta sendo convidado(a) a doar seu dente extraido e responder as
perguntas deste questionario de forma totalmente voluntaria.

e Antes de concordar em participar desta pesquisa, doar seu dente e responder
este questionario € muito importante que vocé compreenda as informagdes e
instru¢des contidas neste documento.

e Os pesquisadores deverdo responder todas as suas duvidas antes que vocé
decida participar.

e Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento,
sem nenhuma penalidade e sem perder os beneficios aos quais tenha direito.

Objetivo do estudo: estudar a estimativa de idade de seres humanos a partir das
raizes dos dentes extraidos e ocorréncia de eventos como gravidez, doenca renal,

etc.

Procedimentos: sua participacéo nesta pesquisa consistird no preenchimento deste

questionério e doacédo de seu(s) dente(s) extraido(s).
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Beneficios. Esta pesquisa trara maior conhecimento sobre o tema abordado, sem

beneficio direto para vocé.

Riscos. O preenchimento deste questionario ndo representard qualquer risco de

ordem fisica ou psicoldgica para vocé.

Sigilo. As informag6es fornecidas por vocé seréo confidenciais e de conhecimento
apenas dos pesquisadores responsaveis. Os sujeitos da pesquisa ndo serao
identificados em nenhum momento, mesmo quando os resultados desta pesquisa

forem divulgados em qualquer forma.

ATENCAO:

A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria e o participante
terd uma copia deste TCLE. Em caso de duvida quanto aos seus direitos, escreva
ao Comité de Etica em Pesquisa da FO-USP - Av. Lineu Prestes, 2227 — Cidade
Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo SP. Tel.: (11) 3091.3871 Fax: (11)
3091.7842. Ou se comunique com o pesquisador Paulo Eduardo Miamoto Dias, pelo

telefone (11) 7607 8889, email dr.miamoto@gmail.com, em horério comercial.

Eu declaro ter lido

na integra e entendido os termos e a finalidade da presente pesquisa e aceito
participar da mesma,
/ /2008

Assinatura

RG
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Questionario — Individuo n°®
1. Identificagéo
Sexo o masculino o feminino
Idade anos

Data de nascimento / /

2. Histdria médica e odontolégica
Para mulheres: vocé j& ficou ou esta gravida? o sim onao
Em caso positivo, quantas vezes vocé ja ficou gravida? veze(s)

Com quantos anos vocé estava na(s) sua(s) gravidez(es)? . % +__,__anos

Vocé teve ou tem alguma destas altera¢cdes ou doengas? Caso positivo marque com
um X o campo correspondente, e escreva quantos anos vocé tinha na época. Caso

néo se lembre exatamente sua idade, escreva a sua idade aproximada na época.

o nefrite —Aos __ anos

o insuficiéncia renal — Aos ____ anos
o raquitismo — Aos ____ anos

o osteomalacia — Aos ____ anos
oanemia— A0S anos

o hipo ou o hipertiroidismo (problema de tireéide) — Aos __anos
o hipo ou o hiperparatiroidismo (problema de paratiredide) — Aos __anos
o desnutricdo — Aos ____ anos

0 osteoporose — Aos anos
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o diabetes — Desde os anos
o hepatite — Aos anos
o febre reumatica — Aos anos

Vocé ja fez hemodiélise? o sim O Nao

Por qué? Quantos anos vocé tinha? anos

Vocé ja teve que tomar calcio como suplemento alimentar? o sim 0 néo

Por qué? Quantos anos voceé tinha? anos

Vocé toma algum remédio regularmente? o sim o ndo

Por qué? Ha quanto tempo? anos

Vocé ja quebrou algum 0sso? o sim o néo
Quantas vezes? Quantos anos vocé tinha? anos
Vocé ja teve que tomar vitamina D como suplemento alimentar? o sim o ndo

Por qué? Quantos anos voceé tinha? anos

Vocé ja teve ou tem alguma doenca infecciosa? o sim o néo

Qual? Com quantos anos?

Vocé ja teve ou tem alguma alteragdo ou doenga que ndo tenha sido perguntada?

o sim O nao

Qual? Com quantos anos? anos

Vocé ja teve muitos problemas dentérios? osim o néo
Vocé tem ou teve algum problema dentério de nascenga? o sim o néo

Qual?

3. Habitos individuais

Vocé fuma? osim ondo Haquanto tempo? anos



Vocé costuma fazer viagens longas? o sim o ndo Ha quanto tempo? __ anos

Vocé bebe? osim ondo  Ha quanto tempo? anos

Vocé toma suplementos alimentares? o sim o ndo Qual(is)?

H& quanto tempo?___anos

Muito Obrigado por sua colaboragéo!

PARA USO DO PESQUISADOR (néo preencher):
Elemento dentéario

Motivo da extragao:

o destruicdo coronaria profunda

o extensa destruigdo associada a periapicopatias
o impactacgao

o perda irreversivel de insergéo periodontal

o lesdo endo-perio

o indicagao protética

o indicag&o ortodontica

Extracéo por via o alveolar o nao alveolar

Odontosecgcdo? osim o0 ndo Osteotomia/ostectomia? o sim o ndo

94

Hipercementite? osim o©ondo Anquilose? o©sim o©ondo DTM? osim o

nao

Tratamentos anteriores? o sim o nao

Relatar
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER DE APROVAGAO
FR 279384
Protocolo 118/2009

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa
APROVOU o protocolo de pesquisa “Estimativa da idade através dos
anéis de cemento acelular’, de responsabilidade do(a) Pesquisador(a)
Paulo Eduardo Miamoto Dias, de responsabilidade do(a) Prof.(a) Dr.(a.)
Rodolfo Francisco Haltenhoff Melani.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados a
este Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao
término copia do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve
ser apresentada a este CEP para apreciagéo, de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

S&o Paulo, 22 de outubro de 2009.

Prof. Dr” Jo& rto de Cerquéiraluz

Coordenador do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitaria "Armando de Salles Oliveira".
Séo Paulo - SP - CEP 05508-900 —Telef /FAX (0XX11) 3091-7887
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ANEXO B — Autorizac&o para coleta de dentes na Clinica Odontol6gica FOUSP

i
CUEs
A K,

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO %ﬂ

FACULDADE DE ODONTOLOGIA &

s
A

Sé&o Paulo, 30 de abril de 2009
A/C Prof. Dr. Rodney Garcia Rocha

Supervisor Técnico Cientifico da Clinica Odontolégica
Prezado Professor,

Venho através desta, solicitar autorizagdo para que Paulo Eduardo
Miamoto Dias, aluno do Programa de Mestrado em Ciéncias Odontologicas,
area de concentragdo Odontologia Social, RG 43.557.593-4, numero USP
6585199, orientado por mim, possa acessar as Clinicas de Cirurgia
Bucomaxilofacial da Graduagéo e Poés-Graduagao FO-USP, para o
desenvolvimento da pesquisa intitulada “Estimativa da idade através dos anéis
de cemento acelular: um estudo em brasileiros”, DESDE QUE APROVADA
PELO CEP FO-USP. A pesquisa objetiva coletar diretamente dos pacientes
dentes extraidos por motivos terapéuticos apos assinatura de TCLE e
preenchimento de questionario. Ndo serdo usados espécimes do banco de
dentes FOUSP, pois € necessario haver informagoes precisas (idade, historia
médica, etc.) acerca dos doadores para confronto com a analise histolégica dos
dentes obtidos. Sem mais para o momento, reitero protestos de elevada

estima.

Atenciosamente,

/é(/ S @f’ h\’(b & g‘RLA—

Prof. Dg#Rodolfo Francsisco Haltenhoff Melani

=) 1o eﬂa ¥

Pr . Rodney Garcia Rocha
- de Segdo T. Cientifica
'"';a Odentolégica - FOUSP
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ANEXO C - Autorizagéo para uso do Laboratério de Microscopia do Departamento de Estomatologia
FOUSP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Autorizagao para uso de infra-estrutura e laboratdrio

Autorizo o aluno do Programa de Mestrado em Ciéncias Odontolégicas,
area de concentragdo Odontologia Social, Paulo Eduardo Miamoto Dias, RG
43.557.593-4, numero USP 6585199, orientado pelo Prof. Dr. Rodolfo
Francisco Haltenhoff Melani, a utilizar o Laboratério de Microscopia do
Departamento de Patologia Bucal da FO-USP, para o desenvolvimento da
pesquisa intitulada “Estimativa da idade através dos anéis de cemento acelular:
um estudo em brasileiros”, contanto que haja disponibilidade de tempo do
Laboratério e pessoal autorizado para acompanhar os trabalhos do aluno. O
aluno ficard responsavel por quaisquer danos causados pelo mesmo as

dependéncias do Laboratério e seus equipamentos.

Sdo Paulo, OF de  I2¢ 4o 2009.

dgaco Qlo 2o 2o

Profa’ Dra. Suzana C. Orsini Machado de Souza

Professora Titular do Departamento de Estomatologia

Disciplina de Patologia Bucal




W
LN
ST

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
Departamento de Mineralogia e Geotecténica

Autorizagao

Autorizo o aluno da Faculdade de Qdontologia, Paulo Eduardo Miamoto
n° USP 6585199, orientado do Prof. Dr. Rodolfo Francisco Haltenhoff
; ~do Departamento de Odontologia Social, a usar as dependéncias do
tério de Microscopia Petrografica para o registro das imagens do
lho intitulado “Estimativa da idade atraves dos anéis de cemento”,
do pelo CEP-FOUSP, parecer 118/2009.

‘ de margo de 2010.

i

fy A. S. Szabo

e Mineralogia e Geotectonica
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ANEXO D — Autorizagdo para uso do Laboratério de Microscopia do Departamento de Mineralogia e
Geotectdnica IGC USP
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