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RESUMO

O desenvolvimento dos dentes esta sujeito a ocorréncia de disturbios de etiologia
variavel em suas diversas fases, o que pode gerar anomalias dentarias. Dentre as
anomalias dentérias de carater hereditario, que afetam a formacéo do esmalte e
do complexo dentino-pulpar, podem ser mencionadas a Amelogénese Imperfeita
(Al) e a Dentinogénese Imperfeita (DGI). As Al podem ou nédo estar associadas a
sindromes e apresentam heterogeneidade clinica e genética. Por outro lado, a
DGI pode ou ndo estar associada a Osteogénese Imperfeita e os defeitos
dentinarios envolvem alteracdes estruturais do tecido e defeitos de mineralizacéo.
As propriedades mecéanicas de dentes afetados por estas doencas sdo pouco
estudadas devido a dificuldade de obtencdo de espécimes para a realizacdo dos
testes. No entanto, a compreensao das alteragbes nas propriedades mecanicas
pode auxiliar na escolha e no planejamento do tratamento adequado, na maioria
das vezes complexo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a microdureza e as
caracteristicas ultraestruturais em esmalte e em dentina de dentes afetados por
Amelogénese Imperfeita tipo Hipoplasica e Hipomineralizada e por Dentinogénese
Imperfeita tipo 1. Os espécimes foram agrupados em grupo controle, grupo Al e
grupo DGI. Foram realizados ensaios de microdureza Vickers no sentido oclusal e
cervical. Os resultados foram separados por ter¢cos e analisados estatisticamente.
Os corpos de prova foram observados em Microscopio Eletrénico de Varredura em
regioes de esmalte e dentina, seguindo as mesmas regides onde foram realizadas
as endentacdes. Os resultados foram descritos e comparados aos de dentes de
pacientes ndo afetados. Em conclusao, foi possivel observar que a microdureza
no esmalte dos dentes do grupo Al foi inferior a observada no grupo controle e
gue havia alteracfes nas caracteristicas ultraestruturais apenas no esmalte destes
espécimes. Além disso, observou-se que a microdureza na dentina dos dentes do
grupo DGI foi inferior a observada no grupo controle e as caracteristicas
ultraestruturais destas amostras também apresentavam-se alteradas apenas em
dentina.

Palavras-chave: Amelogénese Imperfeita, Dentinogénese Imperfeita, Microdureza,

Microscopia Eletronica de Varredura.



ABSTRACT

The different phases of teeth development are subject to the occurrence of several
etiology disorders, which can lead to dental anomalies. Among the hereditary
dental anomalies that may affect the enamel and the dentin-pulp complex
formation, Amelogenesis Imperfecta (Al) and Dentinogenesis Imperfecta (DGI)
stand out. The Al may or may not be associated with syndromes and present
clinical and genetic heterogeneity. On the other hand, DGI may or may not be
associated with Osteogenesis Imperfecta, and teeth defects cause changes in the
dentinal tissue and mineralization defects. Due to the difficulty to obtain specimens
for testing, there are few studies regarding the mechanical properties of teeth
affected by these diseases. However, understanding the changes in mechanical
properties can assist in choosing and planning the proper treatment, which is often
complex. The aim of this study was to evaluate the microhardness and the
ultrastructural features in the enamel and the dentin of teeth affected by Hipoplasic
and Hipomineralized Amelogenesis Imperfecta and type Il Dentinogenesis
Imperfecta. The specimens were divided into a control group, an Al group and a
DGI group. Occlusal and cervical Vickers hardness tests were performed. The
results were separated into thirds and statistically analyzed. The enamel and the
dentin regions of the specimens were observed through an electron microscopy,
following the same regions where indentations were performed. The results were
described and compared to those of unaffected patients' teeth. It was observed
that the microhardness in the enamel of the Al group was lower than the one of the
control group, and that there were changes in the ultrastructural features only in
the enamel of those specimens. Furthermore, it was observed that the
microhardness of the dentin from the DGI group was lower than the one of the
control group, and that the ultrastructural features of those samples were also

altered only in the dentin.

Key words: Amelogenesis Imperfecta, Dentinogenesis Imperfecta, Microhardness,

Scanning Electron Microscopy
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1 INTRODUCAO

A amelogénese e a dentinogénese sao 0S processos complexos,
dindmicos e coordenados que déo origem aos tecidos mineralizados dentarios
esmalte e dentina, respectivamente. Estes processos possuem diversas fases que
sdo sensiveis a fatores de origem sistémica, ambiental ou genéticos durante o
desenvolvimento desses tecidos e que podem produzir anomalias dentarias com
fenotipo heterogéneo (1).

Por meio da amelogénese ocorre a formacgdo do esmalte, que é um tecido
de alto conteudo inorgéanico representado por cristais de fosfato de calcio sob a
forma de hidroxiapatita, contida nos prismas. Estudos tém provado que a
composicdo mineral influencia diretamente essas propriedades mecanicas
apresentadas individualmente pelos tecidos, podendo ser constatadas diferencas
na dureza, médulo de elasticidade e resisténcia a fratura do tecido (2,3).

A dentina € originada a partir da dentinogénese e possui grande contetudo
mineral, na forma de cristais de hidroxiapatita carbonatada, porém em menor
guantidade do que o esmalte. Ha também uma matriz organica rica em fibras
colagenas, principalmente do tipo | além de proteinas ndo colagénicas. Esse
tecido possui dureza maior que a do 0sso e menor que a do esmalte. A dentina
possui estrutura tubular que Ihe confere certa resiliéncia de modo a amortecer as
forcas mastigatorias, o que reduz a possibilidade de fraturas dentarias. Esses
mesmos tubulos conferem a dentina uma alta permeabilidade a fluidos e
moléculas, assim como a invasao microbiana (4,5).

A Amelogénese Imperfeita (Al) e a Dentinogénese Imperfeita (DGI) sdo
alteracdes no desenvolvimento desses tecidos que podem ocorrer quando héa
distarbios nesses processos gerando manifestacdes clinicas especificas e
podendo ou ndo estar associadas a outras doencas. Os principais
comprometimentos causados por essas doencas sdo funcional e estético.
Observa-se, em pacientes afetados por estas condigdes que os dentes sdo mais
frageis a fraturas e, em alguns casos, apresentam coloracfes alteradas, presenca
de manchas e/ou cavitacbes. Os estudos de prevaléncia dessas doencas sdo da

década de 1980 e apresentam valores muito dispares, variando desde 1:800 a
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1:14000 em Amelogénese Imperfeita e 1:6000 a 1:8000 em Dentinogénese
Imperfeita (6-8). A compreensdo das caracteristicas especificas desses tecidos
auxilia no entendimento do que pode estar causando estas falhas mecanicas e
manifestacdes clinicas para planejar de forma mais adequada os tratamentos
necessarios.

A dureza diz respeito a capacidade do material de resistir quando é feita
uma endentacdo. Corresponde a resisténcia que um determinado material tem a
deformacdo plastica tipicamente medida sob a acdo de uma carga de penetracdo
(9). Os estudos de dureza dispdem de técnicas de microendentacdo, como
Vickers e Knoop (2). Seu resultado € dado pela carga aplicada dividida pela area
projetada pela endentacdo e o que as diferencia é o formato da endentacéo,
sendo a Vickers semelhante a um losango e a Knoop um losango alongado. Essa
propriedade mecanica reflete um dos comportamentos dos dentes frente as
cargas oclusais impostas pela oclusdo. Estudos tém demonstrado que as
propriedades mecanicas desses tecidos podem apresentar-se alteradas, nestes
casos apresentando menor microdureza (10,11).

A compreensao das propriedades mecanicas dos tecidos mineralizados
dentarios como dureza e modulo de elasticidade pode conduzir ao melhor
entendimento do comportamento destes tecidos em oclusdo. Ha poucos estudos
acerca do tema devido a grande dificuldade em se conseguir as amostras para tal
e a escassez de estudos acerca do tema € de grande importancia para uma
melhor abordagem terapéutica.

Considerando o exposto, 0 objetivo deste trabalho é avaliar a microdureza e
as caracteristicas ultraestruturais em esmalte e em dentina de dentes afetados
pelas condicbes com hipdtese diagnostica de Amelogénese Imperfeita tipo
Hipoplasica e Hipomineralizada e com diagndstico de Dentinogénese Imperfeita
tipo Il, a fim de contribuir para o conhecimento especifico da microdureza desses
tecidos e conhecer as caracteristicas histolégicas das regifes avaliadas, devido a

escassez de estudos que tratem desta tematica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ODONTOGENESE

A odontogénese corresponde ao processo de formacdo dos dentes.
Ocorre como resultado de uma série de interacbes complexas geneticamente
determinadas entre o epitélio oral e o0 ectomesénquima subjacente. O
conhecimento desse processo é fundamental para o entendimento dos disturbios
do desenvolvimento dentario. Podem ser definidas cinco fases da formacédo da
coroa dentaria: lamina dentaria, botdo, capuz, campanula e campanula tardia.
Apods a formacdo coronaria, inicia-se a formacao radicular que termina apos a
erupcao dentéria (1,5,12,13).

Por volta da quinta semana de vida intrauterina, as células do epitélio oral
primitivo proliferam e invadem o ectomesénquima adjacente dando origem ao
corddo epitelial. Este se bifurca originando as laminas vestibular e dentaria. A
lamina vestibular dara origem ao fundo de sulco vestibular e aos arcos dentérios e
a lamina dentaria serd responséavel pela formacdo dos dentes. Em seguida, na
fase de botédo, ocorre uma proliferacdo uniforme e regulada das células epiteliais,
além de uma condensacao ectomesenquimatica. Gradualmente, essa proliferacéo
passa a ser desigual e o 6rgao dentério deixa de estar na fase de botdo e adquire
uma superficie concava, caracterizando o estagio de capuz. Uma vez estabelecida
a fase de capuz, é possivel observar-se os componentes no germe dentéario, que
sdo o orgao do esmalte, papila dentéaria e foliculo dentario. O 6rgdo do esmalte é
composto pelo epitélio externo, reticulo estrelado e epitélio interno que, apos
diferenciacdo, formardo o esmalte. As células ectomesenquimais condensadas
subjacentes ao epitélio interno do 6rgdo do esmalte constituem a papila dentéria,
gue formara o complexo dentino-pulpar (1,5).

As células adjacentes a papila dentaria e as que revestem externamente o
orgao do esmalte sofrem uma condensacao de modo que suas células alinham-se
ao redor do germe em desenvolvimento. Essa condensacdao periférica € chamada
de foliculo dentario, responsavel pela formacao do cemento, ligamento periodontal

e 0sso alveolar. Passa-se entdo para o estagio de campanula, onde a proliferacédo
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celular diminui, finalizando a morfogénese e comecando a histodiferenciacdo das
células do germe dentario. Inicia-se a formacdo de algumas dobras no epitélio
interno do 6rgdo do esmalte, que determinam a forma da futura coroa do dente.
Por fim, ocorre a fase de campanula tardia ou coroa, na qual as células da
camada mais externa da papila dentaria diferenciam-se em odontoblastos, que
iniciardo a secrecdo de matriz organica de dentina e, posteriormente, as células do
epitélio interno do esmalte alongam-se e diferenciam-se em ameloblastos, que séo
as futuras células formadoras do esmalte. Ha deposicao centrifuga de esmalte e
centripeta de dentina e estabelecimento da juncdo amelodentinaria (JAD),
culminando na formacéo da coroa dentéaria. Esta fase é seguida pela fase de raiz,
qgue ocorre pela proliferagdo apical das células dos epitélios interno e externo do
orgdo do esmalte, constituindo a alca cervical, a partir da qual se originara a
bainha radicular de Hertwig, responsavel por induzir a formacéo da futura raiz (5,
12, 14-16).

2.2 AMELOGENESE

A amelogénese € um processo de biomineralizagdo dindmico, complexo e
coordenado que resulta na formacao do esmalte dentario. As células que regulam
este processo sao os ameloblastos que se diferenciam do epitélio dentéario interno,
parte integrante do 6rgdo dentério. A amelogénese é iniciada apds a deposicao da
primeira camada de dentina, na fase de campanula tardia, pois o esmalte recém-
formado é depositado sobre a dentina. O esmalte dentario difere de outros tecidos
duros por ser de origem ectodérmica, possuir uma matriz organica peculiar e um
padrao de mineralizacao distinto (5,17).

Este processo envolve trés fases: pré-secrecdo, secrecdo e maturacao.
No estagio pré-secrecdo, ocorre a morfodiferenciacdo dos ameloblastos e a
secrecdo da matriz organica do esmalte que se mineraliza, quase imediatamente,
de tal forma que a constituicdo do esmalte primério seja de aproximadamente 65%
de agua, 20% de material organico (proteina) e 15% de material inorganico

(apatita). Esta secrecao € continua até a deposicédo, em sua quase total espessura,
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com pouca modificacdo na matriz, 0 que caracteriza 0 segundo estagio da
amelogénese. A primeira camada de esmalte secretada € conhecida como
esmalte inicial e esse primeiro aporte mineral do esmalte marca uma alteracéo
celular nos ameloblastos: o desenvolvimento dos processos de Tomes, que s&o
prolongamentos citoplasmaticos com atividade secretora. A secrecao feita pelo
processo de Tomes ocorre em duas regides distintas: a por¢ao apical, responsavel
pelo desenvolvimento do esmalte prismatico, e as porcdes laterais, responsaveis
pela formagcdo do esmalte interprismatico. A orientacdo dos cristais € a Unica
diferenca entre os esmaltes prismatico e interprismatico. A mineralizacdo da matriz
recém-secretada ocorre em aproximadamente 30% do seu volume e podem ser
identificados cristais de hidroxiapatita (5,17-19).

Inicialmente, essa matriz € constituida por duas classes de proteinas:
amelogeninas, envolvidas com a formacao de 90% da matriz organica do esmalte
e as ndo-amelogeninas — enamelina, ameloblastina, tuftelina, amelotina, Kalikreina
4 (KLK4) e enamelisina (MMP-20) — que constituem os 10% restantes. Estudos
sugerem que as amelogeninas formem nanosferas que direcionam o crescimento
dos primeiros cristais de esmalte (20). JA as funcbes das proteinas ndao-
amelogeninas ainda ndo estdo completamente elucidadas (21-23). A quantidade
de matriz organica secretada determina qual sera a espessura final do esmalte.
Os cristais de hidroxiapatita depositados nessa matriz séo finos e alongados, com
seu comprimento final ja definido. A medida que a matriz vai sendo secretada, 0s
cristais crescem em largura. Dessa forma, a matriz do esmalte mineraliza-se em
cerca de 30% mas ainda possui consisténcia mole. A formacdo do esmalte é
continua até que se depositem suas Ultimas camadas de esmalte e, finalmente, o
esmalte aprismatico superficial ou esmalte externo. Apds essa deposicdo, 0s
ameloblastos reduzem sua altura, diminuindo as organelas relacionadas a sintese
secrecao, por meio de mecanismos de autofagia (5,17,21,24,25).

No momento em que o esmalte atinge sua espessura maxima nas pontas
das cuspides, a matriz passa para o estagio de maturacdo, que consiste no
aumento de cristais minerais e perda de proteinas e agua, o que torna o esmalte
altamente mineralizado, mas ainda bastante poroso. Esse processo é controlado
pelos ameloblastos que, nesse momento, retraem 0s processos de Tomes,

seguido por um rearranjo da sua estrutura interna e reducdo da altura celular em
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aproximadamente 50% e entram em um fenémeno ciclico, no qual ha alternancia
da localizacdo das juncdes oclusivas, da anatomia das bordas apicais e do pH
(26). A maturacao inicia-se na juncdo amelo-dentinaria e irradia-se em direcao a
superficie externa. A remocdo proteica durante a maturacdo € seletiva,
removendo-se as amelogeninas, restando as nao-amelogeninas, que possuem
elevado peso molecular e estédo intimamente ligada as superficies dos cristais de
apatita. Ocorre influxo de ions, principalmente calcio e fosfato e reabsorcédo de
produtos degradados da matriz do esmalte. Essa degradacdo da matriz
proteolitica é realizada pela MMP-20 que continua a ser secretada e pela KLK-4
gue passa a ser secretada nessa fase (5,19).

Um fato significativo que ocorre no processo de maturagdo € a oscilacao
do pH do fluido que circunda o esmalte entre 6 e 7,2 que é uma flutuacdo
semelhante a que o dente estara sujeito no processo de erupcao na cavidade oral.
Os cristais de esmalte ndo sdo estruturalmente homogéneos. Os que sdo mais
suscetiveis a dissolugéo por acido, como os que possuem alto contetdo carbonato,
sédo removidos seletivamente durante a parte de baixo pH do ciclo. Sendo assim,
durante a maturagcao ocorre um processo evolutivo no qual o mineral menos acido-
resistente € substituido por uma apatita mais acido-resistente (19)

Por fim, com o processo de maturacdo do esmalte completo, os
ameloblastos passam a proteger e isolar o esmalte maduro do tecido conjuntivo
subjacente até a erupcdo do dente na cavidade bucal, quando essa camada

celular é perdida (19).

2.2.1 Composicao, estrutura e propriedades mecanicas do esmalte

O esmalte maduro diferencia-se dos demais tecidos por ser o Unico tecido
mineralizado completamente acelular (19). Os prismas de esmalte possuem de 4 a
7 um e sao originados perpendiculares a juncdo amelo-dentinaria em formato
cilindrico, com leves ondulacdes, desde a juncdo amelo-dentinaria até a superficie
externa. A disposicdo dos cristais que formam os prismas deve-se a direcdo da
movimentacdo dos ameloblastos durante a fase secretora (21). Os cristais de

hidroxiapatita carbonatada arranjam-se de modo que os prismas figuem muito
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préximos uns dos outros, separados pelo esmalte interprismatico (27).

Estudos tém mostrado que o esmalte € altamente anisotrépico (28) e suas
propriedades mecanicas dependem do tipo e direcdo do estimulo aplicado, assim
como a orientagdo dos prismas de esmalte, sendo mais comuns as fraturas
paralelas aos prismas de esmalte (29). Sua composicdo o faz um tecido
extremamente friavel, apesar de sua dureza. A dentina subjacente, por ser um
tecido mais resiliente, confere sustentacdo e reduz a possibilidade de fratura
durante a mastigacdo. Além disso, o esmalte dentario, devido a organizacéo
prismatica e disposicdo dos cristais, possui estrutura quase cristalina o que gera
uma aparéncia translicida. Essa caracteristica possui grande influéncia na
coloracdo do dente uma vez que a sua translucidez e espessura permitem a
visualizacdo da coloracdo da dentina, principalmente na regido cervical, que é
onde a camada de esmalte € mais fina. Regides com maior espessura de esmalte
sd0 mais opacas e apresentam coloracao branco-azulada ou acinzentada (30,31).

A dureza do esmalte deve-se a seu alto conteddo inorganico (97%)
representado por cristais de fosfato de calcio sob a forma de hidroxiapatita
[Cal0(PO4)6(OH2)], com quantidades de carbonato, so6dio, magnésio, cloreto,
potassio e flior com 1% de material organico de natureza basicamente proteica,
com escassos carboidratos e lipideos e por 2% de agua e a fragilidade ao alto
moddulo de elasticidade e baixa forca de tracdo. O que impede sua fratura sob as
forcas mastigatorias normais séo as propriedades mecanicas da dentina (19,30).

Acredita-se que a composicdo mineral influencie diretamente essas
propriedades mecanicas apresentadas pelos tecidos (9,32). A incorporacédo de
carbono, magneésio, sodio e fluor a estrutura da apatita dos cristais de esmalte
resulta em alteracdes fisico-quimicas e propriedades mecanicas no esmalte (11).
Dependendo da regido, composicdo quimica e orientacdo prismatica foram
constatadas diferencas na dureza, médulo de elasticidade e resisténcia a fratura
do tecido (2,33).

Em geral, maiores modulos de elasticidade estdo relacionados a maior
dureza. O esmalte dentario possui modulo de elasticidade entre 80 e 90 GPa,
dureza média variavel entre 272 a 440 KHN, além de baixa resisténcia a tragéao,
apresentando-se como um tecido altamente friavel, o que propicia a ocorréncia

frequente de trincas (2). Aparentemente, as fraturas em esmalte ocorrem no
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esmalte interprismatico, que € importante na absorcdo de energia das tensdes
aplicadas sobre o tecido, o que confere certa resisténcia a fratura no esmalte. (34).
No entanto, a exposicdo ao flior e a outros ions no ambiente bucal promovem a
substituicdo da matriz carbonatada por apatita fluoretada, aumentando a
densidade tissular, reduzindo a permeabilidade do tecido e aumentando sua
dureza (35).

2.2.2 Amelogénese Imperfeita

Durante a amelogénese podem ocorrer alteracbes e defeitos de
desenvolvimento, de etiologia variavel, podendo incluir fatores locais, sistémicos,
genéticos e ambientais (8,36). E geralmente aceito que as alteraces, como uma
deposicdo inadequada da matriz do esmalte durante a fase secretora da
amelogénese, resultem em hipoplasia de esmalte onde é observada como uma
camada patologicamente mais fina, podendo apresentar-se na forma de pontos ou
depressdes, linhas horizontais ou até auséncia completa do tecido, o que
caracteriza um defeito quantitativo (11,16). A distribuicdo dos defeitos pode ser
localizada ou generalizada (37,38) sendo sua forma mais grave a auséncia, na
qual praticamente ndo € possivel observar esmalte tanto no aspecto clinico quanto
no radiografico (16,39).

Ja os disturbios na fase de maturacdo do esmalte resultam em esmalte de
espessura normal porém menos mineralizado, denominado opacidade, com
alteracdo na translucidez que pode ser restrita ou difusa, 0 que caracteriza um
defeito qualitativo. O esmalte apresenta-se mais opaco, podendo ser quebradico,
mais poroso e com tendéncia a pigmentacdes extrinsecas. As opacidades do
esmalte dentério séo resultantes de falhas no processo de mineralizacéo, defeitos
Nno processamento proteico e no crescimento no diametro cristalino. Nos casos
mais graves de hipomineralizacdo o esmalte apresenta espessura normal, mas em
virtude de sua rugosidade e friabilidade, o tecido fratura-se ou desgasta-se
rapidamente apos a erupcdo dental. Nesses casos, 0s pacientes podem
apresentar hipersensibilidade dentinaria, tendéncia a formacdo de calculo e,

geralmente, desenvolvem uma periodontite severa e crbnica, além de
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apresentarem dimensédo vertical de oclusdo reduzida devido a abrasdo dental
(11,16).

A Amelogénese Imperfeita foi definida como uma doenca hereditaria com
presenca de defeitos de esmalte, sem a presenca de desordens sistémicas ou
defeitos morfologicos e metabdlicos em qualquer outro sistema corporal, que pode
afetar ambas denticdes, decidua e permanente, causando varios graus de
hipoplasia, hipomineralizagdo ou a associacdo destas a outras alteracbes
sistétmicas ou sindromes. Sua prevaléncia varia bastante dependendo da
populacao estudada, sendo encontrados valores que variam de 1:800 a 1/14.000
(7,8). No entanto, atualmente, a Al é definida como um grupo de condicGes
hereditarias que pode afetar qualitativa e/ou quantitativamente o esmalte dentario,
associado, ou ndo, a outras alteracdes sistémicas ou sindromes. Dentre as
desordens que podem apresentar Al estdo doencas renais associadas ou nao a
nefrocalcinose, doencas gastrointestinais, desnutricdo e desordens metabdlicas
em geral. (40,41) .

A Al possui grande diversidade na manifestacéo clinica e heterogeneidade
genética. O esmalte afetado pode apresentar distlrbios na lisura, resisténcia,
coloracao, espessura e dureza. Os pacientes em geral possuem baixa autoestima
em virtude da aparéncia estética dos dentes e sorriso, e apresentam dificuldades
em manter uma boa higiene oral (16).

A diversidade fenotipica desses defeitos resultou na elaboracdo de
classificagcdes em até 14 diferentes subtipos de Al (8), sendo reconhecidos trés
grupos principais: hipoplasico, hipomaturado e hipocalcificado (42). No entanto, a
separacao fenotipica nem sempre € tdo clara quanto a classificacdo sugere
(36,43).

Os casos de Al ndo sindrbmica resultam de mutacdes que causam
alteracbes em algumas proteinas envolvidas na formag¢do do esmalte. Na ultima
década foram identificadas mutaces em alguns dos genes que codificam
proteinas da matriz do esmalte. Estes sdo o AMELX (gene responsavel pela
codificacdo da proteina amelogenina), ENAM (gene que codifica a proteina
enamelina), KLK-4 (gene responsavel pela codificacdo da proteina kalicreina-4,
que é uma protease responsavel pela degradacdo das amelogeninas), MMP-20

(gene que codifica a enamelisina que é uma metaloproteinase dependente de
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célcio). Além disso, foram identificadas nas familias com Al, mutacdes em genes
gue codificam proteinas sem funcéo esclarecida na amelogénese. Dentre esses
genes, estdo FAMH83, WDR72, DLX3, C4ORF26 (44-51).

Em se tratando de bases moleculares das Al sindrbmicas, muta¢cées no
gene FAM20A estdo associadas com Al e hiperplasia gengival (52) e uma
mutacdo no gene LAMB3 foi identificada como causadora de Al dominante
hipoplasica (53). Alguns autores sugerem que sejam estudados também os genes
SLC4A2, SLC4A4, NHE1, ACIl e CFTR para diagnosticos em que a etiologia ndo
esta bem definida (54).

Devido ao fato de as bases moleculares ainda ndo estarem
completamente elucidadas para todos os tipos de Al, o diagnéstico atual é
baseado em manifestacdes clinicas e radiogréaficas, na andlise de antecedentes
familiares e, quando possivel, pelo modo de heranca genética. Na maioria dos
casos, ha dificuldade de obtencdo da histéria familiar detalhada por meio do
exame dos familiares e muitos deles ja apresentam dentes com tratamento
reabilitador, o que dificulta o diagnostico definitivo da Al (40).

Estudos de microscopia eletrénica de varredura do esmalte de dentes
afetados por Al tipo hipoplasica revelaram micro cavidades bem delimitadas em
areas amolecidas ou areas aprismaticas assim como porosidades e depressodes
além das areas hipoplasicas apresentarem estrutura de favo de mel com textura
granular que, presumivelmente, ocorre pela dissociacdo de cristais e prismas
desorientados. Alguns autores sugerem que a irregularidade na morfologia dos
cristais pode estar relacionada com as func¢des alteradas dos ameloblastos e que
as regides de imprints podem ser devido a uma auséncia da producdo de matriz
organica pelos ameloblastos (55-57). As ranhuras dos prismas, perpendiculares
ao longo eixo dos mesmos podem ser explicadas como segmentacao dos prismas
indicativa de hipomineralizacéo (58-60). Os prismas podem apresentar tamanhos
diferentes e os cristais podem apresentar-se amorfos e desordenados e com
tamanhos de prismas diferentes, sem limites definidos (11).

JA a microscopia eletronica de transmissdo apresenta alteracdes na
morfologia dos prismas e espacos interprismaticos aumentados. No entanto &
discutido se estes ndo seriam artefatos produzidos pela seccdo dental e uso do

tipo de resina usada na preparacao dos espéecimes, tal como o metacrilato (55).
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Devido a dificuldade em obtencdo de amostras, as propriedades do
esmalte com alteragbes no desenvolvimento sdo pouco estudadas. Alguns
estudos demonstram que tanto a dureza do esmalte hipoplasico quanto o modulo
de elasticidade (0,53 + 0,31 e 14,49 = 7,56 GPa, respectivamente) séo
consideravelmente menores quando comparados aos mesmos dados em
amostras de esmalte higido (3,66 + 0,75 e 75,57 + 9,98GPa, respectivamente
(11,61). Faria-e-Silva et al. (62) verificaram um valor de dureza Knoop em esmalte
afetado por amelogénese imperfeita do tipo hipocalcificado em torno de 53,3 KHN,
consideravelmente menor que o valor encontrado em esmalte ndo afetado, acima
de 300 KHN. Existe uma correlacdo positiva entre a dureza e o médulo de
elasticidade e o conteado mineral dos tecidos dentarios (63,64). J& foi
evidenciada maior incorporacéo de carbono em molares hipoplasicos e o aumento
do conteudo organico do esmalte, com menor concentracdo de calcio e fosforo,

pode estar associado a reducao dos valores de dureza encontrados (11).

4.3 DENTINOGENESE

7z

A dentinogénese € o processo altamente controlado de formacdo da
dentina, que € um tecido mineralizado de natureza conjuntiva e constitui a maior
parte da estrutura do dente. As células que regulam a dentinogénese sao 0s
odontoblastos, células ectomesenquimais da papila dentaria. Sua funcdo € a
sintese, secrecdo e controle da mineralizacdo da matriz dentinaria durante e apos
a formacdo do dente. A formacdo de dentina inicia-se quando as células
periféricas da papila dentaria sofrem diferenciacéo celular, transformando-as em
pré-odontoblastos e odontoblastos. A primeira camada da dentina produzida é a
dentina do manto, que possui aproximadamente 150um. Os odontoblastos
secretam, entdo, a matriz extracelular dentinaria, que € rica em fibrilas de
colageno do tipo | associadas a substancia fundamental amorfa (4,15,65).

Durante a formacgao da dentina do manto, ocorre a mineralizacao inicial da
dentina por meio das vesiculas da matriz, que séo varias pequenas esferas de 50

a 150 nm de diametro que abrigam cristais de apatita que crescem rapidamente e
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fundem-se entre si, tornando a matriz mineralizada. Seu imbricamento com a
matriz de esmalte, recém-secretada pelos ameloblastos, determinara a formacao
da juncé@o amelodentinéaria (4,66-69).

Apo6s a deposicao da dentina do manto, a dentina circumpulpar continua
sua formacédo. A mineralizacédo da dentina circumpulpar ndo depende da presenca
de vesiculas da matriz mas da secrecdo de proteinas ndo colagénicas que
modulam a mineralizacdo inter e intrafibrilar. A dentina circumpulpar é constituida
por fibrilas colagénicas mais finas e mais densamente compactadas em
comparacao as encontradas na dentina do manto. O resultado é uma matriz
organica, calcificada com cristais de hidroxiapatita, e através da qual correm
prolongamentos citoplasmaticas dos odontoblastos, que ficam envolvidos pela
dentina recém-mineralizada e ocupam os tubulos dentinarios. Uma matriz ndo
mineralizada, a pré-dentina, de aproximadamente 15 a 20 pum de espessura,
permanece presente, justaposta a camada de odontoblastos (5,15).

Os prolongamentos odontoblasticos, em seguida, diminuem em diametro e
sdo responsaveis pela deposicdo de um colar de dentina altamente mineralizada
(95% em volume), de 0,5 a 1,0 um de espessura, em torno de si, no espaco criado
com a retracdo, que é chamado dentina peritubular. H4 deposicdo continua da
dentina peritubular por toda a vida. A dentina encontrada entre os tdbulos
dentinarios é denominada intertubular. Esse tipo de dentina € menos mineralizado
gue a dentina peritubular, com aproximadamente 30% do seu volume constituido

por mineral (4).

2.3.1 Composicao, estrutura e propriedades mecanicas da dentina

A dentina € um tecido mineralizado e avascular que possui prolongamentos
dos odontoblastos que se situam dentro dos tubulos. Possui cerca de 70% do seu
peso de conteudo mineral, na forma de hidroxiapatita carbonatada, sendo os 18%
restantes de material organico e aproximadamente 12% de fluido dentinario
pobremente organizado. Em termos de volume, as mesmas porc¢des (inorganica,
organica e fluido) representam 50%, 30% e 20%, respectivamente (4).

Os tubulos dentinarios sdo distribuidos de forma radial, seguindo uma
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curvatura em S, a partir da polpa até a JAD, e as fibrilas de colageno interfibrilar
estdo orientadas perpendicularmente aos tubulos dentinarios (70). O diametro dos
tubulos varia de 0,8 e 3,0 um entre a JAD e a regido proxima a polpa,
respectivamente. O nimero de tubulos dentinérios €, dessa forma, maior por area
na regido de pré-dentina, proxima a camara pulpar, e menor por area, na juncao
amelodentinéria. Estima-se aproximadamente 15.000/mm? tdbulos na dentina
periférica (préxima a JAD), 25.000/mm? na regido central e 55.000/mm? préximo a
polpa (4). Os lumens dos tubulos possuem em torno de 1um de didmetro e sdo
envolvidos por um cilindro de dentina peritubular hipermineralizada, composta
principalmente por apatita, que possui cerca de 0,5 a 1,5 um em espessura (71).

A constituicdo basica da fase inorganica do tecido dentinario sao os
cristais de hidroxiapatita, que podem apresentar estruturas e composi¢cdes
variadas, quando associados aos ions carbonato, citrato, sddio, magnésio,
potassio, cloreto e fldor (72). Os cristais de hidroxiapatita encontram-se
intimamente associados com a matriz organica colagénica (8). A por¢cdo mineral
da dentina ocupa duas regibes na malha de fibrilas de colageno: intrafibrilar e
interfibrilar, esta dltima constituindo a maior parte da mineralizacdo dentinaria
(9,31). Ja a matriz organica é composta por colageno, aproximadamente 90%,
sendo 85% do tipo I. Os 10% restantes da matriz organica da dentina séo
constituidos pelas chamadas proteinas nao-colagénicas que séo as fosfoproteinas
dentinarias (DPP), sialoproteinas dentinarias (DSPs), proteinas morfogenéticas
dentinarias (DMPs), Gla-proteinas (osteocalcinas), proteoglicanas, glicoproteinas
acidas (osteonectina) e proteinas séricas (73). A relacdo que ocorre entre a
porcdo proteica nado-colagénica e a colagénica € fundamental para o pleno
desenvolvimento do tecido dentinario. A fosfoproteina da dentina (DPP) e a
sialoproteina da dentina (DSP) sdo proteinas nao-colagénicas e acidicas
presentes na matriz organica que sao expressas a partir do mesmo precursor, a
Sialofosfoproteina da dentina (DSPP) (74). Acredita-se que as DPPs sejam
nucleadoras potenciais de mineralizacdo dentro da matriz dentindria quando
associadas as fibrilas de coldgeno e que participam na biomineralizacéo dentinéria,
modulando a formacéo dos cristais de hidroxiapatita na matriz e podendo, ainda,
regular o tamanho e formato destes cristais. J& quanto as DSPs, acredita-se que

sejam promotoras da precipitagdo de hidroxiapatita. Por estes motivos, a
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sialofosfoproteina da dentina (DSPP) tem um papel importante na dentinogénese
normal e patologica (74).

Devido a sua estrutura tubular, a dentina € um tecido que possui certa
resiliéncia, desempenhando importante papel na sustentacdo do esmalte,
amortecendo as forcas da mastigacédo, reduzindo, desse modo, a possibilidade de
fraturas (4,5). Foi demonstrado que as propriedades mecanicas da dentina séo
dominadas pela dentina intertubular (71).

A dentina também é um tecido anisotropico devido a suas propriedades
variarem de acordo com densidade e orientacdo tubular, grau de mineralizacéo,
permeabilidade e umidade tecidual, além da quantidade, tamanho, estrutura e
aglomeracdo das particulas de hidroxiapatita nas diferentes regifes dentinarias
(64,70,71). Enquanto os cristais de hidroxiapatita conferem forca, as fibrilas de
colageno conferem resisténcia ao tecido dentinario (75).

A dentina possui modulo de elasticidade entre 17 a 22 GPa, quase sempre
determinado pela matriz da dentina intertubular devido a dificuldade de fazer as
nanoendentacdes em regides tubulares, que acabam por contribuir de maneira
superficial com as propriedades mecanicas (9, 32, 64, 71). Seu maior conteudo
organico proporciona menor moédulo de elasticidade e menor dureza, comparados
ao esmalte (76). H4, também, diminuicdo da espessura das particulas de mineral,
que pode ser correlacionada com o aumento do conteddo mineral e,
consequentemente, com o aumento da dureza e do moédulo de elasticidade. O
tamanho reduzido dos cristais minerais gera um aumento da concentracao dessas
substancias entre as fibrilas colagénicas, resultando na mineralizacdo intrafibrilar
(64).

O conteudo mineral da dentina proximo a JAD diminui e a espessura dos
cristais aumenta. Tanto a dureza quanto o médulo de elasticidade diminuem em
direcéo a JAD. Sendo assim, a dentina do manto, que € a primeira camada apos a
JAD, apresenta levemente reduzida dureza, quando comparada a dentina
circumpulpar, com evidéncias de menor conteddo mineral no tecido. Essa menor
dureza é acompanhada de menor médulo de elasticidade na regido proxima a

JAD, consistindo em um obstaculo efetivo para a propagacéo de trincas (64).
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2.3.2 Dentinogénese Imperfeita

Os defeitos hereditarios em dentina podem ser classificados em dois tipos,
com base em aspectos clinicos e radiograficos sendo estes a dentinogénese
imperfeita (DGI) e a displasia dentinaria (DD) (69). A DGI é a condicdo mais
comum dentre os defeitos dentinarios hereditarios e afeta ambas denti¢cdes. A DGI
pode ser classificada em tipos I, Il e lll. A DD pode ser classificada em tipos | e Il
(69). Segundo a classificacdo de Shields, a DGI pode ser classificada, clinica e
radiograficamente, em trés subgrupos principais: Tipos I, Il e 11l (77).

A DGI do tipo | caracteriza-se por apresentar alteracdes dentinarias
associadas a presenca de osteogénese imperfeita (Ol), que é uma desordem
autossémica dominante com a presenca de fragilidade 6ssea, que ocorre devido a
defeitos na estrutura do colageno. E causada por mutacbes heterogéneas nos
genes COL1Al1l e COL1A2, responsaveis pela codificacdo das cadeias alfa de
colageno tipo I.

Classifica-se como sendo do tipo Il quando ndo ha manifestacbes
sisttmicas encontradas, sendo assim, exclusivamente dentaria. A incidéncia
estimada é de 1/6000 a 1/8000 nos Estados Unidos (6). Os dentes deciduos
costumam ser mais afetados que os permanentes. Clinicamente, os dentes
apresentam coloracdo azul acinzentada ou marrom opalescente, constricdo
cervical acentuada, fratura do esmalte o que expde a dentina e facilita a atricédo e,
radiograficamente, polpa atrésica e apresentando canais obliterados e raizes com
comprimento reduzido. Histologicamente, a dentina apresenta-se com tubulos
irregulares, areas com auséncia de tdbulos (69,78). Ha presenca de areas
amorfas na regido tubular e irregularidade dos tubulos dentinarios (79). Podem
estar presentes regiées com tubulos dentinarios e bem formados coexistindo com
regibes dentinarias com pobre orientagdo tubular e menor quantidade, além de
poderem nao estar completamente formados em dentes afetados. Outras
caracteristicas que podem estar presentes sdo opacidades difusas, alteracdes na
morfologia radicular, lesdes periapicais sem causa aparente (80). Nos dentes
afetados pelas DGI tipos | e Il, as caracteristicas clinicas e radiograficas sdo muito
semelhantes.

O tipo Il foi observado numa comunidade em Brandywine, Maryland (8).
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Este tipo também ndo possui envolvimento sistémico. As caracteristicas clinicas
sdo semelhantes ao tipo Il, porém radiograficamente os dentes afetados
apresentam, em vez de obliteracOes pulpares, camaras pulpares aumentadas (69).
Acredita-se que os tipos Il e Il seriam expressao variavel da mesma condicéo.

Estudos moleculares de familias com DGI tipos Il e Ill e Displasia
Dentinaria (DD) tipo Il identificaram mutacdes no gene que codifica a
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP). Até o presente, todas as familias relatadas
na literatura com DGI-II e Il assim como DD-Il estdo associadas a mutagdes no
gene DSPP, sendo a DD tipo Il o fenétipo mais leve e a DGI tipo lll, 0 mais grave
(69).

A porcéo inorganica da DGI € composta, principalmente, por hidroxiapatita
carbonatada pobremente cristalizada. Além disso, ha diminuicdo significativa no
conteudo de magnésio, o tamanho e forma dos cristais ndo se encontram
alterados, mas a quantidade de cristais € reduzida e, ainda, apresenta uma
guantidade de agua 60% superior a média encontrada em dentina ndo-afetada.
Em microscopia eletronica de varredura foram observados espacos intercristalinos
aumentados (81).

As propriedades mecanicas da dentina afetada por DGI sdo praticamente
desconhecidas. Ao avaliar-se o0 moédulo de elasticidade, a dureza e a
concentracdo mineral em espécimes afetados por DGI-Il, contatou-se que o
modulo de elasticidade e a dureza da dentina afetada sdo menores quando
comparados aos espécimes de dentes ndo-afetados. P6de ser estabelecida uma
relacao diretamente proporcional entre o modulo de elasticidade e a dureza com a
concentragdo mineral em espécimes afetados ou ndo-afetados desidratados, mas
essa relacédo nao foi verificada com espécimes hidratados (82). Foi constatado que
dentes afetados por DGI-Il possuem auséncia de mineralizacao intrafibrilar,
sugerindo-se que esta mineralizagcdo seja muito relevante para a elasticidade e
dureza do tecido, mesmo que corresponda a menor parte da quantidade de

mineral encontrada no tecido dentinario (83).
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5 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a microdureza e as caracteristicas ultraestruturais em esmalte e
dentina de dentes afetados pelas condicbes com hipotese diagndstica de
Amelogénese Imperfeita do tipo Hipoplasica e Hipomineralizada e com diagndstico

de Dentinogénese Imperfeita tipo II.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Testar as seguintes hipoteses:

1 — A microdureza no esmalte de dentes com hipdtese diagnéstica de
Amelogénese Imperfeita do tipo Hipoplasica e Hipomineralizada € inferior a
observada em esmalte de dentes afetados pela condicdo de Dentinogénese
Imperfeita tipo 1l e de dentes ndo afetados.

2 — A microdureza na dentina de dentes afetados pela Dentinogénese Imperfeita
tipo Il é inferior a observada em dentina de dentes afetados pela condigdo de
Amelogénese Imperfeita tipo Hipoplasica e Hipomineralizada e de dentes néo

afetados.

3 — Ha alteragBes nas caracteristicas ultraestruturais em dentes com hipotese
diagndstica de Amelogénese Imperfeita do tipo Hipoplasica e Hipomineralizada

apenas em esmalte.

4 — H& alteragbes nas caracteristicas ultraestruturais em dentes afetados por
Dentinogénese Imperfeita tipo Il apenas em dentina.
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6 METODOLOGIA

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), Ministério da Saude — MS, no dia 13 de outubro de 2009, sob
o0 protocolo de nimero 078/09 (Anexo 1).

4.1 SELECAO DAS AMOSTRAS

Foram utilizados terceiros molares de individuos entre 17 e 25 anos, semi
ou totalmente erupcionados, sem funcdo oclusal, a fim de que a formacéo
fisiologica de dentina secundaria, assim como processos de desmineralizacdo ou
desgaste dentario, ndo influenciassem os resultados. A amostra foi selecionada
mediante analise prévia de radiografias panoramicas e periapicais de individuos
com dentes higidos, de dois individuos de uma mesma familia com diagnostico
clinico de Amelogénese Imperfeita tipo Hipomineralizada com areas Hipoplasicas
e de dois individuos de uma mesma familia com diagnostico de Dentinogénese
Imperfeita tipo-ll, cadastradas no Centro de Anomalias do Desenvolvimento
Dentéario do Hospital Universitario de Brasilia — HUB. Foi realizada uma avaliacao
clinica dos individuos afetados que possuiam terceiros molares higidos com
indicacao de exodontia por um cirurgido buco-maxilo-facial. Naquele momento, os
pacientes foram esclarecidos sobre o projeto de pesquisa e sobre a destinacao
gue seria dada a seus dentes. Foi garantido aos participantes 0 acesso aos
resultados da pesquisa.

Como critérios de exclusédo foram adotados dentes com trincas ou fraturas
coronérias, presenca de lesdes de cérie incipientes ou cavitadas e presenca de
restauracdes diretas ou indiretas.

Nos individuos doadores que apresentaram qualquer necessidade de
procedimentos odontologicos de atengdo basica, os tratamentos foram realizados
pela pesquisadora responsavel. Os individuos chamados ao exame clinico que
nao preenchiam os critérios de inclusdo, mas que apresentavam necessidade de
tratamento cirdrgico, restaurador ou preventivo, também foram devidamente

assistidos
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4.1.1 Grupos testes (Grupo Al e DGI)

Grupo Al: Para compor o grupo de Amelogénese Imperfeita foram utilizados 5
dentes que possuiam opacidades difusas localizadas e defeitos hipoplasicos em
toda a porcdo coronaria com hipdtese diagnostica de Amelogénese do tipo
Hipoplasica e Hipomineralizada. Ao exame radiografico, nenhum dos dentes
selecionados apresentou alteragdo nos condutos radiculares ou camara pulpar. As
pacientes que cederam seus dentes para compor 0S grupos eram irmas, porém
apresentavam caracteristicas clinicas (fenotipos) diferentes. Uma das pacientes
do grupo Al apresentava hipomineralizacdo generalizada enquanto a outra
apresentava hipoplasia, além de hipomineralizacdo generalizada. Uma das
pacientes cedeu 3 dentes para o0 estudo enquanto a outra forneceu 2 dentes para

o estudo.

Grupo DGI: O grupo de Dentinogénese Imperfeita foi composto por 6 dentes com
alteracdes na coloracdo da coroa, principalmente na regido cervical, que se
apresentava levemente acinzentada. Por meio do exame radiografico, pode-se
observar leve atresia nas camaras pulpares e condutos radiculares com
obliteracdo parcial ou total. As pacientes do grupo DGI foram caracterizadas
clinicamente em estudo prévio onde foram descritas suas caracteristicas clinicas,
radiograficas e sob microscopia 6tica (80). Foram utilizados 3 dentes de cada uma
das pacientes, que, no momento deste estudo, apresentavam os terceiros molares

inclusos e com indicagao de exodontia.

Grupo Controle: Composto por 6 dentes de diferentes pacientes ndao portadores
de nenhuma das condicbes e ndo afetados por defeitos de desenvolvimento

dentério, sem funcao oclusal.
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4.2 PREPARO DA AMOSTRA

4.2.1 Obtencao da amostra

Imediatamente apods exodontia, os dentes foram acondicionados em frascos
individuais preenchidos com solucao fisiolégica de cloreto de sédio a 0,9% com
timol a 0,1%, com o intuito de inibir o crescimento bacteriano (84,85). O periodo

maximo de armazenamento foi de 3 meses.

4.2.2 Obtencao dos espécimes
Foi confeccionada uma peca de latdo com dois bracos em angulacdo de 90°
e com orificio circular na area central para auxiliar no momento do corte dos

espécimes (Figura 1).

Figura 1: Desenho esquematico da peca de latdo confeccionada para auxiliar no

corte dos espécimes.

A porcao radicular do dente foi fixada dentro do orificio por meio de godiva
em bastdo (Godiva Exata, DFL, Brasil) de modo que a coroa dentaria ficasse
exposta. A peca foi montada na mesa auxiliar da maquina de cortes (Secotom-15/-
50, Struers, Dinamarca) pertencente ao laboratorio de materiais do Departamento

de Engenharia Mecéanica da Universidade de Brasilia (Figura 2).

£/

Figura 2: Maquina de cortes dos espécimes (Secotom -15/-50, Struers,

Dinamarca).
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Foram realizados cortes em fatias no sentido vestibulo-lingual, de forma que
fosse atravessada toda a espessura do dente, com inicio na face mesial. A cada
corte, a base de sustentacdo era movida 1,5 mm lateralmente para o corte
seguinte e, assim sucessivamente, até o limite distal do dente. Este valor foi
calculado uma vez que o objetivo era a obtencdo de fatias de aproximadamente
1,0 mm, sendo que o disco possuia a espessura de aproximadamente 0,5 mm. O
disco utilizado foi o diamantado de dupla face e alta concentragao e a irrigagao foi
feita pela propria maquina com 4gua destilada. Selecionou-se a segunda fatia
mesial de cada dente, pois apresentava boa quantidade de esmalte e dentina
para os testes. Essas fatias foram imediatamente armazenada em frascos
individuais com agua destilada, para posterior realizagdo de avaliacdo de

microdureza seguida por microscopia eletrénica de varredura.

4.2.3 Preparo dos espécimes para 0s ensaios de microdureza

As fatias dentérias a serem utilizadas nos ensaios de microdureza e,
posteriormente, na analise de microscopia de varredura foram incluidas em blocos
de resina acrilica ativada quimicamente incolor (Dencrilay Speed, Dencril, Brasil).
Para isto, matrizes de PVC vaselinadas e com paralelismo entre as duas
extremidades foram utilizadas para que a resina acrilica fosse inserida sobre a
fatia dentaria. Apos a polimerizacdo quimica da resina acrilica, a fatia dentaria
incluida foi removida da matriz e o polimento realizado com lixas metalogréaficas
com granulagéo decrescente de 400, 600, 800, 1200 (Norton, Brasil) e 2000 (3M
ESPE, Brasil) e finalizado com disco de feltro com pasta diamantada Enamelize®
com 0,3um (Cosmedent, Chicago, EUA). O polimento foi realizado para que
irregularidades teciduais, pequenos riscos ou ranhuras nao interferissem na

superficie a ser analisada (63).
4.3 ENSAIOS DE MICRODUREZA
Os espécimes foram posicionados sobre a plataforma movel do durémetro

de bancada (Digital Microhardness Tester, Pantec, Brasil) e foram realizadas, no

esmalte e na dentina, endentacbes com a ponta Vickers, seguindo a orientagcéo
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desde a cuspide vestibular até a polpa dentaria (Figura 3). A carga de 50g foi
aplicada por 10 segundos, com espacamento de 300um entre as endentacdes em
esmalte e 500um em dentina. A endentacao inicial e a final em esmalte foram
realizadas, respectivamente, com distancia de 100um para o limite externo do
esmalte e da JAD. A endentagdo inicial e a final em dentina foram realizadas,
respectivamente, com distancia de 100um para a JAD e camara pulpar.

Q_,-—)Tznl;n EXTERNO DO ESMALTE
300 pm[:———) TERGO MEDIO DO ESMALTE
.——-)TERQI:I INTERNO DO ESMALTE
‘.‘———%sz;u EXTERNO DA DENTINA
NTERQD MEDIO DA DENTINA

\TERED INTERNO DA DENTINA

Figura 3: Orientacdo das endentacdes realizadas no sentido cuspide vestibular —

polpa dentéria.

Em cada endentacdo eram medidas as diagonais (Figura 4) por meio de um
software (Scope Photo 2.0.4) e o valor da dureza correspondente a cada uma era,
entdo, registrado em VHN pelo durémetro.

Figura 4: Endentacdo com medidas nas diagonais realizadas pelo software Scope
Photo 2.0.4.
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A separacdo dos valores em tercos no esmalte e na dentina foi feita
dividindo-se por trés o numero de endentacdes obtido. Nos casos em que o0
ndamero de endentacdes era mdltiplo de trés, os valores foram distribuidos de
maneira igualitaria entre as regides. Nao sendo o numero multiplo de trés, foi feita
uma separacado dos valores, de maneira a manter igual o nimero de endentacdes
realizadas nos tercos externo e interno, sendo o restante (maior niumero de
endentacdes) alocado na faixa de esmalte ou dentina considerada como tergo
médio.

Os dentes afetados por Dentinogénese Imperfeita apresentaram uma
alteracdo da coloracdo dentinaria, com aspecto mais translucente e levemente
acastanhado mais acentuado na regido cervical da coroa. Sendo assim, essa
regido foi avaliada também quanto a sua dureza no sentido JAD-camara pulpar
(Figura 5). Os dentes néo afetados também foram avaliados na mesma regiao e
sentido para efeito de comparacao.

Foram confeccionadas, entédo, 6 fatias provenientes do grupo controle (que
resultaram 12 endentacfes no terco externo do esmalte, 21 no terco médio e 12
no terco interno e na dentina respectivamente 18, 25 e 17 endentacdes).

No grupo Al usou-se 5 fatias (16, 16 e 15 endentacdes em esmalte e 14, 19
e 14 endentacdes em dentina), sendo trés de uma mesma paciente e duas de
outra.

No grupo DGI foram usadas 6 fatias (12, 18 e 12 endentacdes esmalte e
12, 18 e 12 endentacdes em dentina) sendo trés de uma mesma paciente e trés

de outra.

TERGO INTERNO DA DENTINA
% TERGD MEDIO DA DENTINA

*4¢ TERCO EXTERNO DA DENTINA

i

500 UM

Figura 5: Orientacao das endentacdes realizadas no sentido JAD — camara pulpar.
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4.3.1 Andlise estatistica

As variaveis microdureza em esmalte e em dentina foram avaliadas quanto
ao padrao de distribuicdo de frequéncias por meio do teste de normalidade de
Lilliefors. Aléem disso, quando tais variaveis foram avaliadas entre os dentes
considerados higidos (controle), com amelogénese imperfeita (Al) e com
dentinogénese imperfeita (DGI), utilizou-se o teste de Bartlett para andlise da
homogeneidade das variancias. Uma vez que tais dados encontravam-se em
normalidade e em homogeneidade, as comparacdes intragrupo e intergrupo foram
realizadas por meio de testes paramétricos. Foram realizadas as seguintes
analises por meio da com os respectivos testes de hipotese:

1) Avaliacdo da Microdureza em esmalte entre dentes e entre 0S grupos:
Intragrupo: ANOVA com fator duplo; Intergrupo: ANOVA fator Unico. Apés ambos
os testes, foi realizado o teste de acompanhamento de Fisher (Least Square
Difference — LSD);

2) Avaliacdo da Microdureza em esmalte entre os tercos dos dentes dos grupos:
Intragrupo e Intergrupo: ANOVA com fator duplo. Apos este teste, foi realizado o
teste de acompanhamento de Fisher (Least Square Difference — LSD);

3) Avaliacdo da Microdureza em dentina entre os dentes e entre 0S Qrupos:
Intragrupo: ANOVA com fator duplo; Intergrupo: ANOVA fator Unico. Apds ambos
os testes, foi realizado o teste de acompanhamento de Fisher (Least Square
Difference — LSD);

4) Avaliagcdo da microdureza em dentina entre os tercos dos dentes dos grupos:
Intragrupo e Intergrupo: ANOVA com fator duplo. Apés este teste, foi realizado o
teste de acompanhamento de Fisher (Least Square Difference — LSD);

5) Avaliacdo da microdureza em area afetada da cervical entre grupo controle e
grupo com dentinogénese imperfeita: teste t para amostras independentes;

6) Avaliacdo da microdureza em area afetada da cervical por tercos: Intragrupo e
Intergrupo: ANOVA com fator duplo. Apds este teste, foi realizado o teste de
acompanhamento de Fisher (Least Square Difference — LSD).

Todos os testes utilizaram um nivel de significancia de 0,05. Os resultados
foram expressos em tabelas com estatisticas descritivas e p-valores dos testes
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inferenciais, bem como realizada a diagramacé&o por meio de graficos de colunas

ou de linhas, e Box-plot.

4.4 ETAPA HISTOLOGICA

4.4.1 Preparo dos espécimes para microscopia eletrénica de varredura

ApOs a andlise da microdureza, as amostras foram novamente polidas com
lixas metalograficas com granulacéo decrescente de 400, 600, 1200, 1500 (Norton,
Brasil), 2000 (3M ESPE, Brasil), 2400 e 4000 (Buehler, EUA), intercalando-se com
banho de 30 segundos em ultrassom (Bransonic, EUA) com agua destilada. Em
seguida, foram descalcificadas com acido fosforico a 10% em agitacéo leve por 1
segundo e lavadas em agua corrente por 2 minutos. A desidratacéo foi realizada
com banhos de 10 minutos em concentragdes crescentes de alcool (70, 80, 90, 95
e 100%) e colocadas em HMDS overnight. Em seguida, os espécimes foram
encaminhados ao Laboratério de Biologia Celular do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia, onde foram levados a secadora ao ponto critico (CPD
030 - Critical Point Dryer, Balzers, Alemanha) e cobertos com ouro em evaporador
(SCD 050 - Sputter Coater Deposition, Balzers, Alemanha). Por fim, foram
observados em Microscépio Eletrdnico de Varredura (JEOL JSM 7001F, Jeol,
Japao), equipamento também pertencente ao Laboratorio de Biologia Celular do

Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

4.3.2 Analise histolégica

Os corpos de prova foram observados em Microscopio Eletrénico de
Varredura e fotografados em regides de esmalte e dentina, seguindo as mesmas
regibes onde foram realizadas as endentagbes, com aumentos de 500x, 1000x,
1500x%, 2500x, 3500x, 5000x e 10000x nos trés tercos do esmalte e da dentina
(interno, médio e externo). Os resultados foram descritos e comparados aos de

pacientes nao afetados.
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5 RESULTADOS

No presente estudo foram avaliados um total de 6 dentes do grupo controle,
5 do grupo Al e 6 do grupo DGI, sendo que o grupo Al era composto por 3 dentes
de uma paciente e 2 de outra e o grupo DGI era composto por 3 dentes de uma
paciente e 3 de outra. As pacientes que cederam seus dentes para compor ambos
0S grupos eram irmas, porém apresentavam caracteristicas clinicas (fenétipos)
diferentes conforme descrito na metodologia deste estudo. Foram realizados

ensaios de microdureza e andlise de microscopia eletrénica de varredura.

5.1 AVALIACAO DA MICRODUREZA EM ESMALTE ENTRE DENTES E ENTRE
GRUPOS

Em relacdo a microdureza em esmalte, foi possivel verificar que no grupo
controle os dentes 1, 2 e 3 foram semelhantes estatisticamente entre si
(322,2 + 53,3; 313,2 + 48,8; 296,6 + 21,3, respectivamente) (p>0,05), porém com
algumas médias significativamente maiores do que as dos dentes 4, 5 e 6 (270,4
+35,7;247,5 + 73,8; 279,0 + 33,4, respectivamente) (p<0,05), sendo estes ultimos
semelhantes entre si (p>0,05) (Tabela 1 e Figura 6).

Entre os dentes com Al, apenas o dente 1 apresentou média
significativamente mais baixa (246,5 + 26,6) do que o dente 3 (298,2 + 43,2)
(p<0,05), sendo que os demais foram estatisticamente equivalentes entre si
(p>0,05) (Tabela 1 e Figura 6).

Entre os dentes com DGI, apenas o0 dente 1 apresentou média
significativamente mais elevada (325,9 + 47,0) do que o dente 4 (281,8 + 50,8)
(p<0,05), sendo que os demais foram estatisticamente equivalentes (p>0,05)
(Tabela 1 e Figura 6).
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Tabela 1 — Estatisticas descritivas (n, média e desvio padréo) e intervalos de
confianca de microdureza em esmalte dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

P-valor do teste de Andlise da Variancia (ANOVA) em avaliacao intragrupo*.

Desvio IC - IC
Grupos Dentes n Média p
Padréo 95% +95%
D1 8 322,2 def 53,3 277,7 366,8
313,2
D2 7 de 48,8 268,0 358,3
CONTROLE D3 8 296,6 © 21,3 278,8 3144 <0,05
D4 8 270,4 3P 35,7 240,5 300,2
D5 7 2475 3bC 73,8 179,3 315,7
D6 7 279,02 33,4 248,1 309,9
D1 10 246,5°¢ 26,6 2275 265,6
D2 9 274,0 32,2 2493 298,8
Al D3 9 298,22 43,2 265,1 3314 <0,05
D4 11 263,6 37,8 238,2 289,0
D5 8 2741 39,1 2414 306,7
D1 7 325,9 ¢ 47,0 2824 369,3
D2 7 304,5 35,5 271,7 337,3
D3 7 311,3 37,7 276,4 346,1
DGl < 0,05
D4 7 281,82 50,8 234,8 328,8
D5 7 319,8 36,6 285,9 353,7
D6 7 299,1 37,9 264,1 334,2

* n= nimero de endentagodes.

** As comparacdes sao realizadas intragrupo, ou seja, apenas entre os dentes de cada uma dos
grupos em analise (Controle, Al e DGI). Fg117)=2,26, p-valor=0,02.

% ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os
espécimes do Dente 1

® ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os
espécimes do Dente 2

© ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os
espécimes do Dente 3

¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os
espécimes do Dente 4

¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os

espécimes do Dente 5



43

diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os

" ANOVA - LSD; p<0,05

do Dente 6

espécimes

S SN

A

RIS

s S

380

360 |

o o o o

o o o o
< N o [oe] © < N o
™ ™ ™ N N N N N

9)jewisa wWoa ezainpoidiw

] Controle
Y Al

D5

[T oc

dentes

edias e intervalos de confianca de

ao intragrupo das m

Figura 6 — Comparac

microdureza em esmalte dos espécimes dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

Ainda sobre a microdureza em esmalte, foi possivel verificar que houve

diferencas estatisticas significativas entre os grupos (p<0,05). Verificou-se que os

dentes do grupo controle e os dentes do grupo com DGI apresentaram médias

respectivamente)

4

1+ 41

0 ; 307,
significativamente mais elevadas do que a observada no grupo

7 + 51

estatisticamente equivalentes (288,

(p>0,05)

7z

, porém

de dentes com Al (270,4 + 38,4) (p<0,05) (Tabela 2 e Figura 7).

Tabela 2 — Estatisticas descritivas (n, média e desvio padrédo) e intervalos de

confianca de microdureza em esmalte dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

P-valor do teste de Andlise da Variancia (ANOVA) em avaliacdo intergrupo*.
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Grupos n Média  Desvio Padrdo IC-95% IC +95% p
CONTROLE 45 288,7° 51,0 273,4 304,0

Al 47 270,4 *° 38,4 259,1 281,7 <0,05
DGI 42 307,1° 41,4 294,2 320,0

* n= nimero de endentacgodes.

** As comparacgfes sao realizadas intergrupo, ou seja, entre os grupos em andlise (Controle, Al e
DGI). F(2131)=16,34, p-valor=0,00.

4 ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os dentes
do Grupo Controle

® ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os dentes
do Grupo Al

© ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os dentes
do Grupo DGI
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Figura 7 — Comparacéo intergrupo das meédias e intervalos de confianca de

microdureza em esmalte dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

5.2 AVALIACAO DA MICRODUREZA EM ESMALTE ENTRE TERCOS DOS
DENTES DOS GRUPOS
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Ao avaliar a microdureza do esmalte dos tercos dos dentes dos diferentes
grupos analisados, foi possivel verificar que os dentes do grupo controle e com
DGI apresentaram comportamentos meédios equivalentes em todos os tergos
avaliados (externo, médio e interno) (p>0,05), sendo que em ambos 0s grupos
houve reducado significativa das meédias de microdureza do esmalte no sentido
externo-interno (p<0,05) (Tabela 3 e Figura 8).

Nos dentes com Al, a média do terco externo é significativamente mais
baixa (289,9 + 49,1) do que a dos demais grupos na mesma porgao (controle =
324,2 + 55,8; DGI = 340,2 + 35,8). Dessa forma, no grupo com Al a reducao dos
valores no sentido externo-interno € mais ténue, ndo havendo diferencas
estatisticas significativas entre os tercos externo e meédio (p>0,05) (Tabela 3 e
Figura 8).

Tabela 3 — Estatisticas descritivas (n, média e desvio padrdo) e intervalos de
confianca de microdureza em esmalte nos tercos externo, médio e interno dos
dentes dos grupos controle, Al e DGI. P-valor do teste de Andlise da Variancia

(ANOVA) em avaliacdo intragrupo*.

Grupos  Tergos N Média Desvio Padrao IC-95% IC +95% p
externo 12 324,2°¢ 55,8 288,7 359,7

Controle médio 21 291,0 ¢ 35,1 275,0 307,0 < 0,05
interno 12 249,2 P 44.4 221,0 2774
externo 14 289,9°¢ 49,1 261,6 318,2

Al médio 21 268,9 31,8 2544 283,4 < 0,05
interno 14 254,7 @ 27,6 238,8 270,6
externo 12 340,2 ¢ 35,8 317,5 362,9

DGl médio 18 308,9 ?¢ 34,4 291,8 326,0 < 0,05
interno 12 271,230 25,8 254.8 287,6

* n= nimero de endentacoes.

** As comparacgdes sdo realizadas intragrupo, ou seja, apenas entre os dentes de cada uma dos grupos em
andlise (Controle, Al e DGI). F,127=1,12, p-valor=0,35.

% ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os espécimes
locados no terco externo

® ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os espécimes locados
no terco meédio

¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os espécimes locados

no tergo interno
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Figura 8 — Comparacédo intragrupo e intergrupo das médias e intervalos de
confianca de microdureza em esmalte dos espécimes localizados nos tercos

externo, médio e interno dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

5.3 AVALIA(;AO DA MICRODUREZA EM DENTINA ENTRE OS DENTES ENTRE
OS GRUPOS

Em relacdo a microdureza em dentina, foi possivel verificar que no grupo de
dentes controle os dentes 5 e 6 foram semelhantes estatisticamente entre si
(53,6 + 5,1; 50,3 + 3,8, respectivamente) (p>0,05), porém com médias
significativamente maiores do que os dentes 1, 2 e 3 (43,1 + 6,0; 43,8 + 5,6;
42,8 + 10,0, respectivamente) (p<0,05). O dente 4 apresentou média equivalente
aos demais dentes (46,6 + 9,7) (p>0,05) (Tabela 4 e Figura 9).

Entre os dentes com Al, apenas o dente 6 apresentou média
significativamente mais elevada do que os demais (52,2 + 5,1) (p<0,05) (Tabela 4
e Figura 9).

Entre os dentes com DGI, todos apresentaram meédias estatisticamente

equivalentes (p>0,05) (Tabela 4 e Figura 9).
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Tabela 4 — Estatisticas descritivas (n, média e desvio padrdo) e intervalos de
confianca de microdureza em dentina dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

P-valor do teste de Andlise da Variancia (ANOVA) em avaliacao intragrupo*.

Desvio

Grupos Dentes n Média . IC-95% IC +95% p
Padréo
D1 11 43,1 6,0 39,0 47,2
D2 9 43,8° 5,6 39,5 48,1
CONTROL D3 8 42,8 °f 10,0 34,4 51,2 0.05
< )
E D4 10 46,6 9,7 39,7 53,5
D5 10 53,6 2P° 51 50,0 57,2
D6 12 50,3 ¢ 3,8 47,9 52,7
D1 10 38,7° 8,1 32,9 44,6
D2 8 39,6° 14,0 27,9 51,3
D3 9 41,0° 5,6 36,6 45,3
Al < 0,05
D4 10 40,1° 10,6 32,5 47,7
52,2 abe
D5 10 iy 5.1 48,6 55,9
D1 8 33,1 5,7 28,4 37,9
D2 7 33,5 10,0 24,3 42,8
D3 6 28,5 8,3 19,7 37,2
DGI > 0,05
D4 8 33,4 9,1 25,8 41,1
D5 7 35,2 8,4 27,5 43,0
D6 6 32,3 6,6 25,4 39,3

* n= nimero de endentagodes.

** As comparacdes sdo realizadas intragrupo, ou seja, apenas entre os dentes de cada
uma dos grupos em analise (Controle, Al e DGI). F9,132=0,91, p-valor=0,52.

& ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes do Dente 1

® ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes do Dente 2

¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes do Dente 3

4 ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com

os espécimes do Dente 4
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¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes do Dente 5
" ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os

espécimes do Dente 6
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[T pG

D4
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Figura 9 — Comparagédo intragrupo das médias e intervalos de confianga de

microdureza em dentina dos espécimes dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

Ainda sobre a microdureza em dentina, foram observadas diferencas
estatisticas significativas entre os grupos (p<0,05). Verificou-se que os dentes do
grupo controle apresentaram meédia significativamente mais elevada (46,9 + 7,7)
do que os demais grupos (p<0,05). Além disso, a média dos dentes do grupo com
Al foi significativamente maior (42,48+10,09) do que os dentes do grupo com DGI
(32,8 + 7,9) (p<0,05) (Tabela 5 e Figura 10).

Tabela 5 — Estatisticas descritivas (n, média e desvio padrdo) e intervalos de
confianga de microdureza em dentina dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.
P-valor do teste de Andlise da Variancia (ANOVA) em avaliacao intergrupo*.

Grupos n Média  Desvio Padrdo IC-95% IC +95% p
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CONTROLE 60 46,9 °° 7,7 45,0 48,9
Al 47 42,5 %¢ 10,1 39,5 45,4 <0,05
DGI 42 32,82° 7,9 30,4 35,3

* n= nimero de endentagdes.

** As comparagdes sdo realizadas intergrupo, ou seja, entre 0s grupos em analise
(Controle, Al e DGI). F(2,146=33,83, p-valor=0,00.

@ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com os
dentes do Grupo Controle

® ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
os dentes do Grupo Al

¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenga entre as médias estatisticamente significativas com

os dentes do Grupo DGI
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Figura 10 — Comparacao intergrupo das médias e intervalos de confianca de

microdureza em dentina dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

5.4 AVALIA(;AO DA MICRODUREZA EM DENTINA ENTRE TERCOS DOS
DENTES DOS GRUPOS

Ao avaliar a microdureza da dentina dos tercos dos dentes, foi possivel
verificar que, em todos 0s grupos os tercos externo e médio foram considerados

estatisticamente equivalentes entre si (p>0,05), contudo, ambos 0s grupos com
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diferencas significativas em relacdo ao terco interno (p<0,05) (Tabela 6 e Figura
11).

Ao realizar a comparacao entre 0s grupos, verificou-se que os dentes com
DGI apresentaram médias significativamente mais baixas em todos o0s tercos
guando comparados aos dentes dos demais grupos (p<0,05). Ja os dentes com All,
apresentaram semelhanca estatistica com os dentes do grupo controle, na
comparagcdo do terco externo (p>0,05); contudo, apresentaram diferencas
estatisticas nos tercos médio e interno (p<0,05) (Figura 11).

Tabela 6 — Estatisticas descritivas (n, média e desvio padréo) e intervalos de
confianca de microdureza em esmalte nos tergcos externo, meédio e interno dos
dentes dos grupos controle, Al e DGI. P-valor do teste de Analise da Variancia

(ANOVA) em avaliacdo intragrupo*.

Grupos  Tergos n Média Desvio Padrao IC-95% IC +95% p
externo 18 48,2° 4,5 45,9 50,4

Controle médio 25 50,6 ¢ 51 48,4 52,7 < 0,05
interno 17 40,4 P 9,6 35,4 45,3
externo 14 46,6 ° 4.9 43,8 49,5

Al médio 19 46,0 ¢ 6,2 43,0 49,0 < 0,05
interno 14 33,5 2" 12,6 26,2 40,8
externo 12 39,8° 3,7 37,5 42,2

DGl médio 18 349° 3,3 33,3 36,6 < 0,05
interno 12 22,6 2P 53 19,2 26,0

* n= nimero de endentacgoes.

** As comparacdes sdo realizadas intragrupo, ou seja, apenas entre os dentes de cada
um dos grupos em analise (Controle, Al e DGI). F4140=2,10, p-valor=0,084.

% ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes locados no ter¢o externo

® ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes locados no tergco médio

¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenga entre as médias estatisticamente significativas com

0s espécimes locados no tergo interno
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Figura 11 — Comparacao intragrupo e intergrupo das médias e intervalos de
confianca de microdureza em dentina dos espécimes localizados nos tercos

externo, médio e interno dos dentes dos grupos controle, Al e DGI.

5.5 AVALIACAO DA MICRODUREZA EM DENTINA EM AREA CERVICAL

Nesta avaliagdo foi realizada a comparacdo apenas entre as meédias dos
grupos de dentes controle e com DGI. Foi possivel verificar que houve diferencas
estatisticas significativas entre os dois grupos (t=9,6; p<0,05), sendo que a média
de microdureza do grupo com DGI é significativamente mais baixa (18,4 + 7,3) do

gue a média do grupo controle (45,0 + 14,0) (Figura 12).
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Figura 12 — Comparacéo intergrupo das médias, erros padréo (SE) e intervalos de

confianca (média+1,96*SE) de microdureza em area afetada da cervical dos

espécimes dos dentes dos grupos controle e DGI.

5.6 AVALIACAO DA MICRODUREZA EM DENTINA EM AREA CERVICAL POR

TERCOS

Ao realizar esta avaliagdo, foi possivel verificar que houve diferencas

estatisticas significativas entre as médias comparadas (p<0,05). Entre os dentes

do grupo controle, verificou-se que houve reducdo significativa das médias de

microdureza no sentido dos tergcos externo-interno (p<0,05). J& no grupo de

dentes com DGI, ndo houve diferengas entre as médias dos trés tercos avaliados
(p>0,05) (Tabela 7 e Figura 13).
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Tabela 7 — Estatisticas descritivas (n, média e desvio padrdo) e intervalos de
confianca de microdureza em area afetada da cervical nos tercos externo, médio e
interno dos dentes dos grupos controle e DGI. P-valor do teste de Andlise da
Variancia (ANOVA) em avaliagao intragrupo*.

Grupos  Tercos n Média Desvio Padrdao IC-95% IC +95% p
externo 10 52,0 °¢ 11,5 43,8 60,3

Controle médio 22 42,43° 14,7 35,9 48,9 < 0,05
interno 10 30,4 2P 12,0 21,8 39,0
externo 12 17,6 7,1 13,1 22,2

DGI médio 8 17,7 5,3 13,3 22,2 > 0,05
interno 12 19,7 8,8 14,1 25,3

* n= ndmero de endentacgdes.

** As comparacdes sdo realizadas intragrupo, ou seja, apenas entre os dentes de cada
um dos grupos em analise (Controle, Al e DGI). F(,,65=6,09, p-valor=0,00.

& ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes locados no terco externo

® ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com
0s espécimes locados no terco médio

¢ ANOVA - LSD; p<0,05 = diferenca entre as médias estatisticamente significativas com

0s espécimes locados no tergo interno

Quando os tercos foram comparados entre os grupos, foi possivel perceber
gue as medias observadas dos dentes do grupo controle foram significativamente
maiores do que as médias dos dentes do grupo com DGI em todos os tercos
(p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13 — Comparacao intragrupo e intergrupo das médias e intervalos de
confianca de microdureza em area afetada da cervical em espécimes localizados

nos tercos externo, médio e interno dos dentes dos grupos controle e DGI.

5.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA EM ESMALTE

Em cortes transversais dos dentes do grupo controle, observou-se, no
esmalte, estrutura prismatica e interprismatica com cristais organizados, bem
delimitados e definidos apresentando tamanhos semelhantes (Figuras 1A — 3A).

No grupo de amostra de dentes afetados por Amelogénese Imperfeita, foram
observadas alteracées em toda a extensdo do esmalte examinado. Todos 0s
espécimes apresentaram alteracdes sugestivas de retencdo de material organico.
A maioria dos espécimes observados apresentou as estruturas prismatica e
interprismatica do esmalte preservadas (Figura 1B e 2B). No entanto, em um dos
espécimes nao foi possivel defini-las claramente (Figura 3B). Quando analisados
em maior aumento, foi possivel verificar alteracées a nivel cristalino, tais como
material globular associado, auséncia de paralelismo dos cristais do esmalte

prismatico e variacdes do tamanho cristalino (Figura 2B). Além disso, no esmalte
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prismatico e interprismatico houve regides onde ndo foi possivel identificar os
cristais devido a presenca de material amorfo com aparéncia de malha ou rede
(Figuras 4B - 6B).

O grupo afetado por Dentinogénese Imperfeita apresentou a ultraestrutura do

esmalte aparentemente normal.

5.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA EM DENTINA

Os dentes do grupo controle apresentam estrutura dentinaria com namero,
tamanho e orientacéo tubular aparentemente normal (Figura 1C e 2C).

As amostras do grupo afetado por Amelogénese Imperfeita também
apresentaram a ultraestrutura da dentina aparentemente normal.

A observacao histologica dos dentes com Dentinogénese Imperfeita do tipo
permitiu confirmar o diagndstico, uma vez que na maioria dos espécimes houve
alteragbes na estrutura tubular dentinaria. Entretanto, nem todos os dentes
apresentaram as mesmas alteracdes, sendo que em trés espécimes a distribuicao
tubular ndo foi uniforme, apresentando regides atubulares. (Figuras 3C e 4C). Ao
observar a regido cervical desses espécimes, identificou-se que aparentemente ha
maior extensao das regides atubulares (Figura 5C e 6C). Nos outros espécimes, 0

namero, tamanho e disposicao dos tubulos observados era aparentemente normal.
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Figuras A — Cortes de esmalte dentario do grupo controle.

Figura 1A — Corte transversal - 3500x . Note estrutura prismatica e interprismatica
com cristais organizados, bem delimitados e definidos apresentando tamanhos
semelhantes.

Figura 2A — Detalhes na estrutura -10000x. EP= esmalte prisméatico / El= esmalte
interprismatico.

Figura 3A — Corte longitudinal - 3500x. Note a estrutura de prismas e organizacao
de cristais.
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Figuras B — Cortes de esmalte dentario do grupo Amelogénese Imperfeita (Al).
Figura 1B — Corte transversal - 3500x . Note estrutura prismatica e interprismatica
preservada.

Figura 2B — Detalhes na estrutura - 10000x. Note alteragBes a nivel cristalino
como material globular associado, auséncia de paralelismo e variacdes
morfolégicas.

Figura 3B — Corte transversal - 3500x . Note que nédo é possivel definir claramente
estrutura prismatica e interprismatica.

Figura 4B — Corte longitudinal - 10000x. * = regido onde nado foi possivel
identificar os cristais devido a presenca de material amorfo . EP= esmalte
prismatico / El= esmalte interprismatico.

Figura 5B — Corte transversal - 3500x. Seta = regido onde ndo foi possivel
identificar os cristais.

Figura 6B — Corte transversal - 5000x. Seta = regido onde ndo foi possivel
identificar os cristais com presenca de material amorfo com aparéncia de malha ou
rede .
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Figura 1C — Corte transversal de dentina (grupo controle) - 500x . Note estrutura
dentinaria com nimero, tamanho e orientacdo tubular aparentemente normal.
Figura 2C— Corte obliguo de dentina (grupo controle) - 1000x. Detalhes na
estrutura dentinaria aparentemente normal podem ser observados.

Figura 3C — Corte transversal de dentina (grupo DGI) - 500x . Note que a
distribuicdo tubular ndo foi uniforme, apresentando regides atubulares. Seta=
regiao atubular.

Figura 4C — Corte transversal de dentina de dente do grupo DGI em aumento de
500x . Note que a presenca de regides atubulares. Seta= regiao atubular.

Figura 5C — Corte transversal de dentina de regiao cervical (grupo DGI) - 500x.
Note que ha maior extensdo das regides atubulares. Seta = regido atubular.
Figura 6C — Corte transversal de dentina de regido cervical (grupo DGI) - 1500x.
Note que h& ainda maior extensdo das regides atubulares e presenca de poucos
tibulos dentinérios.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, ao analisar a microdureza Vickers em esmalte de
dentes do grupo controle, foram obtidos resultados semelhantes aos encontrados
na literatura (86,87). O fato de os dentes 1, 2 e 3 serem de uma mesma pessoa e
os dentes 4, 5 e 6 de outra pode justificar a equivaléncia estatistica de valores de
dureza entre os espécimes de um mesmo individuo. Além disso, os dentes da
primeira paciente apresentaram valores significativamente maiores do que os da
segunda, o que poderia ser justificado pela diferenca de mineraliza¢do, que varia
de individuo para individuo.

Os dentes afetados por DGI-II apresentaram valores de dureza no esmalte
semelhantes aos encontrados nos controles. Nao ha estudos que relatem sobre as
alteracdes estruturais ou de composicdo mineral nesse tecido. No entanto, neste
trabalho ndo foram encontradas alteracdes estruturais no esmalte de dentes do
grupo DGI.

Nos espécimes do grupo Al foram observados resultados significativamente
inferiores quando comparados aos controles e aos DGI-Il, 0 que comprovou a
hipétese de que a microdureza no esmalte de dentes do grupo Al é inferior a
observada em esmalte de dentes afetados pela condicdo de Dentinogénese
Imperfeita tipo 1l e de dentes nédo afetados por nenhuma das condigfes avaliadas.

Em média, os tercos externos do esmalte do grupo controle e do grupo
DGI-Il apresentaram valores de dureza maior que os tercos internos. Uma causa
possivel para essa diferenca de valores de dureza nos tercos é o fato dos cristais
de hidroxiapatita do tergco externo do esmalte serem melhor arranjados e mais
densamente compactados do que os cristais do terco interno (30).

No estudo de Park e colaboradores em 2008 foi encontrada uma relagcéo de
proximidade da JAD com uma diminuicdo do contedado mineral que pode contribuir
para esses valores mais baixos de dureza no esmalte inicial (34). H4 uma
diminuicdo da matriz organica com a maturacdo do esmalte. Sendo assim, a
dureza e o modulo de elasticidade em regido adjacente a JAD seriam menores e

na regido mais externa, maiores (88,89).
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Em estudo anterior foi encontrada, em esmalte hipoplasico, reducdo nos
valores de dureza quando feitas endenta¢cbes com a ponta Knoop (61). E
importante ressaltar que essas endentagcdes do estudo de Suckling e
colaboradores em 1989 ndo foram realizadas em regides hipomineralizadas
especificamente, mas sim seguiram o curso da ponta da cuspide até a JAD, assim
como no presente estudo. Foi constatado que o tecido afetado por defeitos
gualitativos de esmalte possui microdureza e médulo de Young inferior aos dentes
ndo afetados (11,90). Acredita-se que isso possa ocorrer devido a reducdo do
contetdo mineral que ocorre nesses tecidos.

As consequéncias nas propriedades fisicas e mecanicas de alteracdes na
composicdo mineral do esmalte alterado ainda sdo desconhecidas (11). Mahoney
et al., em 2004, verificaram que a dureza em esmalte hipomineralizado/hipoplasico
de primeiros molares variou de 7,1 a 177,4 VHN. E importante ressaltar que o
conteado mineral foi menor nas areas que se apresentavam histologicamente
mais afetadas. Em contrapartida, Faria-e-Silva et al.,, em 2011, verificaram um
valor de dureza Knoop reduzido em esmalte afetado por amelogénese imperfeita
do tipo hipocalcificado, aproximadamente 53,3 KHN (62). No estudo de Mahoney
et al. (2004), ndo foram verificadas diferencas entre a dureza do esmalte do grupo
controle e do esmalte macroscopicamente ndo afetado dos dentes do grupo teste
(11). E importante ressaltar que neste estudo ndo é especificado se os dentes
avaliados sdo afetados por amelogénese imperfeita nem o grau dos defeitos de
esmalte encontrados.

Escassos estudos analisam o conteddo mineral dos dentes afetados por
Amelogénese Imperfeita, dentre eles o estudo supracitado de Mahoney e
colaboradores (2004) analisou esse conteudo em dentes com esmalte
hipomineralizado e constatou que era menor, com densidade mineral 10% inferior
aguela de dentes nao afetados (11). Outro estudo (59) também avaliou o contetdo
mineral de Al hipocalcificada e foi observado que no esmalte o conteudo de
mineral variou de 53,2% a 79,6% em dentes afetados por Al enquanto em dentes
nao afetados variou de 80,6% a 84,7%. Esses autores defendem que tais
diferencas possam estar relacionadas a heterogeneidade das manifestacdes
clinicas das doencas, sendo 0s casos mais severamente afetados com maior

propensdo a apresentar desorganizacdo prismatica e que o esmalte com Al teve
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mais que 30% menos de mineral em volume do que o normalmente apresentado,
0 que pode ser indicativo de que o influxo de mineral e o crescimento de cristais
de apatita tenha sido contido nesse estdgio de desenvolvimento (59). Os
resultados obtidos neste estudo sugerem que ha diminuicdo no contetdo mineral
dos espécimes avaliados. No entanto, ndo foi possivel a avaliacdo deste contetdo
nesta pesquisa.

Nos espécimes analisados neste estudo foram encontradas alteragdes nas
caracteristicas morfolégicas ultraestruturais em dentes com hipétese diagndstica
de Amelogénese Imperfeita tipo Hipoplasica e Hipomineralizada, que
apresentaram valores inferiores de microdureza quando comparados aos dentes
do grupo controle.

No caso do esmalte do grupo afetado pela Al, foram observadas
caracteristicas diferentes em cada espécime, sugerindo retencdo de matéria
organica. Essas diferencas podem estar relacionadas as manifestacdes clinicas
da doenca, sendo os casos mais severamente afetados com maior propensao a
apresentar caracteristicas mais expressivas. Na maioria dos espécimes a
estrutura prismatica e interprismatica do esmalte foi preservada, no entanto, em
um dos espécimes apresentou-se alterada conforme descrito em estudos
anteriores (55,60). Ressalte-se que foi observada em um dos espécimes a
presenca de material granular amorfo associado aos os primas, que encontram-se
desorientados e com diversidade morfolégica. Também constatou-se que as areas
com auséncia de cristais sdo semelhantes ao que foi encontrado em outros
estudos (55-57,59,60,91-93).

Kerebel e Dalcusi (55), sugerem que as ranhuras dos prismas,
perpendiculares a seus longos eixos, podem estar relacionadas a segmentacao de
prismas e podem ser indicativos de hipomineralizacdo. Segundo Wright e
colaboradores em 1992 (60), o material globular associado pode ser produto da
formacao defeituosa do esmalte, sendo um material organico residual misturado
aos cristais. No mesmo estudo, ao tratar as superficies com hipoclorito de sodio
observou-se a reducdo do tamanho dos cristais de Al, o que indica que os cristais
estejam unidos ao material organico. Este estudo estad de acordo com a hipotese
de que defeito na maturacdo do esmalte esteja associado com a retencédo de

material organico e pode ser responsavel pelo crescimento desigual do cristal (60).
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A heterogeneidade clinica da Al é muito grande e os fendtipos variam
bastante tanto em um mesmo individuo quanto entre os individuos e isso pode
influenciar tanto na variagcdo dos valores de dureza quanto nas caracteristicas
estruturais observadas em microscopia eletronica de varredura, conforme
observado por meio desta pesquisa.

Com relacdo a dentina, na andlise de microdureza Vickers, verificou-se que
os dentes ndo afetados por nenhuma das condicbes em questdo apresentaram
em média microdureza de 46,9 VHN, resultado semelhante aos valores obtidos
em estudos anteriores, com variacdes entre 45 e 51 VHN (94,95). Assim como
constatado na microdureza de esmalte, os dentes de um mesmo individuo
apresentaram valores semelhantes. Faria-e-Silva, 2011 (62) encontraram valores
semelhantes para a dureza em dentina de dentes afetados por Al, tipo
hipocalcificado, aproximadamente 57 VHN.

Os espécimes afetados por Dentinogénese Imperfeita do tipo Il apresentaram
média significativamente menor que a observada em dentes afetados pela
condicdo de Amelogénese Imperfeita tipo Hipoplasica e Hipomineralizada e de
dentes nao afetados, assim como encontrado por estudo prévio. Uma vez que a
dentina apresenta menor dureza que o esmalte, as endentacdes foram fisicamente
maiores nesse tecido.

Os ensaios de microdureza Vickers realizados, em razdo do tamanho da
endentacdo criada pelo cristal de diamante, avaliam a dentina como um todo,
tanto a dentina peritubular, a intertubular e os tubulos dentinarios. No estudo de
Kinney e colaboradores em 1996 (9) defendeu-se que o resultado poderia ser
afetado por variacdes como a umidade do espécime, variacdes na mineralizacdo e
orientacdes e densidade tubular na regido da endentacdo. No entanto, em outro
estudo posterior, 0 mesmo grupo de pesquisadores afirmou que a matriz da
dentina intertubular dita 0 comportamento elastico da dentina e que os tdbulos ndo
induzem anisotropia (64,71).

No caso de pontas nanométricas € possivel desenvolver ensaios de
nanodureza em que podem ser avaliadas areas especificas como dentina
intertubular e peritubular. A dureza peritubular apresenta valores mais altos em
comparacao a intertubular e acredita-se que um dos fatores responsaveis por isso

seja o conteudo mineral diferenciado entre esses tipos de dentina (96).
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Ao analisar por tercos os dados de microdureza na dentina, foi observado
gue o terco interno, nos trés grupos avaliados, apresentou uma média dos valores
de dureza menor que a média obtida nos demais tergos, assim como observado
em estudo anterior, que relata que a dureza dentinaria diminui no sentido juncao
amelodentinaria-camara pulpar (64,97). Segundo Kinney et al., 1999 (71), as
propriedades mecéanicas da dentina sdo determinadas basicamente pela dentina
intertubular e o ter¢o interno da dentina apresenta maiores tubulos e em maior
guantidade a medida em que existe uma aproximacédo da polpa dentaria, a dentina
intertubular fica reduzida (9,32,10,82,98). Sendo assim, a maior porosidade
dentinaria remete ao entendimento que, além de menor quantidade de dentina
intertubular, existe na regido uma menor mineralizagao e concentracdo mineral.

Nas endentacgfes realizadas no tecido dentinario do terco cervical dos dentes
do grupo DGI-Il no sentido juncdo amelodentinaria-camara pulpar, os dentes
afetados por DGI-Il apresentaram diferencas estatisticamente significantes e
médias mais baixas do que as do grupo controle, além do grupo DGI nao
apresentar diferengas estatisticamente significativas entre os ter¢os avaliados,
diferentemente do grupo controle. Kinney et al., em 2003 (82), verificaram um
valor médio de dureza em dentina hidratada afetada por DGI de aproximadamente
20,4 VHN, valor muito préximo ao encontrado pelo presente estudo na éarea
dentinéria cervical, 18,4 VHN.

Na anadlise feita neste estudo por meio de microscopia eletrbnica de
varredura, assim como descrito por estudos prévios (81,99), péde ser observado
que a dentina afetada por DGI-Il apresentou alteracdes nas caracteristicas
ultraestruturais apenas em dentina, o que confirmou a hipotese deste estudo. As
alteracdes foram observadas na estrutura tubular dentinaria, no entanto néo
foram as mesmas em todos 0s elementos uma vez que alguns apresentaram
distribuicao tubular irregular e outros apresentaram regides atubulares assim como
descrito por estudos anteriores (100,101).

Esta familia de portadora de DGI-II que cedeu os dentes para este trabalho
foi caracterizada em estudo prévio (80), em que foi demonstrado que possuem
heterogeneidade clinica, sendo que a maioria dos individuos apresentou alteracao
na coloragdo coronaria e coroas bulbosas além de condutos e camaras pulpares

estreitados ou obliterados. Os resultados da microdureza em dentina associada a
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microscopia eletrbnica de varredura deste trabalho confirmam o diagndéstico de
Dentinogénese Imperfeita do tipo Il que ja havia sido definido no estudo anterior
com o auxilio de microscopia Optica.

Um melhor entendimento da composi¢cao dos dentes, a sua ultraestrutura e
comportamento mecanico em tecidos normais e afetados pelas condicdes com
hipétese diagndstica de Amelogénese Imperfeita do tipo Hipoplasica e
Hipomineralizada e com diagndstico de Dentinogénese Imperfeita tipo 1l é
fundamental para a compreensao das alteracdes que muitas vezes ocorrem no
processo de formacéo dentaria por distarbios sistémicos ou condi¢cdes genéticas.
As modificacbes estruturais causadas por essas desordens fazem com que,
muitas vezes, sejam tomadas decisdes terapéuticas diferenciadas e adequadas a
condicao especifica que o paciente apresenta. A compreensdo das propriedades
mecanicas dos tecidos mineralizados dentarios como dureza e modulo de
elasticidade pode conduzir ao melhor entendimento do comportamento desses
tecidos em oclusao (75). No entanto ha poucos estudos acerca do tema devido a
grande dificuldade em se conseguir as amostras para tal. A escassez de estudos
acerca do tema dificulta a comparacdo dos resultados obtidos nesta pesquisa.
Mais estudos sdo necessarios para esclarecer sobre as propriedades mecanicas e

sobre a ultraestrutura destes tecidos (102).
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7 CONCLUSOES

1- A microdureza no esmalte dos dentes com hipétese diagnéstica de
Amelogénese Imperfeita do tipo Hipoplasica e Hipomineralizada foi inferior a

observada em dentes ndo afetados.

2- A microdureza na dentina dos dentes afetados pela condicdo de Dentinogénese

Imperfeita tipo Il foi inferior a observada em dentes néo afetados.

3- Foram observadas alteracfes nas caracteristicas ultraestruturais em dentes
com hipétese diagnostica de Amelogénese Imperfeita do tipo Hipoplasica e

Hipomineralizada apenas em esmalte.

4- Foram observadas alteracdes nas caracteristicas ultraestruturais em dentes

afetados por Dentinogénese Imperfeita tipo Il apenas em dentina.
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