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RESUMO

Este estudo teve por objetivos: produzir lesdes artificiais de carie em
esmalte bovino, com caracteristicas clinicas similares aquelas identificadas
pelo protocolo ICDAS Il 2009 (International Caries Detection and Assessment
System), cédigos 1, 2, e 3, através da inspecgéao visual; identificar o tempo de
desmineralizagdo necessario para a produgao de lesdes artificiais de carie em
esmalte bovino; caracterizar segundo a area de seccdo transversal,
profundidade (LD) e volume da leséo, topografia da superficie, a razdo entre a
porcentagem de perda mineral e a profundidade da lesdo (ratio) e perda
mineral das lesbes, por meio de diferentes metodologias de anadlise: Analise
visual, Microtomografia (u-CT) Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Microrradiografia Transversal (TMR) e Microscopia 6ptica em Luz Polarizada
(MLP). Foram utilizados 45 blocos de esmalte bovino distribuidos em 3 grupos
(n=15), de acordo com o Cédigo ICDAS 1, 2 e 3, e submetidos ao desafio 4cido
pelo método bioldgico, com S. mutans. Os blocos foram imersos em meio BHI
suplementado por sacarose a 1% com in6culo de S. mutans, sendo o meio
trocado a cada 24h, e para identificacdo do tempo de producdo das lesdes
(estudo piloto). Em seguida, os espécimes foram removidos do meio de cultura
de acordo com o periodo de tempo identificado para cada grupo (24h, 4 dias e
14 dias), fotografados (analise visual), submetidos a analise por u-CT, MEV e
posteriormente, seccionados longitudinalmente em relacédo a lesdo de carie e
avaliados em TMR e MLP. Os dados obtidos da MEV foram avaliados
descritivamente; aqueles provenientes da p-CT, TMR e MLP foram submetidos
aos testes ANOVA e Tukey (p<0,05). O tempo necessario para producao de
lesbes clinicamente semelhantes aquelas para cada cédigo ICDAS Il foi
identificado visualmente. Para a produgao de lesdes in vitro similares ao codigo
1, 0 tempo necessario foi de 24 horas; para o cédigo 2, 4 dias; e para o codigo
3, 14 dias. Para as lesbes similares aquelas Cdédigo 1, a MLP e TMR
identificaram a presenca de lesdes subsuperficiais de carie, porém o u-CT néo
permitiu visualiza-las. O MEV mostrou superficie mais regular, na maioria das
amostras, sem sinais de erosdo e com pequenos orificios provocados pelo S.

mutans. Para as lesdes Codigo 2 a analise por u-CT identificou areas e volume
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de lesdo menores do que para o Cédigo 3. A profundidade da lesédo nao pode
ser identificada pelo pu-CT para ambos os Codigos. MLP e TMR identificaram
maiores profundidades de lesao para o Cddigo 3, comparado ao 2, porém,
evidenciaram a presenca de desmineralizacao e cavitacdo, também maiores no
grupo ICDAS 3. A profundidade média das lesdes dos trés grupos foi
mensurada pelos métodos TMR e MLP, e ambas as analises evidenciaram
que, quanto maior o cédigo ICDAS, maior a profundidade das lesdes; porém,
nao foi observada correlagao significativa entre estes dois métodos. Baseando-
se nos resultados obtidos pode-se concluir que o método bioldgico de producao
de céarie por S. mutans possibilita a producdo de lesdes similares as
observadas clinicamente pelo protocolo ICDAS Il. Diferentes metodologias
empregadas podem ser recomendadas de acordo com o tipo de leséo

produzida artificialmente.

Palavras-chave: desmineralizacao, cérie dentéria, esmalte, in vitro, S. mutans,

biofilme.
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ABSTRACT

This study was developed in order to identify the effect of demineralization
process to provide bovine enamel caries-like lesions, using Streptococcus
mutans biofilms with clinical features similar to those found in ICDAS Il (2009)
criteria, codes 1, 2 and 3 by visual inspection; to identify the time required for
providing the demineralization; to characterize the lesions obtained from
different analysis methodologies: X-ray microtomography (u-CT), Scanning
Electron Microscopy (SEM), Transversal Microradiography (TMR) and light
polarized optical microscopy (MLP). It was used 45 enamel block divided into 3
groups (n =15) submitted to caries-like lesions by biological method, with
Streptococcus mutans biofilm. The specimens were immersed in BHI broth
supplemented with 1% sucrose inoculum of S. mutans and the medium was
changed every 24 hours. Then, the specimens were removed from the culture
media in each period of time (24h, 4 and 14 days) and pictures were taken from
their demineralized surface (visual analysis). Next, the specimens were
submitted to u-CT and SEM evaluations and longitudinally sectioned by the
caries lesions and they were evaluated in TMR e MLP. Data obtained from SEM
were descriptively evaluated. Data from u-CT, TMR and MLP were submitted to
ANOVA and Tukey's tests (p<0,05). The time required to produce clinical
lesions similar to those ICDAS Il for each protocol code was visually identified.
For the production of lesions in vitro similar to code 1, the time required was 24
hours, code 2 for 4 days and code 3 for 14. For the similar lesion to those from
code 1, the MLP and TMR identified the presence of subsurface carious
lesions, but u—CT did not allow viewing it. The SEM analysis showed smoother
surface, mostly without signs of erosion and pinholes caused by S mutans. For
code 2 lesions the u—CT analysis identified lesions areas and volume smaller
than Code 3. The lesion depth cannot be identified by u—CT for both codes.
MLP and TMR identified higher depths to code 3 as compared to 2, however,
showed the presence of demineralization and cavitation also higher than code 3
ICDAS. The lesion depth average from the three groups was measured by TMR
and MLP methods, and both analyses showed that the higher the ICDAS Il



code, the deeper the lesions were. Different methods may be employed in
accordance with the recommended type of lesion produced artificially.

Key Words: desmineralization, dental caries, enamel, in vitro, S. mutans,
biofilm
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1. INTRODUCAO

O esmalte dentario é composto por, em média, 98% de hidroxiapatita,
representando a fase mineral, e a fase orgéanica por volta de 2%, apresentando um
equilibrio de proteinas nao-colagenosas e agua, as quais separam um cristal do outro.
Como consequéncia dos fatores de desenvolvimento e dos efeitos da exposi¢cdo ao
meio bucal, a composicao do esmalte é bastante variavel, entre e dentro de cada dente
(Dowker et al., 1999). Quando o mesmo mostra-se clinicamente sadio, apresenta
aspecto de transparéncia, resultante da disposicao dos cristais de hidroxiapatita e do
cristal hidratado de fosfato de calcio. A estreita aproximacao desses cristais indica uma
superficie de consisténcia dura e aspecto brilhante. Caso haja diminuicao dos cristais
de hidroxiapatita, o0s espagos intercristalinos alargar-se-do, aumentando sua
porosidade e alterando as propriedades 6pticas (Thylstrup & Fejerskov, 2001).

O processo inicial de desmineralizacao inicia-se na superficie do esmalte com
a penetracdo de acidos sintetizados peloi biofilme bacteriano que se adere a essa
superficie, difundindo-se pelos espacos interprismaticos e, por fim, para o interior dos
prismas. A exposicdo do esmalte aos desafios acidos/cariogénicos, rapidamente
dissolve os minerais do cristal liberando calcio, fosfato e carbonato (Featherstone et al.,
1979; Featherstone, 2000). Este processo determina o surgimento da lesdo de mancha
branca, vista clinicamente como opacidades do esmalte. Trata-se da perda mineral
subsuperficial passivel de ser remineralizada, por meio do controle do biofilme.
(Alexandria et al., 2008). O corpo da lesdo de subsuperficie pode perder tanto quanto
50% do seu conteudo mineral original e muitas vezes, apresenta-se coberto por uma
camada de superficie aparentemente intacta (Featherstone, 2000).

A etiologia da lesao de céarie encontra-se diretamente influenciada pela acao
de microrganismos presentes no biofilme bacteriano, os quais apresentam essencial
importancia na patogénese da carie, atuando como fator primario, colonizando o
biofilme. Sendo assim, microrganismos acidogénicos sintetizam polissacarideos
extracelulares e produzem &cidos organicos por meio do metabolismo de carboidratos
fermentaveis que em contato com a superficie dental, iniciam uma série de reacdes
quimicas que provocam a perda de minerais, resultando na dissolucdo da estrutura
inorganica do esmalte (Issa et al.,2003). A desmineralizacao ira progredir até que o pH



e a atividade de forga i6nica do calcio e do fosfato alcancem niveis que tornem a fase
mineral estavel (Featherstone et al., 1986).

O estudo tanto do processo de producdo de carie quanto daqueles que
podem remineralizar, paralisar ou reestruturar a por¢cao dental perdida sdao de suma
importancia para o controle dos danos causados pela cérie. Dessa forma, a simulagao
de situacbes mais proximas daquelas encontradas na clinica é desejavel para o
controle da doencga, uma vez que estudos clinicos randomizados sdao muitas vezes
invidveis devido aos comprometimentos éticos que envolvem (Arends et al., 1995).

Para simular toda essa acdo, modelos de producéo de lesdes cariosas in situ e
in vitro tém sido estudados, procurando aproximar-se da produgao da lesdo natural de
carie. Alguns autores relatam que os modelos in vitro possuem grande importancia em
pesquisas pela baixa variabilidade dos resultados e alto nivel de controle no
experimento (White, 1995). Devido a este fato, estes modelos sdo considerados a
alternativa mais viavel para producao de lesées de carie para estudos experimentais,
que simulam o desafio cariogénico da cavidade bucal sem, contudo, expor os
voluntarios as variaveis das pesquisas. Estes modelos podem ser do tipo quimico:
estatico — imersao do substrato dental em solucdes (Paes Leme et al., 2003; Ferreira
et al, 2007) e géis acidos (White, 1992), ou dindmico - ciclos de
desmineralizacdo e remineralizacdo (Ten Cate & Duijsters, 1982; Ten Cate, 2001).
Esses modelos séo utilizados de acordo com o objetivo proposto para cada estudo em
relacdo a formacdo de diferentes graus de lesdo de esmalte (Featherstone, 1986),
desenvolvimento, progressao e até a paralizacao das mesmas (Ten Cate & Duijsters,
1982; Delbem & Cury, 2002; Argenta et al., 2003; Paes Leme et al., 2003; Paris et al.,
2006). Porém, além dos periodos de tempo de desenvolvimento e progressao da lesdo
de cérie variarem de acordo com o desafio caribgenico a ser determinado, as
caracteristicas da lesdo produzida também diferem em cada método (Amaechi et
al.,1998).

Assim, a utilizacao de estudos in vitro de indugao de carie artificial em esmalte
dentario sao realizados constantemente para avaliar o processo da desmineralizagéo e
suas caracteristicas.

Modelos microbiolégicos de producdo de lesdes artificiais de carie podem
também ser desenvolvidos a partir da exposicdo do substrato a uma ou mais espécies
de microrganismos cariogénicos (Gilmour et al.,1990; Gilmour & Edmunds, 1998;
Francci et al, 1999; Torii et al., 2001; Hashizume, 2002) por meio de biofilme
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monoespécie. Noorda et al., 1986a,b desenvolveram um modelo empregando
Streptococcus mutans. O modelo utilizando microrganismo (modelo biol6gico) simula a
sintetizacdo de polissacarideos extracelulares produzindo &cido latico, a partir da
fermentacdo de sacarose por bactérias aderentes (Francci, 1999). Estas moléculas
insoluveis sdo consideradas contribuintes importantes na integridade estrutural e nas
propriedades patogénicas do biofilme. Isto posto, o modelo bioldgico utilizando
Streptococcus mutans parece ser apropriado para utilizagdo na promogao de desafios
cariogénicos mais similares aos que acontecem na cavidade bucal.

Com o conhecimento do processo da carie dentaria seja por estudos in vitro
ou in vivo, é possivel projetar medidas para a deteccéo das lesdes em estagio precoce,
e avaliar a eficacia de procedimentos terapéuticos, visando limitar o dano pela
interferéncia na progressdo da lesdo ou, melhor ainda, permitindo a reversdo do
processo (Zandona et al., 2010). Diferentes avancos na desmineralizacao do esmalte
pelo processo carioso requerem diferentes abordagens terapéuticas e o estudo dos
diferentes estagios das lesdes, de forma a simular as lesdes encontradas clinicamente
sdo de grande valia neste processo de estabilizacdo e remodelacdo da estrutura
perdida pela carie.

Assim, a identificacdo de diferentes aspectos da lesdo de carie em esmalte
pode ser de grande utilidade na aplicagdo de novas abordagens terapéuticas. As
lesbes de carie podem ser classificadas clinicamente utilizando-se o Sistema
Internacional de Avaliacao e Deteccao de Cérie (ICDAS), idealizado pela Comissao do
ICDAS em 2005. Esta classificagdo baseia-se no conhecimento obtido a partir de uma
revisdo sistematica da literatura (Ismail, 2004). Assim, concluiu-se que, embora estes
critérios de deteccdo da lesdo avaliassem diferentes fases do processo da lesdo de
carie, havia inconsisténcias na forma como este era avaliado, bem como entre os
critérios para medir a extensao do dano causado pelo processo, criando-se o protocolo
ICDAS, reeditado em 2009 (ICDAS Il). Este resume as principais decisdes e critérios
clinicos para diagnéstico e classificacdo destas lesdes, o qual compreende cédigos que
variam de 0 a 6, dependendo da severidade da lesdo e compreendem as seguintes
caracteristicas: (0) higido; (1) primeira mudanca visual no esmalte vista somente ap6s
prolongada secagem com ar; (2) mudanca visual distinta em esmalte; (3) lesdo de
esmalte localizada sem sinais clinicos visuais de envolvimento dentinario; (4)
sombreamento escuro subjacente a dentina (5) distinta cavidade com dentina visivel (6)

extensa cavidade distinta com dentina visivel.
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Os estudos das lesdes artificiais de carie em esmalte, com vistas a avaliar o
efeito remineralizador do fluoreto, enfocam necessariamente lesdes ndo cavitadas, ou
seja, lesdes subsuperficiais que preservem a camada superficial, ao invés de lesbes
que apresentem erosao (Buzalaf et al., 2010). Outras abordagens, como a infiltracao de
lesbes de carie por meio de monOGmeros resinos de baixa viscosidade, como reforgo
estrutural em lesdes até ICDAS 3, tem sido propostos, com resultados positivos.
(Martingnon et al., 2006) Enquanto que estudos de reversibilidade da lesao de carie
apontam que lesdes do tipo ICDAS 1, 2 e 3 séo passiveis de sofrerem paralizagéo e
remineralizacao (Zandona et al., 2012).

Entao, torna-se importante analisar se a producao de carie por meio de biofilme
de S. mutans seria capaz de mimetizar os diversos estagios de progressao de lesdes
de carie em esmalte classificadas como ICDAS 1, 2 e 3 e dessa forma possibilitar o
estudo in vitro de alternativas viaveis de prevencao, interceptagao e limitacdo do dano
produzida pelo processo de carie, com alta relevancia, uma vez que além dos periodos
de tempo de desenvolvimento e progressao da lesdo de carie variarem de acordo com
o desafio caribgenico a ser determinado, as caracteristicas da lesdo produzida também
diferem em cada método (Amaechi et al.1998).

As caracteristicas dessas lesdes de importancia para o monitoramento das
lesbes de carie devem ser abordadas, de forma que tanto a producdo dessas
diferentes lesdes quanto a identificagdo dos aspectos morfoldgicos de superficie, os
parametros de profundidade e volume mineral perdidos, e o0s aspectos
histomorfol6gicos devem ser estudados e diferentes metodologias podem ser aplicadas
para a busca destas respostas.

Cada método de avaliacdo das caracteristicas de lesGes de carie fornece
informagdes que sdo complementares e que, quando associadas, permitem o melhor
entendimento do processo. Algumas formas de acompanhar a evolugéao destas lesdes
clinicamente sao as inspec¢des visuais e radiograficas periddicas, além de obtengéo de
réplicas para analise de superficie em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) e
verificacdo de erosdo de superficie. A associacdo destas informagdes permitiria a
caracterizacao das lesdes classificadas pelos cédigos ICDAS Il (2009), assim como a
comparacao destes achados com os obtidos em trabalhos clinicos (Holmen et al.,
1985, 1987a, b). Em estudos in vitro, ha possibilidade de avaliar a extensao,
profundidade, utilizando-se métodos como pu-TC, microdureza em corte transversal

(KHN), microscopia de luz polarizada e microscopia confocal de varredura a Laser. A
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verificacdo da relacdo entre esses parametros laboratoriais e os achados clinicos
poderiam fornecer evidéncia da progressdo ou paralisacdo do processo de carie e

facilitar o monitoramento do paciente.



2. REVISAO DE LITERATURA

1) Modelos in vitro de producao de lesoes artificiais de carie em esmalte

A carie dentaria pode ser definida como uma doenca multifatorial resultante de
um processo dinamico, que se processa no meio ambiente oral, em periodos
alternados de dissolucao e deposi¢cao de minerais no substrato dentario (Delbem et al.,
2006; Tenuta et al., 2005; Thystrup et al., 1995).

Segundo Featherstone (2008), a cérie dentaria € uma doenga provocada por
metabolismo &acido de bactérias que se difunde para dentro do esmalte e da dentina,
dissolvendo o mineral presente. Essas bactérias produzem acidos organicos como um
sub-produto do metabolismo de carboidratos fermentaveis, sendo o processo de carie o
resultado continuo de muitos ciclos de desmineralizagdo e remineralizagdo. A
desmineralizacdo comeca no nivel atbmico da superficie dos cristais dentro do esmalte
ou dentina e continua, se nao for interrompida, até formar uma cavidade.

A desmineralizacdo consiste de 2 processos: (1) dissolugdo do mineral ao
longo da lesao, e (2) difusdo dos ions acidos que séo transportados da placa para o
interior da lesdo, e ions do mineral do substrato dentario solubilizados transportados
para fora da lesao (Chow, 1990).

Kidd (2004) definiu que a forma das lesdées de mancha branca é determinada
pela distribuicdo do biofilme e da diregdo dos prismas de esmalte. Dentro do esmalte, a
dissolugao se propaga ao longo destes prismas. Em corte transversal, a lesdo suave de
superficie é cbnica. Este formato conico € resultado de variagdes sistematicas da
dissolucdo ao longo dos prismas de esmalte. A maior parte ativa da lesdo esta
localizada ao longo do centro transversal. A lesdo de forma cdnica representa uma
série de etapas crescentes da progressao da lesao de cérie.

Para Arends (1995), em modelos in vitro, pode-se investigar a
desmineralizacédo, remineralizacédo, ou processos des-remineralizagdo. No processo de
carie in vivo, as condi¢gdes sao, infelizmente, mais complexas do que in vitro. Os
processos mencionados de desmineralizagdo e remineralizacdo que ocorrem in vivo
sao influenciados por inUmeros fatores ambientais, ou seja, o biofime dental, a saliva,
os habitos alimentares, e outros. Além disso, in vivo, os periodos de des-

remineralizagdo sdo variaveis e geralmente desconhecidos, e encontram-se



associados a abrasado decorrente de movimentos musculares, alimentacdo e abrasao
mecanica pela escovacao.

Holmen et al. (1987a) realizaram um estudo para examinar as caracteristicas
clinicas e histoldégicas que ocorrem no dente in vivo durante o periodo inicial da
atividade de lesao de carie no esmalte. Inicialmente, os autores desenvolveram as
lesbes de cérie durante quatro semanas em pacientes que estavam utilizando bandas
ortodénticas. Apds o periodo, todos os pacientes apresentaram lesdo de mancha
branca correspondente a retencdo de placa bacteriana no local. Nenhuma limpeza
profissional foi feita e nenhum fluoreto foi adicionado durante o teste. Os pacientes
foram orientados a manter a higiene bucal normalmente. Uma reducao gradual das
lesbes de mancha branca e certo grau de opacidade foram notadas nas 3 semanas
seguintes. ApGs a remocéo das bandas, nenhuma progressao das lesbées de mancha
branca foi notada. Foi notada, também, uma certa diminuicdo na porosidade do
esmalte principalmente na parte mais profunda da lesdo, enquanto que a superficie
externa apresentou maior porosidade. Foi concluido neste estudo que a causa
observada que levou a inativagao natural da atividade de carie foi unicamente relatada
para a remogdao mecanica da producdo de acido pelo biofilme dental, tendo em vista
que nenhum fluoreto e/ou outro agente quimico foi usado. Portanto, a Unica razao para
a regressao na lesao de mancha branca foi somente remover o foco da doenga, com a
higiene oral, que cessou a produgéo de 4cidos no local.

Alteracdo nos conteldos de ions minerais consequentemente altera, também,
a dureza do esmalte. Em um estudo in vitro, estabeleceu-se uma relagdo entre a
microdureza de superficie do esmalte e o conteudo dos minerais célcio e fésforo. O
experimento resultou na redugdo da microdureza de superficie de espécimes
submetidos a desmineralizagdo sob diferentes condicdes experimentais, sempre
ocasionando relacdo na reducao do conteldo de célcio e fésforo em espécimes de
esmalte bovino e humano (Feagin et al, 1969).

Estudos in vitro de inducdo de carie artificial em esmalte dentario sao
realizados constantemente para avaliar o processo da desmineralizacdo e suas
caracteristicas. Diversos modelos s&o descritos na literatura tais como, biol6gico,
quimico estatico e dindmico, e sao utilizados de acordo com o proposto por cada
estudo para formacao de diferentes niveis de lesdo de esmalte (Featherstone, 1986),
desenvolvimento, progressao e até a paralizacao das mesmas (Ten Cate & Duijsters,
1982; Delbem & Cury, 2002; Argenta et al. 2003; Paes Leme et al., 2003; Paris et al.,
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2006). Porém, além dos periodos de tempo de desenvolvimento e progresséo da leséo
de cérie variarem de acordo com o desafio caribgenico a ser determinado, as
caracteristicas da lesdo produzida também diferem em cada método (Amaechi et
al.1998).

Em um estudo feito por Alexandria et al., (2008) foram avaliados fatores como
variacbes de pH, tempo de imersao da amostra e solucéo (ciclagem de pH), simulando
0 processo de desmineralizacdo de esmalte equivalendo com seu processo clinico em
pacientes de alta atividade de carie. Foram observadas lesdes subsuperficiais em um
unico grupo, no qual o esmalte de dente bovino permaneceu em solugdo com pH 5,0
por 16 horas, enquanto que nos demais, foram observadas &reas tipicas de eroséo.

Porém, foi observado que a inclusao de fluoretos em modelos de ciclagem de
pH para produzir lesbes de carie artificial em esmalte, permite a formacao de leséo
subsuperficial, evitando-se assim, o efeito erosivo observado quando do uso da
ciclagem de pH (Argenta et al., 2003).

Ferreira et al. (2007) investigou um modelo de inducdo de desmineralizagao
subsuperficial do esmalte para avaliagdo diagnostica de métodos de imagem.
Cinquenta coroas de dentes higidos foram cobertas com verniz acido-resistente,
deixando uma janela circular de 7 mm? esmalte exposta em uma das faces proximais.
Os espécimes foram divididos em 5 grupos (controle e 4 experimentais) e mantidos
imersos em solucao tampéao pH 4,8, 50% saturada em relagdo ao esmalte, por 60, 75,
90 e 120 dias, ou nao foram expostos a solucdo. As radiografias digitais foram obtidas
antes e ap6s cada periodo de imersao, sendo interpretadas por um radiologista. Para a
validacdo, o esmalte foi submetido a analise de microdureza. Além disso, foram
analisadas as concentracoes de fésforo (P) e célcio (Ca) da solugédo. Os valores de
microdureza para o grupo controle variaram entre 405-432 KHN. Dos quatro grupos
experimentais, o grupo de 60 dias demonstrou os maiores valores (179-370 KHN) e o
grupo de 120 dias, os valores mais baixos (103-277 KHN). As menores concentracdes
totais de P e Ca (1,74 mM e 2,63 mM), respectivamente, foram encontradas nas
solugdes dos grupos de 60 dias, indicando a menor taxa de perda mineral; no entanto,
nao houve diferenca significativa entre os outros grupos experimentais. O desempenho
para deteccdo de imagens compativeis com lesdes de carie foi alta (AZ= 8,89).
Portanto, este modelo in vitro de inducao de desmineralizacdo pode ser considerado

adequado para investigacao de carie.



Um modelo in vitro de producdo de carie artificial deve ter as seguintes
caracteristicas: a facilidade de esterilizacdo dos diferentes componentes, a capacidade
para manipular os componentes do modelo sob condicées assépticas, a facilidade de
acesso para as amostras de teste, a reprodutibilidade dos experimentos e simulagao do
ambiente bucal (Bowden et al, 1979).

)] Modelo biolégico com biofilme bacteriano

Embora muitos pesquisadores utilizem modelos quimicos estaticos com
solugdes acidas ou dindmicos com ciclagem de pH, o modelo biolégico por meio de
biofilme bacteriano tem sido a escolha de outros pesquisadores, pois 0 mesmo é capaz
de formar lesdes semelhantes aquelas que ocorrem in vivo além de permitir o estudo
do comportamento dos materiais restauradores/remineralizadores frente as espécies
bacterianas e seus produtos (Fontana et al., 1999; Gama-Teixeira et al., 2007; Gilmour
et al., 1990; Lobo et al., 2005).

Modelos biolégicos bacterianos cuja microbiota é controlada pelo meio in vitro
apresentam condi¢cbes de nutrientes que proporcionam maneira adequada para se
estudar os ecossistemas microbianos complexos, tais como o biofilme e o seu efeito
sobre o desenvolvimento de carie dentaria. A microbiota do biofilme dental é
extremamente complexa, consistindo de espécies bacterianas variadas. Muitas delas
sao capazes de produzir acido por meio da metabolizacao de carboidrato. As bactérias
mais comumente encontradas no biofilme sao Streptococcus, Actinomyces e
Lactobacillus (Feldchtein et al., 1998); porém a espécie que desempenha papel
primordial na patologia da carie em esmalte, durante a iniciagdo e a progressao € o
Streptoccocus mutans.

Dentre os métodos biologicos de producdo de cérie in vitro encontram-se
modelos que utilizam biofilme multi-espécie (Gilmour et al., 1990; Yue et al., 1992;
Steiner-Oliveira et al., 2007) ou de espécie unica (Marsh, 1995; Koo et al., 2003; Lobo
et al., 2004; Seemann et al., 2005; Vasquez & Cury, 2010)

E provavel que um modelo in vitro de biofilme bacteriano apresente menor
variabilidade inerente que um experimento in vivo, desde varidveis como fluxo periddico
de ingestdo de carboidratos e composicdo da populacdo bacteriana, os quais podem
ser controlados com maior precisdo in vitro, € por permitir o controle das demais

variaveis de um ambiente experimental. Além disso, um modelo in vitro que utiliza
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biofilme bacteriano, provavelmente, seja mais representativo do que os sistemas
quimicos, uma vez que na carie dentaria o processo liderado pelo acido produzido
pelas bactérias inseridas num biofilme é muito diverso. Somado a isso, outros
subprodutos bacterianos que ndo somente o acido sao liberados e podem interferir no
processo de cérie (Grossman et al., 1999; Aldsworth et al., 2001).

As primeiras preocupacdes com este método residiram no fato de que o
método ndo produziria lesdes subsuperficiais, mas permitiriam a “quebra” da superficie
do esmalte, por meio de erosdo da superficie. Os primeiros estudos utilizando um
modelo microbiolégico para producdo de lesdes de carie foram publicados por
Zahradnik et al. (1977) que reportaram ter produzido lesdes similares as naturais, na
subsuperficie do esmalte, em dentes suspensos em meio contendo S. mutans.
Dummer et a.l (1982) usando S. mutans NCTC 10832 em um meio de cultura, foram
capazes de produzir lesdes similares a carie subsuperficial em esmalte, observando-as
em microscopia optica de luz polarizada.

Clarckson et al., (1984) realizaram um estudo a fim de produzir lesées de
esmalte subsuperficial e lesbes de carie em superficie radicular, in vitro, utilizando
Streptococcus mutans FA1 cultivadas em caldo tioglicolato (NHI) contendo 3,57% w/v
de dextrose e 2% w/v de gelatina. Apds o periodo de duas semanas, os blocos de
esmalte foram seccionados longitudinalmente e as fatias novamente expostas aos
desafios acidos no gel bacteriano. Desta forma, o progresso de cada leséo foi seguido
por um total de seis semanas. As fatias de cada espécime, com 80 um de espessura,
foram submetidas para avaliacdo em microscopia Optica em luz polarizada e
microrradiografia. Quando visto em luz polarizada ap6s embebicao em agua, as lesdes
de esmalte tinham uma zona de superficie negativamente birrefringente e corpo
positivamente birrefringente da lesdo. Essas lesdes produzidas depois de seis
semanas, apdés embebicdo em quinolina, exibiram uma zona escura. A superficie
radicular lesdes de cérie exibiu uma zona de superficie menos radiolticida acima de um
corpo de leséo fortemente desmineralizado. No entanto, nenhuma dentina reacional foi
vista nas lesdes in vitro.

Muitos estudos com S. mutans tentaram mostrar que este microrganismo foi
especifico para o processo de cérie e identificar como isso poderia ocorrer em seres
humanos. Aspectos extensivamente investigados incluiram a capacidade do S. mutans
de: (1) produzir de acido a partir de carboidratos rapidamente fermentaveis e baixar o
pH, (2) sobreviver e continuar a produzir 4cido no pH acido, (3) produzir altos niveis de
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polissacarideos intra e extracelulares, em grande parte como componentes de
armazenamento para prolongar a formacao de acido e um pH acido, e (4) além dos
polissacarideos extracelulares, produzir polimeros para facilitar a aderéncia as
superficies dos dentes e a acumulacado de grandes depdésitos bacterianos (Kleinberg
2002).

Yue et al., (1992) realizaram um estudo com o objetivo de produzir um modelo
utilizando placa dentaria multibacteriana para producao de carie artificial. Uma placa
artificial multibacteriana foi estabelecida in vitro em blocos de esmalte incubadas em
cultura mista de Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans (sorotipo c),
Streptococcus salivarius, Lactobacillus casei e Actinomyces viscosus. A mesma
estrutura tipica da placa natural era vista em microscépio. A lesdo de carie, como
produzido sob a placa foi observada em sec¢des de esmalte. A lesédo foi semelhante em
aparéncia aos naturais tanto visualmente como em microscopio eletrdnico de
varredura. Os acidos produzidos em ambos os meios de cultura e a placa artificial
foram similares em composicao e ao tipo dos produzidos na placa natural apds
exposi¢cado ao acgucar. Concluiu sugerindo que este tipo de modelo de placa pode ser
util no estudo de processos de carie, in vitro, uma vez que € facilmente controlado, quer
alterando a composicdo de bactérias ou através da adicdo de diferentes tipos de
nutrientes nos meios. Além disso, os resultados serdo mais faceis de explicar quanto
os produzidos naturalmente.

Marsh, em 1995, realizou uma revisdo sobre modelos de carie dentaria
(laboratorio, animais e humanos em modelos in situ), pois variam muito em sua
complexidade microbiol6égica. Concluiu que modelos laboratoriais variam de culturas
mono-espécies cariogénicas que proporcionam um desafio acido ao esmalte, ao
desenvolvimento de diversas culturas mistas crescendo num meio artificial simulando
ao que ocorre no meio bucal. Os ultimos sistemas sao de valor para determinar tanto
mecanismos de agdo ou de causa e efeito relacionamentos, por exemplo, entre os
componentes dietéticos ou agentes antimicrobianos e da microflora. Modelos
laboratoriais mostraram também que a sensibilidade de bactérias orais para inibidores
€ marcadamente reduzida quando crescendo formando biofilmes, tais como placa
dentaria. Os modelos animais tém demonstrado de forma inequivoca que a carie € uma
doenca infecciosa. A utilizagcdo desses modelos permitiu comparacdes quanto a: (a)
cariogenicidade de diferentes espécies bacterianas, (b) o papel da dieta, e (c) os
efeitos de potenciais agentes anti-carie. Pode-se dizer que a desmineralizacdo pode
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ser acelerada através da inoculagcao de bactérias cariogénicas adicionais juntamente
com suplementacao por sacarose intra ou extra-orais.

Aldsworth et al., (2001) realizaram um estudo com o objetivo de desenvolver
um simples modelo in vitro utilizando um sistema de crescimento bacteriano para
estudar os aspectos da carie dentaria. Utilizaram suspensdes padronizadas de
bactérias as quais foram inoculadas em Ultrafree -CL (Millipore) em varias densidades
de unidade de infiltracdo. Estas foram incubadas durante varios intervalos de tempo,
com uma gama de fontes de carbono. As peliculas bacterianas reprodutivas que
atingiram entre 10’ e 108 UFC cm®, independentemente do nimero inoculado, ndo
apresentaram mudancas significativas por 14 dias. No entanto, Streptococcus mutans
cresceram através de membranas com poros de didmetro maior do que o 0-A1 um
apds 6 dias. A cultura de biofilmes na sacarose ou na agua em 6 dias levou a uma
diminuicdo do numero de unidades formadoras de colénias, mas retorna-las no caldo
reverteu isso. Os autores concluiram que biofilmes reprodutiveis de bactérias orais
podem ser cultivadas em unidades Ultrafree-CL. Este estudo mostrou que as unidades
Ultrafree-CL podem ser usadas como um modelo de sistema simples para crescimento
de biofilmes que poderiam ser utilizados para a pesquisa de carie dentaria.

De acordo com Hashizume (2002), o Streptococcus mutans € implicado como
um potente indutor cariogénico no homem. Por causa disso, 0s mecanismos pelos
quais o S. mutans se adere nas superficies dentarias sdo muito estudados e sao
considerados potencialmente importantes no alcance de intervengbes anti-
cariogénicas. Este estudo teve como objetivo utilizar secgcdes nao descalcificadas de
esmalte para observar a sequéncia de alteragdes ultra-estruturais de cristais de
esmalte com biofilme de Streptococcus mutans nas fases iniciais de carie. Blocos de
esmalte foram incubados de 1 a 7 dias com suspensao de S. mutans e o pH do biofilme
foi medido. Eles foram observados em microscopia de luz polarizada e microscopia
eletrbnica de transmissdo, e o numero de bactérias localizadas na area adjacente a
superficie do esmalte foram contadas. Foi observado que o pH do biofilme caiu para 4 ,
depois de 1 dia de incubacao e o numero de S. mutans aumentado em 4 dias. Cristais
de esmalte de forma redonda foram observados nas amostras de 2 dias e a partir do
dia 4, as imagens dos cristais que mostraram defeitos e perfuracbes foram
visualizados, tornando-se mais defeituoso ao longo dos dias de incubacao. O periodo
de tempo que o esmalte foi exposto ao biofilme foi o principal fator para que ocorra a
desmineralizagao dos cristais do esmalte. Geralmente, o sistema de indugao de cérie in
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vitro pode normalizar as alteragOes relacionadas com o tempo do estabelecimento
dobiofilme de Streptococcus mutans e a sua relagdo com a desmineralizacdo dos
cristais de esmalte em nivel ultra-estrutural, e assim, proporcionar um modelo Gtil para
a avaliagcéo dos efeitos de varios agentes anticariogénicos.

Seeman et al., (2005) relataram sobre o desenvolvimento e os testes iniciais de
um novo modelo de carie microbiologico. Para isto, as amostras foram fixadas em um
suporte giratoério dentro de uma camara de reacdo hermeticamente cercado por uma
caixa de luvas esterilizadas. Um ambiente cariogénico foi obtido pela inoculagdo com
Streptococcus mutans (ATCC 25175), combinado com um suplemento continuamente
repetido de solucdo de sacarose, caldo de soja tripticase e saliva artificial aplicada por
gotejamento. Foram utilizados vinte e cinco pré-molares superiores livres de carie. As
areas mesiais das fissuras oclusais tinham sido seladas com um selante a base de
resina (grupo de teste 1). Para produzir fendas marginais, as partes distais foram
umedecidas com saliva antes da aplicagéo de resina (grupo de teste 2). Cinco dentes
serviram como controle e foram expostos a todos os fluidos sob condicbes estéreis,
antes de ser removidos do sistema apds 7 dias. Os espécimes testes foram infectados
com S. mutans e foram incubados durante mais de 14 dias. Nenhuma contaminacao
ocorreu durante o periodo de 3 semanas de operagdo. As desmineralizacbes foram
avaliadas por meio de microscopia confocal de varredura a laser. Apenas 0s espécimes
testes mostraram sinais claramente visiveis de formacéo de biofilme e lesdes de carie.
A profundidade média da lesdo primaria ndo diferiu significativamente entre os grupos
de teste. As profundidades de lesdo da parede e as areas de superficie
desmineralizada debaixo dos selantes de fissuras foram significativamente maiores no
grupo de teste 2. Assim, este modelo permitiu a producdo simultdnea de lesdes de
carie de esmalte - como primarios e secundarios - em um consideravel nimero de
espécimes e facilitou a possibilidade de manipular e transferi-los sem necessariamente
encerrar 0 experimento, abrindo novas possibilidades para a investigacao in vitro de
carie.

Koo et al.,, (2003) realizaram um estudo com o objetivo de investigar a
influéncia da apigenina e tt-farnesol, isolados e em combinagéo, sobre o acumulo,
composicao do polissacarideo e viabilidade de biofilmes de S. mutans UA159. Para tal,
os biofilmes foram cultivados por 54 horas e, em seguida, os biofiimes formados
primeiramente foram tratados durante 1 minuto, duas vezes por dia, com uma das

seguintes formas: (i) 1,33 mM de tt - farnesol; (ii) . 1,33 mM apigenina; (iii) apigenina +
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tt- farnesol (1,33 mM cada); (iv) veiculo controle (etanol a 20 % com 0,75 % de dimetil -
sulféxido); (v) Clorexidina 0,12% (1,33 mm); ou (vi) salina fisiolégica (NaCl 145 mM). O
procedimento foi repetido em idades de biofilme 78 e 102 horas, e os biofilmes foram
colhidos em 126 horas. Foram determinados o peso seco, a concentragdo de proteina,
quantidade de UFC e composicao do polissacarideo por biofilme. Os pesos secos dos
biofilmes tratados com os agentes de teste foram significativamente menor (30-50%) do
que aqueles tratados com o veiculo controle (P<0,05). Os biofilmes tratados com os
agentes testados também resultaram em valores mais baixos de glucanos — alcalinos
soluveis extracelulares, polissacaridos-iodofélicos intracelulares e, em menor extensao,
os frutanos. A atividade frutosiltransferare foi afetada apenas pela apigenina e
apigenina + tt-farnesol. As contagens viaveis de S. mutans recuperaveis estavam
ligeiramente mais baixas (0,5 a 1 logio diminuicdo em UFC/biofilme) apds tratamentos
apigenina e tt-farnesol comparado com o veiculo controle. A clorexidina exibiu potente
atividade bactericida e praticamente destruiu o maior acumulo de biofilmes (54h de
idade) formados primeiramente. Foi concluido que a apigenina e tt-farnesol afetaram o
acumulo e conteudo de polissacarideo de biofilmes de S. mutans, sem grande impacto
sobre a viabilidade bacteriana.

Em um estudo realizado por Steiner-Oliveira et al. (2007) observou-se que o
modelo microbiolégico multi-espécie utilizado de S. mutans e S. sobrinus foi capaz de
produzir lesdes de carie em todas os blocos de dentes, trocando-se 0 meio a cada 12
horas em alguns grupos e a cada 24 horas em outros, mas nao foram encontradas
diferencas entre a cariogenicidade dos microorganismos. Também concluiram que,
apesar de nao haver diferencas estatisticamente significativas entre os periodos de
trocas do meio, ou nas estirpes de bactérias utilizadas para produzir a
desmineralizacéo, o periodo mais adequado para mudar o meio, seria a cada 24 horas,
seja através de S. mutans ou S. sobrinus.

Vasquez & Cury (2010) realizaram um estudo com objetivo de validar um
modelo de formagéo de biofilme de S. mutans que simulasse episodios “feast-famine”
(nutricdo e fastio) na exposicao a sacarose, que ocorrem na cavidade oral, mostrando
susceptibilidade na dose-resposta aos antimicrobianos e permitindo a avaliagcdo de
substancias com potencial anticarie. Para tal estudo, biofilmes de S. mutans UA159
foram cultivados durante 5 dias em blocos de esmalte bovino a 37°C, em 10 % de COso.
Para validar o modelo, os biofiimes foram tratados 2x/dia com digluconato de
clorexidina (CHX) a 0,012, 0,024 e 0,12% (concentracdo com reconhecido efeito anti-
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placa ) e 0,05% NaF (concentragdo com reconhecido efeito anticarie). CHX mostrou
efeito dose - resposta de diminuicdo da biomassa, a viabilidade bacteriana e
desmineralizagcao do esmalte (p <0,05). Enquanto que 0,05 % de NaF nao mostrou
efeito antimicrobiano, mas teve um efeito semelhante ao de 0,12 % de CHX diminuindo
a desmineralizacdo do esmalte (p <0,05). Foi concluido que o modelo desenvolvido
tem potencial para avaliar o efeito das substancias sobre o crescimento de biofilme e
na desmineralizacdo do esmalte.

Ribeiro et al., (2012), realizaram um estudo com objetivo de testar a hipdtese
de que o Ferro (Fe) pudesse ter um efeito anti-carie, por inibicdo especifica da enzima
glicosiltransferase (GTF) de Streptococcus mutans, que ainda nao foi claramente
estudada. No estudo, os biofilmes de S. mutans foram formados em blocos de esmalte
bovino com uma dureza de superficie pré-determinada (SH). Os biofilmes foram
expostos oito vezes ao dia em 10 % de sacarose, e foram submetidas a um dos
seguintes tratamentos duas vezes ao dia: G1 - NaCl a 0,9% como controle negativo;
G2 - 0,12% de digluconato de clorexidina (CHX) como controle positivo anti-bacteriano;
G3 - 0,05% de NaF (225 ppm F) como controle positivo anticarie; G4, G5 e G6 - sulfato
ferroso (Fe?*) em concentracdes de 1,0; 10,0; e 100,0 mg Fe/mL, respectivamente. O
experimento foi realizado em triplicata e foi repetido trés vezes (n=9). O pH do meio de
cultura foi trocado a cada 24 horas, como um indicador de acidogenicidade do biofilme.
O biofilme formado em cada bloco foi recolhido para a determinacao de bactérias
viaveis e concentracdo de polissacarideos extracelulares (EPS). A dureza da superficie
(SH) do esmalte foi novamente determinada e a porcentagem de perda de dureza
(%SS) foi calculada como um indicador de desmineralizagdo. O tratamento com ferro
reduziu o numero de bactérias viaveis formadas no biofilme S. mutans (p=0,04), de
uma forma dependente da dose e também reduziu a porcentagem de perda de dureza
do esmalte (p = 0,005). Em 100 pg/mL, o ferro reduziu a desmineralizacdo do esmalte
de forma tao eficaz como clorexidina e NaF ( p < 0,05 ), mas nao inibiu a producgéo de
EPS. Em conclusdo, os dados sugerem que o mecanismo de agado anti-carie do Fe
pode ndo envolver a inibicdo da oxidacao de GTFs .

lll) Diagndstico clinico das lesdes de carie

O diagnéstico € um julgamento clinico que antecede uma decisdo de
tratamento para as les6es de carie. Quando esta lesdo estd em causa, o diagndstico
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implica a deteccdo de uma lesdo de cérie, estimando sua profundidade e grau de
desmineralizacdo. A natureza dindmica da progressdo da lesdo de céarie pode exigir
que a classificacao de lesées de carie faga distincbes em cada estado de atividade.
(Nyvad e Fejerskov, 1997).

A carie de esmalte é observada, inicialmente, como uma lesdo de mancha
branca. Esta € uma pequena area de desmineralizagdo de subsuperficie que fica
abaixo do biofilme dentario. O corpo da lesdo de subsuperficie pode ter perdido tanto
quanto 50% do conteudo mineral original e muitas vezes o0 mesmo € coberto por uma
camada de superficie aparentemente intacta. O processo de desmineralizagdo continua
cada vez que ¢é feita ingestdo de carboidratos que sao metabolizados pelos
microrganismos (Silverstone,1973; Featherstone, 2000). Clinicamente, aparenta uma
mancha branca opaca, devido a mudanga do indice de refracdo da area de perda
mineral, quando comparada com o do esmalte higido que aparenta translucidez
(Featherstone, 2000).

Quando se realiza a secagem da superficie da area desmineralizada (mancha
branca), os poros das diferentes zonas da lesdo sdo preenchidos com ar resultando
num indice de refracdo 1,0, e ao contrario disso, previamente a secagem, eles estdo
preenchidos com agua, onde o indice de refracao resulta em 1,33. Ja ambos os valores
sao diferentes de uma superficie mineralizada, a qual possui um indice de refracao de
1,62. E devido a isso, essa diferenca nos indices de refracdo, associada a rugosidade
da superficie, faz com que a lesdo de mancha branca ativa apresente-se com
caracteristica branca opaca (Thysltrup & Fejerskov, 1995).

Nyvad e Fejerskov (1997) realizaram um estudo onde tiveram como objetivo
compilar e discutir a literatura que se refere a avaliagéo clinica da atividade de lesao de
carie e examinar se os recentes desenvolvimentos na investigacado microbiol6gica
podem justificar a utilizacado de métodos microbiol6gicos para avaliacao da atividade de
carie. As observacoes clinicas sugerem que a progressao da lesdo pode ser presa em
qualquer fase do desenvolvimento de lesdes, desde que clinicamente condicdes livres
de placa sejam obtidas. Os diagndsticos de carie ativa e inativa foram validados por
uma série de métodos histolégicos e quimicos que tém apoiado a separacdo em
categorias clinicas distintas. Métodos microbiologicos simples até agora nao tém sido
Uteis na diferenciacao entre lesdes de carie ativas e inativas. Poucos estudos avaliaram
a confiabilidade inter- e intra-examinador dos critérios de diagndstico de carie com base
na avaliagdo do estado das lesdes ativas, mas dados recentes indicam que as lesdes
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de carie ativas e inativas podem ser identificadas com um alto grau de confiabilidade.
Um esquema de decisbes para a céarie dentaria € apresentada por meio do qual é
possivel associar a avaliacdo de sua atividade com uma modalidade de tratamento
adequado. Concluiu-se que pesquisas incluindo melhores métodos de avaliagdo da
atividade clinica de carie deveriam ser estimuladas.

Segundo Kidd & Fejerskov (2004), relataram que as caracteristicas da
superficie dentaria fornecem informagdes valiosas, por exemplo, uma lesdo de mancha
branca visivel apenas em uma superficie seca, provavelmente, esta restrita a superficie
do esmalte, ao passo que uma lesao visivel em uma superficie umida, provavelmente,
penetrou mais através do esmalte e pode, ou ndo, ter chegado a dentina. A formacéao
da cavidade pode ser considerada um momento muito importante clinicamente, devido
ao fato do biofilme penetrar dentro de uma microcavidade e permanecer 14 protegido
pela mesma, e, a menos que o paciente seja capaz de limpar a area, o processo de
progressdao de céarie continuara. O biofilme que penetra no interior dessas
microcavidades favorece uma mudanca ecoldgica devido a presenca de bactérias
anaerdbias produtoras de acido. Presumivelmente, a cavidade é criada pela primeira
vez por injurias mecéanicas durante a mastigacdao, microtraumas durante o desgaste
interdental, ou até mesmo, descuidado por sondagem realizada pelos dentistas.

Segundo Ismail (2004) ha muitos critérios para diagnosticar lesdes de cérie. Os
estudos de levantamento epidemioldgico para deteccédo de lesdes de carie devem ser
conduzidos de forma a identificar protocolos cientificamente fundamentados que
possam levar a verificacdo de um elevado grau de confiabilidade entre examinadores.
Todo diagnéstico de carie e suas questdes envolvidas devem ser baseados em
evidéncias cientificas para avancarem no campo da deteccao de cérie, diagndstico e
gestdo em saude.

As lesdes de carie tém sido tradicionalmente avaliadas com critérios da OMS,
incluindo apenas as lesbes de carie oObvias. O critério “International Caries and
Assessment System® (ICDAS) foi desenvolvido para incluir lesées de carie iniciais em
esmalte de acordo com o estagio de sua evolugcao, bem como para categorizar os
"6bvios", as lesdes de carie em dentina de acordo com sua progressao (Pitts, 2004,
2005 e 2009). O critério ICDAS foi desenvolvido como um sistema padronizado com
base em evidéncias de que deve levar a melhor informacao de qualidade para iluminar
as decisbes sobre o diagnéstico apropriado, progndstico e manejo clinico das lesdes de
carie tanto em nivel individual como a saude publica. O ICDAS parece dar informacdes
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adequadas a partir da ocorréncia de lesdes de carie e suas correlagcdes entre as
superficies dos dentes deciduos e permanentes (Pitts, 2004; Honkala et al., 2011).

Um objetivo importante no desenvolvimento ICDAS é fornecer flexibilidade para
clinicos e pesquisadores para escolher a etapa de processo de carie e outras
caracteristicas que atendam as necessidades de suas pesquisas ou praticas. Por isso,
o comité ICDAS desenvolveu o conceito "wardrobe", onde os usuarios podem decidir
em que fase (ndo cavitada ou cavitadas) e gravidade que pretendem mensurar a carie
dentéria. A Unica condicdo é a exigéncia de que as definicbes ICDAS usadas para
qualquer fase da carie dentaria seja escolhido para um estudo especifico (Ismail et al.,
2007)

Alguns estudos in vitro ja testaram a validade e reprodutibilidade dos ICDAS
(Jablonski-Momeni et al., 2008; Diniz et al., 2009; Shoaib et al., 2009) e outros in vivo
(Braga et al., 2009; Mendes et al., 2010).

Os novos critérios para a deteccdo e avaliacdo de céarie dentaria foram
referidos como ICDAS II. Participantes de um seminario realizado concluiram a
deliberagdo do método ao reconhecer que o sistema ICDAS continuard a evoluir a
medida que novas informacdes e ferramentas forem desenvolvidas e validadas. O
ICDAS Il apresenta uma base sobre a qual os instrumentos de avaliacdo de novas
lesbes de carie poderiam ser incorporados para auxiliar na tomada de decisées mais
precisas para a pratica clinica, bem como para a investigagao clinica e epidemioldgica.
O sistema ICDAS Il se esforca para alcancar a integracdo e coordenacdo do
emergente campo da avaliacao de cérie. Pequenas revisées foram feitas apos in vivo e
in vitro em exercicios de treinamento de uma reunido do ICDAS.

Um estudo feito por Piovesan et al. (2013), teve como objetivo propor uma
metodologia de laboratério para simular os exames realizados para detectar lesées de
carie utilizando o indice Internacional e Sistema de Avaliacdo (ICDAS), em
levantamentos epidemiolégicos. Dezesseis alunos de graduacdo receberam um
treinamento de diagnostico clinico utilizando os parametros ICDAS, o qual foi
conduzido por um examinador de referéncia que conduziu todas as sessdes. Um total
de 67 dentes deciduos esfoliados, variando de higidos até com cavitacao extensa,
foram fixados em sete arcos em modelos para simular bocas completas na denticao
decidua. Os alunos avaliaram todas as superficies dos dentes sob iluminagéo, usando
espelhos bucais e sonda ponta romba, em duas ocasifes, utilizando apenas nas
superficies oclusais de lesbes de carie primarias, do ICDAS. Como padrdo de
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referéncia, dois examinadores avaliaram as diferentes faces proximais por inspecao
visual direta, classificando-as em higidas, les6es ndo-cavitadas, ou cavitadas. Depois,
os dentes foram seccionados no sentido vestibulo-lingual, e os examinadores
avaliaram as se¢bes em estereomicroscopio, classificando as superficies oclusais e
lisas de acordo com a profundidade da lesdo. A reprodutibilidade inter-examinador foi
avaliada utilizando indice kappa ponderado. Sensibilidade e especificidade foram
calculadas em dois limites: todas as lesbes iniciais e lesdes avancadas (lesGes
cavitadas em superficies proximais e lesdes atingindo a dentina em superficies oclusais
e lisas). Concluiu-se que a metodologia proposta para treinamento e calibracdo dos
varios examinadores designados para levantamentos epidemiolégicos de carie dentéaria
em criangas pré-escolares utilizando o ICDAS é viavel, permitindo a avaliacdo da
confiabilidade e precisdo dos examinadores previamente para o desenvolvimento da

pesquisa.

IV) Métodos de avaliacao de les6es de carie in vitro

Nakata et al., (2012) realizaram um estudo, para indicar a possibilidade de uma
nova abordagem para a criacdo de perfis de densidade mineral e para examinar as
mudancas longitudinais na taxa de remineralizagao (Ra) e densidade mineral (DAs) em
4 diferentes profundidades do esmalte: zona de superficie (SZ), o corpo da leséo (LB),
zona intermediaria (MZ), zona de profundidade perto da &rea higida: (DZ) em lesbes de
subsuperficie de esmalte, onde oito blocos de esmalte-dentina bovinos
desmineralizados foram remineralizados por 1 a 4 semanas e investigados usando
microtomografia computadorizada (u-CT). Apbs a tomografia computadorizada, foram
criados perfis de densidade mineral. A densidade mineral em cada profundidade, apés
desmineralizagdo, foram SZ=LB<MZ<DZ. O aumento na Ra era o maior na primeira
semana de remineralizacdo e diminuiu ao longo do tempo. Incrementos da densidade
mineral foram maiores no fim de SZ = LB> MZ> DZ. Este estudo indicou uma nova
abordagem para criar um perfil de densidade mineral e sugeriu maior o valor da
densidade mineral antes da remineralizagdo, os incrementos menores de densidade
mineral.

Magalhaes et al., (2009) realizaram um estudo com 0s seguintes objetivos: (1)
correlacionar dureza da superficie (SH) e dureza em corte transversal (CSH) com
parametros microrradiograficos de lesdes artificiais de esmalte; (2) para comparar as
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lesbes preparadas por protocolos diferentes. Para o estudo, cinquenta espécimes de
esmalte bovino foram alocados por randomizacao estratificada de acordo com seus
valores iniciais de dureza de superficie em cinco grupos de lesdes produzidas por
diferentes métodos: gel MC (acido lactico gel de metilcelulose, pH 4,6; 14 dias); Gel de
PA (acido poliacrilico/acido lactico/hidroxiapatita, pH 4,8; 16 horas); MHDP (difosfonato
tampao lactato subsaturada/metilo, pH 5,0; 6 dias); tampao (tampao subsaturado de
acetato/fluor, pH 5,0; 16 horas), e ciclagem de pH (7 dias). A dureza da superficie das
lesbes (SH1) foi medida. Os espécimes foram seccionados longitudinalmente para
analise por microrradiografia transversal (TMR) e microdureza longitudinal (CSH)
medido de 10 - 220 um de profundidade a partir da superficie. No geral, houve uma
correlacdo média, mas nao-linear e relacao variavel entre o conteddo mineral e
VCSH ~/SH; foi de fraca a moderada, correlacionadas com as propriedades da camada
superficial, fracamente correlacionadas com a profundidade da lesdao, mas nao
correlacionadas com a perda mineral integrada. As lesbes MHDP mostraram maior
perda mineral da subsuperficie, seguida por ciclagem de pH, tampao, gel PA e les6es
a partir de gel MC. As conclusées foram: (1) CSH, como uma alternativa ao TMR, nao
estima o conteudo mineral de forma muito precisa, mas da informacbes sobre as
propriedades mecéanicas das lesdes; (2) SH néo deve ser utilizado para analisar as
lesbes; (3) os protocolos para a producdo de lesdes de carie artificiais diferem
especialmente quando se considera o método de analise. O impacto das diferentes
propriedades das lesbées produzidas por estes cinco protocolos mais a remineralizagao
devem ser analisados.

Field et al., (2014) realizaram um estudo com o objetivo de testar a hipdtese
nula de que nao existem diferengas significativas nas caracteristicas de superficie
inicial de espécimes de esmalte humanos, ovinos e bovinos preparados usando o
mesmo método para ambos. Vinte blocos de esmalte de coroas de incisivos bovinos,
humanos e ovinos foram preparados e polidos com pasta de éxido de aluminio 3 pm. A
rugosidade média (Ra), tendo parametros (MR1, MR2, RPK, Rk, Rvk), microdureza
superficial e microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram utilizados para comparar
os diferentes substratos. A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar
quantitativamente caracteristicas de superficie entre os tipos de substrato. A
rugosidade de esmalte humano, bovino e ovino e a microdureza foram
significativamente diferentes um do outro no baseline (P <0,001); esmalte ovino foi o
mais rugoso e com menor dureza, e 0 esmalte bovino foi 0 que apresentou menor
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rugosidade e maior dureza. A MEV permitiu uma comparagéao visual a ser feita entre
tipos de substratos, o que confirma os dados quantitativos. Os autores concluiram que
o esmalte de espécimes humanos, bovinos e ovinos mostraram significativamente
caracteristicas diferentes da superficie depois de preparados. A hipdtese nula foi
rejeitada, reconhecendo que as mesmas técnicas de preparo nao resultardo
necessariamente em caracteristicas consistentes iniciais de rugosidade ou de
superficie entre os tipos de substratos. As superficies de estudos devem ser
preparadas e polidas de forma padrdo para garantir que os dados inicias sejam
registrados para uma possivel comparacéo.

21



3. PROPOSICAO

Este estudo teve como obijetivo verificar a possibilidade de se produzir in vitro,
por um modelo biolégico (biofilme de Streptococcus mutans), lesbes de carie em
esmalte bovino, com caracteristicas clinicas similares aquelas do protocolo ICDAS I,
cddigos 1, 2, e 3; identificar o tempo de desmineralizagdo necessario para a producao
de lesbes de carie em esmalte Codigos 1, 2 e 3; e caracterizar estas lesées quanto a
profundidade, analise de superficie, area e volume da lesdo, perda mineral e

caracteristicas clinicas, por meio de métodos qualitativos e quantitativos.
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4. MATERIAL E METODOS

Preparo dos espécimes

Para obtencao de 45 blocos de esmalte, foram utilizados 141 incisivos bovinos,
recém extraidos, livres de carie e trincas, os quais foram armazenados em agua dentro
de frasco plastico e congelados em freezer a -20° C até o uso. A fim de se obter os
blocos, as raizes foram seccionadas 1 mm aquém da juncdo amelocementaria e
descartadas, entdo as coroas foram seccionadas perpendicularmente ao longo eixo do
dente, no sentido Mesio/Distal, com disco diamantado dupla face, (Dia. Wafer Blade
12205, Extec Corp.) montado em maquina de corte de baixa velocidade (lsomet;
Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA), resfriado a agua, obtendo os blocos da face
vestibular (5 x 5 x 5 mm), sendo 1 bloco por dente.

Os blocos de esmalte foram fixados em discos de acrilico com cera para
escultura, com a face de dentina exposta para serem planificadas e polidas com lixas
de carbeto de silicio (Carbinet, Buehler Ltd, Lake Buff, IL, USA) em politriz
metalografica, objetivando a obtencédo de uma superficie plana e paralela a base. Para
obter-se o paralelismo, a dentina foi planificada com lixa de granulacdo 340, sob
refrigeracdo com &gua deionizada por 30 segundos em baixa velocidade.
Consequentemente, as amostras foram fixadas expondo o esmalte externo, acoplados
com cera nos discos de acrilicos para obtencao de uma superficie plana e paralela a
base. O polimento do esmalte seguiu-se com lixas de carbeto de silicio, de granulacao
340, 600, 1200, 2400 e 4000 até a obtencao de superficies de esmalte polidas. As
amostras foram limpas em ultrassom por 10 minutos a cada troca de lixa, para remocao
de residuos da superficie da amostra.

Foi realizada a medida da microdureza de superficie (SMH), utilizando
durémetro (HMV 9000 /Shimatzu Corporation, Japan) com diamante Knoop, sob carga
de 25 gF por 5 segundos, produzindo trés endentacbes espacadas lateralmente 100
um uma da outra (Figura 1), no centro da superficie do esmalte (Vasquez & Cury,
2010). A média dos trés valores de cada bloco foi calculada e os espécimes foram
selecionados de acordo com a meédia + 10% (Giacaman et al, 2013), sendo
selecionados 15 blocos para cada grupo. Ao final do experimento, para cada grupo
foram aleatoriamente selecionados 15 espécimes para o estudo.
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Dureza Knoop

Figura 01: Esquema da localizagéo das endentagdes para mensuragéo da dureza Knoop
na superficie de esmalte para selecao dos espécimes. 1 — Placa de acrilico; 2. Bloco de
esmalte; Seta azul — endentagbes espagadas a cada 100 ym.

Apéds a selecao dos blocos, foram cobertas duas areas laterais da superficie
dos espécimes, cada uma com 1,5 x 5 mm, com verniz acido resistente (Colorama;
CEIL Com Exp Ind. Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil), com excecao da area central de 2 x 5

mm, equivalente a area a ser exposta ao desafio cariogénico (Figura 02).
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Figura 02 — Espécime coberto com verniz acido resistente (vermelho), deixando

exposta uma area de 2 x 5 mm (branca).

Os 45 espécimes foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n=15). Feito
isso, os mesmos foram fixados nas placas de acordo com os grupos: Cédigo 1, Codigo
2 e Cdbdigo 3. Foram utilizadas trés placas de poliestireno de 24 pocos (EasyPath, Sao
Paulo Brasil), uma para cada grupo. O posicionamento dos espécimes nos pocos foi
feito por meio de um fio ortodéntico com 9 mm de comprimento (Morelli, Sorocaba, SP,
Brasil) que foi fixado a tampa da placa com cera para escultura (Kota, Sdo Paulo,
Brasil) (Figura 03).
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Figura 03: Disposi¢cao do dente dentro do pogo, fixado pelo fio ortodéntico de 0,9 cm de
comprimento.

Apos a fixagdo dos espécimes, as placas foram embaladas em gral cirurgico e
esterilizadas em o6xido de etileno na Acecil (Central de Esterilizagdo Com. Ind. Ltda.

Campinas-SP, Brasil).

Desenvolvimento de Lesao Artificial de Carie em Esmalte com Biofilme

de Streptococcus mutans.

) Preparo do meio de cultura e do concentrado de sacarose

O meio de cultura utilizado foi o BHI (Brain Heart Infusion — BD Difco
Laboratories), que apds o preparo foi dividido em aliquotas de 160 mL, armazenadas
em frascos de vidro com tampa rosca (Uniglass — 250 mL), os quais foram esterilizados
em autoclave (Prismatec — Autoclave vertical; 220 V) por 15 minutos, em temperatura
120° C a 1 kg/cm2. Apds o esfriamento, as misturas foram armazenadas em geladeira
comum.

A sacarose foi diluida em meio BHI, em concentracdo de 20%, sendo

esterilizada por sistema de filtragem (Corning® Incorporated 430769 — 500 mL Filter
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System — NY, USA) seguindo as instrugbes do fabricante, com auxilio de bomba a
vacuo. A mistura esterilizada de sacarose foi fracionada em aliquotas de 9 mL, que
foram armazenadas em tubos Falcon de 15 mL. Este procedimento foi realizado em
ambiente asséptico, em capela de fluxo laminar. Esses tubos foram congelados em
freezer a - 20° C (Figura 04).

Figura 04 — Preparo do meio de cultura enriquecido com sacarose a 20%. A — Filtragem
do meio + sacarose para total esterilizacdo; B- Bomba a vacuo; C — tubos Falcon com

mistura preparada.

1) Desenvolvimento do biofilme

Neste estudo foi utilizada a cepa de Streptococcus mutans UA159, obtida do
Departamento de Microbiologia e Imunologia, da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, Universidade de Campinas. A cepa foi cultivada a partir dos estoques
congelados, em meio skim-milk (Difco Labs, Sparks, EUA) (Figura 05A), dos quais
foram removidos 10 pyL de suspensdao com alca de platina calibrada esterilizada,
estriados em MSA (Mitis Salivarius Agar - Difco Labs, Sparks, EUA) e incubados a 37°
C, sob atmosfera de 10% CO, (Water-Jacked CO- Incubators/Cole Parmer Instruments,
EUA) durante 24 horas (Figura 05B).
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igura 0 : Cepas de S. mutans em eppendorfs retirados do freezer; B: Semeadura do

S mutans UA159 em placa com MSA.

Apé6s crescimento, as colbénias (Figura 06A) foram inoculadas em 20 mL de
caldo BHI (Brain Heart Infusion Difco Labs, Sparks EUA) (Figura 06B), agitadas (Figura
06C) e incubadas sob as mesmas condicdes durante 24 horas. Esses tubos serviram

como fonte do indculo starter.

Figura 06 — Crescimento das col6nias de S. Mutans - A: Selecao das colénias mais isoladas; B:
Diluicdo das colonias em BHI esterilizado; C: Dispersao das colonias utilizando agitador

elétrico.
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Apos o periodo de 24 horas, a sacarose em concentragéo inicial de 20% foi
diluida em BHI esterilizado, para obtencao da concentracao final de 1% no meio. Para

isso, foi feito o seguinte calculo:

Cl - V1 = Cz . Vz
20% V1 = 1% x 160mL
V,=8mL

C1 - 20%: concentragao inicial

V1 - volume da aliquota do concentrado de sacarose, a ser adicionado para 160 mL de BHI
Cz - 160mL: volume de BHI previamente preparado

Vz - 1%: concentragao final de sacarose no BHI

De acordo com o exposto acima, do volume total (160 mL) de BHI, eram
retirados e desprezados 8 mL, para entdo adicionar o mesmo volume (8 mL) do
concentrado de sacarose, afim de n&o alterar o volume final.

Paralelamente, foi analisado o crescimento bacteriano por meio da avaliagao
da turbidez. As leituras de absorbancia foram realizadas no comprimento de onda de
550 nanbémetros (Assonm) em espectrofotbmetro Genesys 2 (Spectronic Unicam,
Madison, EUA). Previamente a leitura, o aparelho foi zerado (Blank) com o valor do
meio puro (Figura 07). O BHI com o inoculo crescido, apds as 24 horas, possuiram
valores de absorbancia que podem variar entre 0,7 e 0,9, a depender da variagdo do
crescimento overnight do microrganismo. A partir do valor obtido, utilizou-se a formula
apresentada na Figura 08, sendo este o valor de C4. Ainda, a concentracédo bacteriana

starter (C2) tem um valor fixo de Ass0=0,05.

Cl . V1 = Cz . Vz
0,700 x V4= 0,05 x 160 mL
V,=11,42mL

C, - 0,700 = D.O. do meio BHI inoculado com S. mutans

V - o volume da aliquota do BHI inoculado a ser adicionado para 160 mL de BHI, ajustar a D.O. a 1A
Cz - 0,05 = D.O. do meio BHI nao inoculado

Vz - 160 mL = Quantidade de meio de BHI + 1% de sacarose
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Figura 07 - Diferenga no turvamento do BHI com S. mutans (A) e o BHI nao inoculado (B),
apoés 24 horas em estufa de CO..

Figura 08 — Analise do crescimento bacteriano em meio BHI (A, B e C) A: deposi¢cdo do meio
na cubeta; B: insercao da cubeta no espectrofotometro; C: calibracdo do espectrofotébmetro

com meio puro.

Através do mesmo procedimento realizado para a sacarose, as células de S.
mutans foram inoculadas em 160 mL do meio BHI-Sacarose 1%. O frasco foi agitado e
imediatamente utilizado. As placas foram abertas e dispensados 2 mL da mistura (BHI,
S. Mutans e Sacarose a 1%) em cada poc¢o da placa de cultura (Figura 09).
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Figura 09: Insercédo de 2 mL de solucdo em cada poco.
1) Tempo de producéo das lesdes de carie pelo modelo biolégico

Para produzir as lesdes artificiais de carie por este modelo, os substratos foram
expostos ao biofilme bacteriano de S. mutans por diferentes tempos, de acordo com os
grupos, observados os tempos determinados previamente em estudo piloto realizado
comparados aos parametros clinicos ICDAS Il (cédigos 1, 2 e 3). A troca do meio (BHI
+ Sacarose a 1%) foi realizada a cada 24 horas. O tempo de exposicao dos espécimes

ao desafio cariogénico determinado para cada grupo pode ser observado no quadro 1.
(Anexo 2)
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Quadro 1 — Tempo determinado para exposicao dos espécimes ao biofilme de

Cddigo ICDAS Tempo

S mutans.

Cddigo 1 24 horas
Caddigo 2 4 dias
Cddigo 3 14 dias

O critério ICDAS compreende cédigos que variam de 0 a 6, dependendo da
severidade da lesdo, mas nesse estudo foram utilizados apenas os codigos 1, 2 e 3, 0s
quais equivalem as seguintes caracteristicas: (1) primeira mudanca visual no esmalte
vista somente apds prolongada secagem com ar; (2) mudanga visual acentuada em
esmalte (seco ou umido); (3) lesdo cavitada de esmalte, localizada, e sem sinais
clinicos visuais de envolvimento dentinério.

Apbs os periodos de desmineralizacdo, as amostras foram lavadas com
solucao tampao PBS, trés vezes durante dois minutos por vez, enxaguadas com agua
deionizada (Milli-Q) por dois minutos cada, e por fim, mantidas em umidade relativa
para as posteriores andlises.

32



Inspecao visual

Microtomografia
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Eletronica de
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Figura 10 - Fluxograma das analises realizadas
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Métodos de Analise

1. Inspecao visual dos espécimes

Previamente a analise inicial, no estudo piloto, o examinador foi previamente
calibrado em estudo piloto usando fotos clinicas e um sistema de treinamento no site
do ICDAS https://www.icdas.org/elearning-programmes, no link “90-minute e-learning

programme avaliable here”, um programa em parceria com a Colgate, com duragéo de
uma hora e trinta minutos, que explica o protocolo de exame ICDAS e revisa o sistema
de codificagdo com questdes de pergunta e resposta para o treinamento (Figura 32 —
Anexo 1). Apds a calibragdo do examinador feita por treinamento no site o protocolo
ICDAS apresenta elevada validade e reprodutibilidade, tanto para lesbes in
vivo quanto in vitro . (Teo et al., 2014)

Os espécimes, um a um, eram cuidadosamente removidos da placa de pocos,
sem tocar a superficie desmineralizada, e entdo enxaguados em alcool 70° para a
remocao do biofilme, lavados em agua deionizada por um minuto, e por fim,
armazenados em umidade relativa em estufa a 37°C.

AplGs os espécimes serem limpos, os mesmos foram observados tanto secos
(com secagem prolongada através de jato de ar) como Umidos (enxaguando o
espécime em agua deionizada) (Figura 11) - a fim de se observar a diferenca da
coloragao da superficie de esmalte notando a presenga ou auséncia de “manchas
brancas” caracteristicas de lesdes iniciais de carie, de acordo com os parametros
clinicos ICDAS II. Todos os espécimes que foram submetidos ao desafio &cido foram
comparados com um especime higido (Figura 12).
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https://www.icdas.org/elearning-programmes

Figura 11 - Diferenga da coloragdo do esmalte umido e seco, identificando leséo de

mancha branca apenas no substrato seco, condizente ao cédigo 1 ICDAS.

ESMALTE HIGIDO

Seco Umido

Figura 12 — Espécime higido (sem ter sido submetido ao desafio acido) tanto seco

como Umido para comparacao e identificagdo dos grupos.
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2. Avaliacao por Microtomografia Computadorizada (p-CT)

ApoOs os registros fotograficos, todos os espécimes foram submetidos a andlise
por u-CT. Inicialmente, o verniz acido resistente foi removido. Os blocos foram fixados
com cola a base de cianocrilato (Superbonder Loctite, Sdo Paulo, Brasil), formando
‘totens’ compostos por 4 blocos cada, fixados lateralmente, com a superficie que foi
exposta ao desafio cariogénico pelo biofilme livre e dispostas na mesma direcao, como
mostrado na Figura 13. Esses ‘totens’ foram submetidos a exposicdo no scanner pu-CT
SkyScan 1174 de alta resolugao (SkyScan, Kontich, Belgium) sob 50 kV e 800 pA,
usando filtro de aluminio de 0,5 mm para eliminar os raios X de baixa poténcia. Como
parametros, foi selecionado nas configuracbes do programa: “small cdmera pixels’
(30,04 um) e os passos de rotacao foram ajustados para 0,80°, permitindo a rotagao de
360° do espécime. As imagens foram gravadas em computador para analise em 2D e
3D. Cada espécime foi escaneado na totalidade de suas dimensdes durante um tempo

de 2 horas e 40 minutos.+.

Figura 13 — Toten montado a partir de 4 espécimes do mesmo grupo fixados

lateralmente. Seta rosa aponta a area desmineralizada do espécime.

Para reconstrugao das imagens, foi utilizado o programa do equipamento p-CT
SkyScan, chamado NRecon (NRecon, SkyScan, Kontich, Belgium) (Figura 14). O
programa |é imagens de projecdo de 16 bits angulares salvos pelo programa de

controle e reconstréi as fatias virtuais (secoes transversais). Antes da reconstrucéao,
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foram realizadas as correcbes necessarias da imagem, como a compensacao de
desalinhamento (maximo de +/- 8,0°) e a redugdo de artefatos em anel, mantendo os
mesmos parametros de digitalizagdo, visando méxima nitidez de imagem e a entrada
dos limites de contraste ideal, com base no escaneamento prévio e reconstrugdo do
espécime. Para isto, foram realizados dois escaneamentos prévios em cada amostra,

sendo as imagens reconstruidas em 3D, conforme instrucdes do fabricante.

¥ Placa2(01a04)\CE-P2-01a04 NRecon(local) oo ===
Actions View Options Help
== M| w| rion |a®®O K|
Reconstruction x | (Connection x
Stat | Settings | Advanced | Output | Summary |
e - - Local: one and only k
M= Postion m
o fastest )
Fine tuning Preview WMicaeLa... 1de
@ o [
=
Bottom 64 E
Step. 1 _J:
»
Recommended o
maximum range 13...1007 ColoE =
= v
Addto batch Start e I =

Prj 0000 Zoom 60.43%

Figura 14 — llustracdo de pagina do Programa NRecon durante a reconstrucdo das

imagens.

Ap6s a reconstrucdo, as fatias seccionais foram abertas no programa
Dataviewer (Dataviewer, SkyCan, Kontich, Belgium), o qual foi usado para salvar as
vistas coronal, sagital e transaxial, permitindo selecionar a vista coronal para a analise,

como demonstrado na figura 15.
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Figura 15 — Tela do programa DataViewer durante a gravagao das imagens em
cortes coronal (A), sagital (B), e transaxial (C).

As imagens da vista coronal foram selecionadas para realizar as mensuracoes
desejadas. Entao, todas as fatias coronais de cada amostra (uma a uma) foram abertas
no programa CTAn (SkyScan, Kontich, Belgium) (Figura 17), sendo selecionada a
regiao de interesse (ROI) para as mensuracdes, que compreendem um total de 102
fatias localizadas na regiao central do espécime, conforme ilustra a Figura 16, cujas
dimensdes de superficie eram aproximadamente de 5 x 2 mm (10 mm?). A largura da
ROI (5,0 mm) incluia as duas faixas laterais, de 1,5 mm, equivalentes a area controle,
gue estiveram cobertas por verniz acido resistente e, entre estas, uma faixa de 2,0 mm

de largura compreendendo a lesédo (2 x 2mm).
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Figura 16: llustracdo da regido selecionada para as analises em u-CT (ROI), e a
localizagdo das trés fatias selecionadas para as andlises 2D sendo 1, 2 e 3 — as fatias

selecionadas para analise.

€} p3-05208_rec_cor_v0i0290.bmp - CTAn

File View Image Region ofinterest Help
= » d@n v| Bre @ spe@EeLa 0© |
= Faw images | @ Regions of interest Binary images |

File name ROl type
@} p3-05a08_rec_cor_voi0297.bmp Interpolated ROI
£} p3-05a08_rec_cor_voi0296.bmp Interpolated ROI
Q p3-05a08_rec_cor_voi0295.bmp Interpolated ROI
@' p3-05a08_rec_cor_voi0234.bmp Interpolated ROI
@? p3-05a08_rec_cor_voi0293.bmp Interpolated ROI
{Q} p3-05a08_rec_cor_voi0292.bmp Interpolated ROI
'ZC:)} p3-05a08_rec_cor_voi0231.bmp Interpolated ROI
g @ p3-05508_rec_cor_voi0290.bmp Polygonal ROI
Bl (=)

Palette

© | Original
p

‘

Figura 17 — Programa CTAn com a area a ser mensurada selecionada (em azul
esmalte higido e, em vermelho, les&o de céarie).
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As analises em u-CT, permitiram a avaliacao dos seguintes parametros:

1. Andlise 2D é&rea da lesdo e do esmalte higido das fatias (mm?);

2. Analise 3D — volume higido total e volume total da lesdo (mm?®). Compreende
a média da leitura das areas higida e de lesdo das trés fatias selecionadas na ROI,
conforme ilustrado na Figura 16.

Por meio desta metodologia foram avaliados e comparados dois dos trés
grupos, grupo 2-ICDAS 2, e grupo 3 — ICDAS 3. Os dados obtidos a partir das andlises
2D (area de leséao e de esmalte higido abaixo da lesdo, em %, das fatias longitudinais)
e 3D (volume total da lesédo e do esmalte higido) foram tabulados e submetidos a testes
estatisticos, que apds a verificacdo da distribuicdo normal dos dados, por meio do teste
de Kolmogorov-Smirnov, foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey
(p<0,05).

3. Anadlise da Topografia de superficie do esmalte em microscoépio Eletrénico
de Varredura (MEV)

Apés a andlise dos espécimes no u-CT, todos os espécimes (n=15) foram
moldados com silicone polimerizado por adigao (Figura 18A) extra leve (Aquasil XL —
Dentisply - Figura 18B) e replicados com resina epoxica (Epoxicure™, Buheler - Figura
18C). Estas réplicas foram montadas em stubs especificos para uso no MEV e
metalizadas com ouro-paladio em metalizador (Balzers-SCD 050 Sputter Coater,
Liechtenstein), por 120 segundos (Figura 18D). As réplicas foram observadas em MEV
(JEOL — JSM 5600LV, Japan) em tensdo de aceleracdo de 15 kV e distancia de
trabalho de 12 a 15 mm. A superficie de todos os espécimes, foram analisadas
segundo os aspectos estruturais do esmalte higido e da area da lesao de carie, em
aumentos de 35x e 500x. Foi realizada analise descritiva das &reas observadas.
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EponiCure” Epony Resin
20-8130-032

Figura 18 — Confeccao das réplicas para andlise da topografia de superficie em
MEV — A: Material de moldagem; B: Moldagem das amostras; C: Resina epoxica; D:
Amostras metalizadas com ouro paladio montadas em stub.

4. Analise por Microrradiografia Transversal (TMR)

Apbés a moldagem para confeccdo das réplicas para analise em MEV, os
espécimes foram seccionados em trés fatias com disco de disco diamantado dupla face
(Dia. Wafer Blade 12205, Extec Corp., CT, USA) perpendicularmente a superficie
exposta, obtendo-se fatias de aproximadamente 0,5 mm de espessura, as quais foram
polidas manualmente de ambos os lados com lixas de SiC P1200 e P2500 (Carbinet,
Buehler Ltd, Lake Buff, IL, USA) sob constante irrigacdo com agua deionizada até
atingir a espessura de 100 um (n=10) verificada com paquimetro digital (Mytutoyo,
Suzano, Sao Paulo, Brasil) (Figura 19 A e B).
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Figura 19 (A e B) — A: Polimento manual dos espécimes com lixa de carbeto de silicio; B:

Mensurando a espessura da amostra com paquimetro digital.

Os espécimes foram dispostos com fita adesiva em retangulos vazados na
placa de PVC (Schutkaarter PVC, Kangaro, Zupten, Holanda), de 300 um de
espessura, medindo 51 x 51 mm. Em cada placa foram fixadas, aproximadamente, 24
amostras. Em um terceiro retadngulo vazado, localizado centralmente na placa, foi
fixado o padréao de aluminio (‘Stepwedge’) com 14 diferentes espessuras, que permitiu
gerar a imagem controle para calibracdo dos tons de cinza no software. A placa foi
inserida em um cassette (Figura 20 A) juntamente com uma placa de vidro de alta
resolucao prépria para analise em Microrradiografia, medindo 5 x 5 mm (PXHW HPP,
HRP-SN-2, Konica Minolta, Japan), em ambiente escuro, e este conjunto foi inserido
em revestimento negro dentro do gerador de raios X (Softex, Japan; na FOB/USP)
(Figuta 20 B), o qual ajustado para exposicao a 20 kV e 20 mA, por 20 minutos. Apés a
exposicao, as placas de vidro foram reveladas e fixadas em ambiente escuro a 20 °C e,
entdo, lavadas em agua corrente por 10 minutos. (Figura 21 A)

Em seguida, as imagens radiograficas de alta resolucdo obtidas foram
analisadas em microscépio de luz transmitida com objetiva de 20x (Axioplan; Zeiss,
Oberkochen, Germany) e uma camera CCD (XC-77CE, Sony, Téquio, Japao)
conectada a um computador com uma placa de captura, aquisicdo de dados e software
de calculo TMR 2012.4.0.0.9 (Inspector Research BV, Amsterdam, Holanda) (Figura 21
B). O sinal analégico da camera CCD foi digitalizado com a placa de captura
(Flashpoint 3D; Integral Technologies, Indianapolis, Indiana, EUA). Uma area de 400 x
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315 um da fatia da amostra original foi exibida e fotografada usando os parametros
descritos a seguir.

Para o grupo ICDAS 1, os parametros analisados foram: AZ (produto da
diferenca entre a porcentagem de volume mineral do esmalte sadio e a porcentagem
de volume mineral desmineralizado em relacao a profundidade da lesao, LD (‘lesion
depth’, que é a distancia da superficie até a profundidade em que o esmalte volta a
apresentar um conteudo mineral igual ou maior que 95% do conteudo mineral do
esmalte sadio — (Arends et al., 1987; Magalhaes et al, 2009) e ratio (AZ/LD, que
representa a média de perda mineral ao longo da lesédo). Para os codigos 2 e 3 apenas
foi possivel identificar os valores de LD, pois 0os espécimes apresentavam erosao.

Os resultados foram tabulados e submetidos a testes estatisticos, que apos a
verificacdo da distribuicdo normal dos dados, por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov considerando-se p<0,05, foram submetidos a andlise de variancia para
experimento inteiramente casualizado, que evidenciou diferencas significativas entre os
grupos (p<0,01). Foi, entdo, realizado o teste complementar de Tukey a 5% a fim de
identificar estas diferencas.

Figura 20 (A e B) — A: As amostras dispostas em placa de PVC e montada no cassete;
B: O equipamento de RX da TMR.
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Figura 21 — A: Lavagem da placa de vidro durante 10 minutos; B: Microscépio para analise

das imagens.

5. Avaliacao em microscopia optica por luz polarizada (MLP)

Para a analise em MLP, espécimes de 100 um de espessura (n=10), utilizados
na TMR foram utilizados para analise por Microscopia Optica por Luz Polarizada. Os
espécimes foram dispostos sobre laminas de vidro para microscopia 6ptica, embebidos
em agua para visualizacdo no microscopio de luz polarizada (Leica Microsystems;
Wetzlar, Alemanha), usando a interface do filtro lambda (ampliacdo) de uma camera
digital de alta resolucao (DFC 280; Leica Microsystems; Wetzlar, Alemanha). Foi
utilizado o software LAS de andlise de imagem (Leica Microsystems). As imagens
captadas com aumento de 5x e 10x e foram transferidas para o computador por meio
do programa Luz Polarizada, Leica, DMPL. A andlise descritiva foi realizada em ambas
as lentes e a mensuracao da profundidade da lesdo de cada espécime foi realizada
somente nas micrografias obtidas com a lente de aumento 5x. Para mensuragao foram
realizadas duas mensuracées (uma em cada extremidade da lesdo) e a média
aritmética dessas duas medidas foi considerada como sendo a profundidade da leséo
do espécime.

Os dados foram tabulados e submetidos aos testes estatisticos Kolmogorov-
Smirnov a 5%, que apés a verificagdo da distribuicdo normal dos dados, foram
submetidos a andlise de variancia para experimento inteiramente casualizado (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1) Inspecao visual

Foi possivel produzir les6es artificiais de carie pelo modelo biolégico (Figura
22), semelhantes aos parametros clinicos ICDAS Il, cédigos 1, 2 e 3, respectivamente
nos tempos de 24 horas, 4 e 14 dias em desafio acido por biofilme de S. mutans.

Caracteristicas

Primeira mudanca visual no
1 esmalte vista somente apds
prolongada secagem com ar

Mudanga visual distintaem
2 esmalte. Ndao ha mudancga
na colora¢dao com a amostra
seca e umida.

Lesdo cavitada de esmalte
localizada sem sinais

3 clinicos visuais de

envolvimento dentinario.

e

Figura 22 — Lesdes artificiais de carie, com aspecto visual semelhante ao estabelecido pelo
Protocolo ICDAS Il, codigos 1, 2 e 3.

Nas lesbes cariosas dos espécimes caracterizados como codigo 1, o esmalte
quando Uumido, apresentou-se sem nenhuma mudanca visual na caracteristica de sua
cor e translucidez em relagdo ao esmalte ndo desmineralizado, apresentando-se
translicido quando Umido. Porém, apds a prolongada secagem observou-se o
aparecimento da coloragdo branca opaca sobre a superficie do esmalte, confirmando
presenca de alteracao por desafio acido caracterizado como lesdo de mancha branca.
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Nos espécimes caracterizados como cédigo 2, tanto com o esmalte Umido
como apos prolongada secagem, o aspecto de estrias brancas eram evidentes.
Nos espécimes caracterizados como codigo 3, pode-se notar a presenca de

perda estrutura do esmalte, sugerindo cavitagéo.

5.2) Microtomografia Computadorizada (u-CT)

Os resultados obtidos por meio do microtomografo SkyScan 1174 (Bruker —
MicroCT, Kontich, Belgium) mostraram que as analises por p-CT, sé permitem
visualizar e mensurar os lesdes do tipo ICDAS 2 e 3, cujas lesdes sdo mais avangadas,
ou seja, de maiores profundidades.

Na tabela 1 podem ser encontrados os valores médios e desvio padrao da area
e do volume da lesao de carie para as lesdes cddigos ICDAS 2 e 3 e os resultados da
analise estatistica ANOVA.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo das porcentagens de area e volume de
esmalte higido e de lesdo de carie para os grupos ICDAS 2 e 3 (Anélise 2D/3D).

Area Volume

Substrado de esmalte
ICDAS 2 ICDAS 3 ICDAS 2 ICDAS 3

Lesao 5,36 (1,41) B 10,47 (2,88) A 8,24 B 10,04 A

*Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre as lesdes ICDAS 2 e 3, para Area e
Volume, individualmente. (p<0,05).

A analise estatistica (ANOVA) mostrou diferenca significativa, quanto a area e
ao volume da lesdo de céarie para os cédigos ICDAS 2 e ICDAS 3, sendo
significativamente maiores para o grupo ICDAS 3. Para o grupo ICDAS 1, a andlise
evidenciou que o teste nao foi viavel ou ndo apresentou sensibilidade para deteccao
das lesGes de subsuperficie, uma vez que nao foi possivel observa-las em nenhum dos

espécimes.
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5.3) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens da superficie do esmalte dos diferentes grupos estao apresentadas
nas Figuras 23 A, B, C, D, E e F. O esmalte da area controle dos trés grupos
apresentou aparéncia organizada, sem evidenciar irregularidades ou qualquer
espacamento entre os cristais (Figuras 23 A, C, e E). Ainda, eventualmente, em alguns
espécimes dos trés grupos, péde ser observada a presenca de Streptococcus mutans
residuais (Fig 23 B — seta branca). Areas desmineralizadas foram encontradas nos trés
grupos, evidenciando aumento de alteracdo estrutural a medida que o tempo de
exposi¢cao ao biofilme aumentou. Para o grupo ICDAS 1, demonstrado na Figura 23 B,
em aumento 500x, pode-se observar lisura de superficie, com discreta irregularidade,
com aspecto de orificios (seta branca), que sao produzidos pela penetracdo do S.
mutans. Também pode ser evidenciada alteracbes moderadas na superficie pelo
aumento de porosidades. Para o grupo ICDAS 2, demonstrado na Figura 23 C e D, em
aumento de 500X, pode-se observar que a area da lesdo apresenta superficie irregular,
com perda da lisura inicial, e também orificios provocados pelos S. mutans (seta
branca), semelhantes aqueles observados no grupo ICDAS 1. No grupo ICDAS 3, a
irregularidade da superficie do esmalte apresentava-se mais acentuada do que no
grupo ICDAS 2 (Figura 23 E e F), apresentando-se totalmente irregular com intensa
erosdao, grande perda de caracteristicas de seus prismas e desorganizacao da

estrutura do esmalte.
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Figura 23 — alteragbes da superficie das areas de desmineralizagdo. A e B - Leséo
identificada como Codigo ICDAS 1 — (A) area controle, higida; (B) aparentes alteracdes
superficiais menos extensas, com alguma porosidade superficial e orificios atribuidos a atividade
dos S. mutans (seta branca); C e D - Lesao identicada como Codigo ICDAS 2 — (C) area controle,
higida; (D) alteragdes superficiais de maior intensidade, com alteracdes com perda da lisura
superficial; F e G — Lesao identificada como Cédigo ICDAS 3 — (E) area controle, higida; (F) apos
14 dias de exposi¢cdo ao biofilme de S. mutans a superficie aparenta intensa alteragdo de
estrutura, aumento de porosidades e erosao, presenca de S. muntans remanescente na estrutura
do esmalte desmineralizado (seta branca).
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5.4) Analise por Microrradiografia (TMR)

Para o cédigo 1, foram identificados os seguintes parametros: AZ, LD e a razéo
entre a perda mineral integrada vezes a porcentagem do volume mineral (ratio). Para
os cddigos 2 e 3 apenas foram identificados os valores de LD, pois nestes grupos as
lesbes apresentaram erosao e destruicdo da camada superficial.

A tabela 2 apresenta a média e o desvio padrao de LD, AZ e ratio do grupo
ICDAS 1 estéo apresentados abaixo, na Tabela 3.

Tabela 2 — Média e desvio padrao de LD (grupos ICDAS 1, 2 e 3), AZ e ratio do
grupo ICDAS 1.

LD (um) AZ (% do vol.um) Ratio (%)
ICDAS 1 50,71(9,04) C 1634,0(439,53) 31,86(4,99)
ICDAS 2 183,36 (13,21) B
ICDAS 3 383,00 (5,27) A

*Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre as lesdes ICDAS 1, 2 e 3, quanto a
profundidade da leséo (LD). (p<0,05).

Pode-se observar que na lesdo classificada como ICDAS 1, a profundidade
média de lesdo produzida pelo biofilme de S. mutans foi de 51 um, apresentando AZ de
1634% vol.um e taxa de desmineralizacdo de 32%. Os resultados de LD evidenciam o
aumento progressivo da profundidade da lesdo de acordo com o tempo de exposicao
ao biofilme (24h- ICDAS 1, 48h-ICDAS 2 e 14 dias — ICDAS 3).

A seguir podem ser observadas imagens representativas de TMR, nas Figuras
24 A, B e C respectivamente ICDAS 1, 2 e 3.
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Figura 24 — (A) Lesao ICDAS 1 (Lente 20x). Foi detectada lesao de subsuperficie de esmalte,
identificando-se duas principais regides: superficial, mais mineralizada (seta azul);
subsuperficial — area abaixo da regidao mineralizada apresentando-se desmineralizada (seta
vermelha). — (B) Lesdo ICDAS 2 (Lente 20x). Regiao higida apresenta-se regular (estrela
branca); estrela vermelha — regido com perda de estrutura do esmalte; setas amarelas —
indicam presenca de area desmineralizada. (C) Lesao ICDAS 3 (Lente 20x). Regiao higida
apresenta-se regular (estrela branca); estrela vermelha — regido com grande perda de estrutura

do esmalte; setas amarelas — indicam presenca de area desmineralizada.

5.5) Avaliacao em microscopia 6ptica em luz polarizada (MLP)

As analises, quantitativa da profundidade de lesdo (5x) e descritiva das
imagens obtidas em microscopia éptica em luz polarizada (5x e 10x), permitem afirmar
que houve diferenca entre os grupos. O grupo ICDAS 1 apresentou lesdo de
subsuperficie, com presenca de superficie mineralizada (Figura 25); o grupo ICDAS 2
exibiu auséncia de superficie mineralizada, apresentando cavitagdo, com area

desmineralizada circundando a cavidade (Figura 26); e o grupo ICDAS 3 apresentou

50



cavitacao mais profunda em relacao ao grupo ICDAS 2, com grande perda de estrutura

do esmalte, também circundada por area desmineralizada (Figura 27).

Figura 25 - Lesao de Cérie do Grupo ICDAS 1 — Aumento 5x: pode ser observada a lesao de
subsuperficie de esmalte (imagem a esquerda); Detalhe 10x: regido superficial, mais
mineralizada (seta azul); subsuperficial — area desmineralizada logo abaixo, apresentando-se

mais escura (seta vermelha).

Figura 26 - Lesao de Carie do Grupo ICDAS 2 — Aumento 5x e 10x - Regido higida
apresenta-se regular (estrela branca); estrela vermelha — area cavitada; setas amarelas —

indicam presenca de area desmineralizada.
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Figura 27 - Lesao de Cérie do Grupo ICDAS 3 — Aumento 5x e 10x - Regido higida
apresenta-se regular (estrela branca); estrela vermelha — area acentuadamente cavitada; setas

amarelas — indicam presencga de area desmineralizada.
Além da andlise descritiva das lesdes, também foi mensurada, por meio do

software LAS, a profundidade de cada lesao, obtida pela pelo calculo da média de
duas medidas, tendo como parametro a area controle (Figura 28).
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Figura 28 — llustracdo da mensuracao da profundidade de lesao de cada grupo: ICDAS 1 (A),
ICDAS 2 (B) e ICDAS 3 (C).

Na tabela 3 podem ser encontradas as médias e desvio padrdo da

profundidade de lesao observada em MLP.

Tabela 3 - Média e desvio padréo para a profundidade da lesdo para os grupos
ICDAS 1,2 e 3.

ICDAS 1 ICDAS 2 ICDAS 3

Média (DP) 46,24 (7,40) C 124,35 (10,30) B 242,13 (25,86) A

*Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as lesées ICDAS 1, 2 e 3. (p<0,05).

Pode-se observar que os resultados evidenciam o aumento progressivo da
profundidade da lesdo de acordo com o tempo (24h- ICDAS 1, 48h-ICDAS 2 e 14 dias
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— ICDAS 3), sendo a menor profundidade atribuida para o grupo ICDAS 1 (46,24 um) e
a maior para o grupo ICDAS 3 (242,13 um).

Na Figura 32, a seguir, podem ser analisadas zs diferentes codificagbes das
lesbes de carie artificial em esmalte, determinadas pelos diferentes tempos de
desmineralizagdo em biofilme de S. mutans, avaliadas por diferentes analises.

Pelas analises realizadas neste estudo, resumidas na préxima figura, pode-
se dizer que em 24 horas o biofilme de S. mutans produziu lesdes artificiais de carie
em esmalte, visualmente similares aquelas classificadas como ICDAS 1, que foram
identificadas pela MLP como lesbes subsuperficiais. Similares resultados foram
observados quando utilizada a TMR, porém o u-CT ndo permitiu visualiza-las.
Lesdes visualmente similares as lesbes ICDAS 2 e 3, foram produzidas,
respectivamente, em 4 e 14 dias pelo biofilme de S. mutans. As analises por MLP,
TMR e u-CT evidenciaram maior desmineralizacao e cavitagao no grupo ICDAS 3.
Para os trés grupos, a analise em MEV fornece apenas informagcdes qualitativas da
topografia de superficie das lesoes.
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6. DISCUSSAO

A aparéncia de um dente natural é determinada pelas caracteristicas épticas da
estrutura do esmalte e da dentina. Essas caracteristicas diferem de acordo com o meio,
ar ou agua, uma vez que sao estruturas porosas e com arranjo cristalino. Alguns
fatores podem influenciar o indice de refracdo do esmalte, como o efeito do filme
agindo como um produto de reflexdo da luz, o efeito da 4gua sobre a translucéncia e,
principalmente, o efeito da dgua na subsuperficie do esmalte. Brodbelt et al., 1981,
estudando a transmissao de luz no esmalte higido verificaram diminuigdo de 82% com
a secagem da superficie com ar por 10 segundos, e que esta pode retornar aos valores
iniciais apds a reidratagcdo, como resultado do deslocamento do ar pela agua ao redor
dos prismas de esmalte. A translucéncia alterada pode ser explicada como resultado
de um aumento na diferenca dos indices de refracao entre os prismas de esmalte e o
meio ao redor quando o ar é substituido pela agua.

Similar evento ocorre de forma mais intensa quando da desmineralizagdo do
esmalte, onde a quantidade de ar ao redor dos prismas desmineralizados aumenta pelo
aumento da porosidade na estrutura. Dessa forma, o diferenciado aspecto visual
encontrado neste estudo para as lesdes pode ser atribuido aos diferentes indices de
refragdo da luz produzidos pela desmineralizagdo do esmalte em diferentes
profundidades, uma vez que durante o processo de carie sao formadas
microporosidades devido a diluicdo parcial de cristais. Esses pequenos poros,
desviando a luz, comportam-se como centros de espalhamento da luz visivel e
préximos ao indice de refracao da luz (Darling et al., 2006).

Da mesma forma, Vaarkamp et al., 1997, verificaram que a desmineralizacao do
esmalte produz alteragao no cristal de hidroxiapatita do esmalte analisando em “optical
coerence techinque” (OCT), Meng et al., 2009, observaram um indice de refracdo do
esmalte da ordem de 1,631. Assim, em lesdes do tipo ICDAS 1, onde o aspecto do
esmalte umido n&o permitia visualizar as areas desmineralizadas, uma vez que a agua
preenchia os poros do esmalte desmineralizado, porém, apds a secagem, ocorre 0
aparecimento de uma d&rea branco-opaca, caracteristica da desmineralizagdo do
esmalte, decorrente da acao do biofilme. Entretanto, ao ser reidratado, o esmalte tinha
seu aspecto inicial devolvido.

Em lesdes do tipo ICDAS 2, a umidade presente parece ndo garantir a

penetracdo da agua em toda a extensao/volume da leséo, evidenciando um aspecto de
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manchamento na superficie, uma vez que como demonstrado neste estudo, tanto a
area quanto o volume da lesado sao significativamente maiores que nas lesées ICDAS
1. Além disso, esse aspecto visual pode ser atribuido a maior profundidade das lesoes,
uma vez que o ar ndo foi desalojado totalmente pela agua, alterando o indice de
refracdo da area. Lesdes do tipo ICDAS 1 apresentaram aspecto branco opaco
somente apds a secagem da superficie. A imagem inicial, similar ao esmalte higido,
pode ser atribuido ao incremento de agua no corpo da lesdo, devolvendo o indice
refracdo da area, semelhante ao da hidroxiapatita o que torna a imagem similar ao
esmalte vizinho n&o desmineralizado. Enquanto que as lesdes 2 e 3, onde foram
encontradas profundidade de desmineralizagao maior, provavelmente a inclusédo do ar,
alterando o indice de refracdo da area ndo foi alterado pelo umedecimento da
superficie, pois a 4gua parece nao ter conseguido penetrar até a total profundidade da
leséo.

Similar aos resultados obtidos na literatura por Marsh, 1995; Koo et al., 2003;
Lobo et al., 2005; Seemann et al., 2005; Vasquez & Cury, 2010; a desmineralizacdo do
esmalte acontece de forma muito rapida quando da presenca de biofilme, em estudos
in vitro, 0 que determina o aparecimento de erosao da superficie, o que foi evidenciado
neste estudo em lesdes do tipo ICDAS 3. Visualmente, o esmalte apresentava-se
branco opaco com estrias na superficie decorrentes da perda da estrutura do esmalte,
mesmo sem abrasdo mecanica da superficie.

Como uma forma de caracterizar essas lesdes obtidas in vitro, foram realizados
outros métodos de avaliacdo, como a M-CT, TMR e MLP. Cada uma dessas
metodologias permitiu identificar as alteragdes associadas com a progressao da leséao
de carie.

A avaliacdo por microtomografia computadorizada de raios-X (u-CT) permitiu
caracterizar lesées do tipo ICDAS 2 e 3, mais avancgadas, com intensa perda mineral.
Observou-se, dessa forma, que tanto em relacdo a area quanto ao volume, as lesées
de céarie ICDAS 2 apresentaram valores significativamente menores que as lesdes 3.
As lesbes ICDAS 1 ndo puderam ser observadas em p-CT.

Essa dificuldade de identificacdo das lesées ICDAS 1, provavelmente foi
decorrente do tipo de equipamento utilizado, uma vez que a qualidade da visualizagéo
esta diretamente ligada ao processo de aquisicado da imagem, pois a separagao dos
diversos “objetos” dentro da reconstrugdo depende da qualidade da radiagdo e da
resolucdo do sistema. O sistema utilizado neste estudo foi com tubo de raios X e uma
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camera integrada CCD 1.3 MP acoplada ao cintilador por lente com 1:06 faixa de
zoom. A ampliacdo é variavel (6-30 mM tamanho do pixel) sendo combinada com o
posicionamento do objeto de forma a facilitar a selecao da digitalizagdo do mesmo. O
tamanho do tubo e do filtro determina a quantidade de penumbra, quanto maior a
amplitude do foco, maior a quantidade de penumbra e perda da resolucao da imagem
digital. Outro fato que pode ter impedido a avaliagdo das lesdes do tipo ICDAS 1 pode
ser atribuido a energia dispersada na amostra e a profundidade da lesao de carie em
relacdo a superficie. A lesédo do tipo ICDAS 1 apresentou profundidade quase 4 vezes
menor que a do tipo ICDAS 2, e 8 vezes menor que a tipo ICDAS 3. A intensidade na
projecao das imagens nao sao proporcionais a espessura do objeto, causando bordas
pronunciadas, faixas e artefatos ambientais na reconstrucdo da imagem, o que pode
levar a problemas quantitativos e complicar a calibracdo e as medidas de densidade.
Assim, a acuracia dos valores do CT reconstruidos assume que a atenuacgéo do feixe
incidente de raios-X esta exponencialmente relacionado a espessura do objeto. Dessa
forma, o mesmo material pode resultar em diferentes valores de cinza dependendo do
material circundante, que € conhecido como artefato de densidade ambiental. Entéo,
uma relacdo nao linear entre a atenuagao e a espessura do material torna complicada
a interpretacdo de imagens. Como a desmineralizacao atingia uma area muito pequena
e muito préxima a borda da amostra, esses fatos podem ter dificultado a visualizacao
da mesma.

A lesao de carie artificial deve apresentar a camada superficial relativamente
intacta e rica em mineral e a camada subsuperficial pobre em conteddo mineral, como
ocorre com as lesdes iniciais de esmalte na cavidade bucal (Amaechi et al., 1998; Saito
et al., 2003). Neste caso, os resultados desse presente estudo, somente para o grupo
ICDAS 1 foi constatado a presenca da lesdo de subsuperficie em MLP e TMR. Embora,
visualmente tenham sido observados os parametros descritos para as lesdes naturais
(in vivo), neste estudo, nas lesdes ICDAS 2 e 3 néo foi observada a presenca de lesdes
subsuperficiais, mas sim, a erosao da superficie (ICDAS 2) com perda de densidade
mineral (Figuras 23 A e 24) e perda de estrutura do esmalte (ICDAS 3), observadas na
avaliacao por p-CT.

Em relacdo ao tempo de exposicdo do esmalte ao biofilme, é correto afirmar que
0 grau de perda mineral esta proporcionalmente relacionado ao tempo em que o
substrato fica exposto a desmineralizacdao (Amaechi et al, 1998). Foi achado neste
estudo que, conforme o tempo de troca do meio BHI com sacarose a 1% ia
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aumentando, mais espesso 0 biofilme bacteriano de Streptococcus mutans ia se
tornando. Pode se constatar que as lesées ICDAS 1 apresentaram perda mineral de
1634%vol.um e a razdo entre a taxa de perda mineral integrada e o volume mineral foi
de 32%. E provavel que as lesdes ICDAS 2 e 3 tenham apresentado perda mineral
muito maior, uma vez que o processo de moldagem levou a extragdo da maior parte da
area desmineralizada, ndo permitindo a quantificacdo da perda mineral. Entretanto, a
cavitagdo formada permitiu avaliar o aumento da profundidade da lesdo em até 8 vezes
para a ICDAS 3 e 4x para ICDAS 2, comparadas a ICDAS 1.

Neste estudo, os espécimes ficaram imersos em BHI com sacarose a 1%
dentro de estufa de CO, em temperatura de 37°C, de acordo com a norma ISO/TR
14569-1.

Segundo Buzalaf et al, 2010, as les6es de carie produzidas artificialmente
(lesdes de subsuperficie com superficie mineral intacta) ndo devem apresentar erosao,
e que, para a preservacao da superficie mineralizada, deve haver fatores importantes
como: presenca de calcio, fosfato e flior na solugdo, o pH e o tempo depois da
desmineralizacdo inicial, tal como sua saturacdo, podem ser alcangados com o tempo,
dependendo do volume e da viscosidade da solucao de desmineralizacdo em relagéo a
area de esmalte exposta aos desafios acidos nos modelos de ciclagem de pH. No
presente estudo, as lesdes de carie de ambos os grupos mostraram-se erodidas, desde
as lesdes ICDAS 2 até as lesdes cavitadas (ICDAS 3). Isto deve-se ao fato de que os
modelos biolégicos através de biofilme bacteriano sdo mais “agressivos” ao produzirem
uma lesdo de carie artificial, uma vez que o processo de trocas ibnicas na
remineralizacdo € omitido. Uma vez que, o tempo de producao das lesdes de carie de
cada grupo, também influenciou esse fator.

Tanto para o ICDAS 2 quanto o 3, ou seja, quanto mais avancado o codigo
ICDAS, maior o percentual de area e volume de leséao e, portanto, menor o de esmalte
higido, o que é perfeitamente justificado pelo maior tempo de desafio acido, e
consequente desmineralizagdo do substrato.

Embora seja evidente na literatura, a TMR analisa a perda mineral da estrutura
desmineralizada pelo processo de carie (Arends et al., 1987; Magalhaes et al, 2009).
Entretanto, neste estudo nao foi possivel analisar as lesdes ICDAS 2 e 3 devido ao
artefato de técnica produzido durante a execucao da réplica para a analise topogréfica
em MEV. Devido a alta fragilidade da estrutura, que pode ser observada em u-CT, na

area da lesdo, a moldagem com silicone removeu a estrutura desmineralizada, nao
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sendo possivel sua avaliagdo por TMR, constituindo a principal limitacdo do desenho
experimental determinado.

Na analise topografica realizada pelo MEV, Para o grupo ICDAS 1, pode-se
observar a superficie da lesdo de carie, com perda de parte da estrutura fragilizada
pela desmineralizagdo por S. mutans, e a lisura de superficie, com discreta
irregularidade. No grupo ICDAS 2, pode ser observada a superficie da lesdo de carie
com maior perda mineral, irregularidades de superficie e diferenca na topografia
(depresséao), que representa area de erosao, apresentando superficie irregular, com
perda da lisura inicial. No grupo ICDAS 3, a irregularidade da superficie do esmalte foi
mais acentuada ainda do que no grupo ICDAS 2, apresentando-se totalmente irregular
com intensa erosdo, grande perda de caracteristicas de seus prismas e
desorganizagdo da estrutura do esmalte. A ocorréncia de cavitagdo (erosao) esta
relacionada a velocidade de desmineralizagdo do método biologico utilizado neste
estudo por S. mutans de producdo de cdarie e a impossibilidade de adicdo de Calcio,
Fosforo ou Fluoreto (Buzalaf et al; 2010) ao meio BHI, pela inviabilidade técnica.

No grupo ICDAS 1, a profundidade média de lesao foi de 51 um, perda mineral
de 1634% vol.um e taxa de desmineralizacdo de 32%, valores préximos aos
encontrados por Magalhaes, et al; 2009.

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) representa o método mais
utilizado para o estudo qualitativo da erosédo dentéria. Para isso, a amostra necessita
de uma preparagdo especial a fim de que seja possivel identificar as alteracées
estruturais decorrentes do processo erosivo (Schlueter et al.,, 2011) e a destruigcdo da
amostra. Neste estudo, em funcdo da analise da mesma amostra em diferentes
metodologias utilizadas, optou-se pela confeccao de réplicas e resina epoxica na
tentativa de preservar a amostra. Entretanto, esta técnica ndo se mostrou favoravel,
provavelmente devido a fragilidade na area da lesdo inicial de carie, a superficie
apresentou-se mais fragilizada nas lesdes ICDAS 2 e 3, ocorrendo a extracdo desta
superficie durante a moldagem.

Entretanto, tornou-se de grande valia para a avaliacdo da superficie da lesao.
Nos casos de remocdo da area fragilizada da amostra, o residuo aderido a resina
epoxica foi removido por lavagem (banho em ultrassom); porém, a transcricdo da
superficie foi perfeitamente estampada no molde. Dessa forma, a topografia de
superficie dos espécimes pbde ser replicada de modo fiel, permitindo a andlise
qualitativa da morfologia de superficie.
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Em relacdo ao substrato bovino, alguns estudos mostraram que o grau de
dissolucao deste substrato é trés vezes maior do que a do esmalte humano (Brown et
al., 2007; Brunton & Hussain, 2001). Além disso, as substancias acidas podem afetar
significativamente o esmalte bovino. Apesar de existir diferencas entre esmalte humano
e bovino, este ultimo pode ser considerado aceitavel, considerando que, se ocorrer
qualquer interferéncia especifica no mesmo, produzird efeitos iguais em todos os
grupos experimentais, tornando a experiéncia geralmente valida (Zanet et al., 2007).
Apesar das lesdes deste estudo serem semelhantes as lesées dos dentes humanos, a
lesdo de subsuperficie em dentes humanos, em corte transversal, apresenta-se conica.
Este formato conico € resultado de variagdes sistematicas da dissolucao ao longo dos
prismas de esmalte. A maior parte ativa da lesdo esta localizada ao longo do centro
transversal. A lesdo de forma cénica representa uma série de etapas crescentes da
progressao da lesédo de cérie, se iniciando-se com a dissolugédo, em nivel estrutural, até
a borda da lesédo (Kidd, 2004). Enquanto que neste estudo, foi encontrado lesao de
forma regular e delimitada tanto nas lesdes de subsuperficie (ICDAS 1) como para
ambas as profundidades (ICDAS Il e IlI).

De maneira geral, este estudo demonstrou que foi possivel produzir lesées
artificiais de carie, com aspectos visuais semelhantes aqueles estabelecidos pelo
Protocolo ICDAS II, pelo método biolégico com biofilme de S. mutans e, quanto maior o
tempo de exposicdo dos espécimes ao biofilme, mais avancadas s&o as lesdes.
Embora sendo in vitro, com substrato bovino, os resultados obtidos representam uma
possibilidade de oferecimento de subsidios para que terapéuticas que visam aprimorar
a prevencao e interceptacdo de lesGes de carie possam ser realizadas em curto
periodo de tempo, sem envolvimento de voluntarios humanos e sem ferir principios
éticos, uma vez que lesdes de cérie similares ao ICDAS Il foram produzidas.

Outros estudos envolvendo diferentes parametros de observagdo, como a
realizacdo de MEV em amostras independentes, modificagées nos parametros de m-p-
CT, quantificagdo mineral por meio de py-EDX deverdo ser realizadas para elucidar
melhor as caracteristicas das lesdes encontradas.
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7. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos pode-se concluir que:

1. E viavel a producdo de lesdes artificiais de carie em esmalte, visualmente
semelhantes aquelas do protocolo ICDAS Il, sendo que para o cddigo 1, o tempo
necessario foi de 24 horas; para o cddigo 2, 4 dias; e para o codigo 3, 14 dias.

2. Para os trés grupos a andlise em MEV forneceu apenas informacdes
qualitativas da morfologia de superficie das lesbes. A area e volume da lesdo sao
parametros identificados apenas pelo p-CT e para as lesdes Cddigo 2 e 3, sendo que
foram observadas maiores médias para o Cdodigo 3. Em relagdo a profundidade de
lesdo, perda mineral e ratio, foram somente identificados pela TMR, para o Codigo 1. A
profundidade da lesao, tanto pelo método TMR quanto MLP, foram mensurados nos
trés grupos (Caodigo 1, Codigo 2, Codigo 3).

3. Diferentes metodologias de analise devem ser empregadas dependendo dos
parametros desejados como referéncia e de acordo com o tipo de lesao.

4. Dentes bovinos podem ser utilizados quando se utiliza o método biolégico
para producao de lesédo de cérie do cbédigo 1 do critério ICDAS I1.
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Home > elLearning Programmes Are you using the ICDAS system?

ICDAS is a peer-reviewed and internationally recognised visual assessment tool that allows a tooth’s health status to be graded numerically.

An e-learning programme, developed with the assistance of Smile-on Limited, explaining the ICDAS method of recording and monitoring the presence of caries is
now available.

The programme may count towards CPE/CE credits (1% hours),

The ICDAS Foundation are indebted to Colgate for an educational grant which allowed this e-learning programme to be developed.

The 90-minute e-learning programme available here has been developed to support training in the use of ICDAS. It explains the ICDAS examination protocol and
reviews the coding system

The ICDAS Foundation is a registered charity in Scotland. In response to international interest in the system, the former £20 GB charge for on-line access has been
suspended so that this is now provided at no cost. Itis requested that users consider making a donation to help the Foundation maintain and further develop the
System and the e-learning materials. Details of how to donate will appear shortly.

If you require a CD-ROM version which will run off-line, these will be available soon for a cost of £30 GB from the same website.

For further details or if you have any immediate questions about this training package, please contact

Professor Gail Douglas A
BMSc (Hons), BDS (Hons), PhD, MPH, FDS RCSEd, FDS (DPH) RCS

International Caries Detection and Assessment System (ICDAS)
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Registro Objetivo: Maior conscientizacdo e utilizacao do Sistema Internacional de Deteccao e Avaliacda de Lesoes de Carie
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ANEXO 02

Estudo piloto:

Foi realizado um estudo piloto previamente ao experimento a fim de
identificar o tempo necessario para a obtencéo das lesbes de carie dos cddigos
ICDAS 1, 2 e 3. Dessa forma, foram utilizados 5 espécimes para cada grupo
distribuidos em trés placas de cultura de poliestireno de 24 pocos. O protocolo
para producdo de carie foi o mesmo detalhado na Metodologia e a troca do
meio de cultura (BHI + sacarose a 1%) foi realizada a cada 24 horas.

Para determinar o aparecimento da lesdo de cérie do cédigo 1 em
todos os espécimes, os mesmos foram avaliados em um periodo de 18 horas
apods a inoculacao da mistura de BHI + 1% de sacarose + S. mutan. Para essa
primeira avaliagdo, a qual foi realizada dentro de capela de fluxo laminar, a
placa determinada para o grupo do cddigo 1 era aberta e a tampa onde os
espécimes eram fixados era posta sobre a mesa com 0s espécimes voltados
para cima, tomando cuidado para evitar a contaminacao, e enfim, deixadas
secarem em condi¢g6es ambientes. Neste momento, 3 dos 5 espécimes foram
identificados como cédigo 1. Entdo, a tampa foi fechada e a placa colocada na
estufa suplementada por 10% de CO, a 37°C. Uma nova analise foi realizada
apos 24 horas, sob as mesmas condigdes relatadas acima, observando-se que
todos o0s espécimes apresentavam lesées de céarie dentro do cddigo 1 do
critério ICDAS.

Para determinar o codigo 2, foi realizada a inspecdo dos blocos de
esmalte sob as mesmas condigdes relatadas acima, sendo que em 48 horas, 2
dos 5 espécimes comecaram a evidenciar algumas lesdées de mancha branca
visiveis com o mesmo molhado pelo meio de cultura. Em 72 horas, 4 dos 5
espécimes apresentavam lesdées de mancha branca do cédigo 2. E em 96
horas, foi 0 periodo em que a lesdo de mancha branca visivel com o espécime
umido, apresentava-se uniforme nos 5 espécimes, sendo 4 dias o tempo
necessario para formacao de lesao de carie do codigo 2 do critério ICDAS, de
forma homogénea em toda a superficie dos espécimes.

Para determinar o codigo 3, as lesbes de mancha branca, foram
inspecionadas sob as mesmas condi¢cbes detalhadas acima. Somente apés 10
dias de troca do meio, 2 dos 5 espécimes comecaram a apresentar erosao
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visivel na superficie. Nesse tempo o biofilme aderido na superficie do bloco de
esmalte j4 era bem espesso e 0 mesmo nao foi removido para inspecéo da
lesdo para nao haver contaminacdo. Em 12 dias, 3 dos 5 espécimes
apresentaram erosé&o visivel na superficie das amostras. E em 14 dias, todos
0s espécimes da placa, apresentavam erosao superficial homogénea, de forma
visivel, sendo este tempo o determinado para producao de lesao de carie do
cédigo 3 do critério ICDAS.
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