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RESUMO

A direcdo do transporte de liquidos em lesdes cariosas em esmalte (LCE) influencia
na distancia de penetracdo de resinas infiltrantes e no trajeto de agentes
remineralizadores. A literatura pressupfe que o transporte perpendicular aos
prismas € desprezivel, porém ndo ha estudos sobre a proporcdo de transporte por
capilaridade paralelo e perpendicular aos prismas. O objetivo desse trabalho foi
testar a hipétese nula de que a proporcao da area de LCE que sofre penetracédo de
agua perpendicular aos prismas € desprezivel. Baseado num estudo piloto, o
tamanho amostral foi de 20 LCEs (escore ICDAS 2, inativas). Foram preparados
cortes histoldgicos por desgaste (0, 1 mm de espessura) profundidade média de
LCE de 690 mm = 247 mm), que foram desidratados (48h a 25°C e 50% de umidade
relativa) e submetidos a infiltracdo de agua destilada por 2 h a 25°C. Uma técnica de
microscopia de luz polarizada independente da orientacdo da amostra, com
resolucdo temporal de 5 s, foi usada para registrar a penetracdo da agua em relagéo
aos prismas. As areas de infiltragcdo paralela e perpendicular aos prismas foram
medidas com software de andlise de imagem. A média da propor¢cdo de penetracao
perpendicular aos prismas foi de 44,37% (+ 20,9%) e a hipétese nula foi rejeitada (p
= 0,00003; teste T unicaudal; alta magnitude de efeito de 1,15, IC de 95% de 0.58 a
1.75, e poder > 80%). Concluimos que durante a penetragdo da &agua por
capilaridade no esmalte cariado normal seco, a propor¢cdo da area da LCE com
penetracdo perpendicular aos prismas é consideravelmente alta.

Palavras-chave: Carie dentaria. Esmalte Dentario. Histologia. Capilaridade.

Permeabilidade do Esmalte Dentéario.



ABSTRACT

The direction of transport of liquids in enamel caries lesions (ECL) influences the
penetration distance of resin infiltrants and the path of remineralizing agents. It is
assumed in the literature that the transport perpendicular to the prisms is negligible,
however there are no studies on the proportion of transport parallel and
perpendicular to the enamel prisms. The aim of this work was to test the null
hypothesis that the proportion of the area of ECL that undergoes water penetration
perpendicular to the prisms is negligible. The sample size was of 20 inactive natural
ECLs (ICDAS 2 score). Histological ground sections sections (0. 1 mm thick; mean
ECL depth of 690 mm + 247 mm) were dehydrated (48 h at 25° C and 50% of
relative humidity) and submitted to the infiltration of distilled water for 2 h at 25° C. A
polarized light microscopy technique independent of the orientation of the sample,
with temporal resolution of 5 s, was used to map in real time the penetration of water
in relation to the prism paths. Two areas of water infiltration direction, parallel-only
and perpendicular directions relative to the prisms, were measured with an image
analysis software. The mean proportion of penetration area with perpendicular
direction was 44.37% (£ 20.9%) and the null hypothesis was rejected (p = 0.00003,
one-tailed T test, high effect size of 1.15, 95% CI of 0.58-1.75, and power > 80%).
We conclude that during penetration of water by capillarity in dry natural ECL, the
proportion of area with penetration perpendicular to the prisms is considerably high.

Keywords: Dental caries. Dental Enamel. Histology. Capillarity. Dental Enamel

Permeability.
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1 INTRODUCAO

O esmalte dentario é o tecido mais duro do corpo humano, sendo composto
por 92-96% de matéria inorganica, 1-2% de matéria organica e 3-4% de peso em
agua, aproximadamente. E formado a partir de células epiteliais ectodérmicas e
guando alcanca sua completa formacao torna-se acelular, desprovido de vasos
sanguineos, o0 remanescente é constituido por matéria organica e agua (ANGMAR-
MANSSON, 1971; CARLSTROM; GLAS; ANGMAR, 1963). Recobre a coroa do
elemento dental e sofre os primeiros efeitos do biofilme cariogénico (DIBDIN, 1993;
HE: SWAIN, 2008; SOUSA; VIANNA; SANTOS-MAGALHAES, 2009).

Microscopicamente, é formado por cristalitos minerais finos (70 nm de largura
e 30 nm de espessura) com diferentes compactacdes e comprimentos. Os cristalitos
mais longos vao do limite com a dentina até a superficie do esmalte, tém seus eixos
principais aproximadamente perpendiculares ao limite amelo-dentinario e a
superficie do esmalte, e sdo compactados em cilindros arredondados chamados de
prismas (ORAMS et al., 1974; ZAHRADNIK; MORENO, 1975).

Os prismas ndo sédo retos em toda sua extensdo, seguindo um trajeto
ondulado desde a juncdo amelo-dentinaria até a uma distancia variavel da
superficie, quando entdo assumem uma trajetoria retilinea. Os cristalitos do esmalte
sdo separados por dois tipos de poros interligados: pequenos poros no interior dos
prismas e na regido inter-prismatica; e poros grandes nas bainhas dos prismas
(ORAMS et al., 1974; ZAHRADNIK; MORENO, 1975).

Num corte transversal, os poros das bainhas n&do se interconectam
lateralmente, enquanto que 0s poros intraprismaticos mantém uma conexao lateral,
criando nanocanais laminares (SHELLIS; DIBDIN, 2000). O transporte de
substancias no esmalte ocorre por meio destes poros. No esmalte normal (sadio), as
dimensdes transversais dos poros sao da ordem de poucos nanémetros (1-2 nm nos
poros menores e 2-6 nm, ou até 10 nm, nos poros maiores, de acordo com
evidéncias classicas (ORAMS et al., 1974; ZAHRADNIK; MORENO, 1975).

O esmalte tem sua integridade comprometida quando acometido por uma
lesédo de carie em esmalte (LCE), que é uma desmineralizacdo dos tecidos dentais
duros, causada por acidos produzidos por bactérias do biofilme microbiano bucal a
partir da fermentacdo de carboidratos (FEJERSKOV; KIDD, 2011). A primeira

evidéncia macroscopica de carie pode ser vista em um dente como uma pequena
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area branco-opaca, que possui essa aparéncia devido ao aumento da porosidade
dentro do corpo da lesdo (PARIS; MEYER-LUECKEL, 2009; THYLSTRUP;
FEJERSKOV, 1995).

O processo carioso no esmalte resulta numa complexa rede de nanocanais
alargados. A porosidade da leséo, causada pela desmineralizacdo, age como via
facilitada de difusdo para acidos e minerais dissolvidos. Antes da formacéo de
cavitacdo, € possivel adotar tratamentos ndo restauradores que resultam na
inativagdo do processo carioso, com ou sem reducdo do diametro dos
nanocanais/poros (MEYER-LUECKEL; PARIS, 2008; PARIS et al., 2007a; PARIS;
MEYER-LUECKEL, 2010; PARIS; MEYER-LUECKEL; KIELBASSA, 2007).

Acredita-se que a reducdo do tamanho do poro de esmalte e,
consequentemente, reducdo da mancha branca (MEIRA; BRITO; SOUSA, 2015),
pode ser atingida pelo processo de remineralizacdo (COCHRANE et al., 2010) ou
por infiltracdo de resina fluida (conhecida como infiltrante de lesdo cariosa) nos
poros do esmalte (MEYER-LUECKEL; PARIS, 2010a).

Na literatura, os calculos realizados para avaliar a distancia penetrada por
resinas infiltrantes no esmalte dentario consideram uma distancia linear da superficie
do esmalte em direcéo a juncdo-amelo-dentinaria (MEYER-LUECKEL; PARIS, 2008;
PARIS et al., 2007a). Todavia, estudos jA comprovaram que o corpo da LCE
apresenta regides com ligacao lateral entre as bainhas dos prismas, indicando que o
transporte de materiais pode néo ser preferencialmente linear.

Devido ao alargamento dos prismas causado pelo processo carioso, estes se
interconectam e acabam gerando um transporte de liquido perpendicular aos
prismas no corpo da lesdo de cérie de esmalte, indicando a ocorréncia de ligagédo
lateral das bainhas dos prismas (MEIRA, BRITO; SOUSA, 2015; SHELLIS;
HALLSWORTH, 1987). Dessa forma, se também ocorre transporte perpendicular
aos prismas, entdo o tempo para completar a infiltracdo/remineralizacdo é maior que
o estimado nos dados atualmente disponiveis, podendo haver uma taxa maior de
infiltrac&o/remineralizacéo a ser explorada.

A direcdo do transporte de liquidos em LCE influencia na distancia de
penetracdo de resinas infiltrantes e de agentes remineralizadores, e,
consequentemente, no tempo necessario para se obter uma efetiva infiltracdo ou

remineralizacdo. A literatura pressupfe que o transporte por capilaridade
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perpendicular aos prismas é desprezivel (CAREY; VOGEL; CHOW, 1991; MEYER-
LUECKEL; PARIS, 2010a), porém nao ha estudos sobre a proporcéo de transporte
por capilaridade paralelo e perpendicular aos prismas.

O desenvolvimento do presente estudo € de grande relevancia para a
comunidade cientifica, uma vez que a influéncia do tempo de aplicacéo do infiltrante
sobre a reducdo do tamanho da lesdo de carie ainda ndo esta claramente descrita
na literatura. Nesta perspectiva, justifica-se, portanto, testar a hipotese nula de que a
proporcao da area de LCE que sofre penetracdo de agua perpendicular aos prismas

€ desprezivel.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esmalte dentéario

O esmalte € o tecido mais mineralizado e mais duro do corpo humano,
apresentando volume mineral de aproximadamente 92-96%, além de agua estrutural
(firmemente aderida ao mineral) e agua adsorvida (removida com mais facilidade) e
matéria organica. E formado a partir de células epiteliais ectodérmicas e quando
alcanca sua completa formacdo torna-se acelular e desprovido de vasos
sanguineos, (ANGMAR-MANSSON, 1971; CARLSTROM; GLAS; ANGMAR, 1963).
Recobre a coroa do elemento dental e sofre os primeiros efeitos do biofilme
cariogénico (DIBDIN, 1993; HE; SWAIN, 2008; SOUSA; VIANNA; SANTOS-
MAGALHAES, 2009).

Este tecido altamente mineralizado possui espessura de até 2 — 2,5 mm e tem
os ameloblastos como as células responsaveis pela sua formacéo, que envolve os
processos de secrecdo e maturacdo (PARK et al., 2007). A fase de secrecdo é
caracterizada pela continua sintetizacdo e secrecdo de proteinas da matriz do
esmalte pelos ameloblastos (amelogenina, ameloblastina, enamelina, dentre outras).
Apos esta etapa de deposicao de matriz organica, ocorre a mineralizacao do tecido,
chamada de maturacédo (PARK et al., 2007).

O esmalte apresenta cristais minerais alongados (que vao da jungcdo com a
dentina até a superficie do esmalte) com largura média de 70 nm e espessura média
de 30 nm, compactados em colunas definidas como prismas, separadas por esmalte
interprismatico. O esmalte apresenta poros com diametros de 2-3 nm (no interior dos
prismas) e 4-6 nm (nos arredores de cada prisma; bainhas) (ORAMS et al., 1974;
ZAHRADNIK; MORENO, 1975).

Os cristais mais curtos sdo angulados cerca de 60° em relacdo aos cristais
mais prismaticos longos, e estdo localizados entre o0s prismas (regiao
interprismatica). Em 3/4 da circunferéncia de cada prisma os cristalitos longos e
curtos adjacentes apresentam a maior diferenca de orientagcdo de seus eixos e €
nessa regido que sdo encontrados 0s maiores poros do esmalte, que se
interconectam e formam a bainha do prisma. No outro 1/4 da circunferéncia do

prisma, os cristalitos longos mudam suavemente a angulacdo de seus eixos até a
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regido dos cristalitos curtos (SHELLIS; DIBDIN, 2000; ZAHRADNIK; MORENO,
1975).

O componente mineral do esmalte € encontrado na forma de cristais
alongados de hidroxiapatita (Ca10(P0O4)6OH2), que percorrem toda a espessura do
esmalte, desde a juncdo amelo-dentinaria (JAD) até a superficie do esmalte. Os
cristais tém largura entre 60 e 70 nm e espessura entre 25 e 30 nm, s&o
compactados em colunas definidas como prismas, com largura de 5 ym, separadas
por espagos interprismaticos de 1 ym (Figura 1) (KEREBEL; DACULSI; KEREBEL,
1979). O trajeto dos prismas é descrito como sinusoidal da JAD até
aproximadamente a metade da espessura do esmalte e, em seguida, adotam uma
trajetoria linear até a superficie do esmalte (TAFFOREAU; ZERMENO; SMITH,
2012).

Figura 1 - Morfologia do esmalte dentario em um corte transversal mostrando o esmalte
interprisméatico, o prisma do esmalte e a bainha do prisma.

PRISMA DO ESMALTE

BAINHA DO PRISMA

ESMALTE
INTERPRISMATICO

A /

Fonte: Elaboracéo da autora

Apesar de possuir uma composicao majoritariamente mineral e apresentar-se

como um solido, o esmalte € poroso, e possui uma matriz de agua e matéria
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organica (em torno de 5%) envolvendo os cristais minerais de hidroxiapatita,
ocupando principalmente os espacos interprismaticos. E importante considerar esta
composicao do esmalte e conhecer a sua disposigéo estrutural para compreender 0s
mecanismos de transporte de substancias através do tecido (YING; CHUA; HSU,
2004; ZAHRADNIK; MORENO, 1975).

2.2 Porosidade e permeabilidade do esmalte dentario

O principal processo de transporte no esmalte ocorre por difuséo, pelo fato de
existir uma pressdo osmotica influenciada pela maior concentracdo de matéria
organica nas camadas mais internas do esmalte, ocorrendo na dire¢do da superficie
as camadas mais internas (COCHRANE et al., 2010; DIBDIN, 1993; MEDEIROS et
al., 2013). Isso exerce um papel na criacdo desse gradiente osmoético, cujo resultado
€ a difusdo da agua em direcdo a camada mais interna do esmalte.

Este transporte ainda depende do tamanho dos poros e da proporcdo de
agua e matéria organica presente nos poros, sendo a permeabilidade do esmalte
diretamente proporcional a estes parametros (MEIRA; BRITO; SOUSA, 2015;
SOUSA; SOARES; VIANNA, 2013). Sendo assim, o esmalte pode ser classificado
como uma membrana semipermeavel formada de poros que formam um sistema
microscoépico de “tubulos/cilindros” interligados em que a agua é transportada para o
interior do tecido sob um gradiente osmético, podendo também haver transporte de
solutos na direcédo oposta (SHELLIS; DIBDIN, 2000).

Esse sistema de transporte através do esmalte € importante para varias de
suas propriedades fisico-quimicas como elasticidade, permeabilidade, reatividade,
trocas ibnicas e também tém papel no processo de transporte de drogas (como por
exemplo, agentes clareadores), de produtos bacterianos e de materiais
restauradores (SHELLIS; DIBDIN, 2000). In vivo, esse transporte ocorre da mesma
forma, através da difusdo (MEIRA; BRITO; SOUSA, 2015).

A permeabilidade do esmalte parece ter relacdo com a idade do individuo
(ZAHRADNIK; MORENO, 1975) e pode ser interpretada através da observagédo do
volume dos poros, desta forma € maior para individuos mais jovens que possui 0
didmetro dos poros maior e a taxa de difusdo mais alta, e para individuos mais

velhos ocorre uma diminuicdo na taxa de difusdo, pela incorporacdo de ions aos
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cristais, reduzindo o tamanho do poro (TAFFOREAU; ZERMENO; SMITH, 2012). A
permeabilidade também estéa relacionada aos processos de des/remineralizacdo, ao
desenvolvimento de leséo cariosa (NEUHAUS et al., 2013) e do uso do laser para
prevencao e deteccdo de carie (FERREIRA et al., 1989; HSU et al., 2000; MAUNG;
WOHLAND; HSU, 2007).

2.3 Lesao Cariosa em Esmalte (LCE)

As lesbes cariosas naturais de esmalte, denominadas lesdes de mancha
branca, apresentam-se como sendo a desmineralizacdo da camada superficial do
esmalte (BERGMAN; LIND, 1966). A superficie do esmalte apresenta ondula¢cfes
mindsculas que coincidem com as estrias incrementais de Retzius. Esta superficie
pPOSSUi poros que se comunicam com 0S espacos existentes entre o0s cristais que
compdem os prismas de esmalte. Nestes espacos circula o liquido que hidrata os
cristais e transporta os ions da superficie do esmalte para o interior do mesmo
(ESBERARD et al., 2004).

Sendo assim, os acidos que se acumulam entre o biofiime e o esmalte
infiltram nos poros e alcancam o0s espacgos intercristalinos, tendo inicio a
desmineralizacdo dos cristais. A medida que o tempo passa, 0s acidos continuam
sua agcao e 0s espacos intercristalinos aumentam em volume no esmalte (FRANK,
1965).

Assim, o transporte de acido proveniente do biofilme dental se d&a por difusdo
através do ambiente heterogéneo dos poros do esmalte. Durante o deslocamento, o
acido penetra no tecido e interage com seus componentes quimicos. A formacao da
les@o cariosa resulta de dois processos parcialmente independentes: penetracdo do
acido e desmineralizacéo. A penetracao, definida como o processo de dissolu¢édo do
material nas bainhas dos prismas pela difusdo rapida do &cido, ocorre com pouca
perda mineral, mas com um aumento significativo dos poros das bainhas (MEIRA;
BRITO; SOUSA, 2015).

A presenca da mancha branca na superficie dental indica que os cristais na
subsuperficie reduziram em volume e 0S espagos ou poros intercristalinos
aumentaram (BERGMAN; LIND, 1966). Por consequéncia do alargamento dos

prismas, causado pelo processo carioso, estes podem se interconectar e fazendo
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com gue seja formado um transporte de liquido perpendicular aos prismas, no corpo
da lesdo, gerando a ocorréncia de ligacao lateral das bainhas dos prismas (MEIRA;
BRITO; SOUSA, 2015; SHELLIS; HALLSWORTH, 1987).

Estas lesBes de cérie incipientes podem ser detidas ou até regredirem, desde
gue sejam empregados métodos adequados. Porém, se nao tratadas, as lesdes de
mancha branca podem progredir até cavitacbes de esmalte (FEJERSKOV; KIDD,
2011). As manchas brancas, quando ativas, se apresentam opacas e rugosas,
quando inativas, apresentam aspecto brilhoso, polido e translucido (PARIS; MEYER-
LUECKEL, 2010; THYLSTRUP; FEJERSKOQOV, 1995).

Ao observar uma lesdo de céarie em esmalte em Microscopia de Luz
Polarizada (MLP) podemos dividir em zonas histopatoldgicas (Figura 2) de
porosidade relacionadas com a leséo de cérie (DARLING; 1958, 1961).

Figura 2 — Corte por desgaste de LMB em MLP (com filtro de retardo vermelho de 540 nm) imerso
em agua, onde podemos observar a camada superficial (CS) e o corpo da lesdo (CL), a zona escura
€ a zona translucida s6 podem ser observadas imersas em quinolina. Barra = 200um.

Fonte: Elaboracéo da autora

- Zona translicida: € a camada mais profunda da lesdo, onde ocorre a
primeira mudancga visivel no esmalte cariado, apresentando uma perda de ~ 1% de

volume mineral e poros relativamente grandes;
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- Zona escura: fica adjacente a zona translicida, apresentando uma mistura
de poros grandes e pequenos, sendo o0 volume de poros de 2-4%;

- Corpo da lesédo: é a zona com maior perda mineral, apresentando volume
de poros de 25-50%, sendo eles em sua grande maioria constituida de poros de
grandes dimensoes.

- Camada superficial: € a camada mais externa da lesdo, apresentando
volume de poros menor que 5 %. Por apresentar birrefringéncia negativa quando
sob imersdo em &gua, idéntica ao esmalte normal, foi descrita como sendo uma
zona relativamente “intacta”. Esta camada persiste até a cavitacdo (DARLING, 1961;
MARGOLIS et al., 1999; SILVERSTONE, 1968).

A camada superficial € a porta de entrada para materiais externos ao esmalte.
Por isso, sua permeabilidade é relevante ao transporte de agentes remineralizadores
(para promover o reparo do conteudo mineral perdido) (COCHRANE et al., 2010)
e/ou resinas infiltrantes (para interromper ou reduzir a progressao das lesdes)
(MEYER-LUECKEL,; PARIS, 2010a), op¢Oes para o tratamento ndo invasivo da céarie

em esmalte para os estagios intermediarios.

2.4 Infiltrantes

O tratamento de lesGes de carie por meio de infiltrantes resinosos foi
introduzido na odontologia no ano de 2009. O tratamento consiste na utilizacdo de
um &cido forte (acido hidrocloridrico 15%) para condicionar a superficie, e na
posterior aplicacdo de uma resina com um mondémero modificado, que ainda nao foi
claramente descrito na literatura. Estudos afirmam que esta resina € capaz de
penetrar em poros de esmalte profundamente e obstruir a difusdo de &cidos
cariogénicos dentro do esmalte (DOMEJEAN; LEGER; HOLMGREN, 2015; MEYER-
LUECKEL; PARIS, 2010a; MEYER-LUECKEL; PARIS, 2011; PARIS; MEYER-
LUECKEL, 2009; PHARK et al., 1992).

Estudos relataram a associagéo positiva da profundidade de penetracdo com
o tempo de aplicacdo de adesivos e selantes em inibir a carie em diferentes
estagios, afirmando que a profundidade de penetracéo esté intimamente relacionada
ao coeficiente de penetracdo (CP) e ao tempo de aplicacdo. Em particular,

infiltrantes com um CP > 200 cm/s penetraram quase completamente lesdes de
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esmalte com uma espessura média de cerca 900 um (MEYER-LUECKEL et al.,
2006; MEYER-LUECKEL et al.,, 2011; MEYER-LUECKEL; PARIS, 2008; MEYER-
LUECKEL; PARIS, 2010a; PARIS et al., 2006; PARIS et al., 2007b).

Devido a maior semelhanca do indice de refracdo da resina infiltrante (IR =
1,52) com a hidroxiapatita do esmalte (IR = 1,62), € possivel observar um
mascaramento da lesdo de mancha branca infiltrada por este tipo de resina,
garantindo uma aparéncia visual similar ao esmalte natural, devido a
homogeneizacdo da disperséo e absorcéo de luz (Figura 3) (PARIS et al., 2013;
PARIS; MEYER-LUECKEL, 2009).

Um outro ponto a ser considerado, é a acdo da forca de capilaridade no

transporte do infiltrante, que pode ser explicado pela equacdo de Washburn (1921),
x? = LC52 (1)
2:n

em que o deslocamento X é igual ao produto do coeficiente de penetracdo (CP)
pelo raio (r) e pelo tempo (t). O CP é dado pelo produto da tenséo superficial com o
cosseno do angulo de contato entre o material e a parede do capilar dividido por
duas vezes a viscosidade (n). Os infiltrantes séo resinas fluidas que possuem um CP
> 50 cm/s (MEYER-LUECKEL; PARIS; EKSTRAND, 2013). O deslocamento de um
liguido em um capilar é diretamente proporcional ao tempo, segundo equacao de
Washburn.

Figura 3 — Disperséo da luz em esmalte natural normal (a), dispersdo da luz em lesdo de carie em
esmalte (b) e dispersdo da luz em lesdo de carie em esmalte infiltrada por resina.
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Fonte: (MEYER-LUECKEL; PARIS; EKSTRAND, 2013, p. 249)

Meira, Brito e Sousa (2015) relataram, segundo seus estudos, que o infiltrante
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€ potencialmente capaz de preencher uma area maior quando utilizado em um
tempo clinico maior. Toda via, observa-se que a influéncia do tempo de aplicacéo
sobre a efetividade funcional e estética das lesdes infiltradas por resina ainda nao
esta claramente elucidada na literatura, sendo necesséria a avaliacdo da penetracédo

do infiltrante em um tempo de aplicacdo maior que os relatados anteriormente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Testar a hipotese nula de que a proporcdo da area de LCE que sofre

penetracdo de agua perpendicular aos prismas € desprezivel.

3.2 Especificos

- Quantificar a area da LCE em que ocorre transporte de agua apenas no
sentido (por capilaridade) paralelo aos prismas;
- Quantificar a 4rea da LCE em que ocorre transporte de agua nos sentidos

paralelo e perpendicular aos prismas;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Considerac0Oes éticas

Os procedimentos para a realizacdo desta pesquisa respeitaram as diretrizes
e normas que regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos (Resolugéo
namero 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude). O
trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Paraiba, sendo aprovado sob o numero CAAE:
38082314.0.0000.5188 (Anexo A), e 0s participantes assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido (Apéndice A).

4.2 Local de realizacao do estudo

O ensaio laboratorial e a analise de dados foram realizados no Laboratério de
Microscopia e Imagem Biologica (LAMIB), do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

4.3Calculo amostral

A literatura considera desprezivel a proporcao de area da LCE com transporte
de agua nas duas direcdes (paralela e perpendicular) em relacdo aos prismas. De
acordo com Cohen (1988), a magnitude de efeito (ME) “h” (diferenca entre
proporcdes), € classificada como baixa (de 0,2 a menor de 0,5), moderada (de 0,5 a
menos de 0,8) e alta (igual ou maior que 0,8). Assim, um valor desprezivel seria
10%.

Com base no estudo de Meira, Brito e Sousa (2015), previmos que entre a
proporcao prevista (de area da LCE com transporte de agua nas duas direcbes em
relacdo aos prismas) e a proporcdo experimental (investigada neste estudo), haveria
uma grande diferenca. Usando um critério conservador, escolnemos o valor mais
baixo da magnitude de efeito alta (0,8). Com um nivel de significancia de 5%, com

direcionalidade unicaudal (porque esperamos que a proporcdo experimental seja
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apenas maior que a considerada na literatura), e um poder estatistico de 80%.

Dessa forma, o tamanho amostral foi de 20 amostras.

4.4 Selegdo das amostras

Elementos dentarios extraidos com indicacdes clinicas (molares e pré-
molares) pelo servigo de cirurgia buco-maxilo-facial do Hospital Universitario Lauro
Wanderley — HULW/UFPB, foram obtidos por doagdo de pacientes maiores de 18
anos, ndo havendo nenhum tipo de dano ao paciente. Os elementos foram obtidos
com o consentimento livre e esclarecido dos pacientes atendidos pelo servico, por
meio da assinatura do termo (Apéndice A).

As LCE (escore ICDAS 2, inativas) em molares e pré-molares permanentes
passaram por um processo de remocao de biofilme pela aplicacdo de uma pelota de
algodao embebida em solucdo de hipoclorito de sodio 1% (Asfer, Sdo Caetano do
Sul, Brasil) por 30 segundos (s). Em seguida, foram enxaguados com &gua
destilada, por 10 s, e secos com jato de ar. Posteriormente, os elementos foram
acondicionados em solucéo de azida sddica 0,02% (MEIRA; BRITO; SOUSA, 2015).

As amostras foram analisadas por meio de estereomicroscopia (Medilux,
China) e classificadas de acordo com a presenca da lesdo e sua respectiva
atividade, por meio de um escore definido (NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM,
1999). A avaliacéo foi realizada por dois examinadores previamente calibrados (intra
e interexaminador) por meio do teste Kappa (>0,7), para determinar a confiabilidade.
As regifes foram classificadas em higida, lesdo de mancha branca ativa, lesdo de
mancha branca inativa ou lesdo cavitada. Cada examinador avaliou as amostras por
3 vezes em 3 dias, comparando a seus proprios resultados, e aos do segundo
avaliador.

Como resultado final, apds andlise de todas as amostras, foi encontrada a
concordancia intraexaminador de 0,87 e interexaminador de 0,848, ambas
consideradas concordancias quase perfeitas (LANDIS; KOCH, 1977). Um consenso
foi alcancado nos casos de discordancia. Apenas as lesdes de mancha branca

inativas (escore ICDAS 2) foram escolhidas.
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ApoOs a calibracdo dos examinadores, as faces do elemento dentario foram
analisadas por meio de estereomicroscopia (Medilux, China) e os dentes com leséo

branca foram selecionados para o estudo (n=20) (Figura 4).

Figura 4 — Amostra A20. Lesdo de mancha branca inativa em face proximal, Estereomicroscopia, luz
refletida. Barra de escala: 1000um.

1000 pm

Fonte: Elabora¢éo da autora

4.5 Preparo dos cortes histolégicos por desgaste

Com um disco diamantado sob refrigeracdo foi obtida, de cada elemento
dental, cortes histolégicos por desgaste (profundidade média de 690 mm + 247 mm),
uma secc¢ao longitudinal da coroa dental, a partir da regidao central da lesédo. As
seccgOes foram reduzidas, por desgaste, através de um jig de lapidacdo, com lixas
d'dgua de granulacdes decrescente (300 - 1200), até uma espessura de
aproximadamente 100 pm.

A verificacdo da espessura da amostra foi realizada através do
posicionamento perpendicular a lamina em um microscopio 6ptico e com objetiva de

20x (Figura 5). Em seguida uma reticula também foi fotografada (Nikon D80, Jap&o)
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nas mesmas condi¢cdes e com o software de analise de imagens Image J (ImageJ,

NIH, USA) foi estabelecida uma relacdo pixel-micrometro (um).

Figura 5 — Corte do elemento dental com disco diamantado (A). Jig de lapidagéo (B). Verificagdo da
espessura em microscopio optico (C).
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Fonte: Elaboragéo da autora

4.6 Infiltracdo e analise das imagens

As amostras preparadas foram desidratadas em temperatura ambiente de
25°C e 50% de umidade relativa durante 48 h. Apds a desidratacdo, cada amostra
foi posicionada entre lamina e laminula. Em seguida foi obtida uma fotografia (Nikon
D80, Japao) no MLP (Zeiss, Alemanha) para analisar a amostra antes da infiltragéo
e depois foram submetidas a infiltracdo de agua destilada (Figura 6). A infiltracdo foi
observada e registrada durante 2 h através do Sistema Polscope no modo

automatico.
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Figura 6 — Amostra sendo submetida a infiltracdo de agua destilada com o auxilio de uma pipeta de

transferéncia, para avaliagéo durante 2 h.

Fonte: Elaboragéo da autora

O “single polscope” é a técnica de MLP que usa apenas um cristal liquido
independente da orientacdo da amostra. Os componentes deste sistema sdo: dois
polarizadores, dois filtros de retardo de fase de um quarto de lambda e um filtro
monocromatico verde. A sequéncia dos itens, a partir da saida de luz da base do
microscopio até a ocular e obedecendo as especificacbes usadas neste projeto é o
seguinte: filtro verde de interferéncia de 546 nm (largura de banda de 10nm;
Edmund Optics, EUA), primeiro polarizador, cristal liquido coberto por filtro de um
quarto de lambda acromatico para 545nm (liquid crystal polarization rotator,
Meadowlark, EUA), amostra, segundo polarizador e o segundo filtro de retardo de
um guarto de lambda acromatico para 545nm (Meadowlark, EUA).

Esses itens foram montados em um microscépio Optico composto vertical de
luz transmitida (modelo BA310Pol, Motic, Canada). Foi acoplado um gerador de
funcgBes (modelo AFG 2021 — BR, Tektronix, EUA) através de um cabo elétrico para
aplicar tenséo e permitir rotagdo do eixo de polarizagcado da luz. Para completar o
sistema, uma camera digital (Nikon D7000, Jap&o), nho modo monocromatico, foi
acoplada ao microscopio, as imagens foram obtidas com objetiva de 5x plana, de

tubo infinito, fluorida e de luz polarizada (Carl Zeiss, Alemanha) (Figura 7).
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Figura 7 — Sistema “single polscope”, composto por gerador de fungdes (modelo AFG 2021 — BR,
Tektronix, EUA), camera digital (Nikon D7000, Japao) e microscOpio com objetiva de 5x plana, de

tubo infinito, fluorida e de luz polarizada (Carl Zeiss, Alemanha).

Fonte: Elaboracéo da autora

O sistema polscope foi programado a retirar: 37 fotos nos primeiros 3 min (de
5 em 5 s); 14 fotos nos proximos 7 min (de 30 em 30 s) e, apos isso, fotos Unicas
nos minutos 20, 30, 60, 90 e 120. Completando, assim, a infiltracdo da amostra que
foi registrada durante 2 horas de infiltracdo que totalizou em 56 fotos para cada
amostra.

Uma técnica de microscopia de luz polarizada independente da orientacédo da
amostra, com resolucéo temporal de 5 s, foi utilizada para registrar a penetracéo da
agua em relacdo aos prismas. As areas de infiltracdo paralela e perpendicular aos
prismas foi medida com software de analise de imagem (Image J, NIH, EUA) (Figura
8).
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Figura 8 — Analise das imagens de uma amostra que foi submetida a infiltracdo, utilizando o software

de andlises de imagem (Image J, NIH, EUA).

Fonte: Elabora¢éo da autora

4.7 Andlise estatistica

Os dados das areas de transporte de agua nas duas dire¢cdes passaram por
um teste de normalidade (teste Shapiro-Wilk). Apdés a confirmagéo da normalidade
dos dados, a significAncia estatistica foi testada com o teste t ndo pareado de
amostra uUnica (usando p de 5% unicaudal), e foram calculados a magnitude de
efeito h de Cohen (de diferenga de propor¢des), seu intervalo de confianca de 95% e
0 poder estatistico (COHEN, 1988).
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5 RESULTADOS

A distribuicdo das &reas de LCE onde o transporte da agua destilada ocorreu
apenas na direcdo paralela aos prismas, assim como apenas na direcdo
perpendicular aos prismas, esta descrita no Grafico 1. A média da proporcao de
penetracdo perpendicular aos prismas foi de 44,37% (+ 20,9%) e a hipotese nula foi
rejeitada (p = 0,00003; teste T unicaudal), diferindo da hip6tese alternativa com uma
magnitude de efeito (h de Cohen) de 1,15 (IC 95%: 0,58; 1,75) e poder estatistico de
99,9 %.

Grafico 1 — Distribuicdo da area de infiltracdo perpendicular e paralela aos prismas para cada uma

das vinte amostras.
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Fonte: Elaboracéo da autora

ApoGs a infiltragdo da agua destilada por 2 h, utilizando o software de analise
de imagem (Image J, NIH, EUA), as areas onde houve infiltracdo paralela e
perpendicular aos prismas foram marcadas, assim como as areas onde apenas
houve transporte no sentido paralelo aos prismas, com isso pudemos observar que
em todas as amostras foi observado transporte no sentido perpendicular aos

prismas.
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Figura 9 — Montagem mostrando o acompanhamento da infiltracdo de agua em microscopia de luz
polarizada independente da orientagdo da amostra, com fotos de alguns momentos de uma amostra

submetida a infiltrac&o.
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Fonte: Elaboracéo da autora

Na figura 9 observa-se na primeira imagem da montagem uma regiao
demarcada que se refere a area da lesdo onde houve transporte de agua nos dois
sentidos, paralelo e perpendicular aos prismas. Enquanto que na ultima imagem, a
area demarcada se refere a area da lesdo onde ocorreu apenas 0 transporte no

sentido perpendicular aos prismas. Com isso, conseguimos calcular a area em que



37

houve transporte apenas no sentido paralelo aos primas.

Tabela 1 — Resultado das medidas calculadas no software de analise de imagem contendo a area
total da LCE, a area em que houve transporte no sentido perpendicular e a area onde houve

transporte apenas no sentido paralelo aos prismas do esmalte.

Area total da Area perpendicular Area

lesdo (total) longitudinal
Amostra 01 218.270.466 179.129.585 39.140.881
Amostra 05 65.576.298 15.641.467 49.934.831
Amostra 06 83.612.286 38.259.169 45.353.117
Amostra 7.1 213.812.541 73.545.123 140.267.418
Amostra 265.190.311 48.359.748 216.830.563
12.1
Amostra 111.362.297 26.505.285 84.857.012
13.1
Amostra 14 124.646.456 48.779.719 75.866.737
Amostra 70.999.473 27.566.226 43.433.247
1i6M
Amostra 308.912.906 185.508.138 123.404.768
17.1
Amostra 18 139.476.839 108.408.827 31.068.012
Amostra 130.153.170 77.839.767 52.313.403
18.1
Amostra 162.301.869 153.163.503 9.138.366
19.1
Amostra 20 226.953.926 126.377.225 100.576.701
Amostra 255.077.582 87.929.713 167.147.869
20.1
Amostra 22 221.340.130 75.410.312 145.929.818
Amostra 116.693.579 32.757.771 83.935.808
24.1
Amostra 133.420.289 52.799.446 80.620.843
26.1
Amostra 119.846.023 44.664.303 75.181.720
27.1
Amostra 34 109.506.220 34.082.697 75.423.523
Amostra 41 206.596.323 60.145.528 146.450.795

Fonte: Elaborac&o da autora
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6 DISCUSSAO

A reducdo da prevaléncia de carie em muitos paises industrializados
estimulou o foco de pesquisas nos estagios iniciais da doenca, originando a
descoberta de métodos menos invasivos, como as resinas infiltrantes e agentes
remineralizadores. A aplicacéo de infiltrantes vem sendo uma alternativa promissora
para o tratamento de lesGes de mancha branca visto que os infiltrantes possuem
baixa viscosidade e penetram pelas bainhas dos prismas por difusdo (DOMEJEAN;
LEGER; HOLMGREN, 2015).

A porosidade do esmalte cariado atua como via de difusdo também para os
acidos, e a infiltracdo dessas resinas visa ocluir esse caminho, eliminando ou
reduzindo drasticamente as vias de difusdo mais faceis para o acido (MEYER-
LUECKEL; PARIS; EKSTRAND, 2013), evitando a progressdo da carie (PARIS;
MEYER-LUECKEL; KIELBASSA, 2007).

No esmalte cariado, ha estudos de microscopia eletronica de varredura com
réplicas dos nanocanais feitas com resina (metacrilato de metila) que indicam que ha
uma interconexao lateral de bainhas alargadas (SHELLIS & HALLSWORTH, 1987).
Estes dados sugerem que um material aplicado na superficie do esmalte pode se
espalhar em profundidade e em lateralidade, corroborando com os resultados do
nosso estudo.

De acordo com Meira, Brito e Sousa (2015), alguns espacos preenchidos por
matéria organica e agua permanecem presentes nos poros de esmalte mesmo apés
a aplicacdo de um infiltrante, e o volume da permeabilidade do esmalte (relacionado
a agua facilmente disponivel por difusdo) é o principal volume componente do
esmalte para predizer o volume infiltrado por uma resina infiltrante em lesbes de
carie em esmalte.

Meira, Brito e Sousa (2015) relataram, ainda, que as lesdes infiltradas com

solugdes (Thoulet), de diferentes indices de refracédo (1,40 e 1,47) e coeficientes de
o . ®
penetracdo significativamente superiores ao da ICON (DMG, Hamburgo,

® :
Alemanha) (3212 e 2297 cm/s, enquanto ICON  apresenta 204 cm/s), ainda se
apresentam parcialmente preenchidas mesmo apds a imersdo das amostras por
24h. Sugere-se, entdo, que o infiltrante € potencialmente capaz de preencher uma

area maior quando utilizado em um tempo clinico maior.
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Além disso, de acordo com nossos estudos pode-se perceber que a direcao
do transporte de liquidos em LCE influencia na distancia de penetracdo de resinas
infiltrantes e de agentes remineralizadores, e, consequentemente, no tempo
necessario para se obter uma efetiva infiltracdo ou remineralizacdo do esmalte.

A literatura pressupfe que o transporte por capilaridade perpendicular aos
prismas é desprezivel (CAREY; VOGEL; CHOW, 1991; MEYER-LUECKEL; PARIS,
2010a). Porém, vimos que além de um transporte seguindo a trajetoria dos prismas
(paralelo), ainda existe, no esmalte cariado, um significante transporte em
lateralidade, consequentemente a distancia para a resina infiltrante ou o agente
remineralizador penetrar se torna ainda maior, necessitando-se de maior tempo para
gue o seu efeito seja alcangado.

Apesar da atual tendéncia de reducdo de tempo clinico para os
procedimentos odontolégicos em geral, ainda € aceitavel a permanéncia de
tratamentos com tempo clinico relativamente elevados, como é o caso do
clareamento imediato, em que os elementos dentarios sdo submetidos ao contato
com acidos por 30 minutos ou mais. E importante que a decisdo de optar por
tratamentos mais longos parta do principio da obtencdo de um resultado mais
efetivo.

Apesar da metodologia aqui aplicada nao ter analisado a difusdo, que é o
processo de transporte dos agentes remineralizadores, nossos dados também
sugerem que o tempo ideal para um agente remineralizador exercer seu potencial
maximo de remineralizacdo pode ser relativamente longo. Estudos in vitro com
difusdo em agua e quantificacdo do volume de agente remineralizador deveriam ser
feitos para investigar se um tempo maior que o0 normalmente aplicado néo teria um
efeito remineralizador melhor.

Os dados disponiveis na literatura sobre infiltracdo de resinas fluidas no
esmalte cariado sdo relacionados com a profundidade e a area de infiltracdo
(NEUHAUS et al., 2013; PARIS; MEYER-LUECKEL, 2009). Pelos nossos dados, o
transporte perpendicular aos prismas pode causar uma lenta substituicdo do ar por
infiltrante no corpo da lesdo. Como o transporte perpendicular ocorre
simultaneamente com o paralelo, a substituicdo do ar por infiltrante pode ser
concluida ap6s alguma parte do infiltrante chegar no ponto mais profundo da leséo
cariosa de esmalte. Neste contexto, o fato do infiltrante ser detectado no fundo da
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lesédo ndo indica que o corpo da lesdo teve seus poros suficientemente preenchidos
pelo infiltrante.

Os dois principais resultados da infiltracdo de resina em lesdo de mancha
branca inativa sdo a reducdo da permeabilidade do esmalte (com consequente
protecdo contra progressao da leséo) e a reducédo da opacidade do esmalte (efeito
estético). O resultado maximo seria obtido no caso de haver 100% do volume de
poros preenchido por resina infiltrante, para iSso sugere-se que esse transporte
perpendicular aos prismas deva ser considerado.

Neste trabalho, nosso foco foi avaliar a proporcdo de transporte por
capilaridade paralelo e perpendicular aos prismas, visto que ndo ha estudos como
este na literatura. O “single Polscope” provou ser uma ferramenta valiosa para
estudar a infiltracdo de substancias no esmalte dentario, abrindo novos caminhos
para o que poderia ser um novo ambito de investigacdo: mecanica dos fluidos em
esmalte. Conhecimento sobre o assunto pode fornecer explicacdes de mecanismos
mais sofisticadas para o transporte de materiais em lesdes cariosas naturais de
esmalte, que €& um dos pontos béasicos que sustentam as melhorias na

remineralizacao e infiltracdo de resina em carie de esmalte.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio dos nossos estudos, concluimos que durante a penetracdo da agua
por capilaridade na lesdo cariosa natural de esmalte, a proporcdo da area da LCE
com penetracdo perpendicular aos prismas € consideravelmente alta.

Com isso, nosso trabalho sugere que a otimizacdo da infiltracdo e da
remineralizagcdo de lesOes cariosas de esmalte podem requerer um tempo
relativamente alto para a aplicacdo dos materiais envolvidos no tratamento dessas

lesdes.
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momento desistir do mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem havera modificagdo na
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assisténcia que 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
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(0Oxx83) 32167200 — Ramal 8814.
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