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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar lesdes cariosas artificiais de esmalte
induzidas com gel acido contendo grande quantidade de matéria organica e
lesBes cariosas artificiais induzidas com solugdo acida com pouco constituinte
organico, quanto ao volume organico e a permeabilidade (ag). Trinta dentes (vinte
terceiros molares inclusos e dez molares com lesdo de mancha branca inativa)
foram distribuidos em trés grupos. Com o intuito de se induzir carie artificial, dez
dentes inclusos foram expostos a um gel acido de hidroxietilcelulose 2% e acido
latico 50 mM com pH 4,5 (Gel; n=10) e os outros dez a uma solucéo
desmineralizante (0,1 mM de acido latico, 11,7 mM de calcio, cloroférmio 0,5% v/v
e 6 mM de fosfato, com pH 4,5) (Solugéo; n=10). Como grupo controle, os dentes
contendo lesdes de mancha branca também foram analisados (Céarie Natural,
n=10). De cada amostra analisou-se trés pontos da camada superficial da leséo,
em intervalos de 50 um. Os pontos analisados em cada um dos trés grupos foram
comparados com valores teoricos estabelecidos matematicamente na literatura,
como forma de padronizar as comparacoes. E, por fim, as variagbes de volume
organico (Razéo B) e permeabilidade (Raz&o og4) em relagdo a valores previstos
foram comparadas entre os grupos. Para a variavel Razao B, houve diferenca
significante entre os grupos Gel e Solugcédo [p<0,0001, ANOVA; Magnitude do
efeito (ME)=1,84] e entre Solucdo e Cérie Natural (p=0,001; ME=0,46; ANOVA).
Da mesma forma, os valores da Razéo o4 do cruzamento Gel/Solucéo (p<0,0001,
Mann-Whitney; ME=0,96) e Solucdo/Cérie Natural (p<0,0001, Mann-Whitney;
ME=1,15) diferiram de maneira significativa. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos Gel e Carie Natural para a Razdo f (p=0,585;
ANOVA; ME=0,30) e a Razéo oq4 (p=0,940; Mann-Whitney; ME=0,01). Concluiu-se
que, semelhantemente a carie natural, a camada superficial das lesGes cariosas
artificiais de esmalte criadas com gel acido apresentaram maior volume organico

e menor permeabilidade, comparadas as induzidas em solugéo acida.

Palavras-chave: Histopatologia, Carie artificial em esmalte, Volumes

bioquimicos, Permeabilidade.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare artificial carious enamel lesions induced with
an acid gel containing large amounts of organic matter and artificial carious lesions
induced by an acidic solution (with little organic constituent) regarding organic
volume and permeability (aq). Thirty teeth (twenty third molar and ten molars with
inactive white spot lesions) were divided into three groups. In order to induce
artificial caries, ten teeth were exposed to an acid gel containing
hydroxyethylcellulose 2% and 50 mM lactic acid at pH 4.5 (Gel; n = 10) while the
other ten teeth a demineralizing solution (0,1 mM lactic acid, 11.7 mM of calcium,
chloroform 0.5% v/v, 6 mM phosphate, pH 4.5) (Solution; n = 10). As a control
group, the teeth containing white spot lesions were also analyzed (Natural Caries,
n = 10). Three points were analyzed in each sample at the surface layer in each
lesion at 50um intervals. The results obtained in each of the three groups were
compared with theoretical mathematical found values in the literature as a way to
standardize the comparison. Finally, variations in organic volume (Ratio ) and
permeability (Ratio ag) in relation to predicted values were compared between
groups. For variable Ratio B, there was a significant difference between the gel
and solution [p<0.0001, ANOVA,; Effect Size (ES)=1.84] and between solution and
the natural caries (p=0.001, ANOVA; ME=0.46). Similarly, the values of Ratio og
between Gel/Solution (p<0.0001, Mann-Whitney, ES=0.96) and Solution/Natural
caries (p<0.0001; Mann-Whitney; ME=1.15) differed significantly. There was no
statistically significant difference between the groups Gel and Natural Caries for
Ratio B (p=0.585, ANOVA, ES=0.30) and the Ratio a4 (p=0.940, Mann-Whitney,
ES=0.01). It was concluded that, as in natural decay, the surface layer of artificial
carious enamel lesions created with organic acid gel showed higher organic matter

and lower permeability compared to those induced in acidic solution.

Keywords: Histopathology, Artificial enamel caries, Biochemical volumes,

Permeability.
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1. INTRODUCAO

A carie dentaria pode ser considerada uma desmineralizacdo dos
tecidos dentais duros decorrente da producdo de acido na placa bacteriana a
partir de carboidratos fermentaveis’®. A desmineralizacdo é a principal
conseqiiéncia tecidual do processo carioso. E importante ressaltar os demais
componentes bioquimicos presentes nos tecidos dentais duros. No caso do
esmalte dental, que € o tecido mais mineralizado e mais duro do corpo humano,
ele é composto de mineral (hidroxiapatita), agua estrutural (firmemente aderida ao
mineral), &gua adsorvida (removida com mais facilidade) e matéria organica.®

O componente mineral do esmalte encontra-se na forma de cristais
alongados de hidroxiapatita que, em sua maioria, percorrem toda a espessura do
esmalte, desde a juncdo amelodentinaria (JAD) até a sua superficie. Esses
cristais tém largura de 60-70 nm e espessura de 25-30 nm, e sdo compactados
em colunas definidas como prismas.’®** O arranjo dos cristais no esmalte da
origem a duas categorias principais de poros, sendo eles: (i) aqueles que se
encontram no interior dos prismas e no esmalte interprismatico (entre os cristais
de hidroxiapatita) com diametros de 1-2 nm; e (ii) aqueles que se encontram logo
nos arredores de cada prisma (bainhas), com 4-6 nm de diametro. Todos 0s poros
apresentam componentes organicos hidrofobicos e hidrofilicos — que reduzem o
seu diametro - representados por lipidios e proteinas, que provavelmente estéo
em contato direto com a hidroxiapatita.??%>33

Através do ambiente heterogéneo dos poros do esmalte, é que ocorre
todo o mecanismo de transporte de substancias nesse tecido, incluindo o
transporte do &cido (proveniente do biofilme bacteriano) causador da leséo
cariosa, agentes remineralizadores (para reparar o contelldo mineral perdido) e
resinas infiltrantes (para paralisar as lesées).

Apesar de estudos sobre o efeito dos agentes remineralizantes ou
infiltrantes sobre lesbes de céarie ndo diferenciarem lesdes naturais e artificiais, ha
evidéncias indicando que somente as variagdes no conteido mineral podem nao
explicar completamente a permeabilidade das leses cariosas de esmalte®. Além
disso, ja foi relatado que a permeabilidade de lesGes cariosas naturais € menor do
gue em lesdes artificiais com conteddos minerais supostamente semelhantes,

sugerindo um papel da matéria organica na permeabilidade do esmalte cariado.?



Consistente com isto, evidéncias mais recentes revelaram que lesdes
cariosas naturais apresentam maior quantidade de matéria organica que o
esmalte normal e que o volume de matéria organica decresce da superficie para o
esmalte mais interno.*'°® Também foi mostrado que lesdes cariosas de esmalte
artificiais apresentam menos matéria organica e melhores condigbes de
permeabilidade que as lesdes naturais®. O aumento de matéria organica reduz o
volume de poros disponivel para remineralizacdo e infiltracdo de resina, sendo um
aspecto muito importante das lesfes cariosas de esmalte. Ha evidéncias de que o
uso de solventes de proteinas em lesdes cariosas naturais de esmalte aumenta a
permeabilidade a ifons de célcio.”* Essas diferencas entre lesdes naturais e
artificiais sdo mais um fator indicativo de que os resultados de estudos com
lesbes artificiais devem ser cuidadosamente ponderados, antes de serem
extrapolados para a situacao in vivo.

Uma questdo em aberto na literatura é sobre a diferenca entre lesdes
artificiais induzidas por substancias que contenha pouca quantidade de matéria
organica e aquelas induzidas com outras fontes mais ricas de componente
organico. O gel acido, rico em matéria organica, e as solugbes
desmineralizadoras, com pouca quantidade de componente organico, S0 0S
agentes acidos comumente usados para induzir lesGes cariosas artificiais de
esmalte. O presente estudo visa, portanto, estudar as caracteristicas
histopatoldégicas das lesBes artificiais produzidas por diferentes agentes,

comparadas as lesdes naturais.



2. REVISAO DA LITERATURA

O tecido mais mineralizado do corpo humano, o esmalte, recobre a
coroa do elemento dental e € ele quem sofre os primeiros efeitos do biofilme
cariogénico em individuos jovens. Cerca de 90% de sua constituicdo € formada
por minerais, sendo O remanescente constituido por matéria organica e
agua.®*3° A hidroxiapatita representa o principal constituinte do volume mineral
do esmalte, se apresentando na forma de cristais alongados que, em sua maioria,
percorrem toda a espessura do esmalte, da JAD a superficie do esmalte externa.
Esses cristais possuem largura de 60-70 nm e espessura de 25-30 nm, e se
compactam em colunas denominadas de prismas.*>®

Devido a forma como esses cristais se organizam, temos a formacao de
poros no esmalte. Eles sdo de dois tipos principais: 0os que se localizam no interior
dos prismas e do esmalte interprismatico (entre os cristais de hidroxiapatita), com
cerca de 1-2 nm de didametro; e os que estdo ao redor de cada prisma (bainhas),
possuindo 4-6 nm de diametro. Em sua constituicdo, esses poros apresentam
componentes organicos hidrofébicos e hidrofilicos representados por lipidios e
proteinas, que provavelmente estdo contato direto com a hidroxiapatita.*22+2>33

Além do conteudo mineral e organico, um outro componente faz parte
do esmalte: a 4gua livre. Ela pode estar presente de duas maneiras, fracamente e
fortemente aderidas, sendo a primeira mais facilmente removida.>®

O esmalte pode ser entendido como sendo uma membrana
semipermeavel contendo porosidades que funcionam como um pequeno sistema
de “tubulos/cilindros” interligados, sendo a agua, por eles, levada. Ela é deslocada
em direcdo ao interior do tecido devido a uma pressao osmotica, podendo haver,
em certos casos, movimentag&o de solutos em direcéo contraria.?’

Esse sistema de transporte através do esmalte é importante em varias
de suas propriedades fisico-quimicas como elasticidade, permeabilidade,
reatividade, trocas idnicas, transporte de drogas (como por exemplo, agentes
clareadores), produtos bacterianos e materiais restauradores. In vivo, esse
transporte pode acontecer através da difusdo, que é um processo que ocorre sob
influéncia de uma press&o osmética gerada pela matéria organica do esmalte.?

O poro é reduzido pela presenca da proteina, sendo que sua hidratacéo

pode reduzir ainda mais a mobilidade da agua dentro dos poros e,



consequentemente, a difusdo de solutos. Esta pode ser alterada por interagbes
com a carga da proteina, ou com o componente lipidico de acordo com sua
hidrofobicidade.*’

A densidade de cristais/prismas ao longo do esmalte, que determina o
seu conteudo mineral, ndo € uniforme. Em geral, este diminui a partir da
superficie externa em direcdo a dentina, enquanto que a porosidade, presenca de
fluidos e matéria organica aumentam significativamente nessa direc&o.*

Assim, o transporte de acido proveniente do biofilme dental se da por
difusdo através do ambiente heterogéneo dos poros do esmalte. Durante o
deslocamento, o acido penetra no tecido e interage com seus componentes
quimicos. De acordo com Shellis (1996), a formacéo da lesdo cariosa resulta de
dois processos parcialmente independentes: penetragdo do &cido e
desmineralizagcdo. A penetracdo, definida como o processo de dissolugcdo do
material nas bainhas dos prismas pela difusdo rapida do acido, ocorre com pouca
perda mineral, mas com um aumento significativo dos poros das bainhas. A
desmineralizacdo, perda mineral principalmente no interior dos prismas, €
resultado de uma difusé@o lenta do acido nos poros intraprismaticos. Ressalta o
autor que a penetracdo nao ocorre totalmente sem desmineralizacdo. Assim, a
dissolucdo cariosa do esmalte é grandemente influenciada pela distribuicdo
anatémica e largura das bainhas dos prismas.?®

Pelo papel crucial da difusdo na patogénese da lesdo cariosa do
esmalte, fica claro que as caracteristicas histopatolégicas da lesdo tem sido
descritas com base nas variacdes da permeabilidade do esmalte cariado.

Uma vez que a birrefringéncia requer uma interpretacdo matematica,
um modelo simplificado, mas que se mostrou bastante razoavel na época de sua
introducéo, foi aquele proposto por Darling (1956). Neste modelo, os poros do
esmalte ndo contém matéria organica e se considera que toda a agua livre é
facilmente removida pela desidratacdo a temperatura ambiente (cerca de 20° C).
Apesar de nédo ser consistente com a real composi¢cdo do esmalte, esse modelo
permitiu separar zonas na lesdo cariosa do esmalte relacionadas a diferentes
porosidades. Consequentemente, diferentes permeabilidades estdo a elas
implicadas.

Devido a birrefringéncia do esmalte ser muito sensivel a variacdes nos

volumes e nos indices de refracdo do mineral e de poros, e estes poros serem
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permeaveis a liquidos com diferentes indices de refracdo, a microscopia de luz
polarizada se tornou uma ferramenta muito importante no estudo da distribuicéo
de poros na les&o cariosa de esmalte.®*

A primeira evidéncia macroscopica da lesédo de carie pode ser vista em
um dente como uma pequena area branco opaca.?® Nas lesdes que se encontram
neste estdgio, foram descritos, com base nas imagens de microscopia de luz
polarizada, quatro zonas histopatolégicas de porosidade relacionadas com a
lesdo de céarie.”®:

- Zona Translucida: € a camada mais profunda da lesdo, onde ha a
primeira mudanga visivel no esmalte cariado, apresentando uma perda de
aproximadamente 1% de mineral e poros relativamente grandes.

- Zona Escura: fica adjacente a zona transllcida, apresentando uma
mistura de poros grandes e pequenos, sendo o volume de poros de 2-4%.

-Corpo da lesdo: é a zona com maior perda mineral, apresentando
volume de poros de 25-50%, sendo a maior parte de poros grandes.

-Camada superficial: pouco depois do ataque inicial na zona
transllicida, se desenvolve uma zona de superficie relativamente “intacta”. A
porosidade da zona de superficie é de 1-2%. Esta zona frequentemente persiste
até cavitacgo.”'®

Até recentemente, quantificar os volumes bioquimicos dos constituintes
do esmalte requeria a aplicacdo de métodos destrutivos da amostra, de modo que
estas ndo podiam ser mais utilizadas para estudos de transporte apés anélise
bioquimica, jA que era necessario realizar a sua descalcificacdo. Recentemente
Sousa; Vianna; Santos-Magalhdes (2006) propuseram uma abordagem para
analise de volume de &gua e matéria organica a partir da quantificacdo da
birrefringéncia. Isto representa uma aproximacado da realidade melhor do que
aquela representada pelo modelo de Darling (1956).

Muitas pesquisas em cariologia tem direcionado o foco para a utilizagao
de métodos de controle da carie dentaria, como, por exemplo, através da
infiltracdo das lesGes cariosas com resina fluida e/ou utilizacdo de agentes
remineralizantes.

Os diferentes volumes/tamanhos de poros implicam em diferentes
permeabilidades das lesbes. Estudos com infiltracdo de resinas fluidas relataram

que a remocao da camada superficial seria indispensavel para uma adequada
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infiltragdo da resina na lesao cariosa, devido a uma menor permeabilidade da
camada superficial. Ainda em relacdo a infiltracdo de lesBes cariosas, foi
mostrado que a permeabilidade de lesGes cariosas naturais € menor do que
aguelas de lesdes cariosas artificiais com conteddos minerais supostamente
semelhantes, sugerindo um possivel papel da matéria organica na permeabilidade
do esmalte cariado.?

Como condicdo preliminar para que trabalhos com infiltrantes e
remineralizantes sejam desenvolvidos in vitro, deve-se induzir a formacao de
lesbes artificiais de céarie na superficie do esmalte, para que nela sejam
analisados os efeitos desses agentes. Porém, diferentes substancias tem sido
utilizadas para provocar essa perda mineral, incluindo algumas com quantidades
consideraveis de matéria organica e outras apresentando por¢cdes despreziveis
desse componente em sua constituicdo. Portanto, se em lesdes naturais o volume
organico presente na camada superficial afeta a sua permeabilidade, € de se
guestionar se a utilizacdo de determinado agente desmineralizante, com
abundéancia ou ndo de matéria organica, pode incorporar maior ou menor volume
organico na leséo artificial, variando, dessa forma, o grau de permeabilidade na
camada da leséo e tornando-se um viés na realizacdo do estudo.

Para elucidar o questionamento com relacdo as diferencas entre as
permeabilidades das lesdes artificiais induzidas com desmineralizantes com
diferentes quantidades de matéria organica, faz-se necessério realizar analises
quantitativas volumétricas da infiltracdo dos poros do esmalte. O estudo de
Medeiros; Soares, Sousa (2012), aplicando a interpretacédo da birrefringéncia do
esmalte segundo Sousa; Vianna; Santos-Magalhdes (2006), revelou a
possibilidade de realizar uma analise desse tipo ao demonstrar uma metodologia
de quantificacdo de volumes mineral, de a4gua e matéria organica em lesbes
cariosas naturais de esmalte. Com esta quantificagcdo, € possivel prever o volume
de poros mais disponivel para difusdo (relacionado com a permeabilidade) e
testar esta previsdo experimentalmente. Considera-se que o papel da matéria
organica pode tanto reduzir o tamanho efetivo dos poros, como a mobilidade da

agua neles.



3. PROPOSICAO
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O objetivo do presente estudo é comparar o volume orgéanico e a
permeabilidade de lesbes de carie artificiais produzidas com diferentes formas de
apresentacao de acido (gel e solucéo), tomando-se como controle lesGes naturais

de carie.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 QUESTOES ETICAS

Os procedimentos para a realizacdo desta pesquisa respeitaram as
diretrizes e normas que regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos
(Resolucao n° 466, de 13 de junho de 2013, do Conselho Nacional de Saude). O
trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital Lauro Wanderley do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade

Federal da Paraiba.

4.2 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

Todas as etapas do estudo foram realizadas no Laboratorio de
Microscopia e Imagem Bioldégica do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal da Paraiba.

4.3 AMOSTRA

Foram utilizados elementos dentarios humanos (n=30), sendo vinte
terceiros molares inclusos e dez elementos apresentando lesdo inativa e nao
cavitada de carie em esmalte. Eles foram obtidos por doacdo de pacientes
maiores de 18 anos de idade. Os dentes doados foram extraidos por razdes de
saude identificadas pelo cirurgido-dentista responsavel. As doacdes foram
realizadas apos o paciente ser esclarecido sobre os objetivos do estudo e este

assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE).
4.4 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA
4.4.1 Inducéo das lesdes cariosas artificiais
Os elementos dentarios tiveram as coberturas organicas removidas

suavemente com uma pelota de algoddo embebida em solugcéo de hipoclorito de

sédio (1%) durante 30 segundos, e em seguida foram enxaguados com o jato de



agua da seringa triplice durante 10 segundos, e finalmente secos com o jato de ar
por 10 segundos. Posteriormente, foram acondicionados em solugédo de azida
sodica 0,02%.

A superficie da coroa de cada elemento dental foi protegida com
esmalte de unha (Colorama, Brasil), exceto numa area de 3 mm x 3 mm que ficou
em contato com a substancia usada para criar leséo cariosa artificial de esmalte.
A area selecionada, na regido média coronal, foi delimitada usando o esmalte de
unha aplicado em duas camadas.

Os vinte terceiros molares inclusos foram distribuidos igualmente em
dois grupos com o intuito de se induzir carie artificial, sendo um grupo exposto a
um gel acido contendo hidroxietilcelulose 2% e acido latico 50 mM com pH 4,5
(Gel; n=10), e o outro a uma solucdo desmineralizante 0,1 mM de &cido latico,
11,7 mM de calcio, cloroformio 0,5% v/iv e 6 mmol/L de fosfato, com pH 4,5
(Solugéo; n=10), da seguinte forma:

-Gel: Os dentes foram imersos em 18 mL do gel acido (2 mL de
gel/mm? de esmalte exposto) por 4 dias. Foi seguido um protocolo previamente
relatado como eficaz para induzir cérie artificial em esmalte.®?

-Solugéo: Os dentes foram imersos em 54 mL da solugéo acida (6 mL
de solucdo/mm? de esmalte exposto) durante 4 dias, realizando-se uma
renovacdo da solucéo no final das primeiras 48 horas.’

Apés a inducdo das lesbBes, os dentes foram lavados com agua
deionizada e guardados em solucdo aquosa de azida sédica até a realizacao dos

cortes histoldgicos.

4.4.2 Selecao das amostras de carie natural

Como grupo controle, os dez dentes com lesdo de macha branca
inativa foram selecionadas e classificadas de acordo com a presenca de leséo e a
sua respectiva atividade, através de um escore pré-definido. Dois examinadores
participaram da avaliacdo, realizando uma calibracdo intra e inter examinador,
com o objetivo de determinar a confiabilidade, através do teste de Kappa, na
deteccéo da atividade de tais lesdes.

Avaliando a presenca de manchas brancas e o brilho da superficie

através de uma fonte de iluminacdo externa, as regioes foram classificadas em:
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higida, lesé@o ativa, inativa ou cavitada. Cada examinador avaliou as amostras 3
vezes, comparando a seus proprios resultados, e aos do segundo avaliador.
Como resultado final, apés andlise de todas as amostras, foi
encontrada a concordancia intra examinador de 0,856 e interexaminador de
0,812, ambas consideradas concordancia quase perfeita.'® Nos casos em que

houve discordancia, um consenso foi alcangado em conjunto.

4.4.3 Realizacdo de cortes por desgaste

Apos inducdo da leséo cariosa artificial ou a sele¢éo das leséo natural,
cada dente foi cortado longitudinalmente ao longo eixo do dente e cruzando a
area lesdo com auxilio de disco diamantado montado em motor de baixa rotacao
sob irrigagdo com agua. Os cortes iniciais foram submetidos a desgaste com jig
de lapidagéo e lixas d’agua (granulagéo de 240 a 1200) até uma espessura final
de aproximadamente 0,1 mm. A verificacdo da espessura da amostra foi realizada
através da realizacdo de fotomicrografias digitais da amostra, em posicao
perpendicular a ldmina, em um microscopio Optico e com objetiva de 20x. Em
seguida uma reticula foi também fotografada nas mesmas condi¢cées e com o
freeware de analise de imagens Image J (ImageJ, NIH, USA) foi estabelecida uma

relacdo pixel-micrometro (um).

4.4.4 Anélise do volume mineral

O conteaddo mineral foi determinado atravées de analises em
radiomicrografia transversal digital, que foram realizadas utilizando o equipamento
Phoenix Pcba Inspector (General Eletric, Alemanha) com anodo de tungsténio. Os
parametros utilizados na realizacdo das radiomicrografias foram: 40 kV, 0.25 mA,
por 25 minutos. As amostras foram radiomicrografadas juntamente com uma
escala de aluminio (10 placas com 20 um cada formando uma escala em batentes
com espessuras entre 20 e 200 um). Os resultados foram obtidos em arquivos de
imagens digitais.

Os pontos histolégicos analisados se encontravam distribuidos ao
longo da camada superficial da lesé&o artificial/natural. Em cada leséo, foram

coletados trés pontos histologicos consecutivos na camada superficial com
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distancias de 50um de um ponto ao seguinte, perfazendo um total de 90 pontos
histoldgicos (30 pontos em cada grupo).

Um software livre (ImageJ, NIH, EUA) foi usado para determinar a
meédia dos valores dos niveis de cinza (interpretados como a densidade Optica
média) de cada uma das 10 referéncias de aluminio e dos pontos histolégicos de
interesse nas seccgdes de esmalte. Uma correlacdo matematica entre densidade
Optica média e espessura do aluminio foi determinada por um polinémio de quarta
ordem. A partir desta correlacdo matematica, foi possivel determinar a qual
espessura de aluminio correspondente a densidade Optica de cada ponto
histoldgico analisado.

O volume mineral (%) foi determinado usando a férmula de Angmar;
Carlstrom; Glas (1963):

V = Ha °ttAI 100 (1)
He -l

onde o coeficiente de absorcéo linear do aluminio (ua) € 109,210 e 0
coeficiente de absorcdo linear do conteddo mineral (Un) € 205,042 ty € a
espessura da placa de aluminio que apresenta a mesma densidade Optica do
ponto histolégico analisado na amostra e ts é a espessura da amostra.*

Ja foi relatado que o volume mineral determinado a partir dos niveis de
cinza por software tem uma boa concordancia com o volume mineral determinado
pela densidade 6ptica obtida por densitdmetro.

Para o calculo do coeficiente de absorcéo linear do conteddo mineral
(um), foi considerada a seguinte formula para a célula unitaria da hidroxiapatita:
Cag.856MJo.088Na0.202K0.010(PO4)5.312(HPO4)0.280(CO3)0.407(OH)0.702Clo.078(CO3)0.050,
possuindo a hidroxiapatita entdo uma densidade é de 2.99 g cm .

Este item da metodologia foi, entdo, realizado em duas etapas: uma
curta, que envolve a realizagao das radiomicrografias e outra longa, que envolve a
analise no microscopio optico, realizagdo de fotomicrografias, analises de niveis

de cinza no software adequado e calculo do volume mineral.
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4.4.5 Analises dos contetudos de matéria organica e agua

Cada amostra teve sua birrefringéncia em agua medida por meio de
uma técnica de microscopia de luz polarizada que independente da orientacédo da
amostra e usa apenas um cristal liquido, conhecida como “single polscope”. Este
sistema é composto por um filtro monocromatico verde, dois polarizadores, um
cristal liquido, e dois filtros de retardo de fase de um quarto de lambda. Desde a
saida da luz da base do microscopio até a ocular, a sequéncia dos itens (com as
especificacdes usadas neste trabalho) é a seguinte: filtro verde de interferéncia de
546 nm (largura de banda de 10 nm; Edmund Optics, EUA), primeiro polarizador,
cristal liquido coberto por filtro de um quarto de lambda acromatico para 545 nm
(liquid crystal polarization rotator, Meadowlark, EUA), amostra, segundo
polarizador e o segundo filtro de retaro de um quarto de lambda acromatico para
545 nm (Meadowlark, EUA). Todos os itens foram montados num microscépio
optico composto vertical de luz transmitida (modelo BA320, Motic, Canada). Um
gerador de funcBes (modelo AFG 2021-BR, Tektronix, EUA) foi acoplado ao
cristal liquido através de um cabo elétrico para aplicar tenséo e permitir rotacao do
eixo de polarizagcédo da luz. Uma camera digital (Nikon D7000, Jap&o), no modo
monocromatico, acoplada ao microscopio completava o sistema. Todas as
imagens foram obtidas com objetiva de 5X plana, de tubo infinito, fluorita e de luz
polarizada (Carl Zeiss, Alemanha).

No arranjo inicial padréo, os dois polarizadores e o eixo lento do cristal
liquido ficam paralelos entre si e os dois filtros de um quarto de lambda ficam
paralelos entre si e a 45 graus dos polarizadores. O angulo entre o primeiro
polarizador e o eixo lento do primeiro filtro de um quarto de lambda, conhecido
como angulo beta (Shribak, 2011) e pode variar de 0 a 90 graus, determina o
retardo de fase maximo mensuravel pelo sistema. O retardo de fase maximo
mensuravel é dado pela razdo entre o comprimento de onda de luz usado e o
angulo maximo (180 graus) entre o eixo lento do cristal liguido e um dos
polarizadores. O &angulo maximo entre o eixo lento do cristal liquido e um dos
polarizadores capaz de permitir medida de retardo de fase neste sistema é de 90
graus, de modo que o retardo de fase maximo mensuravel pelo single poslcope é
de metade do comprimento de onda (273 nm). Para essa pesquisa, foi usado um

angulo beta de 87,4 graus, permitindo medir um retardo de fase maximo de 265
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nm. O retardo de fase dividido pela espessura da amostra (em nm) e multiplicado
pelo sinal da birrefringéncia resulta na birrefringéncia observada.

Neste sistema, a amostra fica numa dada posi¢cédo e o retardo de fase
de toda a area histologica incluida no campo de visdo é medido ao mesmo tempo
enquanto quatro estados de polarizacdo da luz sao transmitidos para a amostra.
Estes quatro estados de polarizagéo da luz séo criados pelo gerador de estados
de polarizacdo (composto pelo primeiro polarizador e o cristal liquido coberto por
filtro de um quarto de onda acromatico) acionado por quatro tensdes elétricas
aplicadas. A aplicacéo dos estados de polarizacdo dura cerca de 30 segundos,
sendo este o parametro de resolugdo temporal. As tensfes elétricas foram
aplicadas ao cristal liquido através de um cabo elétrico ligando um gerador de

funcdes operando com as seguintes configuragdes:

onda quadrada;

- frequéncia de 2,0 kHertz;

- unidade de voltagem de raiz quadrada da média dos quadrados (“root
mean square; Vrms);

- modo continuo;

- 0 Vms (volts em “root mean square”) de corrente direta;

- voltagens sequenciais de 1,48, 1,79, 2,1 e 2,54 Vrms, correspondendo aos
angulos 0, 45, 90, e 135 graus, respectivamente, da luz polarizada que
ilumina a amostra, e sendo relacionadas ao algoritmo de quatro
engquadramentos descrito por Shribak (2011).

A relagcao entre as voltagens e os angulos de rotacéo da luz polarizada
foi fornecida pelo fabricante do cristal liquido. As voltagens aplicadas foram
aguelas necesséarias para obter os estados de polarizacdo requeridos para o
algoritmo de quatro enquadramento descrito por Shribak (2011). As variacfes na
intensidade de luz da amostra foram processadas por um algoritmo de quatro
enquadramentos que resulta no retardo de fase e no azimute (angulo de
orientacdo) das estruturas birrefringentes (equacdo 25 de Shribak, 2011). O
resultado é apresentado numa imagem digital. Neste projeto, a aplicacdo do
algoritmo de quatro enquadramentos para obter a imagem final com os retardos
de fase foi realizada com um aplicativo java especialmente desenvolvido por

nossa equipe. Os valores dos retardos de fase em cada ponto histolégico de
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interesse foram coletados com auxilio de um software livre de andlise de imagem
(ImageJd, NIH, EUA).

A birrefringéncia do esmalte vista em microscopia de polarizacédo, é a
soma da birrefringéncia intrinseca (relacionada com a fase mineral e com indice
de refracdo de 1,62) e da birrefringéncia forma (relacionada com a fase néo
mineral, teor de agua e matéria organica, com indices de refracdo de 1,33 e 1,56,
respectivamente).*

Para obtencdo dos volumes de matéria organica e agua a partir dos
valores de birrefringéncia utilizamos o modelo proposto por Sousa; Vianna;
Santos-Magalhaes (2006), descrito a seguir.

A birrefringéncia observada (BRyys) experimental do esmalte dental
sera interpretada com base no seu ajuste como BRobs tedrica. Esta Gltima € dada
pela equacéo:

Vv, (1-V,)(ny —n;)*
2(V,n, +V,n,)|(@+V,)nZ +V,n?]

BR,,, =—0.0065AV, + )

onde Vi é o volume mineral, V, é o volume ndo mineral, n; € o indice
de refracéo da fase mineral e n, é o indice de refracéio da fase ndo mineral.?® A é
um fator de alinhamento dos cristalitos, cujo valor é 0,85. Segundo Sousa;
Vianna, Magalhdes (2006), o valor de n, para o esmalte com matéria organica é
dado por:
n, =1.33\%+ n %2 41562 3)

2 2 2

onde « € a fracdo de volume de 4gua remanescente no esmalte apos
secagem em ar a temperatura ambiente (25°C), «, é a fragdo de volume de agua
no esmalte removida por esse processo de secagem e g3 € a fracdo de volume de
matéria organica. Esta equacao é inserida na equacado 3 para se obter a BRgps
teorica.

Para se obter o valor de V, serd aplicada a equacdo do volume nao

mineral:
V,=a,+a, +p 4)
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O valor de V ; foi obtido através da quantificacdo prévia em
radiomicrografia. Como V, =1 -V, € possivel escrever todos os volumes parciais
da fase ndo mineral (a1, a2 € B) em funcdo de V;, quando obtidos os valores da
Bobs €M agua e em ar. Pois no caso do ajuste da BRgps tedrica com a BRgps
experimental do esmalte imerso em agua, tem-se duas incognitas, “a=a+a” e B,
e duas equacodes (V.=a +f € BRops tedrica = BRyps €xperimental). Dessa situacao
pode-se obter os volumes de matéria organica (5) e agua (a = as.,) pelo modelo
matematico. A partir da birrefringéncia experimental do esmalte imerso em ar,
tém-se duas incognitas, ax e @, € duas equacdes (BRgps tedrica = BRops
experimental e a =« , ay). Dessa situacdo pode-se obter a; € ap, completando a
composicdo bioguimica do esmalte. O ajuste matematico é feito de modo que o
conjunto de equacdes 3-6 tenha uma Unica solucdo (com a preciséo de 10 para
BRobs € de 10 para «;, a; e S.

4.4.6 Analise de oy

O parametro de permeabilidade o4 foi determinado pela equacéao:

o, =[§2]-a (5)

onde alfa € multiplicado pela fracdo do volume ndo mineral preenchido por agua.
agvariade 0 (V2=a=p=0)al(V1=0e s=0).

Os dados obtidos experimentalmente nos grupos Gel, Solugcéo e Carie
Natural foram comparados com valores teéricos estabelecidos.® Os volumes
tedricos de agua e matéria organica foram obtidos em funcdo do volume mineral
(Gréfico 1):

a, =0,1988—0,1652xV, (6a)
a, =0,6987 —1,2487 xV, + 0,544 x (V, )° (6b)
S =0,086054 +0,46808 %V, —0,584x (V, )’ (6c)
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Grafico 1. Representacao grafica das equacdes (6a-6¢) para obtencdo dos
volumes ndo minerais teéricos com base no percentual de volume mineral
(45%<V1<95%), de acordo com Sousa (2009).

Como critério de comparacao entre os valores experimentais e teéricos

para os volumes bioquimicos de cada grupo, utilizou-se o seguinte célculo:

RaZéO ﬂ — ﬂEXPERIMENTAL ﬂTEORICO x 100 (73.)
ﬂTEORlco
~ g experiveENT AL — ZdTEORICO
Razéo o, = %100 (7b)
A y1edrico

4.4.7 Andlise estatistica

Os dados de volumes bioguimicos V3, a, B e ay, bem como a Razéo B e
Razao o, foram analisados no tocante a normalidade usando o teste de Shapiro-
Wilk. Foi confirmada a distribuicdo normal para Razéo B nos trés grupos, portanto
o teste de comparacao utilizado foi o ANOVA fator Unico com pés-teste de
Dunnett. J4 para a Razéo ay4, a distribuicdo foi ndo normal para um dos grupos, o

que implicou na realizacdo do teste de Mann-Whitney. A magnitude do efeito (ME)
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de cada cruzamento entre os trés grupos para a Razdo B e Razéo o, foi
determinada, segundo Grisson (2012), pelas equacoes:
_ Xl — Xz

DP

médio

ME (7

para ANOVA (ME tipo “d” de Cohen, Grissom, 2012) onde X; e X, sdo as medias
e DPngdio O desvio-padrdo médio; e

_ Mediana, — Mediana,

ME,,, = 8
MW 0,75x DIQ ®

médio

para Mann-Whitney, onde DIQuic € a distancia interquarti. O nivel de
significancia utilizado nesse estudo foi de 5% e o intervalo de confianca de 95%.
O teste de concordancia de Bland & Altman foi usado para testar a concordancia
entre 0s experimentais e previstos dos valores volumes organicos e da

permeabilidade para cada grupo.
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5. RESULTADOS

Os trés pontos escolhidos na camada superficial de cada lesdo foram
escolhidos de acordo com as imagens apresentadas em microscopia de luz

polarizada e radiomicrografia (Figura 1).

Figura 1. Aspectos tipicos de trés pontos da camada superficial de lesé@o cariosa
artificial em microscopia de luz polarizada sob imersdo em agua (esquerda) e na

radiomicrografia (direita). Barra de escala = 100 pum.

O maior percentual de volume mineral foi encontrado no grupo
Solucdo, que apresentou média de 81,85+2,27 (Grafico 2). Para o volume
organico e de &gua total, no grupo Gel foram encontrados os maiores valores,
sendo 16,76+6,41 e 9,41+1,01, respectivamente. A maior permeabilidade (ay) foi
observada no grupo Solucédo (4,11+0,97). A descricdo estatistica completa das
medidas de tendéncia central, de dispersdo e valores de normalidade dos
volumes bioquimicos das lesdes artificiais e naturais esta representada na Tabela
1.

A diferenga entre os valores experimental e tedrico com relagdo aos
volumes organico (B expermventaL - P tecrico) € de permeabilidade g (Olg expermenta - Olg
reorico) €StA0 representados através de graficos de Bland & Altman (Graficos 3-8).

A Razé&o B de maior valor foi encontrada no grupo Gel (46,55+14,85), ja
para a Razdo og O grupo Solucdo apresentou medidas mais elevadas
(-36,06+25,89), conforme mostra a Tabela 2.

Comparados os grupos entre si na variavel Razédo f, houve diferenca
significante entre os grupos Gel/Solucédo (p<0,0001; ME=1,84) e Solucao/Carie
Natural (p=0,001; ME=0,46). Da mesma forma, os valores da Razdo ogq do

cruzamento Gel/Solucdo (p<0,0001; ME=0,96) e Solucao/Céarie Natural
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(p<0,0001; ME=1,15) diferiram de maneira significativa. N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos Gel e Carie Natural para a Razéo
B (p=0,585; ME=0,30) e Razao a4 (p=0,940; ME=0,01), conforme Tabela 3 e 4.

90
: e Gel

—~ 85 o5, T, ° a
S . e - “ Solugéo
= 80 Ty o +  Cérie Natural
(S *egoss’ R
GE') 70 E A:A
35 65 -
o
> 60

55

Grafico 2. Volumes minerais dos pontos analisados separados por grupos. Média

representada por linha tracejada.

Tabela 1. Estatistica dos volumes bioquimicos da camada superficial de lesbes

artificiais (Gel e Solucé&o) e naturais de carie.

T n Média Desvio- Mediana Distancia Significancia
(%) Padréao (%) Interquartil Estatistica*

Gel

Mineral 30 74,06 3,64 73,71 6,50 0,188

Organico 30 16,53 3,60 16,76 6,41 0,111

Agua 30 9,41 1,01 9,53 1,35 0,150

Qg 30 3,50 0,75 3,76 1,00 0,004
Solucgéo

Mineral 30 81,85 2,27 81,32 3,23 0,108

Orgéanico 30 9,66 2,02 10,28 3,16 0,071

Agua 30 8,49 0,59 8,44 0,85 0,380

Qg 30 4,02 0,52 4,11 0,97 0,010
Cérie Natural

Mineral 30 76,38 5,96 76,89 9,22 0,651

Organico 30 14,28 5,75 13,71 8,73 0,570

Agua 30 9,34 1,16 9,41 1,32 0,859

Qg 30 3,91 1,14 3,75 1,92 0,141
Total 90

*Valor p do teste de normalidade Shapiro-Wilk
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Grafico 3. Grafico de Bland & Altman mostrando uma comparacao entre as
diferencas dos volumes organicos experimental (Gel) e tedrico e as suas

respectivas médias.
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Grafico 4. Grafico de Bland & Altman mostrando uma comparacéo entre as
diferencas dos volumes orgéanicos experimental (Solugéo) e tedrico e as suas

respectivas médias.
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Gréfico 5. Grafico de Bland & Altman mostrando uma comparacao entre as
diferencas dos volumes organicos experimental (Céarie Natural) e teorico e as

suas respectivas médias.
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Gréfico 6. Grafico de Bland & Altman mostrando uma comparacao entre as
diferencas de permeabilidade a4y experimental (Gel) e tedrico e as suas

respectivas medias.
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Grafico 7. Grafico de Bland & Altman mostrando uma comparacéo entre as

diferencas de permeabilidade a4 experimental (Solugéo) e tedrico e as suas

respectivas médias.
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Gréfico 8. Grafico de Bland & Altman mostrando uma comparacao entre as
diferencas de permeabilidade ay experimental (Carie Natural) e tedrico e as suas

respectivas medias.
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Tabela 2. Estatistica das Razdes B e ay da camada superficial de lesdes

artificiais (Gel e Solucao) e naturais de carie.

Gel Solucgéao Cérie Natural

Média (%) 46,55 23,27 41,09
Desvio-Padrao 14,85 10,5 21,47
Mediana (%) 45,75 25,24 40,78

Razdo 8 Distancia Interquartil 24,33 20,13 36,59
Minimo (%) 23,9 1,79 10,54

Maximo (%) 73,54 37,65 92,16

Valor p* 0,089 0,058 0,170

Média (%) -57,49 -32,37 -55,08
Desvio-Padréo 13,33 13,68 22,17

Raz3o Mediana (%) -58,08 -36,06 -58,47
ay Distancia Interquartil 21,54 25,89 40,03
Minimo (%) -80,1 -50,43 -96,93

Méaximo (%) -34,16 -2,82 -16,63

Valor p* 0,244 0,035 0,425

*Valor p do teste de normalidade Shapiro-Wilk

Tabela 3. Comparacdao estatistica (Diferenca entre as médias, Intervalo
de Confianca 95%, Valor p e Magnitude de Efeito) entre os trés grupos

guanto a Razao B.

Razéo Gel Solucéo Cérie Natural
Diferenca - 23,29 + 3,32 5,46 £ 4,77
Gel IC 95% - (15,11 ; 31,47) (-6,29;17,21)
Valor p* - <0,0001 0,585
ME - 1,84 0,30
Diferenca -23,29 + 3,32 -17,83 + 4,36
~  1C 95% (-31,47 ; -15,11) (-28,66 ; -6,99)
Solucéao
Valor p* <0,0001 0,001
ME 1,84 0,46
Diferenca -5,46 + 4,77 17,83 + 4,36 -
Carie IC 95% (-17,21; 6,29) (6,99 ; 28,66) -
Natural valor p* 0,585 0,001 -
ME 0,30 0,46 -

*ANOVA fator Unico e pés-teste de Dunnett
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Tabela 4. Comparacéo estatistica (Diferenca entre as meédias, Intervalo
de Confianca 95%, Valor p e Magnitude de Efeito) entre os trés grupos
guanto a Razao ay.

Razao aq Gel Solucao Cérie Natural
Diferenca - -25,12 + 3,49 -2,40 £ 4,72
Gel IC 95% - (-33,68 ; -16,56) (-14,08; 9,27)
Valor p* - <0,0001 0,940
ME - 0,01
Diferenca 25,12 + 3,49 22,71+ 4,76
S ~ . IC95% (16,56 ; 33,68) (10,97 ; 34,46)
olucéo
Valor p* <0,0001 <0,0001
ME 0,96 1,15
Diferenca 2,40+ 4,72 -22,71+£4,76 -
Cérie IC95% (-9,27 ; 14,08) (-34,46 ; -10,97) -
Natural valor p* 0,940 <0,0001 -
ME 0,01 -

*Teste de Mann-Whitney

Razé&o B e Raz&o a4 nos trés grupos estdo mostrados nos Graficos 9 e 10.

Razéo B

A representacdo em forma de diagrama de caixa dos valores obtidos para a

I Gel
100 - [ Solugéo
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wod s 5%
] ‘- 5%
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Grafico 9. Diagrama de caixa mostrando a distribuicdo dos valores de Razéo 3
para os trés grupos analisados, mostrando média (ponto central), mediana
(tracejado horizontal), DIQ (altura da caixa) e valores maximo e minimo.
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Grafico 10. Diagrama de caixa mostrando a distribuicdo dos valores de Raz&o agq
para os trés grupos analisados, mostrando média (ponto central), mediana
(tracejado horizontal), DIQ (altura da caixa) e valores maximo e minimo.
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6. DISCUSSAO

A producéo de lesBes cariosas artificiais de esmalte é um procedimento
bastante utilizado na literatura com o intuito de mimetizar o que ocorre
naturalmente e, assim, estudar a patogénese do processo carioso e testar novos
procedimentos e produtos visando remineralizar e infiltrar as lesées com resinas
de baixa viscosidade. E extremamente importante saber o quio préximo da
situacdo natural estdo as lesfes artificiais.

O grupo experimental que apresentou valores mais préximos do grupo
Carie Natural foi o Gel. Para as variaveis estudadas, ndo houve diferenca
significativa entre eles.

Os volumes minerais encontrados variaram significativamente entre os
grupos Gel e Solucao, sugerindo um menor poder de desmineralizacdo por parte
da solucdo Acida, ja que o tempo utilizado foi 0 mesmo para ambos os grupos. E
possivel que esses valores se aproximem, caso um aumento no tempo de
inducdo no grupo Solucdo seja proporcionado. No presente estudo, o fato dos
volumes minerais ndo estarem exatamente na mesma faixa nos grupos
comparados pode ser um fator a influenciar a comparacao feita com matéria
organica e permeabilidade. No entanto, esse ponto foi solucionado no nosso
estudo a partir do momento em que o0s valores experimentais (de matéria
organica e permeabilidade) de cada grupo foram relacionados aos seus
respectivos valores tedricos previstos (obtidos matematicamente em funcédo do
volume mineral).*

Foi observado que as lesdes artificiais criadas com gel apresentaram
mais matéria organica que o esmalte normal, cujo volume organico é em média
2%.* A explicacdo mais provavel é que o excesso de matéria organica tenha
vindo de uma fonte externa, no caso, o gel acido.

No grupo Solucdo, esperava-se inicialmente que o volume
desmineralizado fosse preenchido predominantemente por agua. Entretanto,
guando observados os valores brutos dos volumes organico e de agua, verificou-
se gque, mesmo a solucédo nao tendo um componente fortemente organico como a
hidroxietilcelulose, um percentual razoavel de matéria organica (9,66+2,02) foi

obtido. Isso sugere uma participacdo de componentes organicos presentes na
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propria composicdo da solucdo acida, como é o caso do acido latico (acido
organico) e do cloroférmio.

Realizada a padronizacdo do volume organico por meio da utilizacao
da variavel Razdo B, foram encontrados percentuais de 46,55+14,85 (Gel),
23,27+10,50 (Solucao) e 41,09+21,47 (Cérie Natural), demonstrando que o gel se
aproximou mais do que ocorre naturalmente na cérie, o que nao foi observado na
solucéo. A diferenga entre o teor organico que é encontrado nas lesdes naturais
de carie e aquele quantificado em lesbes artificiais deve ser tomada em
consideracdo, principalmente quando se analisam determinados métodos
utilizados em experimentos laboratoriais que objetivem extrapolar seus achados
para a prética clinica.

O aumento de matéria organica traz importantes implicagbes para a
difusdo de materiais nos poros do esmalte. A agua livre do esmalte é dividida em
agua fortemente aderida e agua fracamente aderida, sendo esta ultima removida
com mais energia que a primeira®’. A maior parte da agua fracamente aderida
esta localizada nas bainhas dos prismas, onde os poros sdo maiores e onde a
taxa de difusdo é maior.>?’ Uma vez que o volume organico é relacionado ao
volume de &gua fracamente aderida®, é provavel que a difusdo seja altera
quando hd um aumento de matéria organica.

Aqui testamos um parametro de permeabilidade por meio da Raz&o ay,
cujos percentuais encontrados foram de -57,49+13,33 (Gel), -32,37+£13,68
(Solucédo) e -55,08+22,17 (Cérie Natural). Portanto, os pontos analisados do
grupo Solucéo apresentaram maior permeabilidade que o da Carie Natural, o que
pode indicar uma diferenca na penetracado de agentes remineralizantes e resinas
fluidas em lesbes artificiais induzidas por substancias com pouca substancia
organica, comparadas com as lesées naturais.®

Estes resultados ressaltam, mais uma vez, a importancia de se
considerar a quantidade de matéria organica como fator determinante na inducéo
de carie artificial, além de um pH capaz de desmineralizar.

A guantidade de matéria organica na camada superficial tem sido tema
debatido em estudos envolvendo remineralizacéo e infiltracdo.* Atualmente,
percebe-se uma maior atengédo para a infiltracdo dos poros do esmalte cariado
com materiais resinosos objetivando bloquear a progressdo da les&o.?*?* Um
meétodo eficaz para aumentar a porosidade interprismatica da camada superficial
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da lesdo, sem que seja feito o condicionamento &cido, seria a utilizacdo de
agentes desproteinizantes.®

A preocupacdo para com a analise do volume organico e da
permeabilidade constitui um fator que deve ser considerado. Em estudos que
avaliem a penetrabilidade de materiais e/ou substéancias nos poros do esmalte, a
escolha apropriada do agente desmineralizador deve ser condicdo necessaria
para que pesquisas com carie induzida artificialmente sejam validas e
representem, com a maior fidedignidade possivel, o que acontece clinicamente no

esmalte dentario.
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7. CONCLUSAO

bY

Pode-se concluir que, semelhantemente a cérie natural, a camada
superficial das lesbes cariosas artificiais de esmalte criadas com gel acido
apresentaram maior volume organico e menor permeabilidade, comparadas as

induzidas em solucéo acida com pouco constituinte organico.
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ANEXO

Tabela 5. Descricao detalhada dos volumes bioquimicos e permeabilidade aq para os
trés grupos analisados.

Gel Solucdo Cérie Natural
Pontos

\A B a o4 V, B o Oy V, B o Og
1 71,79 17,82 10,39 3,83 | 80,98 10,80 8,22 355 | 72,06 1854 9,41 3,17
2 72,03 17,72 10,25 3,76 | 81,23 10,57 8,20 359 | 76,19 14,85 8,97 3,38
3 70,33 19,39 10,28 3,56 | 81,21 10,46 8,33 3,69 | 78,06 13,06 8,88 3,59
4 76,99 13,34 9,67 4,07| 8389 755 856 455 | 77,72 12,82 9,46 4,02
5 77,76 12,49 9,75 4,27 | 84,54 7,09 8,37 454 | 76,75 1445 8,80 3,33
6 78,39 12,03 958 4,25| 8544 6,41 8,15 456 | 76,02 1455 9,42 3,70
7 69,68 22,25 8,07 2,15| 86,12 6,03 7,85 4,44 | 78,93 10,54 10,54 5,27
8 71,25 20,31 8,44 2,48 | 87,60 488 752 456 | 82,33 8,02 9,66 5,27
9 70,62 21,24 8,14 2,26 | 84,46 759 795 4,07 | 84,61 5,97 9,42 5,76
10 73,23 19,60 7,17 1,92 | 79,07 12,49 8,44 3,41 | 7997 10,19 985 484
11 77,72 1467 761 260| 7895 12,47 858 3,50 | 69,09 2008 10,83 3,80
12 71,19 2140 7,41 191| 7894 1261 845 3,39 | 71,37 17,83 10,80 4,07
13 78,06 1288 9,06 3,74| 80,23 10,47 930 437 |7749 11,49 11,03 5,40
14 76,20 14,33 9,47 3,77 79,21 11,37 9,52 433 | 77,03 11,88 11,09 5,35
15 76,49 1405 9,46 3,80| 80,34 10,25 9,41 450 | 74,67 1352 11,81 5,50
16 67,28 2193 10,79 356 | 80,82 10,23 8,95 4,17 | 70,97 19,46 9,56 3,15
17 71,37 17,90 10,73 4,02 | 79,01 11,78 9,21 4,04 | 66,92 2293 10,15 3,12
18 71,31 17,83 10,86 4,11 | 8194 9,10 8,9 4,45 61,09 29,19 9,73 243
19 80,72 10,33 895 4,16 | 80,95 11,01 8,04 3,39 | 7420 16,96 8,84 3,03
20 79,96 11,16 8,88 394 | 8140 1042 8,18 359 | 71,40 20,13 8,47 2,551
21 78,58 12,32 9,10 3,86 | 82,12 9,7 8,13 3,70 | 7793 13,89 8,18 3,03
22 68,54 21,72 9,74 3,02 | 83,50 7,72 8,78 4,67 | 8454 6,94 8,52 4,69
23 71,29 18,75 9,96 3,45 83,39 7,71 8,90 4,77 | 80,62 9,60 9,78 4,93
24 70,62 19,76 9,62 3,15| 8291 8,13 8,96 4,70 | 8552 5,13 9,35 6,04
25 72,63 18,17 9,20 3,09 | 80,44 10,17 9,39 4,50 | 86,20 7,09 6,70 3,26
26 78,04 1285 9,11 3,78\ 7947 11,86 8,67 3,66 | 80,62 10,75 8,63 3,84
27 75,00 15,80 9,20 3,38| 80,06 10,84 9,10 4,16 | 83,61 8,39 7,99 3,90
28 7593 13,79 10,28 4,39 | 82,08 1043 7,49 3,13 | 7563 17,29 7,08 2,06
29 74,18 15,33 10,49 4,26 | 83,06 939 755 3,36 | 70,04 21,11 8,84 261
30 7461 1482 1057 4,40| 82,09 10,32 7,59 3,22 |6988 2185 8,27 2,27
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Prezado voluntario, esta pesquisa tem como titulo “INFLUENCIA DO TIPO DE
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FREDERICO BARBOSA DE SOUSA, professor doutor do Departamento de Morfologia
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba.

O objetivo deste estudo laboratorial € o de analisar se tipo substancia utilizada
para induzir cérie artificial influencia na quantidade de matéria organica e na
permeabilidade dessas lesfes.

A finalidade deste trabalho é aprimorar o conhecimento sobre o transporte de
substancias quimicas dentro da cérie, visando melhorar o conhecimento sobre a carie e
como melhorar o tratamento com medicamentos e sem uso de broca.

A sua participacdo na pesquisa consistird em doar um dente extraido por razdes
de saude identificadas pelo cirurgido-dentista que lhe prestou assisténcia odontoldgica.
Todas as partes moles (que contém células, sangue e material genético) dos dentes
serdo descartadas e ndo serdo usadas. O dente doado ficara guardado com o
pesquisador até 3 anos a contar da data de assinatura deste documento. Solicitamos sua
autorizacdo para usar, durante o periodo de 3 (trés) anos, o material doado em outros
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este periodo de 3 anos, o dente sera aquecido a 900° C por duas horas, em seguida
triturado até formar um pé e desprezado no sistema de esgotamento sanitario da cidade.

Sua participagdo é voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo € obrigado(a) a
fornecer as informagBes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
Pesquisador(a). Caso decida néo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento
desistir do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem haverd modificacdo na assisténcia
gue vem recebendo na Instituicdo (quando for o caso).

Nesta pesquisa, o(a) senhor(a) ndo podera se certificar pessoalmente de todas as

analises a serem feitas nos laboratérios com o material doado.

33



Solicito sua permissao para apresentar os resultados deste estudo em eventos da
area de saude e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados,
seu nome sera mantido em sigilo.

O(s) pesquisador(es) estara(do) a sua disposicao para qualquer esclarecimento
que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa, inclusive para informar as
conclusdes finais.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou ciente

que receberei uma cépia desse documento.
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Endereco (Setor de Trabalho) do Pesquisador Responsavel:

Frederico Barbosa de Sousa (matricula UFPB/Siape 2196437), Departamento de
Morfologia, Centro de Ciéncias da Saulde, Universidade Federal da Paraiba, Campus I,
Joao Pessoa, Paraiba.

Telefone para contato: (0xx83) 32167254 (Depto de Morfologia/CCS/UFPB).

Qualquer duvida, entre em contato com o CEP/HULW no 4° andar do Hospital

Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba, cidade universitaria,
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