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RESUMO

Costa MC. Avaliacdo da dureza dos tecidos dentarios higido e cariado
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2022. Versao Original.

A dureza € uma das propriedades mecéanicas da estrutura dental que pode ser afetada
pelo processo carioso. O objetivo deste estudo foi avaliar a dureza de diferentes
tecidos de dentes humanos permanentes, utilizando dois diferentes instrumentos de
mensuracdo. A amostra foi composta por 36 espécimes classificados em escores
ICDAS 3 (n = 14) e 4 (n = 22). Os dentes cariados foram seccionados no sentido
meésio-distal e polidos até a obtencdo de uma superficie lisa e plana, expondo esmalte
e dentina higidos e cariados. Foram comparados esmalte higido e cariado na mesma
profundidade. J& para a dentina, diferentes camadas da dentina cariada foram
comparadas a dentina higida também na mesma profundidade. Os testes de dureza
foram realizados utilizando os indentadores Knoop e Berkovich. Os dados foram
submetidos a ANOVA de medidas repetidas seguido do teste de Tukey (p<0,05). Apos
comparacao entre o tecido cariado e higido em profundidades equivalentes de
esmalte e dentina de ambos escores, verificou-se maior dureza para o tecido sadio,
independentemente do método utilizado. Por outro lado, a dentina esclerética exibiu
valores de dureza superiores a dentina higida (p = 0,001). Houve correlacéo entre os
indentadores utilizados para obtencéo da dureza do esmalte (ICC: 0,98; IC 95%: 0,98
a 0,99) e da dentina (ICC: 0,96; IC 95%: 0,95 a 0,97). O teste de Bland-Altman e o
teste t demonstraram concordancias entre as medidas, enquanto a regresséo linear
simples ndo detectou variagao entre as medidas de dureza realizadas. A regresséo
de multinivel exibiu uma tendéncia similar entre os valores de dureza do esmalte e da
dentina mensurados por ambos indentadores utilizados indicando que esmalte
(p<0,001) e dentina (p<0,001) cariados possuem menor dureza dos que os higidos.
Com base nos achados foi concluido que ambos os equipamentos foram eficientes
em detectar diferencas de dureza entre os tecidos dentais, higidos e cariados. O
esmalte higido possui maior dureza do que o cariado em lesdes ICDAS 3 e 4. A dureza

da dentina em lesdes ICDAS 3 foi maior para a dentina higida do que para as dentinas



afetadas testadas. Ja para a lesdo ICDAS 4, a dureza da dentina escleroética foi maior

do que a dureza das dentinas higida, infectada, afetada e terciaria.

Palavras-chave: Dureza. Esmalte dentario. Dentina. Carie dental.



ABSTRACT

Costa MC. Hardness assessment healthy and carious dental tissues [dissertation].
Sédo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Versao
Original.

Hardness is one of the mechanical properties of the tooth structure that can be affected
by the carious process. This study aimed to evaluate the hardness of different tissues
of permanent human teeth using two different measuring instruments. The sample
consisted of 36 specimens classified in ICDAS scores 3 (n = 14) and 4 (n = 22). The
decayed teeth were sectioned in the mesiodistal direction and polished until obtaining
a smooth and flat surface, exposing healthy and decayed enamel and dentin. The
hardness of sound and decayed enamel were compared. Different layers of carious
dentin (infected, affected, sclerotic, and tertiary) were compared to sound dentin. The
hardness tests were performed using the Knoop and Berkovich indenters. Data were
statistically analyzed with repeated measures ANOVA followed by Tukey's test
(p<0.05). After comparing carious and healthy tissue in equivalent depths of enamel
and dentin of both ICDAS scores, greater hardness was observed for healthy tissue,
regardless of the hardness equipment used. On the other hand, sclerotic dentin
exhibited higher hardness values than all other tested dentin (p=0.001). There was a
correlation between the indenters used to obtain enamel hardness (ICC: 0.98; 95% CI:
0.98 to 0.99) and dentin (ICC: 0.96; 95% CI: 0.95 to 0.97). The Bland-Altman test and
the t-test showed agreement between the measurements, while the simple linear
regression did not detect any variation between the hardness measurements. The
multilevel regression showed a similar trend between enamel and dentin hardness
values measured by both indenters, indicating that decayed enamel (p<0.001) and
dentin (p<0.001) have a lower hardness than sound ones. Based on the findings, one
could conclude that both equipment efficiently detected hardness differences between
sound and decayed dental tissues. Sound enamel has a greater hardness than carious
enamel in ICDAS 3 and 4 lesions. Dentin hardness in ICDAS 3 lesions was greater for
sound dentin than for the affected dentin tested. As for the ICDAS 4 lesion, the
hardness of sclerotic dentin was greater than that of sound, infected, affected, and

tertiary dentin.

Keywords: Hardness. Dental enamel. Dentin. Dental caries.
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1 INTRODUCAO

O tecido duro dental é formado por esmalte e dentina que apresentam
composicdes e estruturas distintas, apesar de serem predominantemente constituidos
de cristais de hidroxiapatita (HAP) (de Dios Teruel et al., 2015). O esmalte contém
uma pequena quantidade de material organico e grande porcdo de conteddo
inorganico (90-96%). Milhdes de cristais com formato hexagonal, quando unidos,
formam bastonetes com didmetro de aproximadamente 4 pm, préximo a juncao
amelodentinaria (JAD), até 8 um, proximo a superficie externa do dente (Heymann et
al., 2014; de Dios Teruel et al., 2015). Na dentina, apenas 70% do peso é de contetdo
mineral (Goldberg et al., 2011; de Dios Teruel et al., 2015). Os cristalitos dentinérios
apresentam-se em formatos de placas achatadas com comprimento de
aproximadamente 60-70 nm, largura de 20-30 nm e espessura de 3-4 nm (de Dios
Teruel et al., 2015).

Tais estruturas calcificadas podem ser modificadas frente a processos cariosos,
resultando na alteracdo das propriedades mecanicas, como a dureza tecidual
(Gutiérrez-Salazar; Reyes-Gasga, 2003). A reducdo da dureza é um indicativo do
processo de desmineralizacao, visto que a acdo de acidos bacterianos provenientes
da fermentacdo de carboidratos por bactérias cariogénicas causa perda mineral e
desnaturacao do colageno (Feagin et al., 1969; Wang et al., 2007). Com o auxilio do
Sistema Internacional para a Deteccdo e Avaliagdo de Carie (ICDAS Il), as
caracteristicas clinicas da céarie podem ser classificadas em seis pontuacfes. Os
ICDAS de 1 a 3 apresentam alteracbes em esmalte dental (Ismail et al., 2007)
caracterizadas pela presenca de manchas brancas, sendo decorrentes da perda de
minerais como Ca e PO4* (Ismail et al., 2007; Gurunathan et al., 2012). Quando os
processos fisico-quimicos ndo sao eficientes em remineralizar o dente, a carie resulta
na deterioracao da superficie do esmalte e progride para a dentina (Guclu et al. 2016).
Dessa forma, os ICDAS 4 a 6 sao caracterizados por lesdes gradativamente mais
extensas, sem cavitacdo (4) ou com grau de cavitacdo na dependéncia do seu estagio
(5 ou 6) (Ismail et al., 2007).

Em lesbes de extenso acometimento do tecido dentinario, davidas ainda sao
recorrentes em relacdo a quantidade de tecido a ser removido (Joves et al., 2014). O

tecido cariado pode assumir diferentes profundidades e durezas (Joves et al., 2014).
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Alguns aspectos que podem influenciar nessa decisdo estdo associados a atividade
da lesao cariosa (aguda ou crénica), idade do paciente e as diferentes zonas da carie
(Joves et al., 2014). Alguns parametros de remocéo desse tecido foram relatados,
dentre os quais pode-se destacar os métodos de coloracdo, umidade e sensacéo tatil
(Schwendicke et al., 2015). A inspecao tatil é o critério mais comumente usado durante
o procedimento de escavacédo, porém € altamente subjetivo (Banerjee, Watson, Kidd,
2000; Banerjee et al., 2010; Joves et al., 2014). Ndo ha um método efetivo para
identificar clinicamente as fases de transi¢cao presentes na dentina cariada (Banerjee
et al.,, 2010; Banerjee et al., 2017). No entanto, testes in vitro de dureza ajudam a
fornecer valores translacionais para auxiliar clinicos no delineamento das margens do
tecido que deve ser removido (Banerjee et al., 2010).

Os testes de dureza sao amplamente utilizados para avaliar o processo de
desmineralizacdo e remineralizacdo (Angker et al., 2003). S&o técnicas rapidas e
simples, sendo utilizadas para avaliar diferentes tipos de dureza de materiais (Vander
Voort; Lucas, 1998; Gutiérrez-Salazar; Reyes-Gasga, 2003). Esses métodos sao
ideais para substratos ndo homogéneos e de microestrutura delgada (Moharam et al.,
2020). Diferentes indentadores séo descritos na literatura, alguns exemplos incluem:
Knoop, Vickers, Brinell e Rockwell (Vander Voort; Lucas, 1998). As pontas Knoop e
Vickers s&o mais utilizadas em ensaios de dureza sobre os mais diferentes substratos
(Vander Voort; Lucas, 1998). Ultimamente, alguns estudos tém wusado a
nanoindentacédo para fornecer informacfes sobre a dureza dental (Angker; Swain
2006; Senawongse et al., 2006). Os principais nanoindentadores encontrados sao:
Berkovich, ponta cubica, cono-esférica e plana, sendo a primeira mais comumente
utilizada nestes testes (Subramani et al., 2018). A diferenca basica entre as pontas
mais empregadas nos testes se da em relacdo a mensuracéo das indentacdes. As
marcacdes produzidas por Knoop e Vickers sdo tomadas a partir da area de
indentacdo, enquanto que na Berkovich, a profundidade também € avaliada,
promovendo maior precisdo nas mensuracdes (Oliver; Pharr, 1992; Vander Voort;
Lucas, 1998; Mahoney et al., 2000).

Diversos estudos tém descrito a dureza em diferentes regides da céarie dental
(Craig et al., 1959; Fusayama et al., 1966; Grajower et al., 1977; Banerjee et al., 2010;
Almahdy et al. 2012), no entanto, ndo ha uma padronizag&o no tipo de lesao estudada.
No presente trabalho, buscamos investigar a dureza de esmalte e dentina utilizando

os indentadores Knoop e Berkovich em lesGes cariosas, classificadas de acordo com
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ICDAS em escores 3 e 4, comparando-as com o tecido higido em mesma
profundidade. Ademais, buscou-se verificar a concordancia entre os indentadores na
obtencdo dos valores de dureza, a partir de parametros pré-estabelecidos na

literatura.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 COMPOSICAO QUIMICA E ESTRUTURAL DO DENTE

A fase inorganica do esmalte é formada por um ou mais tipos de minerais,
sendo predominantemente encontrado a HAP, formada basicamente por calcio (Ca)
e fosfato (PO4*) (de Dios Teruel et al., 2015). No entanto, pode ser observada uma
diferenca na razéo calcio-fosfato dessa estrutura cristalina em sua forma pura, devido
a incorporacéo de impurezas (Abou Neel et al., 2016), tais como, carbonato (CO3%),
cloreto (CI), fltor (F) magnésio (Mg?*), potassio (K*) e sédio (Na*) (de Dios Teruel et
al., 2015; Alkattan et al., 2018). Desse modo, substituicbes ibnicas podem ser
observadas na apatita dentaria (de Dios Teruel et al., 2015). Muitos cations e anions
sdo agregados a estrutura catidnica (Ca?*) e anionica (OH, PO4*) da HAP (de Dios
Teruel et al., 2015). Como exemplo, observa-se a substituicdo de Na*, K* e Mg?* pelo
calcio. Ademais, F~ e Cl podem substituir a posicdo da hidroxila (OH) e o0 COs* na
posicdo da hidroxila e do fosfato (de Dios Teruel et al., 2015).

Tais substituicdes de ions na estrutura da apatita podem causar mudancas em
suas propriedades (Abou Neel et al., 2016). Dentre elas, um aumento da solubilidade
mineral pode ser observado quando ocorre a substituicdo dos grupamentos hidroxila
ou do fosfato por ions de carbonato (Nanci, 2017). Além disso, quando os ions de
magneésio substituem os de calcio pode ocorrer a inibicdo do crescimento dos cristais
de apatita, visto que bloqueiam os locais de crescimento ativo (Jang et al., 2015;
Nanci, 2017). Ao passo que, os ions fluoreto podem substituir as hidroxilas e diminuir
a solubilidade mineral (Nanci, 2017). Apdés analise quimica por Espectroscopia de
Raios-X por Dispersdo de Energia (EDS), detectou-se uma minima presenca de Na*
e Mg?* na superficie externa do esmalte e verificou 0 aumento de ambos componentes
a medida que se aproxima da JAD (Gutiérrez-Salazar; Reyes-Gasga, 2003). Enquanto
que Ca e PO4* permanecem quase constantes em toda a extensdo desse tecido
(Gutiérrez-Salazar; Reyes-Gasga, 2003).

Na porcao organica do esmalte ndo sdo encontrados picos de hidroxiprolina e
hidroxilisina que sao caracteristicas de fibras colagenas, o que difere da dentina
(Eastoe, 1960). A matriz protéica do esmalte muda drasticamente durante a fase de

desenvolvimento para o esmalte maduro, ocorrendo a diminui¢éo do teor de proteina
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(Eastoe, 1960). O esmalte em desenvolvimento, devido a sua maior quantidade de
proteina, € menos duro (Eastoe, 1960). Durante o processo de maturacdo, ha uma
mudanc¢a na morfologia dos ameloblastos que refletem na alteragcdo de sua fungéo
secretora (Gil-Bona A, Bidlack FB, 2020). Por sua vez, passam a absorver proteinas
da matriz do esmalte com intuito de permitir o crescimento dos cristais minerais. Sendo
assim, ha uma diminuicéo drastica de proteinas e predominio do contetdo mineral no
esmalte dental (Gil-Bona A, Bidlack FB, 2020).

A estrutura dentinaria é composta por tubulos, dentina intertubular e peritubular
(Angker; Swain 2006). Os tubulos abrigam os prolongamentos odontoblasticos, 0s
guais se estendem da pré-dentina, préximo a polpa, podendo se estender até a JAD.
Os tubulos possuem diametros entre 1-3 um e aumentam a medida que se aproximam
da camara pulpar (Angker; Swain 2006; Mjor, 2009). Os tubulos séo revestidos por
dentina peritubular e podem ser obliterados por deposicdo mineral decorrente de
processo carioso, ou ainda com o passar do tempo (Mjor, 2009). As dentinas
intertubular e peritubular mineralizam ao mesmo tempo durante o processo de
dentinogénese (Mjor, 2009). A dentina, em sua maior por¢cao, possui um grau de
mineralizacao uniforme, mas a dentina peritubular é mais mineralizada do que a
intertubular (Mjor, 2009).

A formacdo das dentinas peritubular e intertubular se da de forma diferente
(Goldberg et al.,, 2011). A dentina peritubular é secretada pelos processos
odontoblasticos ou mediante depdsito de moléculas derivadas do fluido dentinario nas
paredes dos tubulos dentinarios (Goldberg et al., 2011). Algumas proteinas,
proteoglicanos e lipidios da matriz extracelular estdo diretamente envolvidas nesse
processo, contribuindo para a formacéo dessa dentina hipermineralizada (Goldberg et
al., 2011). Por sua vez, a dentina intertubular se da a partir da transformacao da pre-
dentina em dentina, que resulta na formacdo da dentina intertubular, a qual é
controlada pela matriz extracelular, sendo o colageno tipo | o protagonista desse
processo, atuando, no minimo, como carreador de proteinas ndo-colagenas (Goldberg
et al., 2011).

No geral, a dentina possui cerca de 40-45% em volume de mineral, sendo
predominantemente formada por HAP, além de outros cristais como o [-tricalcio
fosfato, conhecido por whitlockite (WH) (Goldberg et al., 2011; Jang et al., 2015). Mais
especificamente, encontra-se 34-39% de calcio e 16-18% de fosfato em peso na

estrutura dentinaria (de Dios Teruel et al., 2015). De acordo com um estudo in vitro
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realizado em dentes humanos, a relacdo Ca/P da dentina foi menor que no esmalte
(Gutiérrez-Salazar; Reyes-Gasga, 2003). Essa relacdo na dentina foi em torno de 1,5,
enquanto no esmalte foi de 1,63, comparado com 1,67 em HAP pura (Gutiérrez-
Salazar; Reyes-Gasga, 2003). No estudo de De Dios Teruel et al. (2015) a relacao
Ca/P da dentina foi de 1,53, a do esmalte 1,61 e da hidroxiapatita 1,64. Ademais, foi
observado o aumento de Mg?* da JAD para a superficie interna da dentina, enquanto
Na* diminui (Gutiérrez-Salazar; Reyes-Gasga, 2003). O Mg?* é responsavel por
melhorar o ambiente antimicrobiano e também aumenta a absor¢édo do célcio nos
dentes, o que fortalece os dentes. Quando comparada ao esmalte, a dentina possui
maior porcentagem de carbono, oxigénio e nitrogénio, o que é evidente devido seu
maior conteudo organico (Gutiérrez-Salazar; Reyes-Gasga, 2003; de Dios Teruel et
al., 2015). Aléem disso, podem ser observados ainda em dentina, a presenca de acido
citrico e outros componentes organicos menores como glicosaminoglicanos, lipidios e
diversas outras proteinas (Mjor, 2009).

Portanto, a dentina destaca-se por sua maior quantidade de material organico
(30% em volume) quando comparada ao esmalte dental (Goldberg et al., 2011; Abou
Neel et al., 2016). Em sua maior porcéo, a dentina € composta por 85% de colageno
tipo I, sendo o restante dividido entre colagenos tipos Ill e V (Abou Neel et al., 2016).
A porcéo nao colagenosa da matriz organica € formada por fosfoproteina de dentina
(envolvidas em eventos de ligacdo mineral-matriz), que estdo presentes em 50% de
sua constituicdo, bem como outras proteinas, a exemplo, os proteoglicanos, que
possuem relevancia estrutural e mecanica (Abou Neel et al., 2016; Bertassoni et al.,
2012).

Na dentina intertubular hd um predominio de fibrilas colagenas tipo | (90% em
peso) associada com proteinas ndo colagénicas e proteoglicanos, enquanto que na
dentina peritubular ndo sao observadas fibrilas colagenas, apenas proteinas nao-
colagenas e fosfolipidos (Goldberg et al., 2011; Bertassoni et al., 2012).

E importante salientar que as propriedades fisicas e quimicas dos diferentes
tecidos dentarios variam bastante mediante a proporcdo de conteudo
organicol/inorganico, o que reflete diretamente em suas caracteristicas (Abou Neel et
al., 2016). O esmalte, por exemplo, possui alto conteudo inorganico, sendo o tecido
mais resistente do corpo humano. Ja a dentina, por sua grande quantidade de material
organico, possui grande resiliéncia, o que € benéfico para o esmalte e 0 cemento

(Abou Neel et al., 2016). Ademais, influenciam no comportamento desses tecidos
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frente aos desafios de desmineralizacdo e remineralizacdo que ocorrem no meio

bucal.
2.2 PROCESSO CARIOSO, ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E CLINICOS
EM ESMALTE

Desde a erupcdo dos dentes na cavidade oral, as superficies dentais sao
colonizadas por comunidades microbianas simbidticas, em especial bactérias
saprofitas gram-positivas que no geral sdo inofensivas ao dente (Farges et al., 2015).
Diversos géneros de bactérias presentes na cavidade oral estdo associadas a saude,
sendo elas normalmente: Actinomyces, Granulicatella, Neisseria, Streptococcus e
Veillonella (Sanz et al., 2017). Entretanto, quando h& a passagem do estado de saude
para a carie dental h4A uma modificagdo na microbiota oral (Sanz et al., 2017). A
diversidade bacteriana geral € menor na doenca do que na saude (Sanz et al., 2017).
Isso ocorre em ambientes com grandes quantidades de acucares, visto que sdo
substratos que favorecem a proliferacao de bactérias cariogénicas, produzindo acidos
gue levam a desmineralizacdo do esmalte (Loesche, 1996; Fejerskov et al., 2015).

As caracteristicas que propiciam a proliferacdo de bactérias cariogénicas sao:
acidogenicidade, aciduricas e producéo de polissacarideos extracelulares a partir da
sacarose da dieta. As principais bactérias envolvidas neste processo sao 0S
Streptococcus mutans e o Streptococcus sobrinus (Nishikawara et al., 2007). No
entanto, outros microorganismos podem estar associados a carie, como
Bifidobacterium dentium, Scardovia wiggsiae (encontrado em lesfes de carie precoce
da infancia) e Chlegelella ou Pseudoramibacter (Sanz et al., 2017).

Os S. mutans foram isolados, a partir de dentes humanos cariados, pela
primeira vez por Clarke em 1924 (Clarke, 1924). Loesche et al. (1984) em seu estudo
longitudinal observou que dentes prestes a apresentar lesdes cariosas apresentavam
um acréscimo significativo do nimero de S. mutans entre 6 a 24 meses antes do
diagnostico. Os S. mutans podem fermentar diversos agucares, principalmente a
sacarose, em razdo da grande quantidade produzida de acido latico (Balakrishnan et

al., 2000) por essa bactéria. Esse acido promove a desmineralizacdo do calcio
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presente nos cristais de hidroxiapatita na superficie dental causando sua dissolucéo
(Balakrishnan et al., 2000).

Margolis et al. (1999) buscou avaliar a cinética de desmineralizacdo do esmalte,
utilizando solugbes acidas que se assemelham as condi¢ées do processo carioso.
Observaram que a taxa de desmineralizacdo € inversamente proporcional ao pH da
solucdo. Em solucdes com pH relativamente altos, ndo foram observadas lesdes
subsuperficiais de esmalte, enquanto que em solu¢cdes com pH mais baixo (<5,5) a
formacao de lesdo subsuperficial foi detectada. Portanto, devido & diminui¢cao do pH,
em um nivel critico, a taxa de dissolucédo da hidroxiapatita aumenta (West; Joiner,
2014).

Dessa forma, apés repetidas quedas de pH e ataques &cidos, os sinais do
processo de desmineralizacdo acometem o esmalte, inicialmente, em um nivel
subclinico, ndo sendo detectado por meio dos métodos clinicos e radiograficos
tradicionais (Selwitz et al., 2007). Ressalta-se que a remineralizacao proveniente da
saliva torna este processo dinamico. Portanto, os ciclos de desmineralizagdo causam
uma maior porosidade no esmalte superficial e os acidos permeiam o esmalte
iniciando a formacdo da lesdo de carie em camadas mais profundas do esmalte.
Darling (1956) detectou, a partir de microscopias de luz polarizada, quatro regides
distintas em manchas brancas de esmalte, que apresentavam propriedades 6pticas
diferentes. Essas zonas parecem representar um estagio discreto de degradacéo do
esmalte (Hallsworth et al., 1972). Assim, as manchas brancas em esmalte estdo
constituidas por quatro zonas: zona de superficie, corpo da lesdo ou camada
subsuperficial, zona escura e zona translucida (Darling, 1956; Moreno; Zahradnik,
1974; Robinson et al., 2000) (Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Desenho esquematico das zonas histoldgicas da carie dental em esmalte. (S) camada
superficial; (C) corpo da lesao; (E) zona escura; e (T) zona translicida

Fonte: O autor.

2.2.1 Zona translucida

Devido ao aumento da porosidade do esmalte frente ao processo de formacéo
da cérie, os acidos penetram nestas porosidades e iniciam sua acdo desmineralizante
em profundidade. Assim, a primeira mudanca é o aparecimento da zona translucida,
gue possui conteado mineral em torno de 1-1,2% menor do que o do esmalte sadio
(Hallsworth et al., 1972; Robinson et al., 2000). Esta zona esta localizada na por¢ao
mais profunda do esmalte desmineralizado. Uma perda maior de carbonato e
magnésio é observada na zona translicida nas primeiras alteracdes histologicas
ocorridas neste processo carioso (Hallsworth et al., 1972). O magnésio, na zona
translicida primaria, apresenta cerca de 12% de peso a menos quando comparado
ao esmalte higido (Hallsworth et al., 1972). Isso é esperado, visto que esses minerais
sd0 mais soluveis (Robinson et al., 2000). Essa zona, depois que a carie atinge o seu
estagio avancando, localiza-se entre a zona escura e o esmalte higido em sua porcao

mais interna (Hallsworth et al., 1972).
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2.2.2 Zona escura

A proxima camada a se formar € a zona escura que possui uma birrefringéncia
positiva que contrasta com a birrefringéncia negativa do esmalte sadio (Robinson et
al., 2000). Essa zona quando observada por microscopia de luz transmitida possui
uma coloragcdo amarronzada quando embebida em quinolina, vista acima da zona
translicida (De Medeiros et al., 2012). De acordo com Hallsworth et al. (1972), a zona
escura mostrou uma perda de mineral total entre 5,6-7,6% e mais especificamente de
Mg?* entre 9,1-11,6% em comparacéo ao esmalte higido. Na zona escura é possivel
observar o0 aumento da porosidade em aproximadamente 5-10%, com a continua

perda seletiva de carbonato e magnésio (Robinson et al., 2000).

2.2.3 Corpo da lesao

Com a progressao da desmineralizacao, tem-se a formacao do corpo da lesédo
gue exibe um volume de poros entre 25-50% em sua por¢ao central. Estes poros se
alargam continuamente até que ocorra a destruicdo tecidual, ou seja, a formacédo de
cavitacao (Robinson et al., 2000). O corpo da lesdo possui 18-33% de perda mineral
(Hallsworth et al., 1972), com reducdo entre 14-22,9% do conteldo de Mg?*, em
comparacao ao esmalte higido (Hallsworth et al., 1972). Por fim, essa zona localiza-
se entre a camada superficial e a zona escura, sendo a zona de maior perda mineral,
considerada o estagio final da destruicdo do esmalte (Robinson et al., 2000). Em
espectroscopia Raman foi observado diminuicdo acentuada no pico de PO4* e intensa
deplecéo da cristalinidade no corpo da lesao (Al-Obaidi et al., 2018). A cristalinidade
€ de grande importancia, visto que cristais pequenos e imperfeitos, devido a
substituicdo por outros componentes (p. ex. ion carbonato), se tornam mais
susceptiveis a dissolucdo acida e ocorre a progressao da lesdo cariosa (Al-Obaidi et
al., 2018). E de se esperar que em lesdes cariosas haja um aumento da relagido COs?

/PO4% em comparacdo ao esmalte higido (Al-Obaidi et al., 2018).
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2.2.4 Zona superficial

ApOs o ataque cariogénico inicial com a formacdo da zona translicida,
desenvolve-se a zona superficial, que inicialmente encontra-se “inalterada” e é a zona
mais superficial da lesdo de mancha branca (Moreno; Zahradnik, 1974). De acordo
com Robinson et al., (2020) essa zona permanece intacta até um determinado
momento, devido aos mecanismos de desmineralizagdo/remineralizagédo durante o
processo de carie. Quando ocorre a diminui¢do do pH, ocorre a desmineralizacéo de
cristais mais sollveis, enquanto que quando o pH retorna ao neutro, ha a precipitacao
de cristais menos sollveis, 0 que torna essa camada mais resistentes aos novos
desafios acidos (Daculsi et al., 1987; Maltz et al., 2016). No entanto, outra teoria para
explicar a manutencdo dessa camada superficial € a da existéncia de proteinas da
saliva ricas em prolina, que seriam capazes de inibir a desmineraliza¢do. Por serem
macromoléculas, ndo conseguem adentrar por entre as porosidades do esmalte,
tendo apenas ac¢éo na superficie (Maltz et al., 2016).

No trabalho realizado por Hallsworth et al. (1972), uma perda mineral entre 8,3-
11,5% quando comparada com o dente higido foi observada nesta zona. A zona
superficial permanece integra até que ocorra 0 aumento do corpo da lesédo, quando a
zona superficial fica sem suporte e colapsa, aparecendo clinicamente a cavitacao
(Robinson et al., 2000). Quando analisado o contetido de Mg?*, observou-se que néao
havia diferenca com relacdo a regido superficial do esmalte higido, ambos
apresentaram 40% menos Mg?* do que a porc¢éo interior higida de esmalte (Hallsworth
et al.,, 1972). A zona superficial encontra-se remineralizada, a qual possui picos de
fosfato e dureza aumentados (Sa et al., 2017).

Apesar da zona superficial ser intacta, a sondagem dessa superficie deve ser
evitada, visto que por apresentar porosidades e uma subsuperficie com grande
alteracao da dureza, pode ser cavitada a depender da pressao exercida (Maltz et al.,
2016).
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2.2.5ICDAS

Para distinguir clinicamente as lesdes cariosas, um sistema vem ganhando
destaque no diagndstico de carie, o ICDAS Il, que é baseado no exame visual e é

classificado em sete pontuacdes (0-6) (Quadro 2.1).

Quadro 2.1 - Diagnostico de carie proposto pela Classificagcao Internacional de Detecgdo e Avaliagao
de Carie Il (ICDAS 11)

ICDAS | Caracteristica visual

Saudavel Esmalte/
Dentina

Lesao inicial de mancha branca/marrom em esmalte seco

2

Lesao inicial de mancha branca/marrom em esmalte umido
Esmalte

Lesédo moderada com microcavitagdo em esmalte seco

Lesdo moderada com sombra da dentina em esmalte iUmido
com ou sem cavitacao

Lesé&o extensa com cavitacao de aproximadamente metade pentina
da dentina

Lesdo extensa com cavitagcdo de mais da metade da dentina

Fonte: Ismail et al., 2007

2.2.6 Aspectos clinicos de lesdes cariosas em esmalte

De acordo com o ICDAS Il, neste topico trataremos apenas dos escores 0 a 3,
quando apenas o esmalte dental esta envolvido no processo. O escore 0 é
considerado dente higido, mas pode necessitar de alguma intervencao preventiva,
como a aplicagéo topica de flior e 0 uso de selantes de fossulas e fissuras.

O ICDAS 1 representa o primeiro sinal clinico de carie em esmalte (Ismail et
al., 2007), apesar de sabermos que histologicamente a formacéo da lesdo ocorre em
profundidade, como ja descrito acima. Nesse estagio, a acdo dos acidos aumenta a
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permeabilidade da porcdo mais externa do esmalte e este tecido mais poroso possui
propriedades Opticas alteradas que se expressam no aparecimento de manchas
brancas (Ismail et al., 2007). Ocorre, primariamente, a dissolu¢cdo de carbonato e
magnésio, seguido de célcio e fosfato (Coolidge; Jacobs 1957; Hallsworth et al., 1973).
Nessa classificacdo, a lesdo cariosa nao é vista quando o dente esta umido, portanto,
€ necessario secar o dente por pelo menos cinco segundos para uma efetiva
desidratacéo do esmalte dental (Ismail et al., 2007).

O ICDAS 2 apresenta 0 mesmo tipo de alteracdo observada nas lesbes de
mancha branca classificadas como ICDAS 1, porém em maior magnitude (Ismail et
al., 2007). As mudancas sdo mais acentuadas e as manchas brancas séo visualizadas
mesmo com a presenca de saliva (Zero et al, 2011). Com o aumento da
permeabilidade do esmalte, os acidos que o permeiam estimulam uma resposta do
complexo dentina-polpa, aumentando a atividade dos odontoblastos (Zero et al.,
2011). Na sequéncia, este odontoblastos iniciam a producdo de matriz de dentina
terciaria (Zero et al., 2011). Ou seja, no ICDAS 2 j4 se inicia alguma modificacdo em
dentina sem nenhum sinal clinico.

Em um estagio mais avancado de carie em esmalte ICDAS 3, pode-se observar
uma ruptura restrita ao esmalte e localizada, sem sinal clinico do acometimento da
dentina (Ismail et al., 2007; Zero et al., 2011). Nessa fase, o dente apresenta uma
lesdo de mancha branca vista mesmo em presenca de umidade (Ismail et al., 2007).
Em caso de duvida, uma sonda de extremidade esférica pode ser usada de forma
suave para confirmar a presenca de cavitacdo confinada ao esmalte dental (Ismail et
al., 2007).

Para além de uma classificacdo em escores, as lesdes de esmalte também
devem ser analisadas quanto a sua atividade. As lesdes de esmalte em superficie lisa
podem ser inativas ou ativas. As inativas possuem uma superficie esbranquigcada,
brilhante e lisa, indicando que clinicamente ja passaram por um processo de
remineralizagéo eficiente, porém permanecerdo na superficie do esmalte como uma
cicatriz (Kidd, 2000). As lesGes ativas sao caracterizadas por manchas brancas
opacas e de aparéncia rugosa (Kidd, 2000).

O ICDAS I, também pode ser utilizado para caracterizar a atividade de lesdes
em face oclusal (Ismail et al., 2007). Portanto, quando se trata de uma leséo inativa,
o ICDAS 1 é normalmente representado por uma fina mancha amarronzada nos

sulcos e fissuras vista somente quando o esmalte esta seco. Para o ICDAS 2, esta
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mesma coloracdo marrom nos sulcos e fissuras pode ser vista em esmalte Umido. Em
lesBes classificadas como ICDAS 3 uma coloracdo amarronzada esta associada a
alguma cavitacdo do esmalte (Ismail et al., 2007). As pigmentacbes na camada
superficial sdo decorrentes dos pigmentos alimentares que agora podem ser
incorporados a lesdo devido a sua inatividade (Paris; Meyer-Lueckel 2016).

Durante a inatividade das lesfes, nota-se uma camada superficial menos
porosa devido ao aumento dos cristais em comparacgao as lesdes ativas (Paris; Meyer-
Lueckel 2016). Observa-se também, a diminui¢cdo da extensao do corpo da leséo, com
consequente aumento da zona escura na direcdo da camada superficial (Holmen et
al., 1987). Isso se deve a reposi¢cao mineral que ocorre na cavidade oral, como pela
ingestédo de fluor através da agua fluoretada (Featherstone, 1999). Sabe-se que o fltor
atua promovendo: 1) inibicdo da desmineralizacdo do mineral presente na estrutura
dental; 1) aumento da remineralizacdo da superficie, visto que € muito resistente a
acao de acidos; Ill) inibicdo de enzimas provenientes de bactérias (Featherstone,
1999).

2.3 MANIFESTACOES HISTOPATOLOGICAS E CLINICAS DE LESOES
CARIOSAS EM DENTINA

Quando ha o rompimento do esmalte, a dentina € colonizada por S. mutans,
Lactobacillus e Actinomyces (Love; Jenkinson, 2002). O conteudo mineral da dentina
€ muito importante, visto que limita a penetracao do &cido produzido pelas bactérias
(Chu; Lo 2008). Os minerais, em um nivel macromolecular, ocupam duas regides
distintas da estrutura de colageno: intrafibrilar (nas lacunas entre as fibrilas colagenas)
e extra-fibrilar (nos espacos intersticiais das fibrilas) (Chu; Lo, 2008). No entanto,
quando os produtos metabdlicos bacterianos se difundem pelos tubulos dentinarios,
em direcdo a polpa, causam danos (Farges et al., 2015). Além disso, sdo capazes de
ativar metaloproteinases (MMPs) da dentina, que por sua vez, promovem a
degradacdo da rede de colageno, propiciando uma rpida progressdo da lesao
(Tjaderhane et al., 1998). Com a desmineralizac&o da dentina intertubular, uma densa
rede de fibrilas coldgenas é exposta, as quais sao revestidas por proteinas nao

coldgenas (Goldberg et al., 2011).
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O ICDAS Il € uma ferramenta util para facilitar e organizar as caracteristicas
clinicas da estrutura dental acometida por carie, cujos escores de 4-6 representam o
acometimento da dentina (Ismail et al., 2007). O ICDAS 4 representa uma sombra
dentinéria, que pode ser vista a partir do esmalte intacto ou com sinais de ruptura
localizada sem a exposi¢cao da dentina (Ismail et al., 2007). Geralmente, a sombra da
dentina é vista melhor quando o dente esta sob umidade. Esse tecido pode
apresentar-se na cor cinza, azul ou marrom (Ismail et al., 2007).

Quando héa cavitacdo em esmalte opaco ou descolorido expondo o tecido
dentinario subjacente, a dentina pode apresentar-se escurecida sendo visivel através
do esmalte (Ismail et al., 2007), a lesdo serd classificada como ICDAS 5. Apés
secagem da superficie, h4 evidente perda de estrutura dental na entrada ou dentro da
féssula ou fissura com a presenca de cavitacdo, podendo esta ser confirmada por
meio de sonda esférica (Ismail et al., 2007). E importante salientar, que a dentina
pulpar profunda nédo deve ser sondada (Ismail et al., 2007).

Por fim, as lesdes podem ser classificadas em ICDAS 6 quando observa-se
uma perda nitida de estrutura dental (Ismail et al., 2007). Nesse estégio, a cavidade é
extensa e atinge o dente em profundidade e largura (Ismail et al., 2007).

As lesdes em dentina podem ainda ser classificadas de acordo com a sua
atividade em lesBes de cérie ativa e inativa (Conceicdo; Masotti, 2007). Quando a
lesdo de céarie € ativa, normalmente encontram-se cobertas por biofilme, e sao
caracterizadas por uma uma coloracédo clara, fundo amolecido (Conceigcao; Masotti,
2007; Leal et al., 2020). Se inativa, a dentina possui uma coloracdo escurecida, lisa,
endurecida a sondagem e brilhantes (Conceicédo; Masotti, 2007; Leal et al., 2020).
Algumas das lesdes de carie podem estar pigmentadas, porém a cor ndo serve como
paréametro para definir a atividade da carie (Leal et al., 2020).

Quando o processo carioso atinge o tecido dentinario, clinicamente sao
observadas duas camadas distintas: (1) dentina infectada e (2) dentina afetada. Essas
zonas podem ser diferenciadas claramente em lesdes inativas, enquanto € menos
distinguida em lesbes ativas devido a sua maior atividade (Heymann et al., 2014).
Além disso, em les@es ativas podem ser observadas a formagéo de tratos mortos, os
guais sdo causados devido aos estimulos agressores da céarie se darem de forma
rapida e intensa, levando a morte dos odontoblastos, deixando os tubulos dentinarios
vazios e mais impermeaveis (Magalh@es et al., 2021). Isso propicia uma passagem

mais facilitada dos produtos bacterianos a polpa (Magalhaes et al., 2021). Quando o
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processo de carie se desenvolve mais lentamente, sdo observados a formacéo de
dentina esclerotica e/ou terciaria, as quais variam em quantidade de acordo com a

intensidade do estimulo (Magalhéaes et al. 2021).

2.3.1 Dentina infectada

Esta zona € a mais externa do processo carioso (Heymann et al., 2014). Trata-
se da regido de invaséo bacteriana, caracterizada pela baixa quantidade de mineral e
a rede de fibrilas de colageno desnaturada, ndo passivel de remineralizacdo
(Heymann et al., 2014), amolecida e altamente desorganizada (Conrads, 2018).

Histologicamente, pode ser dividida em zona necrotica e zona contaminada. A
zona necrotica tem a presenca de biofilme aderido e abaixo esta a zona contaminada.
Nestas zonas, ha uma grande quantidade de microrganismos, com um gradiente de
cerca de 10! a 108 células bacterianas viaveis por miligramas (mg) de dentina,
mensurados da por¢ao interna para a externa, com o predominio de microrganismos
proteoliticos (Conrads, 2018). Por sua ampla destruicdo e desorganizacdo, esta
camada nao é passivel de remineralizacdo, devendo ser removida (Conrads, 2018).

De acordo com Almahdy et al. (2012) essa zona apresenta 25% de conteudo
mineral e 20% de proteina. Mais especificamente, ap6s analise em Espectroscopia de
Raios-X por Dispersdao de Energia (EDX) da dentina cariada, a porcentagem
encontrada de calcio e fosfato foi de 16,79% e 8,5%, respectivamente (Hamama et
al., 2013). Além disso, as concentracbes de aminoacidos encontram-se alterados
nesse tecido infectado, verificando-se uma reducgéo de arginina, glicina, hidroxiprolina
e prolina, o que indica a ocorréncia de degradacdo da rede de fibrilas colagenas
(Armstrong, 1961; Nakornchai et al., 2004). Observa-se o0 desaparecimento da
estrutura tubular e perda da dentina peritubular em sua porcdo mais profunda
(Mazzoni et al., 2015). Portanto, essa zona encontra-se necrotica, podendo ser
facilmente identificada clinicamente, pois tem uma aparéncia umida e consisténcia

amolecida apés inspecdao visual tatil (Heymann et al., 2014).

2.3.2 Dentina afetada
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Esta zona € representada pela desmineralizacdo da dentina intertubular
(Heymann et al., 2014) e pode ter diferentes zonas dependendo da atividade da lesao.
A dentina afetada pode ser dividida em diferentes zonas histologicas, sendo elas: i)
zona descolorida ou turva; ii) zona transparente; e iii) zona subtransparente (Banerjee,
Watson, Kidd, 2000; Marshall et al., 1997). O trabalho de Wang et al. (2007), além de
descrever a zona transparente e subtransparente, também descreveu zonas
aparentemente normais de dentina abaixo da camada transparente.

A dentina afetada, em sua por¢cdo mais superficial correspondente a zona
perturbada ou turva, encontra-se parcialmente desmineralizada (Marshall et al., 1997,
Mazzoni et al, 2015). Observa-se uma perda da dentina peritubular e
desmineralizacdo da dentina intertubular (Marshall et al., 1997). Essa zona apresenta
guase o dobro do conteudo mineral da dentina infectada (aprox. 47%) e 28% de
proteina (Almahdy et al., 2012). De acordo com Wang et al. (2007) o contetdo mineral,
como fosfato e calcio, diminui na dentina afetada. O pico de carbonato diminui
acentuadamente na faixa 1070 cm-1, o que significa que tal mineral é dissolvido de
forma rapida em processo de céarie (Wang et al., 2007).

Clinicamente, apresenta uma consisténcia mais amolecida quando comparada
com a dentina sadia (Heymann et al., 2014). Pode apresentar-se com aspecto de
couro durante a sondagem (Conrads, 2018). Nesta camada, nota-se a presenca de
poucos microrganismos por miligrama em fungdo do menor aporte nutricional, visto
gue sdo consumidos pelos microrganismos presentes na camada mais superficial
(Conrads, 2018). Apesar dessa dentina constituir um ambiente anaerdbio, o que
favorece a desmineralizacao por producao de acidos, o baixo nivel de microrganismos
fermentadores e a baixa quantidade de nutrientes impede a multiplicagdo bacteriana
(Conrads, 2018). A rede de colageno da dentina afetada, apesar do recorrente ataque
acido proveniente dos metabdlitos bacterianos, atua como um molde para a
remineralizacao da dentina intertubular (Heymann et al., 2014). O colageno da dentina
encontra-se alterado, sendo observadas mudancas leves nos picos de amida | e Il
(Wang et al.,, 2007). Por esse fato, € uma dentina passivel de remineralizagéo,
podendo atingir valores de dureza semelhantes a dentina higida (Fusayama, 1979).

Em direcéo a polpa, ha aumento da largura da dentina peritubular e do grau de

mineralizacao da dentina intertubular e intratubular (Mazzoni et al., 2015). Esta por¢ao
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da dentina afetada € conhecida pela zona transparente e pode ser chamada de
esclerética (Mazzoni et al., 2015). E caracterizada por uma dentina firme, porém
desmineralizada, devido a chegada dos acidos provenientes das bactérias, podendo
atingir grandes profundidades (Conrads, 2018). Nesta camada, ha a dissolugédo dos
cristais de apatita, que se recristalizam em uma forma romboidal, conhecida por
whitlockite (Conrads, 2018). No entanto, o grau de mineralizacdo desta zona é menor
quando comparada com a dentina sadia, mesmo com a deposi¢do de cristais
mineralizados (whitlockite) no limen dos tibulos dentinarios (Mazzoni et al., 2015). A
camada transparente apresenta-se menos dura em relacdo a dentina higida, apesar
do interior dos tubulos serem amplamente preenchidos por minerais (Ogawa et al.,
1983).

No trabalho realizado por Jang et al. (2015), buscaram entender o mecanismo
cinético da precipitacdo de whitlockite, no qual observaram que a hidroxiapatita
Cai10(POa4)s(OH)2 pode se transformar em whitlockite, em ambientes &cidos. Apos
investigacdo in vitro, verificou-se que a HAP se transforma em fosfato dicélcico
dihidratado (CaHPO4-2H20), visto que essa transformacao é favorecida em ambiente
acido. Na presenca de ions Mg?* transforma-se em whitlockite, conforme ocorre a
gueda do pH. Whitlockite € o mineral mais estavel em pH abaixo de 4.2, ao contrario
da HAP que é mais estavel em pH neutro. A cinética entre célcio e magnésio para se
transformar em sua forma mais estavel depende do pH do meio.

A camada mais profunda da dentina afetada é conhecida por camada
subtransparente e geralmente é estreita (Mazzoni et al., 2015). E representada por
pouca ou nenhuma desmineralizacdo da dentina intertubular, dentina peritubular
normal e aumento do conteddo mineral intratubular (Mazzoni et al., 2015). Essa
deposicao de minerais no interior dos tubulos dentinarios deve-se aos mecanismos
de defesa do complexo dentina-polpa frente a agressao por carie (Almahdy et al.
2012). A camada subtransparente possui cristais minerais e dureza superiores a
dentina normal, sendo esta a real camada esclerodtica (Mazzoni et al., 2015).

Logo abaixo da camada mais profunda da dentina afetada, ha uma zona de
dentina sadia. Nesta zona ndo h&a a presenca de bactérias nos tubulos dentinarios
(Heymann et al., 2014). Os processos odontoblasticos ndo apresentam alteracdes e
nao tem a presenca de cristais em seus lumens (Heymann et al., 2014). A dentina
intertubular apresenta bandas de colageno cruzado normais e cristais de apatita

higidos e densos (Heymann et al., 2014). Observa-se uma quantidade de 61% de
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mineral e 33% de proteina nesta zona (Almahdy et al., 2012). Quando estimulada

clinicamente provoca dor aguda (Heymann et al., 2014).

2.4 MECANISMOS DE PROTECAO CONTRA A PROGRESSAO DA LESAO
CARIOSA

A resposta pulpar frente a agressao da lesao cariosa € um fator importante para
compreender o desenvolvimento da lesdo e de suas consequéncias para o tecido
dental (Conrads, 2018). Inicialmente, a protecdo do complexo dentina-polpa é
conferida pelo esmalte que atua como uma barreira fisica mineralizada dificultando a
penetracdo de bactérias na dentina e na polpa (Conrads, 2018). Por sua vez, o
complexo dentina-polpa, por atuar como uma unidade funcional, é capaz de impedir
gue a agressao bacteriana chegue até a polpa, com a formacao de dentina esclerética,
calcificando o limen dos tubulos dentinarios e/ou formando dentina terciaria através
de duas populacdes celulares distintas (Smith et al., 1995; Lee et al., 2006; Farooq et
al., 2021). Esses mecanismos afetam a permeabilidade dentinédria, dificultando a
passagem de agentes nocivos e consequentemente, com essa variacao ha um efeito

nas reacgoes pulpares (Mjér, 2009).

2.4.1 Esclerose dentinaria

A dentina esclerética é formada a partir da deposicdo mineral no interior dos
tubulos dentinarios, que pode ser parcial ou completa, frente a estimulos agressores,
como carie dentaria, bem como pelo processo de envelhecimento (Farooq et al.,
2021). Essa dentina ndo representa uma nova dentina formada, e sim uma condigéo
mais hipermineralizada da dentina pré-existente que serve de barreira fisica para a
progresséo bacteriana (Magalhaes et al., 2021). O seu mecanismo ainda permanece
desconhecido (Xu et al., 2009). Sabe-se que os tubulos da dentina se tornam

altamente mineralizados e consequentemente, diminui a permeabilidade dentinaria
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(Farooq et al., 2021). Os depoésitos minerais no interior dos tubulos dentinarios
contribuem para a dureza da dentina (Marshall et al., 2001).

Segundo Weber (1974), as regides escleréticas aparecem mais brilhantes do
que a dentina circundante quando vistas por luz transmitida, e isso se deve a reducao
da quantidade de luz espalhada. Essa dentina é mais aparente e mais comumente
encontrada em lesdes de carie cronica do que em aguda (Fusayama et al., 1966). No
entanto, a formacdo da dentina esclerdtica € observada desde lesbes iniciais em
esmalte, ainda que este ndo esteja cavitado (Magalhaes et al., 2021).

A composicdo e estrutura de contetdo inorganico e organico da dentina
esclerotica é diferente da dentina normal (Xu et al., 2009). Essa dentina encontra-se
modificada, apresentando maior grau de mineralizacdo com aproximadamente duas
vezes mais fosfato e menor teor de carbonato que a dentina normal (Xu et al., 2009).
Por sua vez, a matriz organica possui uma intensidade média de CH2
significativamente menor na dentina esclerética, na qual também se observa uma
reducdo na reticulacdo das fibras coldgenas (Xu et al., 2009). A razdo mineral/matriz
€ de duas a trés vezes mais do que na dentina normal, devido a diminuigcdo do

conteudo organico e aumento do contetdo inorganico (Xu et al., 2009).

2.4.2 Dentina terciaria

A dentina terciaria também é formada em resposta a agentes agressores
externos como atrito, abrasdo, trauma, carie dental ou durante o procedimento
restaurador (Goldberg et al., 2011; Farooq et al., 2021). E provavel que a formacao da
dentina terciaria tenha maior ocorréncia em resposta as lesées cariosas (Smith et al.,
1995). A formacado da dentina terciaria comeca desde o inicio da carie em esmalte
devido ao aumento de sua permeabilidade, nos quais os acidos permeiam por entre
as porosidades, causando danos a dentina (Zero et al., 2011; Maltz et al., 2016). Uma
das primeiras manifestagdes observadas na polpa é a inflamacgéo, com consequente
diminuicdo da pré-dentina e aumento de proteinas como colageno tipo I, fosforina e
sialoproteina, que sdo responsaveis pelo processo de mineralizacdo (Maltz et al.,

2016). O estimulo produzido ao complexo dentina-polpa € responsavel pela formacao
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da dentina terciaria (Zero et al., 2011). Essa dentina é dividida em dois subtipos, sendo
elas a reacional e a reparativa (Lee et al., 2006; Farooq et al., 2021) (Figura 2.2).

A formacdo da dentina terciaria reacional se da a partir de irritacbes leves
induzindo os odontoblastos sobreviventes a secretar matriz dentinaria em resposta ao
agente agressor a fim de proteger o complexo dentina-polpa (Smith et al., 1995;
Goldberg et al., 2011; Farooq et al., 2021) (Figura 2.2). Acredita-se que os acidos
bacterianos promovem a solubilizacdo de componentes da matriz dentinaria como os
fatores de crescimento, 0s quais permeiam a dentina e iniciam o efeito estimulatorio
nos odontoblastos para o inicio da deposicao da dentina reacional (Smith et al., 1995).
Um estudo in vitro realizado por Begue-kirn et al. (2004) demonstrou que o fator de
crescimento transformador beta 1 (TGF-3) pode atuar como componente modulador
do inicio da atividade das células odontoblasticas.

A dentina reacional se difere da dentina fisiolégica por apresentar menor
guantidade de tubulos dentinarios, além de serem mais irregulares, com diametros
reduzidos e distribuidos de forma aleatdria (Charadam et al., 2012). Essa dentina
modificada é capaz de impedir a migracéo de bactérias, protegendo a polpa de injurias
(Charadram et al., 2012)

Por sua vez, a dentina reparativa é formada em casos em que a agressao
externa é mais forte, causando a morte das células odontoblasticas (Maltz et al., 2016;
Farooq et al, 2021). Dessa forma, células indiferenciadas (células-
tronco/progenitoras) presentes no tecido pulpar se diferenciam em novas células
semelhantes aos odontoblastos originais, secretando tecido reparador no teto da
camara pulpar (Smith et al., 1995; Farooq et al., 2021). Essa dentina apresenta tracos
de células similares ao tecido 6sseo e € atubular (Carvalho, Lussi, 2017).

Segundo Cajazeira Aguiar e Arana-Chavez (2007) é possivel observar a
presenca de uma proteina ndo-colagenosa, chamada de osteopontina (OPN), na
matriz ao redor das células aprisionadas na dentina reparativa, o que se difere das
dentinas fisiologica e reacional. Essa matriz calcificada modificada compartilha
caracteristicas estruturais similares ao 0sso primario, majoritariamente em relacéo a
presenca de OPN (Cajazeira Aguiar; Arana-Chavez, 2007).

Em uma analise histologica, Reeves e Stanley (1966) observaram que a
guantidade de dentina reparativa formada frente a uma agressdo de carie é
proporcional a injuria por esse agente perturbador. Apds andlise de 40 dentes

humanos cariados, observaram que onde a invasdo de bactérias foi de 1,11 mm e
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2,42 mm de distancia do tecido pulpar, o disturbio gerado foi quase insignificante aos
tecidos pulpares. Dez dos espécimes nao revelaram formacéo de dentina reparativa
e tiveram um valor médio de invasdo bacteriana de 1,61 mm de distancia a polpa.
Enquanto que, as respostas pulpares tornaram-se mais evidentes e expressivas
qguando a distancia foi de 0,5 mm. O comprometimento pulpar ocorre quando as

bactérias conseguem invadir a dentina reparativa.

Figura 2.2 - Esquema mostrando a producdo de dentina terciaria (células brancas = odontoblastos;
células azuis = células indiferenciadas)

IRRITAGAO IRRITACAO
LEVE FORTE
(g
Dentina reacional Dentina reparativa

Fonte: O autor.

2.5 CRITERIOS PARA REMOCAO DE TECIDO CARIADO

Durante a remocao clinica do tecido cariado, ndo ha como definir com exatiddo
em qual zona histolégica se esta trabalhando. Sabe-se que o0 sucesso na remocéo de
bactérias durante o preparo cavitario pode aumentar a longevidade das restauragfes
(Conrads, 2018). No entanto, é importante salientar que a eliminacdo de todas as
bactérias de um dente acometido por carie € um trabalho dificil, quase impossivel e ja
nao é mais necessario (Conrads, 2018). As cavidades de G.V Black foram substituidas

e restritas apenas a remocao de tecido cariado seguindo uma filosofia de odontologia
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minimamente invasiva (Conrads, 2018). A remocao de todo o tecido cariado em lesdes
extensas pode afetar a vitalidade pulpar e enfraquecer o dente (Conrads).

Dessa forma, a fim de evitar a exposicao pulpar em decorréncia da completa
escavacao do tecido cariado, procedimentos minimamente invasivos de remocao
seletiva sédo altamente indicados para o tratamento de carie em dentes deciduos e/ou
permanentes, sejam elas superficiais ou profundas (Kher; Rao, 2020). Na remocéao
seletiva do tecido cariado as paredes laterais devem ser completamente removidas,
até que se tenha esmalte e dentina sadios (Kher; Rao, 2020). Essas paredes serédo
responsaveis por uma restauracdo bem selada, contribuindo para o estimulo a
producdo de dentina reacional que serve para proteger a polpa dentaria (Kher; Rao,
2020).

De acordo com a International Caries Consensus Collaboration (ICCC) é
recomendada a divisdo da lesdo cariosa em zonas a partir da sensacao tatil utilizando-
se instrumentos manuais (Kher; Rao, 2020). Essas zonas sdo: dentina mole, firme e
dura (Kher; Rao, 2020). Em dentina firme, a remocdo do tecido cariado é
recomendada para dentes com lesOes cariosas superficiais a moderadamente
profundas, sem gque haja sinais de pulpite irreversivel (Kher; Rao, 2020). A remocao
do tecido necrético deve ser realizada para providenciar estabilidade da restauracéo
(Kher; Rao, 2020). Nas caries moderadamente profundas, a primeira zona € a dentina
mole, mais estreita, seguida de uma dentina mais firme, a qual é o limite de remocéao
de tecido (Kher; Rao, 2020).

Em lesbes de carie profunda, a maior parte do tecido cariado é constituido de
dentina amolecida (Kher; Rao, 2020). A remocao desse tecido necrético deve ser bem
criteriosa pelo clinico a fim de conseguir uma profundidade adequada para a
restauracdo sem causar a exposicao pulpar (Kher; Rao, 2020). Além disso, 0 sucesso
€ também dependente de um bom selamento promovido pela restauracdo nas
paredes circundantes da cavidade (Kher; Rao, 2020). Quando a cavidade esta bem
selada, o tecido cariado remanescente é inativado devido a falta de aporte nutricional
(Kher; Rao, 2020).

2.6 DUREZA
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Ainda ndo ha métodos quantitativos para determinar as propriedades fisicas da
estrutura dental in vivo, porém tentativas laboratoriais séo feitas para tentar simular
essa situacdo e entender mais sobre o seu comportamento mecanico quando
submetidos a determinadas cargas (Meredith et al., 1996; Angker et al., 2003). O
conhecimento das propriedades mecanicas dos tecidos dentais € extremamente
importante para o clinico durante sua préatica odontoldgica, visto que o0 sucesso das
restauracdes € fortemente dependente do bom selamento entre o material restaurador
e as paredes do preparo realizado no dente (Angker et al., 2003). Quando as
propriedades mecanicas (dureza e elasticidade) dos materiais sdo bem préximas do
tecido dental, a deflexdo que ocorre devido aos esforcos mastigatorios na interface
dente-restauracédo, pode ser reduzida (Angker et al., 2003). Quando ha diferencas no
modulo de elasticidade entre esmalte e resina composta, ocorre deflexao frente as
cargas mastigatérias e pontos de tenséao localizados na interface adesiva, resultando
em falhas mecéanicas ou microinfiltragdo, propiciando lesGes de carie secundaria
(Angker; Swain 2006). Portanto, uma restauracdo com propriedades mecanicas
adequadas e proximas as da estrutura dental resultardo em uma vida atil longa do
material (Angker; Swain 2006).

Desse modo, diversos testes tém sido utilizados para quantificar a dureza dos
tecidos dentarios, visto que sao largamente usados para avaliar o grau de
mineralizacdo dos dentes (Angker et al., 2003). Dentre eles pode-se citar o teste de
dureza por microindentacdo, conhecido por microdureza. Contudo, este € um termo
equivocado pois da a ideia de a dureza ser muito baixa, o que ndo condiz com a
realidade (Vander Voort; Lucas, 1998). Dentre os microindentadores, os mais
comumente utilizados nos estudos de dureza do esmalte e da dentina sdo o Knoop
(KHN) e o Vickers (VHN) (Vander Voort; Lucas, 1998; Angker; Swain 2006), sendo 0
Knoop ainda mais popular (Meredith et al., 1996). Esses dispositivos utilizam um
pequeno indentador simétrico, responsavel por penetrar na superficie do esmalte ou
dentina, com uma determinada carga e tempo pré-estabelecidos (Mahoney et al.,
2000). O valor resultante da dureza é calculado dividindo a carga aplicada pela area
onde o indentador penetrou (Angker; Swain 2006).

Apesar de ser um teste de carga e tempo dependente, ainda ndo existe uma

padronizacdo relatada na literatura, ficando a critério do pesquisador essa decisdo
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(Chuenarrom et al., 2009). Uma maior carga pode ser escolhida durante o teste de
microdureza para facilitar a medicdo da diagonal da indentacdo, visto que essas
impressodes ficam nitidas para avaliagdo (Chuenarrom et al., 2009). No entanto, em
tecidos amolecidos a medicdo fica comprometida, pois podem ultrapassar a area de
avaliacdo da impressao obtida (Chuenarrom et al., 2009). Um estudo laboratorial,
apos teste de dureza KHN e VHN de 20 espécimes de esmalte e 20 de dentina
humana, utilizando tempo e carga diferentes, observou que o tempo nao influenciou
nos valores de dureza obtidos. Entretanto, os valores de KHN de esmalte e os valores
de VHN de dentina tiveram diferencas em relacao a carga aplicada (Chuenarrom et
al., 2009).

Ressalta-se que o teste de microdureza deve ser realizado sobre superficies
planas e polidas, com cuidadoso alinhamento entre o indentador, a base do
equipamento e o espécime (Vander Voort; Lucas, 1998). Quando hé inclinacdes do
espécime, resulta em indentacbes assimétricas, além de poder gerar movimento
lateral entre a amostra e o indentador (Vander Voort; Lucas, 1998). Portanto, os
espécimes devem estar perpendicularmente em relagédo ao indentador e paralelos a
base do equipamento (Vander Voort; Lucas, 1998). Suportes sao utilizados para que
esse alinhamento seja estabelecido de forma correta (Vander Voort; Lucas, 1998).

E ainda valido observar a relacéo entre o tipo de indentador e a espessura da
amostra (Vander Voort; Lucas, 1998). Ao utilizar uma ponta Vickers, a espessura do
espécime deve ser de pelo menos 2,5 vezes a sua diagonal (Vander Voort; Lucas,
1998). Ja na ponta Knoop, por produzir uma indentacdo mais rasa em relacdo a
Vickers com uma mesma carga, espécimes mais finos podem ser utilizados (Vander
Voort; Lucas, 1998). Ressalta-se ainda a necessidade de treinamento intenso do
operador para executar o teste, pois a delimitacéo do final da diagonal impressa no
espécime é feita pelo operador, dependendo da sua analise visual (Doerner; Nix,
1986; Mahoney et al., 2000). Além disso, a cuidadosa inspe¢édo do indentador
procurando identificar rachaduras ou lascas no diamante € recomendada (Vander
Voort; Lucas, 1998).
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Outro dispositivo relatado na literatura para avaliar a dureza é o ultra-
microdurémetro, o qual é baseado no principio da nanoindentacdo (Mahoney et al.,
2000; Sakoolnamarka et al., 2005). Nesta técnica sdo produzidas indenta¢des muito
pequenas utilizando cargas de alguns mili-Newtons (Sakoolnamarka et al., 2005). Ao
invés de registrar somente a area de indentacdo, registra-se a sua profundidade,
promovendo maior precisdo nas mensuracdes (Oliver; Pharr, 1992; Mahoney et al.,
2000; Sakoolnamarka et al., 2005). Esse registro dindmico detecta mudangas na
profundidade de uma indentacdo durante os ciclos de carga e descarga, o qual é
representado por meio de um gréfico. Portanto, os valores de dureza e modulo de
elasticidade sdo calculados automaticamente a partir da curva de carga-descarga
produzida durante o teste (Mahoney et al.,, 2000; Sakoolnamarka et al., 2005). A
equacao que representa o valor de dureza determinada em fungéo da profundidade

de penetracéo é:

onde P é a forca, K1 é a constante do parametro geomeétrico do indentador, e hp é o
componente de penetracdo plastico (Angker; Swain 2006).

Apbs o teste, o formato e a posicao da indentacdo produzida na superficie de
interesse deve ser analisada microscopicamente a fim de avaliar a qualidade da
indentacao (Sakoolnamarka et al., 2005). O penetrador de diamante mais comumente
empregado na técnica de nanoindentacdo é a ponta Berkovich, a qual possui uma
base em forma de triangulo equilatero (Angker; Swain 2006). Tal penetrador difere dos
Knoop e Vickers, no quais possuem formato romboédrico e quadrado,
respectivamente, sendo em Knoop a dureza medida nas extremidades apenas da
diagonal maior, enquanto na Vickers é mensurada a partir das duas diagonais que

possuem tamanhos similares (Vander Voort; Lucas, 1998) (Figura 2.3).
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Figura 2.3 - Esquemailustrativo dos diferentes indentadores comumente utilizados em testes de dureza

INDENTADOR KNOOP INDENTADOR VICKERS INDENTADOR BERKOVICH
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Fonte: O autor.

A dimensao dos espécimes é uma preocupacao em testes de nanoindentacao.
Quando sdo pequenos, ha a necessidade de serem incorporados em resina para
facilitar o manuseio durante o experimento, bem como servir de suporte durante o
processo de indentagdo (Subramani et al., 2018). O embutimento deve ser cauteloso,
visto que os resultados podem ser alterados caso haja resina sobre o espécime
(Subramani et al., 2018). A rugosidade da superficie analisada também é um fator que
pode influenciar na dureza (Bobji; Biswas, 1998). Assim, 0s espécimes devem
apresentar boa lisura superficial, a qual pode ser obtida com o polimento mecanico
associado a cortes precisos realizados com micrétomo (Subramani et al., 2018). As
superficies que séo seccionadas com microtomo parecem ter menor rugosidade do
gue guando submetidas ao polimento manual, visto que sdo aparadas com laminas
de diamante (Subramani et al., 2018). Outra observacao € que os espécimes devem
ser armazenados hidratados para ndo ocorrer alteracéo das propriedades mecanicas
(Subramani et al., 2018). No entanto, quando submetidos ao teste devem estar secos,
pois a umidade pode influenciar nos valores de dureza (Subramani et al., 2018).

Dentre as vantagens de utilizar o ultra-microdurémetro em relagdo aos métodos
convencionais temos que por ser um dispositivo de deteccdo de profundidade, ndo
requer medicdo visual de forma manual, possui alta resolucdo e possibilidade a
obtencdo de propriedades plasticas e elésticas (Doerner; Nix, 1986; Oliver; Pharr,
1992). Além disso, possibilita que as indentacdes sejam produzidas em distancias

bem proximas, o que permite a realizacdo de mais testes em um Unico espécime,
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devido a vantagem de poder utilizar cargas muito pequenas (Mahoney et al., 2000).
Do contrario, nos testes de microindentacéo, deve haver um cuidado maior em relacéo
as distancias entre as indentacgdes, visto que produz uma deformacao plastica além
de acometer também as porc¢des teciduais adjacentes a indentacdo (Vander Voort;
Lucas, 1998). Se a distancia entre as indentacdes ndo forem respeitadas, a nova
indentacdo pode ser afetada (Vander Voort; Lucas, 1998). Recomenda-se que um
espaco de 2,5 vezes a diagonal Vickers e 2,5 vezes a diagonal curta do indentador
Knoop (Vander Voort; Lucas, 1998).

Geralmente, os valores de dureza obtidos séo representados apenas pelo
namero, visto que se subentende que tais unidades sejam kgf/mm2 (Martuci, 2006).
No entanto, de acordo com a nomenclatura introduzida pela Organizagéo internacional
de padronizacgéo (ISO), esses valores passaram a ser representados por gigapascals
(GPa), o qual corresponde a um bilhdo de newtons sobre um metro quadrado (Martuci,
2006). Para realizar a conversao de tais representacfes, basta seguir a seguinte
equacdao: caso a dureza seja fornecida em kgf/mmz2, deve-se multiplicar por 0,009807
para obter o valor em GPa. Do contrério, se for GPa basta multiplicar por 101,967982
e tera o valor em kgf/mmz2 (Martuci, 2006).

Com base na andlise de valores de dureza das estruturas higidas encontradas
na literatura, o esmalte apresenta valores entre 272 a 440 de dureza Knoop (KHN)
(Craig; Peyton, 1958). Outros valores, do esmalte higido, foram reportados na
literatura como 271 KHN (Wei; Koulourides, 1972) e 316,2 KHN (Shimizu et al., 2015).
No trabalho realizado por Collys et al. (1992), os autores observaram uma relacéo
entre a carga e o valor de dureza, na qual foi constatado decréscimo no valor de
dureza obtido a medida que houve o acréscimo da forca aplicada durante o teste. Os
valores obtidos foram de 431,2 VHN (forca de 50g) e 354,9 VHN (forca de 200g)
(Collys et al., 1992). Essa variacao de dureza pode ser explicada pela incapacidade
do equipamento em ler o micron final da indentag&o. Isso se torna mais proeminente
quando os valores de dureza séo calculados em indentagdes curtas (Collys et al.,
1992).

O trabalho realizado por Ryge et al. (1961) demonstrou que a dureza é carga
dependente. O valor de dureza aumenta até atingir um maximo, geralmente com carga
de 509 (345 KHN/303 VHN) ou 100g (355 KHN/348 VHN). Quando as cargas séo de
500g (303 KHN/ 339 VHN), 1000g (289 KHN/335 VHN) e 10.000g (254 VHN), os
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valores de dureza tendem a diminuir, embora os valores permanecam bem proximos
do maximo (Ryge et al., 1961).

De acordo com Feagin et al. (1969) existe uma relagéo direta entre a dureza
superficial do esmalte e o contetido mineral (Ca e PO4%). Portanto, se ha perda de Ca
e PO4s*, a dureza do esmalte diminui (Feagin et al., 1969). Um estudo in vitro, apés
classificacdo de lesbes de manchas brancas de acordo com o ICDAS, verificou que
os valores de dureza relacionadas a seus ICDAS foram de: 219,9 KHN (ICDAS 1),
162,4 KHN (ICDAS 2) e 31,7 (ICDAS 3) (Shimizu et al., 2015).

Estudos de desmineralizacdo artificial também sdo comumente empregados
nos estudos odontoldgicos, principalmente para avaliar a efetividade dos produtos
remineralizantes (Mohd Said et al., 2017; Alkattan et al., 2018). Apds ciclos de
desmineralizacdo em esmalte humano de dentes permanentes, valores encontrados
de desmineralizacdo foram de 71,53-72,75 KHN (Mohd Said et al., 2017). Outro
estudo obteve valores de dureza, apds ciclos de desmineralizacdo em esmalte bovino,
de 74,5 KHN, em 24 horas, e 61,3 KHN, em 96 horas e depois de remineralizar os
valores passaram a ser 205,6 KHN e 151,3 KHN, respectivamente (Alkattan et al.,
2018).

A dentina, devido a sua estrutura, possui propriedades mais complexas quando
comparadas ao esmalte dentario (Angker et al., 2003). Portanto, seus valores de
dureza se diferem do esmalte, sendo reportados dados de KHN 65 a 83 para a dentina
higida (Craig et al., 1959). Braden (1976) sintetizou em seu trabalho diversos estudos,
nos quais os valores da dureza da dentina higida variam entre 50 a 70. Os resultados
de dureza variam de acordo com a profundidade do tecido, no qual foram encontrados
valores de 52-56 KHN proximos a JAD e 65-83 KHN no centro da dentina (Craig et al.,
1959). Banerjee et al. (1999) observou valor de KHN entre 48,88 e 53,91 para a regido
da dentina mais proxima a JAD.

Outros estudos observaram uma maior dureza da dentina superficial e
diminuicdo a medida que se aproxima da camara pulpar (Ogawa et al., 1983; Hosoya
et al., 2000; Fuentes et al., 2003). Dados fornecidos, a partir de diferentes cargas, de
dureza KHN da dentina superficial foram de 73,75 e 72,53 e 64,75 e 65,05 para a
dentina mais profunda, nas cargas de 50g e 100g, respectivamente (Fuentes et al.,
2003). De igual forma, os dados de dureza Vickers foram 61,93 e 62,48 para a dentina
superficial e 63,01 e 61,86 VHN, em cargas de 300g e 500q, respectivamente (Fuentes

et al., 2003). A dureza da dentina néao foi influenciada por diferentes cargas aplicadas
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para ambos métodos analisados neste estudo (Fuentes et al., 2003). Além disso,
Hamama et al. (2013) encontrou valores de dureza Vickers da dentina sadia entre
81,79 a 83,88, em profundidades variando de 25-150 um. No entanto, com relagdo a
dureza da por¢cdo média da dentina, apesar de parecer ser menor que a superficial,
nao apresenta diferenca significativa (Hosoya et al., 2000).

De acordo com Han et al. (2012) a dentina possui dureza variavel de acordo
com o angulo de orientacdo dos tubulos dentinarios. Quanto maior o angulo de
orientaco dos ttbulos dentinarios, menor a dureza. Angulos entre 10° e 80° possuem
dureza entre 0,588-0,521 GPa. A orientacdo dos tubulos dentinarios exerce efeito
sobre o comportamento mecanico, resisténcia a flexao e fratura.

A literatura demonstra (Banerjee et al., 1999) uma diminuicdo da dureza do
tecido cariado em dentina, que pode variar entre 13,64 a 37,93 KHN. A por¢cdo mais
externa do tecido cariado, pigmentada de marrom escuro, apresenta uma dureza
menor e aumenta a medida que se aproxima da camara pulpar (Banerjee et al., 1999).
Em relagdo ao tipo de cérie, no geral, observa-se menores valores de dureza em
lesbes agudas quando comparados com a forma cronica (Fusayama et al., 1966). De
acordo com Banerjee et al. (2010) a dentina infectada por carie possui valor inferior a
25, sendo observado aumento da autofluorescéncia. Nos estudos de Almahdy et al.
(2012) o conteudo mineral diminuiu significativamente na dentina infectada (24,8 +
5,7%), sendo os valores referidos de dureza entre 16,1 e 20,6 KHN.

Logo abaixo da dentina infectada ha a dentina afetada por cérie. Essa dentina,
por sua vez, possui menor rigidez e maior conteddo de 4gua em relagdo a dentina
higida (ITO et al., 2005). Banerjee et al., (2010) encontrou valores de dureza entre 25-
40 para a dentina afetada. De acordo com Almahdy et al. (2012) a dentina afetada
possui um contetado mineral de 47,5 + 5,7% e dureza KHN entre 30,7 a 33,9. Quando
comparada ao tecido higido néo foi observado diferenca significativa entre as dentinas
(Almahdy et al., 2012). Outro estudo, apoés realizar nanoindentacéo, verificou que os
valores dos dentes afetados por carie sdo mais baixos que a estrutura sadia em
diferentes profundidades avaliadas (Joves et al., 2014).

Apos realizar a analise da dureza, utilizando ponta Knoop com carga de 2 a 25
gramas, em areas periféricas ao tecido cariado, Craig et al. (1959), observou que a
dureza da area periférica da dentina cariada é de 81 e 85 KHN. Tais autores chamam
essa dentina de transparente e relatam possuir maior dureza visto que Sao

completamente calcificadas. Apés analise da dentina esclerética de porcéo radicular,
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dureza de 71,2-71,8 foram encontrados na dentina transparente proximos a regiao
mais opaca (Grajower et al., 1977). Nos estudos de Ogawa et al. (1983), na qual
realizou a andlise da camada subtransparente (hipermineralizada) encontrou valores
de KHN superior as demais regifes de dentina analisadas. Isso também foi observado,
no trabalho de Banerjee et al., (1999), na qual a zona subtransparente mostrou-se
mais dura que a camada transparente.

Além disso, um estudo comparativo, realizando a mensuracdo da dureza
Vickers com carga de 50g em tempo de permanéncia de 45 segundos, mostrou que a
dentina esclerética em dentes humanos com exposi¢cao da dentina é 45,26 + 2,92, a
gual é significativamente maior que a da dentina esclerética bovina (29,93 + 3,83). Os
dados de dureza da dentina esclerética, em GPa, de dentes livres de cérie, foram
também encontrados por Castanho et al. (2011). Nas lesdes com esclerose grave foi
observado dureza de 0,51 Gpa, enquanto que na dentina higida a dureza foi de 0,67
Gpa.

Investigacdo da dentina proxima a camara pulpar encontrou valores de dureza
baixos, os quais foram entre 37 a 43 KHN (Craig et al., 1959). Senawongse et al.
(2006), através da nanodureza, observou que a dentina terciaria possui valor de
dureza de 53,6 + 24,7. Essa dentina, em dentes envelhecidos, exibiu menor modulo
de elasticidade e dureza do que outras dentinas circumpulpares e a camada
transparente (Senawongse et al., 2006). Além disso, detectaram mudanca na direcéo
dos tabulos dentinarios, ora apresentando-se tubular e ora atubular (Senawongse et
al., 2006).
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi comparar os valores de dureza Knoop e Berkovich
das diferentes camadas de lesGes de carie em esmalte e dentina, classificadas de
acordo com o ICDAS em escores 3 e 4, com as porcOes higidas em profundidades

equivalentes
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4  MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (Anexo 1), sob o numero de

parecer de aprovacao 4.749.5009.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este trabalho possui analises multiplas em esmalte e dentina, sem comparar
os tecidos entre si, por considerar que possuem caracteristicas distintas.

A dureza do esmalte foi avaliada em relacéo aos fatores de variacao:

- ICDAS: em dois niveis (3 e 4).
- Tipo de esmalte: em dois niveis (higido e cariado).

Em dentina, as lesdes classificadas como ICDAS 3 ndo foram comparadas as
de ICDAS 4, pois possuem caracteristicas muito distintas entre si. Assim, os fatores
de variacdo testados para analisar as lesbes em dentina ICDAS 3 foram:

- Tipo de dentina: em dois niveis (higido e cariado).
- Profundidade de dentina afetada (200 e 400 micrémetros).

Para as les@es classificadas como ICDAS 4, os fatores de variacao foram:

- Tipo de dentina: em quatro niveis (infectada, afetada, esclerética e
terciaria).
- Profundidade da dentina higida (superficial, média, profunda 1 e
profunda 2).
Todas estas andlises foram realizadas com dois equipamentos distintos de

mensuragao da dureza: dureza Knoop e dureza Berkovich.
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4.2 SELECAO, LIMPEZA E ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

Foram selecionados 36 dentes posteriores permanentes, recém extraidos, com
lesdo de cérie na face oclusal (Figura 4.1-A), sendo classificados de acordo com o
ICDAS em escores 3 (n = 14) e 4 (n = 22) (Figura 4.2). Os dentes selecionados foram
submetidos a limpeza utilizando curetas e ultrassom e, posteriormente, armazenados

em refrigerador a 4°C até o momento de uso.

Figura 4.1 - llustragdo esquematica do preparo dos espécimes: (A) Selecdo de dentes posteriores
permanentes cariados; (B) Cortadeira Labcut 1010; (C) Corte transversal (separagéo
coroa e raiz); (D) Selecao da area de interesse; (E) Cortadeira automatica Isomet 1000;
(F) Corte longitudinal (sentido mésio-distal); (G) Espécime com exposi¢do de tecido
cariado; (H) Politriz; (1) Discos de lixa de granulacdo crescente; (J) Espécime planificado
e polido; e (K) Teste e analise da dureza tecidual

® ©

Fonte: O autor.
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Figura 4.2 - Hemi-coroas com les@es classificadas em ICDAS 3 e 4, utilizadas para avaliagao de dureza

de distintas regifes do tecido cariado
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Fonte: O autor.

4.2 PREPARO DOS ESPECIMES

Os dentes foram seccionados transversalmente em seu longo eixo com

auxilio de um disco diamantado acoplado na Labcut 1010 (Extec, USA) com o intuito

de separar a coroa da raiz dos dentes (Figura 4.1 B-C). A porcéo coronaria, area de

interesse (Figura 4.1-D), foi fixada com auxilio de cera utilidade, em suportes para

corte, com a face oclusal voltada para cima. Posteriormente, utilizando-se a
cortadeira automatica Isomet 1000 (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, USA) a 475 rpm, foi

realizado um corte longitudinal com disco diamantado (IsoMet Diamond Wafering

Blade, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, USA), no sentido mésio-distal, gerando duas

hemi-sec¢bes com exposicao longitudinal de tecido cariado (Figura 4.1 E-G).
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Os espécimes foram levados a Politriz EcoMet/Automet 2000 (Buehler, Lake
Buff, IL, USA) a 140 rpm sob refrigeracdo, de modo a planificar as faces opostas ao
tecido cariado utilizando lixa de granulacdo 400 (Figura 4.1 G-H). ApGs obter uma
superficie plana para medi¢des precisas de dureza Knoop, as superficies do corte
foram polidas manualmente utilizando uma sequéncia de lixas de granulacéo
crescente, sequencialmente (P800 por 10s; P1200 por 10 s; P2400 por 10 s e 4000
por 4 minutos), umidificadas com agua destilada (Figura 4.1-1). A cada diferente
granulacdo de lixa utilizada, os espécimes eram levados a lavadora ultrassénica
(Schuster, L100, Shenzhen, China) por 180 segundos, imersos em agua destilada,

para remocao das sujidades.

4.3 MENSURACAO DA DUREZA TECIDUAL

4.3.1 Dureza Knoop (Microdurémetro)

Os espécimes foram destinados a mensuracdo da dureza em aparelho de
dureza Knoop (Shimadzu HMV-2000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) (Figura
4.1 J-K) e fixados em lamina de vidro. O teste de dureza por microindentacdo foi
realizado em regides distintas, sendo elas: esmalte higido e cariado; dentina higida,
dentina modificada pelo processo de carie (infectada, afetada por cérie, esclerotica) e
dentina terciaria (Figura 4.3). Para analise da dureza em esmalte foi utilizado uma
carga de 25g por 10 segundos e para a dentina uma carga de 10g por 15 segundos
(Craig et al., 1959; Alturki et al. 2021). Em cada regido foram realizadas entre trés a

dez indentacdes de acordo com o tamanho do tecido cariado.
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Figura 4.3 - Imagem representativa de um molar cariado: (ES) esmalte sadio; (EC) esmalte cariado;
(DS) dentina sadia; (DI) dentina infectada; (DA) dentina afetada; (DE) dentina esclerética;
(DT) dentina terciaria; e (CP) camara pulpar.

Fonte: O autor.

As primeiras indentacdes foram feitas em esmalte higido e cariado em dentes
com lesdes classificadas em ICDAS 3 e 4 (Figura 4.4). Devido a distribuicédo radiada
dos prismas de esmalte foram tracadas duas linhas verticais de referéncia, paralelas
ao longo eixo do dente, delimitando uma area para leitura das medidas de dureza de
esmalte higido e cariado (Figura 4.4). A primeira mensuracéo iniciou-se a 100 ym de
distancia da linha vertical direita, na porcdo média do esmalte dentario. As demais
indentagdes tinham 100 pm de distancia entre elas. No esmalte cariado, as
indentacdes foram realizadas ao longo de toda a extensdo do corpo da leséo,
seguindo o trajeto anatdbmico da estrutura dental, com 100 ym de distancia entre cada
uma delas.
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Figura 4.4 - Imagem de um molar cariado mostrando os pontos esquematicos das mensuracdes de
dureza Knoop e Berkovich em esmalte cariado, com disténcia entre as indenta¢des de 100
pum

. Esmalte cariado

. Esmalte higido

- = - Delimitagao de leitura

Fonte: O autor.

Na dentina, com o auxilio de uma Iamina de bisturi n® 15, todo o tecido cariado
foi circundado para delimitar as areas de leitura. Para os dentes com lesdes
classificadas em ICDAS 3, ndo foi identificada dentina amolecida semelhante a
infectada ap0s seccdo coronaria. Assim, a leitura da dentina afetada foi realizada a
200 e 400 ym abaixo da jungdo amelodentinaria (Figura 4.5), com o objetivo de
distinguir se haveria efeito da profundidade da dentina sobre os dados de dureza em
lesdes ICDAS 3. Da mesma forma, considerando o efeito da profundidade, as leituras
de dureza da dentina higida foram realizadas em uma mesma linha horizontal em

relacdo as dentinas modificadas avaliadas.
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Figura 4.5 - Imagem de um molar cariado (ICDAS 3) mostrando os pontos esquematicos das
mensura¢gfes de dureza Knoop e Berkovich. Os pontos em branco representam as
indentagdes no tecido dentinario afetado a 200 e 400 ym da jungdo amelodentinaria
(JAD) e os pontos azuis em dentina higida seguindo as mesmas distancias mencionadas.
E: Esmalte/ D: Dentina
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Fonte: O autor.

O teste de dureza para lesfes classificadas em ICDAS 4 iniciou-se na dentina
infectada, a qual corresponde a porcdo mais superficial desse tecido (Figura 4.6). A
localizagdo das indentagcbes concentraram-se a 200 pym abaixo da jungdo
amelodentinaria e percorreram o longo eixo da juncéo por todo o tecido cariado. Na
sequéncia, a analise de dureza foi realizada na dentina superficial higida, seguindo a
mesma altura das indentacdes realizadas previamente. A zona seguinte foi a dentina
afetada, a qual restringiu-se a por¢cdo media do tecido cariado. Foram realizadas
indentacbes de uma extremidade a outra, respeitando-se o limite da linha
confeccionada previamente com o bisturi. No mesmo segmento de reta, foram
confeccionadas indentagfes na dentina de profundidade média. Posteriormente, o
teste de dureza Knoop foi feito na dentina esclerosada, a qual encontra-se na porcao
mais inferior da lesdo. A partir da delimitacao inferior realizada com o bisturi, as leituras
da dentina esclerdtica foram realizadas a 200 ym acima da linha inferior e dentro dos
limites dessa zona. Logo, foram realizadas indenta¢cdes na mesma altura, da dentina

higida mais profunda. Por fim, foram realizadas indentacfes na dentina terciaria.
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Todas as indentagdes realizadas tiveram uma distancia de 100 ym entre cada uma
delas. A leitura da dureza foi realizada com auxilio visual de uma objetiva de 40x de

aumento.

Figura 4.6 - Imagem de um molar cariado (ICDAS 4) mostrando os pontos esquematicos das
mensura¢cBes de dureza Knoop e Berkovich em diferentes dentinas modificadas. De
forma pareada, os pontos em branco representam as indenta¢des no tecido dentinario
cariado e os pontos azuis em dentina higida, nas mesmas profundidades. As regides
analisadas foram: I: dentina superficial (cariada e higida); Il: dentina afetada média e
higida; 1ll: dentina esclerdtica e higida profunda; I1V: dentina terciaria

Fonte: O autor.

4.3.2 Dureza Berkovich (Ultra-microdurémetro)

Para fins comparativos, 0 mesmo padrdao de indentacdo por regides da
estrutura dental, descritas anteriormente, foi realizado no ultra-microdurdmetro DUH-
211S (Shimadzu) (Figs 7-9). No entanto, para a leitura dos espécimes foram
confeccionados discos de resina acrilica para inclusdo das amostras. Em uma placa
de vidro, foi fixada uma fita de dupla face, o molde de silicone e os dentes seccionados
foram inseridos em cada orificio do molde com a face de interesse voltada a fita
adesiva. Apés isso, foi manipulada a resina acrilica e ela foi vertida em cada orificio
para inclusdo dos dentes (figura 4.7. A-E). Apés tempo de presa, os discos foram
removidos e sua base foi lixada na Politriz EcoMet/Automet 2000 (Buehler, Lake Buff,
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IL, USA) utilizando lixa de granulacdo P250, em 140 rpm, até a obtencdo de uma

superficie plana para execucéao das leituras.

Figura 4.7 - Confeccao de discos de resina acrilica para leitura de dureza Berkovich. A) Placa de vidro
com fita adesiva de dupla face; B) Molde de silicone industrial; C) Espécimes inseridos em
cada orificio do molde; D) Insercdo de resina acrilica nos orificios; e E) Obtencdo dos
discos para leitura

Fonte: O autor.

A ponta utilizada para as indentagdes foi a de Berkovich, as quais tiveram os
parametros (Tabela 4.1), seguindo os critérios utilizados por Mahoney et al. (2000) e
Angker et al. (2004). Todas as mensuracdes de dureza foram realizadas por apenas

um pesquisador treinado para tal finalidade.
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Tabela 4.1 - Valores atribuidos ao teste de dureza Berkovich utilizando o ultra-microdurbmetro

Parametros do teste

Tipo de indentador Berkovich (triangular-piramidal)
Forca de contato (mN) 0.2

Max/Min. forca de indentacdo (mN):

Esmalte:sadio/cariado 50/0.2

Dentina sadia/hipermineralizada/terciaria  25.0/0.2

Dentina infectada/afetada 10/0.02
Permanéncia na carga max 30.0

Fonte: O autor.

4.4 ANALISE DOS DADOS

Os dados de dureza de esmalte e dentina, analisados com dureza Knoop e
dureza Berkovich foram analisados separadamente. Em esmalte os fatores de
variagao testados foram o tipo de esmalte e o ICDAS. Em dentina de lesbes de ICDAS
3, os fatores de variacao foram os tipos de dentina e profundidade da dentina afetada.
Para as lesbes ICDAS 4, os fatores de variacdo foram tipo de dentina cariada e
profundidade de dentina higida.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov os
guais apresentaram distribuicdo normal. Dessa forma, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de medidas repetidas e teste complementar de Tukey (a = 0.05),
utilizando o software estatistico Jamovi versao 1.6 (Sidney, Austrélia).

A correlacdo entre os dados de dureza Knoop e dureza Berkovich foram
avaliados pelo coeficiente de correlacao intraclasse (ICC); pela concordancia entre os
tipos de dureza, através do teste t de uma amostra para os valores das diferencas
entre os métodos; e analise gréafica de Bland-Altman com um intervalo de confianca
de 95%. Em complemento ao grafico de Bland-Altman, o potencial viés de proporcéo

das diferencas entre as médias foi realizado através de uma regressao linear simples.
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5 RESULTADOS

5.1 ESMALTE

A ANOVA de medidas repetidas para valores de dureza Knoop detectou
diferenca significativa para o fator tipo de esmalte (p < 0,001) e para o fator ICDAS (p
= 0,002), enquanto nenhuma diferenca foi detectada para interacdo dos dois fatores
(p = 0,389) (Tabela 5.1). De modo similar, os dados de dureza Berkovich
apresentaram diferenca estatistica entre os tipos de esmalte (p < 0,001), bem como
para o fator ICDAS (p < 0,001) (Tabela 5.1). No entanto, a interacdo entre esses

fatores nao exibiu diferenca significativa (p = 0,117).

Tabela 5.1 - Média (desvio padrao) dos valores de dureza de lesGes cariosas em esmalte classificados
em ICDAS 3 e 4, utilizando as durezas Knoop e Berkovich

Dureza Knoop Dureza Berkovich
Escores
Higido Cariado Higido Cariado
3 301,5(22,9) A 52,7(19,8) B 297,3(29,8) a 44,7 (20,7) b
4 314,2 (25,00A 79,5(39,1)C 308,4 (27,4) a 81,9 (37,9) c

Letras mailsculas indicam os resultados das comparacdes dos valores de dureza Knoop.
Letras mindsculas indicam os resultados das comparag8es de dureza Berkovich.
Fonte: O autor.

5.2 DENTINA

5.2.1 LesOes cariosas classificadas em escore ICDAS 3

A ANOVA de medidas repetidas detectou diferenca estatistica para o fator tipo

de dentina (p < 0,001) e ndo foi detectada diferenca estatistica para o fator



66

profundidade (p = 0,089) quando da analise da dureza Knoop. Contudo, houve
diferenca estatistica para a interacao entre os fatores (p < 0,001) (Tabela 5.2).
Quando a dureza Berkovich foi analisada com ANOVA de medidas repetidas
foi detectada diferenca estatisticamente significante para o fator tipo de tecido (p <
0,001), para o fator profundidade da dentina afetada (p < 0,001), bem como para a

interacao entre estes fatores (p < 0,001) (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Média (desvio padrao) dos valores de dureza de lesdes em dentina de ICDAS 3, utilizando
as durezas Knoop e Berkovich

Dureza Knoop Dureza Berkovich

Prof p P
Higido Afetado Higido Afetado

200 77,7(@4,1)Aa 38,4 (55)Bb <.001 77,6(58) Dd 3809 (7,2) Ee <.001

400 76,2(49)Aa 43,26,3)Cc <.001 77,06,9 Dd 454 6,4 F <.001

p 0,150 0,027 0,913 0,003

Prof: profundidade; p: nivel de significancia de 5%.

Letras mailsculas indicam as diferencas, na linha, analisadas para as durezas Knoop e Berkovich.
Letras minUsculas indicam as diferencas, na coluna, analisadas para as durezas Knoop e Berkovich.
Fonte: O autor.

5.2.3 Les0bes cariosas classificadas em escore ICDAS 4

A ANOVA de medidas repetidas exibiu diferenca estatistica significativa para o
fator tipos de dentina (p < 0,001), profundidade de dentina higida (p < 0,001) e também
para a interacao entre esses fatores (p < 0,001) para o teste de dureza Knoop (Tabela
5.3).

De forma similar, a ANOVA de medidas repetidas exibiu diferenca estatistica
significativa para o fator tipos de dentina (p < 0,001), profundidade de dentina higida
(p < 0,001) e também para a interacédo entre esses fatores (p < 0,001) para o teste de
dureza Berkovich (Tabela 5.3).



67

Além disso, ensaios de dureza Knoop e Berkovich foram realizados para
comparar a dentina terciaria com a dentina higida profunda. As ANOVAS de medidas
repetidas, realizadas individualmente, detectaram que a dureza Knoop da dentina
terciéria (46,2 £ 2,7 A) foi menor do que a dentina higida profunda (64,5 + 3,0 B) (p <
0,001). Dados similares foram observados para a dureza Berkovich com menor dureza
para a dentina terciaria (46,5 + 2,9 a) do que para a dentina higida profunda (63,3 £
3,8 b) (p <0,001).

5.3 ANALISE DE CORRELACAO E CONCORDANCIA ENTRE AS DUREZAS
KNOOP E BERKOVICH

Consideramos interessante analisar se havia concordancia e correlacéo entre
0s ensaios de dureza Knoop e Berkovich sobre os dados de esmalte e dentina, que
foram agrupados independente da classificacdo ICDAS das lesdes.

O coeficiente de correlacédo intraclasse (ICC) de medidas Unicas mostrou uma
excelente correlacao, tanto para a dureza em esmalte (ICC: 0,98; IC 95%: 0,98 a 0,99)
guanto para a dentina (ICC: 0,96; IC 95%: 0,95 a 0,97).

Além disso, um teste t de uma amostra foi realizado para verificar concordancia
entre as durezas Knoop e Berkovich através diferenca das médias obtidas. Tanto para
esmalte (p = 0,103; IC 95%: -0,71 a 7,5), quanto para a dentina (p = 0,241; IC 95%: -
0,39 a 1,5) foi detectada concordéancia entre as durezas Knoop e Berkovich.

A Figura 5.1 mostra um grafico de concordancia entre as durezas Knoop e
Berkovich através do método de Bland-Altman. A média da diferenca entre os dois
indentadores (Knoop e Berkovich), tanto para os dados de dureza em esmalte quanto
para de dentina, foi de 3,4 e 0,6, respectivamente. Independente do tecido analisado,
ambas durezas Knoop e Berkovich mostraram possuir concordancia visto que os
valores médios da diferenca estao préximos a linha de igualdade e dentro da faixa do

intervalo de confianca.
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Teste de regressao linear ndo apresentou potencial viés de propor¢cao entre as
durezas Knoop e Berkovich analisadas para esmalte (p = 0,60; RZ 0,003), com
inclinacdo de 0,00882 e tampouco para a dentina (p = 0,54; Rz 0,002) com uma
inclinag&o de 0,0137 (Figura 5.2). Os valores das inclinagdes tenderam a zero, sendo
insignificantes, mostrando que os dados se distribuem de forma homogénea abaixo e

acima da média das diferencas entre os valores de dureza Knoop e Berkovich.



Tabela 5.3 - Média (desvio padréo) dos valores de dureza de les6es em dentina de ICDAS 4, utilizando as durezas Knoop e Berkovich

Dureza Knoop
Profundidade

Higido Modificado por cérie
Superficial 79,1 (4,2) A 21,2 4,3)C
Média 75,8 (4,9) A 44,5 (4,0) D
Profunda 64,5 (3,0) B 86,6 (7,1) E

Dureza Berkovich

p
Higido Modificado por carie
77,7 (4,3) a 21,7 (2,9 d <.001
73,7 4.4) b 41,4 (4,9) e <.001
63,3 (3,8) C 87,8 (7,0) f <.001

Modificado por cérie superficial = dentina infectada; modificado por carie média = dentina afetada; modificada por cérie profunda = dentina esclerética.

p: nivel de significAncia de 5%.

Letras mailsculas indicam os resultados das comparac¢des de dureza Knoop.
Letras minUsculas indicam os resultados das comparac¢des de dureza Berkovich.

Fonte: O autor.
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Figura 5.1 - Graficos de Bland—Altman dos indentadores Knoop e Berkovich para obtencédo da dureza tecidual em (a) esmalte e (b) dentina, de dentes
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Figura 5.2 - Linha de regressao linear para avaliar o potencial viés de proporcéo entre as diferencas
das durezas Knoop e Berkovich (eixo Y) e médias de ambas as durezas (eixo X) de dados
do (a) esmalte e (b) dentina
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5.3 ANALISE DE REGRESSAO LINEAR MULTINIVEL

De forma complementar a analise de concordancia entre as durezas Knoop e
Berkovich, foram realizadas duas distintas analises multinivel para o esmalte e para a
dentina.

Para a dureza Knoop do esmalte, a regressao linear multinivel detectou
diferenca estatisticamente significante para os fatores avaliados tipos de tecido (higido
e cariado) (p=0,001) e o ICDAS (3 e 4) (p=0,004). H4 uma perda de 240,2 unidades

de dureza Knoop para o tecido cariado em relacdo ao tecido sadio. Ademais, uma
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maior tendéncia de dureza foi observada para os dentes cariados classificados em
ICDAS 4, apresentando 19,7 unidades de dureza Knoop a mais que nas lesdes de
ICDAS 3 (Tabela 5.4). Para a dureza Berkovich do esmalte, a regressao linear
multinivel detectou diferenga estatisticamente significativa para os fatores avaliados
tipos de tecido (p=0,001) e o ICDAS (p=0,001) (Tabela 5.4). O tecido cariado
apresenta 236,6 unidades de dureza Berkovich a menos que o tecido higido e, de
forma similar & dureza Knoop, as lesdes de ICDAS 4 possuem maior tendéncia de
dureza, com 24,2 unidades de dureza a mais que as lesdes de ICDAS 3 (Tabela 5.4).

De maneira complementar, buscou-se analisar o comportamento da dureza
Knoop na dentina quanto aos fatores tipo de tecido (p < 0,001), profundidade (p <
0,001) e ICDAS (p = 0,004) (Tabela 5.5). Frente ao processo carioso, € observado
uma perda de 41,3 unidades de dureza knoop para o tecido cariado em relagéo ao
tecido higido. A dentina em profundidade média possui 6,7 unidades de dureza a mais
gue a dentina superficial. E com relacdo ao ICDAS, diferente do esmalte, é observado
uma menor dureza para as lesdes de ICDAS 4 de 3,7 unidades de dureza a menos
gue nas lesdes de ICDAS 3 (Tabela 5.5). De forma similar, a dureza Berkovich da
dentina exibiu diferenca estatistica significativa para os fatores tipo de tecido (p <
0,001), profundidade (p < 0,001) e ICDAS (p < 0,001) (Tabela 5.5). Uma tendéncia de
perda de 40,6 unidades de dureza Berkovich foi observado para o tecido cariado
comparado ao tecido higido. A dureza da dentina na profundidade média foi superior
a dentina superficial, exibindo uma dureza de 5,8 unidades a mais. Além disso, as
lesdes de ICDAS 4 exibiram menor dureza que o ICDAS 3, em 6,1 unidades de dureza
Berkovich (Tabela 5.5).
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Tabela 5.4 - Andlise de regressao linear multinivel para valores de durezas Knoop e Berkovich obtidos

em esmalte
Dureza Knoop Dureza Berkovich

Fatores B* EP p * B* EP P *
Tecido

Higido Ref. Ref.

Cariado -240,2 6,7 <0,001 -236,6 7,1 <0,001
Escore

Escore 3 Ref. Ref.

Escore 4 19,7 6,9 0,004 24,2 7,3 0,001

B: coeficiente de regresséo linear ajustado

* Valor de p calculado por analise de regressao linear multipla de multinivelEP = Erro padréo
Fonte: O autor.

Tabela 5.5 - Andlise de regressao linear multinivel para valores de durezas Knoop e Berkovich obtidos
em dentina

Dureza Knoop Dureza Berkovich

Fatores B EP p * B* EP p *
Tecido

Higido Ref. Ref.

Cariado -41,3 1,3 <0,001 -40,6 1,2 < 0,001
Profundidade

Superficial Ref. Ref.

Média 6,7 1,3 < 0,001 5,8 1,2 < 0,001
Escore

Escore 3 Ref. Ref.

Escore 4 -3,7 1,3 0,004 -6,1 1,3 <0,001

B: coeficiente de regresséo linear ajustado

* Valor de p calculado por andlise de regressdo linear multipla de multinivel
EP = Erro padrao

Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

As investigacbes in vitro da dureza tecidual podem auxiliar dentistas no
entendimento das propriedades mecanicas de diferentes lesdes de carie. Neste
estudo foi observado uma queda de aproximadamente 83-86% das durezas Knoop e
Berkovich, respectivamente, de esmalte cariado classificado em ICDAS 3 quando
comparado ao tecido sadio. De acordo com Shimizu et al. (2015), é possivel observar
uma perda de 90% da dureza nesse tipo de lesdo. Nossos achados de dureza
variaram entre 44,6 (Berkovich) e 52 (Knoop). Outros trabalhos foram similares aos
dados de dureza obtidos (Mohd Said et al., 2017; Alkattan et al., 2018). A reducao das
propriedades mecénicas do esmalte no corpo da lesdo de manchas brancas esta
relacionada com a diminuicido do pico de PO4* frente a progressdo da
desmineralizacdo (Sa et al., 2017; Al-Obaidi et al., 2018). Nesta regido da cérie, a
densidade mineral pode variar entre 1,35 e 2,07 g/cm3, o que esta abaixo da faixa do
esmalte higido (2,34-2,7 g/cm3) (Shahmoradi; Swain, 2016).

Os dados de dureza das lesfes cariosas em esmalte de ICDAS 4, constatamos
uma queda da dureza de aproximadamente 73-75% para o tecido cariado em
comparacao ao higido, com dureza variando entre 79,5 e 81,9 para os indentadores
Knoop e Berkovich, respectivamente. Esses valores de dureza estdo dentro da faixa
encontrada por estudos prévios realizados em lesdes cariosas naturais ou artificiais
(Shimizu et al., 2015; Mohd Said et al., 2017; Alkattan et al., 2018). Ademais, se
comparados aos valores de esmalte higido do presente trabalho, bem como de outros
estudos (Craig; Peyton, 1958; Wei; Koulourides, 1972; Shimizu et al., 2015),
apresentam valores de dureza inferiores. Isso se explica devido a recorrente
diminuicdo de pH proveniente dos &cidos bacterianos que promove alteracdo da
dureza, além de propiciar a modificacdo da forma, funcdo e aumento da sensibilidade
dental (Feagin et al., 1969; Geddes, 1975; West; Joiner, 2014).

A dureza do esmalte diminui com o aumento do tempo de desmineralizacéo
(Saetal., 2017; Alkattan et al., 2018). No entanto, apesar do ICDAS 4 representar um
estagio mais avancado de carie, 0 esmalte cariado dessa classificacdo apresentou
maior dureza do que nas lesdes de ICDAS 3, independente do indentador utilizado.
Essa diferenca pode ser explicada pela atividade da lesdo, nas quais lesdes agudas

possuem menor dureza que as crénicas que tiveram um maior espaco de tempo para
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se desenvolver (Fusayama et al., 1966). Os fatores protetores - melhoria da higiene
oral e aplicacéo tépica de fluor - favorecem a estabilizacdo ou reversdo das lesdes
(Featherstone, 2000). E observado um aumento da dureza tecidual, in vitro, na
presenca de fluoretos (Alkattan et al., 2018; Farooq et al., 2021), podendo ocorrer uma
recuperacédo de 61,1 a 72,6% da dureza (Alkattan et al., 2018). O fltor reduz a
desmineralizacdo do esmalte, favorece a remineralizacdo e ainda diminui a
profundidade das lesdes iniciais de carie em esmalte (Soares, Yoshikawa et al., 2021).
Ademais, a pelicula salivar confere um efeito protetor contra a desmineralizacgéo,
fornecendo um aumento da dureza, embora ndo seja tdo significativo quanto o fltor
(Alkattan et al., 2018).

Em relagdo aos valores da dentina cariada em lesdes de ICDAS 3, nossos
resultados corroboram com os dados encontrados na literatura para a dentina afetada,
encontrando-se nas faixas de 25 a 40 KHN (Marshall et al., 2001; Banerjee et al.,
2010; Almahdy et al., 2012; Joves et al., 2014), o que demonstra a presenca de
alteracbes nas propriedades mecénicas na dentina, ainda que, clinicamente, o
processo carioso parega estar restrito ao esmalte. A dentina afetada apresenta
modificacbes estruturais e quimicas, sendo observada diminuicdo de fosfato e
carbonato (Wang et al.,, 2007). Além disso, possui alteracbes leves na estrutura
secundaria do colageno, mais especificamente nas regides de amida | e Ill (Wang et
al., 2007). Os picos de amida representam a conformacgdo da proteina e sao mais
amplos em comparacao a dentina higida, o que sugere alterac6es microestruturais do
colageno (Wang et al., 2007).

Ademais, apesar da dentina afetada possuir menor dureza que o tecido higido,
como demonstrado neste estudo, o seu conteudo mineral (47,5 £ 5,7%) e da dentina
higida (61 = 2,7%) ndo sao significamente diferentes entre si (Almahdy et al., 2012).
Dessa forma, a dentina afetada, por apresentar uma desmineralizagcao parcial,
colageno ndo desnaturado e auséncia de bactérias, é capaz de ser remineralizada,
aumentando sua dureza (Fusayama, 1979). Estudos clinicos comprovam a eficacia
de terapias minimamente invasivas, como selantes, na paralisacao da progressao de
lesbes cariosas de ICDAS 3 (Muioz-Sandoval et al., 2019; Tahani et al., 2021,
Kasemkhun et al., 2021), o que € benéfico para viabilizar a recuperacdo de dureza
tecidual do tecido afetado, porém estudos longitudinais sdo altamente recomendados

para analise da eficacia dessa terapéutica ao longo do tempo.
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Em contrapartida, nas lesdes de ICDAS 4 ja é observado tecido necrético
préximo a JAD, representado pela dentina infectada. A dureza dessa dentina tem sido
associada ao seu grau de infeccdo, o que auxilia clinicos na identificacado desta, que
requer remocdo devido a grande perda mineral, nimero de patégenos e matriz
colagena desestruturada e consequente incapacidade de remineralizacédo (Banerjee
et al., 2010; Joves et al., 2014). A dentina infectada € mole e danificada, o que pode
impedir que os testes de dureza sejam tomados com preciséo (Banerjee et al., 1999).
No trabalho de Banerjee et al. (1999) as medidas de dureza foram realizadas a 100
pum abaixo da JAD. Em nosso estudo, devido a grande degradacéo desta regido, as
medidas da dentina infectada foram realizadas a 200 ym da JAD. Dados publicados
anteriormente indicam que os valores de dureza para esse tecido encontram-se
abaixo de 25 KHN (Banerjee et al., 2010; Almahdy et al., 2012), o que é similar aos
nossos achados. Nesse tecido, ha uma diminuicdo do conteudo mineral (24,8 + 5,7
%) e desorganizacdo de material organico, o que se correlaciona com a quantidade
de fluorescéncia de porfirinas (37,4 = 5,9%) presentes na dentina infectada e difere
significativamente de dentina higida (4,7 + 1,3%), o que suporta a recomendacéo de
remocao desse tecido (Almahdy et al., 2012).

A dureza da dentina afetada por carie obtida neste trabalho foi similar a
encontrada na literatura (Marshall et al., 2001; Banerjee et al., 2010; Almahdy et al.,
2012; Joves et al.,, 2014). Apesar de possuir dureza menor que a dentina higida
guando comparada em mesma profundidade, deve ser preservada por seu potencial
de ser remineralizada. Clinicamente € descrita como dentina coriacea, na qual apés
ser pressionada por instrumental manual ndo se deforma, mas pode ser facilmente
removida (Leal et al., 2020). Durante 0 manejo clinico dessas lesdes, deve ser
realizada a remocéao seletiva do tecido cariado, removendo esse tecido apenas nas
paredes laterais da cavidade até que se tenha tecidos sadios (Kher; Rao, 2020).
Quando a dentina afetada €& protegida por restauragbes com bom vedamento
marginal, ha um grande potencial de ser reparada pelo complexo dentina-polpa,
evitando desgaste excessivo da estrutura dental e exposicao pulpar (Banerjee et al.,
2010). Além disso, devido a agressdo das bactérias cariogénicas, ha formacdo de
cristalitos de calcio-fosfato que promovem a obliteracdo dos tubulos da dentina,
dificultando a progresséo da lesao cariosa (Joves et al., 2014).

Tal mecanismo mencionado anteriormente ocorre devido a protecdo conferida

pelo complexo dentina-polpa, conhecido por esclerose tubular (Pashley et al., 1991).


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/crystallite
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/dentinal-tubule
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No presente estudo, os valores de dureza para a dentina esclerética foram superiores
aos de dentina higida. Dados de dureza similares foram obtidos em investigactes
anteriores (Craig et al., 1959; Grajower et al., 1977; Ogawa et al., 1983; Banerjee et
al., 1999). Por ser essa dentina hipermineralizada, possui maior teor de fosfato e
menores quantidades de carbonato e contetdo organico quando comparada a dentina
normal (Xu et al., 2009; Liu et al., 2014), o que explica os dados encontrados neste
estudo. A dentina esclerética é formada pelo complexo dentina-polpa, atuando como
barreira contra a agresséo bacteriana, devido a deposi¢cdo de minerais no interior do
[imen dos tubulos dentinarios (Smith et al., 1995; Lee et al., 2006; Farooq et al., 2021),
sendo, portanto, preservada durante o manejo clinico dessas lesbes. Outras
pesquisas de dureza da dentina esclerdtica (Martin et al., 2010; Castanho et al., 2011)
guando comparados aos valores obtidos neste trabalho sédo significativamente mais
baixos. No entanto, deve-se ter cuidado nesta andlise, visto que esses estudos nao
avaliaram dentina esclerdtica formada em decorréncia do processo carioso e sim a
sua formacéo fisiolégica devido ao avanco da idade. Na cérie dental, a formacao da
dentina esclerética é induzida pela acdo bacteriana, com um mecanismo que envolve
a dissolucdo do mineral intertubular circundante e sua reprecipitacdo no interior dos
tubulos (Daculsi et al.,, 1987). Enquanto que a dentina esclerética fisiologica €&
depositada a medida que h& avanco da idade (Selvamani, 2013).

A dentina terciaria, também foi analisada, porém nao foi classificada em
reacional ou reparativa devido a limitacdo desse estudo em nao conhecer a histéria
pregressa do processo carioso. Os valores de dureza Knoop e Berkovich encontrados
para essa dentina foram de aproximadamente 46 KHN. Tal valor se assemelha com
os dados obtidos no trabalho de Cox et al. (1980), com valor de dureza de 40,5 KHN
para dentina reparativa e também a Craig et al. (1959), nos quais os valores variam
entre 37-43 KHN. Apds analise de nanodureza, valores de 53,6 foram encontrados
para a dentina reacional (Senawongse et al., 2006). A dentina reparativa é atubular
com células aprisionadas em sua matriz mineralizada, a qual é distrofica (Smith et al.,
1995). Enquanto que a dentina reacional é tubular e se da de forma continua com as
dentinas primaria e secundéria (Smith et al., 1995; Farooq et al., 2021). A diferenca
entre a dureza desses tipos de dentina pode estar relacionada a mudanca na direcéo
dos tubulos dentinarios (Senawongse et al., 2006).

ApoOs analise ultraestrutural e imunoistoquimica, autores (Cajazeira Aguiar;

Arana-Chavez, 2007) detectaram a presenca de uma proteina nao-colagenosa,
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conhecida por osteopontina (OPN), na matriz ao redor das células aprisionadas na
dentina reparativa, enquanto que nao foram observadas na dentina fisiolégica e
reacional. No entanto, ndo é possivel observar a relacdo da osteopontina presente na
matriz da dentina reparativa com a dureza tecidual, ja que o estudo mencionado néo
realiza essa comparacao.

Adicionalmente, diferentes profundidades da dentina higida foram analisadas
neste estudo, observando-se maior dureza préximo a JAD e diminuicdo a medida que
se aproxima da camara pulpar. Semelhantes resultados foram publicados
anteriormente (Ogawa et al., 1983; Hosoya et al., 2000; Fuentes et al., 2003; Hamama
et al., 2013). Em contrapartida, outras investigacdes encontraram valores inferiores
para a dentina proximo a JAD (Craig et al., 1959; Banerjee et al., 1999). A dureza pode
ser influenciada pelo angulo de direcdo dos tubulos dentinarios, na qual observa-se
diminuicdo da dureza a medida que ha aumento do angulo de orientacdo (Han et al.,
2012). Ademais, a interpretacdo e comparacdo entre esses dados deve ser feita com
cautela, assim como no presente estudo, ndo foi possivel obter informacdes dos
pacientes em relacdo a idade e histéria pregressa da lesdo cariosa, visto que esses
fatores podem exercer influéncia no grau de mineralizacao da dentina.

Nossos achados mostram que independente do indentador (Knoop ou
Berkovich) utilizado, ndo ha diferenca significativa na obtencao dos valores de dureza
das diferentes camadas de lesfes cariosas. De forma similar, a anélise de regressao
multinivel demonstrou um padrdo similar de dureza (Knoop e Berkovich) entre os
distintos tecidos, profundidades e ICDAS analisados. Embora as durezas Knoop e
Berkovich sejam concordantes entre si e sigam a mesma tendéncia de dureza,
ressaltamos a importancia da calibragdo do pesquisador durante a realizagdo dos
ensaios de dureza. A dureza Knoop € dependente da analise visual do operador e do
foco da extremidade da diagonal da indentacdo (Doerner; Nix, 1986; Mahoney et al.,
2000). O micron final da indentag&o pode ser prejudicado durante a leitura da dureza,
devido a menor sensibilidade deste equipamento (Collys et al., 1992). Do contrario,
na dureza Berkovich, além da leitura da area de indentacdo, também é avaliada a
profundidade, o que garante maior precisdo nas mensuragdes e nao requer medicao
manual (Doerner; Nix, 1986; Oliver; Pharr, 1992; Mahoney et al., 2000;

Sakoolnamarka et al., 2005).
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A amostra analisada deve apresentar uma boa lisura superficial e manter-se
hidratada durante o armazenamento para ndo ocorrer alteracdo das propriedades
mecanicas (Bobji; Biswas, 1998; Subramani et al., 2018). No entanto, para a
realizacdo do teste de dureza deve estar seca visto que a umidade pode alterar os
valores de dureza (Subramani et al., 2018). Desta forma, ressaltamos a importancia
de treinamento prévio do operador para a obtencdo de dados finais considerando
como uma etapa essencial dentro das boas préticas de pesquisa.

Dentro das limitacdes deste estudo, estd a falta de conhecimento da histéria
pregressa do processo carioso e do paciente, para melhor compreensao das
alteracdes biofisioldgicas dos dentes avaliados. Ainda assim, as leituras Knoop e
Berkovich foram satisfatérias, concordantes e comparaveis com 0s parametros
encontrados na literatura possibilitando gerar informagdes atualizadas sobre a dureza

de tecidos dentais duros, higidos e cariados.
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CONCLUSOES

Com base nos achados deste estudo, pode-se concluir que:

As durezas Knoop e Berkovich sdo maiores no esmalte higido e no
ICDAS 4;

Em lesbes ICDAS 3, independente da profundidade, a dureza é sempre
maior na dentina higida do que a afetada.

Existe efeito do tipo de dentina (infectada, afetada ou esclerotica) e da
profundidade da dentina higida sobre a dureza, independentemente do
tipo de indentador utilizado;

Devido aos mecanismos de defesa do complexo dentina-polpa verifica-
se que apenas a dentina esclerdtica exibiu valores de dureza superiores
a dentina higida profunda. Por sua vez, a dentina terciaria exibiu valores
inferiores a dentina higida profunda;

O pesquisador é livre para escolher o tipo de indentador quando for
analisar a dureza de esmalte e dentina, pois o indentador Knoop e o
Berkovich foram capazes de detectar durezas semelhantes para estes

tecidos.
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Titulo da Pesquisa: Caracterizagio de lesbes de carie em dentes humanos
Pesquisador: Adrana Bona Matos

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 46825321.3.0000.0075

Instituigdo Proponente: Faculdade de Odontologia da Universidade de S8o Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 4.749.509

Apresentacdo do Projeto:

O objetive deste estudo & caracterizar lesdes de carie dentaria em dentes humanos em seus aspectos
morfoldgicos, quimicos, mecanicos e fisicos, bem como, compara-las com tecido dental sadio. Serao
utilizados 80 molares e pré-molares humanos com lesdo de carie presentes em diferentes faces através de

minuciosa inspegio visual. Todos os especimes serdo caracterizados por meio das seguintes metodologias:

Fluorescéncia quantitativa induzida pela luz (QLF), flucrescéncia a laser (DIAGNOdent®&), Tomografia de
Coeréncia Gplica (OCT), Microdureza transversal, Espectroscopia Raman, Microscopia eletrdnica de
varredura ¢ Ensaio de resisténcia de unido. Os dados quantitativos serdo analisados estatisticamente
iniciando-se com a analise da distribuico do residuo para aferigdo de normalidade & homogenesidade dos
dados. Em caso de distribuigcdo normal, serdo utilizados testes estatisticos paramétricos. O teste

paraméfrico de escolha sera a Analise de Variancia, e teste auxiliar para comparagio entre as médias,

adotando-se 5% como nivel de significancia, e para os dados pareados. Os dados qualitativos serao
descritos detalhadamente.

Objetivo da Pesquisa:
Objetive Primario:

Caracterizar lestes de carie dental em esmalte e dentina nos seus aspectos morfologicos, quimicos,

mecanicos e fisicos, bem como, compara-las com esmalte e dentina sadios.
Objetive Secundario:
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- Comparar diferentes substratos dentais (higidos & cariados) quanto a sua morfologia utilizando Microscopia
Eletrénica de Varredura.

- Comparar caracteristicas quimicas de diferentes substratos dentais (higidos & cariados) utilizando
Espectroscopia Raman

- Comparar caracteristicas mecénicas de diferentes substratos dentais (higidos e carlados) quanto a sua
dureza

- Comparar caracteristicas fisicas de diferentes substratos dentais (higidos e cariados) utilizando avaliagoes
de fluorescéncia

- Comparar caracteristicas fisicas de diferentes substratos dentais (higidos e cariados) utilizando Tomografia
por coeréncia otica (OCT)

- Comparar a resisténcia de unido em diferentes substratos dentais (higidos e cariados) utilizando ensaio de
microtragdo efou microsisalhamento

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos dessa pesquisa serdo minimos, pois sera utilizada apenas dentes doados pelo Biobanco de
dentes, e apds o término do experimento serdo devolvidas as raizes restantes. Os beneficios sao indiretos,
pois os resultados desta pesquisa podem fornecer mais informagoes sobre as caracteristicas das lesdes de
carie & sua diferengas quando comparados com o substrato natural.

Beneficios:

Conhecimento mais aprofundado das caracteristicas de lesdes de cérie naturais e seu diferencial em
relagio aos substratos normais, nos possibilita propor novas estratégias para o desenvolvimento de
materiais & técnicas que impactem na salde da populagao.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

1_Estudo Macional, unicéntrico, in vitro

2_Carater acad&mico,

3_Patrocinador- Financiamento prdprio.

4 _Pais de Origemn: Brasil

§_MNimero de participantes incluidos no Brasil:80

6_Centros de Pesquisa no Brasil. FOUSP

7_Armazenamento de amostras em banco de material biolégico no Brasil. FOUSP
B_Previso de inicio & encerramento do estudo.07/2021 & término 12/23.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Foram apresentados: projeto detalhado, folha de rosto e carta do biobanco de dentes FOUSP.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

MNio ha pendéncias.

Consideragtes Finais a critério do CEP:

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatdrios parciais e final da pesguisa, por
meio da Plataforma Brasil, via notificag@o do tipo "relatdrio” para que sejam devidamente apreciados no
CEP, conforme Norma Operacional CNS n® 001/13, item X1.2.d.

Qualguer alteragio no projeto original deve ser apresentada "EMENDA® por meio da Plataforma Brasil, de
forma objetiva e com justificativas para nova apreciagdo (Norma Operacional 001/2013 - letra H).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 13/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1752618.pdf 15:26:21
Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada_Adriana. pdf 13/05/2021 |Adriana Bona Matos | Aceito

15:23:57
Projeto Detalhado /|  |Projeto_Adrana_final pdf 13/05/2021 |Adriana Bona Matos | Aceito
Brochura 10:49:44
Investigador
Declaragdo de biobanco_AdrianaBona_pdf 13/05/2021 |Adriana Bona Matos | Aceito
Manuseio Material 10:48:37
Biolagico /
Biorepositario /
| Biobanco
Cronograma CRONOGRAMA_Adriana.docx 13/05/2021 |Adriana Bona Matos | Aceito
10:46:48

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
MNao
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