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1. LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Ca = célcio

P; = fosfato inorganico

F = flaor

mg = miligrama

mm = milimetro

EDX = andlise por elementos de raios-x
BSE = microscopia eletrénica de varredura por andlise de elétrons retroespalhados
pl = microlitro

pmol = micromol

ppm = partes por milh&o

HCI = 4cido cloridrico

M = molar

h = horas



2. RESUMO

O conhecimento a respeito da composicdo inorganica dos tecidos dentérios,
principalmente das concentragBes de célcio (Ca), fosfato inorganico (P;) e flaor (F), €
importante uma vez que estes elementos contribuem diretamente no processo de
desmineralizacdo e remineralizacdo, no esmalte e na dentina. A analise da composicao
inorganica da dentina € necessaria tanto em dentes higidos, para estabelecer padrdes de
normalidade, quanto em uma comparacdo entre higidos e cariados, para verificar as
alteracdes que ocorrem em estados patologicos. Assim, o objetivo deste trabalho foi
analisar a composicao inorganica da dentina de dentes permanentes através da analise
bioquimica das concentragfes dos ions Ca, P; e F em diferentes camadas na dentina
higida de dentes permanentes e comparar as concentracbes de Ca, P; e F em tecido
dentinario cariado e higido de dentes permanentes. A metodologia utilizada foi a analise
bioquimica, através do método colorimétrico para analise das concentracdes de Ca e P; e
utilizacdo de um eletrodo especifico para analise da concentracdo de flaor. Este trabalho
sera apresentado na forma de um artigo cientifico no qual dois experimentos seréo
relatados. O objetivo do artigo foi verificar as concentracdes dos ions Ca, P; e F nas
camadas interna e externa da dentina higida e, comparar as concentracfes destes
elementos na dentina higida e cariada de dentes permanentes. A partir dos resultados
deste trabalho, conclui-se que ha uma maior concentracdo de flior na camada interna de
dentina do que na externa e, também, que ha significativamente menores quantidades de

calcio, fosfato inorgénico e flior na dentina cariada do que na higida.



3. ABSTRACT

The knowledge about the inorganic composition of dental tissues, especially calcium
(Ca), inorganic phosphate (P;) and fluoride (F) is important as these elements contribute
directly in the demineralization and remineralization process of enamel and dentin. The
analysis of the inorganic composition of dentin is required both in sound dentine, to
establish normal patterns, and in a comparison between sound and carious dentine, to
verify the changes that occur in pathological states. The objective of this study was to
analyze the inorganic composition of dentine in permanent teeth by analyzing ion
concentrations of Ca, P; and F in different layers of dentine and to compare the
concentrations of Ca, P; and F in carious and sound dentine of permanent teeth. The
methodology used was biochemical analysis with colorimetric method for Ca and P; analysis
and an electrode for fluoride analysis. This study will be presented as a scientific article in
which two experiments were reported to verify ion concentrations of Ca, P; and F in dentine
internal and external layers, and also to compare the concentrations of these elements in
sound and carious dentine of permanent teeth. We concluded that there was a higher
concentration of fluoride in dentine internal layer than external layer, and also that there
were significantly smaller amounts of calcium, inorganic phosphate and fluoride in carious

than in sound dentine.
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4. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

4.1. Dentina

A dentina € um tecido composto por uma matriz organica e contetdo mineral (1). Na
composicao deste tecido, encontra-se 70% de minerais, 20% de matriz organica e 10% de
agua onde, similarmente ao esmalte, a fase mineral é a hidroxiapatita, que € composta por
calcio, fosfato e hidroxila (2). A dentina, portanto, contém cristais inorganicos de
hidroxiapatita e matriz organica de proteinas de colageno e proteinas nao colagenosas (3).

O tecido dentinario é formado quando os odontoblastos secretam colageno tipo |,
formando uma matriz extracelular, chamada de pré-dentina, a qual subseqiente sera
mineralizada através da deposicéo de cristais de apatita (1).

Existem diferentes tipos de dentina. Assim, a dentina secretada durante o
desenvolvimento, até a completa formacao da raiz, € chamada de dentina primaria. Ja a
dentina fisioldgica, formada ap6s a completa formacgéo radicular € chamada de dentina
secundaria e, por fim, temos a dentina terciaria formada por resposta a estimulos, a qual
divide-se em (a) Dentina reacional, a qual é uma matriz secretada por células
odontoblasticas sobreviventes, em resposta a algum estimulo e (b) Dentina reparadora, a
qual é uma matriz secretada por uma nova geracdo de odontoblastos, frente a estimulo,
apos a morte dos odontoblastos originais (4). A evolucao do tecido dentinario representa
importante conhecimento sobre o processo de biomineralizagdo jA que a dentina possui
propriedades fundamentais, tais como sensibilidade, crescimento continuo, habilidade
reparadora e resposta de hipermineralizagdo a mudancas externas (5)

A dentina, juntamente com a polpa dentaria, constitui uma unidade funcional,

denominada de complexo dentino-pulpar.
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4.2. O complexo dentino-pulpar

O complexo dentino-pulpar € uma unidade funcional que, histologicamente,
caracteriza-se por ser um tecido conjuntivo frouxo, possuindo uma variedade de células,
fibras colagenas e reticulares, substancia fundamental amorfa, liquido tissular, vasos
sanguineos e linfaticos e nervos (7). Este complexo, quando irritado, reage
simultaneamente, como uma unidade funcional, sendo a dentina um tecido duro, que €&
penetrado pelo processo odontoblastico e contém uma matriz organica, em maior
quantidade do que a encontrada no esmalte (6). O referido complexo possui uma camada
de células altamente diferenciadas, os odontoblastos, os quais sédo especializados na
producdo de dentina, sendo esta produzida permanentemente, funcionando como uma
protecdo da polpa frente aos agentes agressores (7). Ressalta-se também que os
odontoblastos sdo células pés-mitdticas que durante a dentinogénese possuem a funcéo
primaria de secretar e sintetizar a matriz extracelular, a qual compbe a dentina, com
subsequente mineralizacdo desta matriz (4).

Na ocorréncia da lesdo de céarie, o complexo dentino-pulpar responde
dinamicamente como uma unidade funcional para proteger o tecido pulpar de irritantes,
através da formacdo de dentina esclerética e/ou promovendo a formacdo de dentina

reacionaria/reparadora pelos odontoblastos que rapidamente depositam a dentina (6, 8).

4.3. A importancia dos ions Ca, P; e F

A doenca carie conduz a perda mineral dos tecidos dentarios, que inicia em nivel
ultraestrutural, e se nao tiver curso interrompido, evolui até a formacdo da cavidade
podendo levar a perda dentéaria (9). A céarie decorre da interacdo de diversos fatores que

levam ao desequilibrio no processo desmineralizacdo e remineralizagdo provocando
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mudancas na dentina que podem ser estudadas por analise histolégica, ultraestrutural e
através da investigacdo das alteracdes quimicas que ocorrem nessa patologia (9, 10).

O conhecimento a respeito da composicdo inorganica dos tecidos dentarios,
principalmente das concentracdes de célcio (Ca), fosfato inorganico (P;) e fldor (F) € muito
importante pois estes elementos contribuem diretamente no processo de desmineralizacdo
e remineralizacdo no esmalte e na dentina (11-18). O pH critico para a desmineralizacao
da hidroxiapatita possui o valor de 5,5 e, para a fluorapatita é de 4,5. Durante o processo
de desmineralizacdo ocorre a dissolucdo de minerais como o calcio e o fosfato (14, 16, 17).

O Ca, P; e F sédo ions naturais da saliva, os quais podem ter efeito significativo nas
interacBes minerais que ocorrem na evolucdo da lesdao de carie, possuindo reservatorios
na cavidade oral e, assim, vindo a influenciar a dindmica do processo de desmineralizacao
e remineralizacdo (11, 12, 14, 19). Sugere-se que as principais mudancas na dentina
cariada sdo, primeiramente, a reacdo esclerotica, seguida por dissolucdo do material
mineral original (10). Corroborando com estes relatos, HENZ (20) demonstrou que dentes
com lesdo de mancha branca apresentam uma diminuicdo na concentracdo de calcio e
fésforo no esmalte dentario. Em relacdo ao fluor, sabe-se que o mesmo pode inibir a
desmineralizacdo durante as quedas de pH e acentuar a remineralizacdo em periodos de
neutralidade e, por isso, estudos tem procurado demonstrar a relacdo entre o fllor e a
perda mineral (11, 13, 16, 17, 21).

O esmalte dentario é um tecido acelular altamente mineralizado, no qual cristais
microscopicos de fosfato de calcio compreendem 99% do peso seco, sendo que o calcio, o
fosfato e hidroxila, estdo organizados na estrutura do cristal (2). Além disso, afirma-se que
0 esmalte saudavel apresenta uma variagdo de 36 a 38%, do peso total, nos niveis de
calcio e uma variacdo de 17 a 18%, do peso total, nos niveis de fosfato (20). A
concentracéo de calcio no esmalte aumenta com a idade, sendo que valores médios deste

elemento no esmalte permanecem estaveis a partir dos treze anos, sugerindo que a
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calcificacdo se completa com esta idade. A concentracao de fésforo apresenta um valor de
19,2% entre os dez e doze anos, diminuindo para 17,8% aos vinte e cinco anos e
permanecendo neste nivel a partir desta idade (22).

A composicao da dentina, correspondente ao seu peso, € 70% de porcdo mineral,
20% de matriz organica e 10% de agua. Similar ao esmalte dentéario, a fase mineral é a
hidroxiapatita, que é composta por calcio, fosfato e hidroxila (2). A dentina contém cristais
inorganicos de hidroxiapatita e matriz organica de proteinas de colageno e de proteinas
nao colagenosas (3).

No que diz respeito ao contetudo de calcio e fosfato na dentina, as concentracdes
desses elementos na pré-dentina de dentes permanentes e deciduos € maior do que na
dentina mineralizada (3). Relatos encontrados na literatura mostram que comparando a
dentina de dentes deciduos e permanentes, a concentracdo de calcio e fésforo na dentina
peritubular e intertubular € menor em deciduos do que nos dentes permanentes. Nos
dentes deciduos corresponde a 46% de célcio e 37% de fésforo, enquanto que para 0s
dentes permanentes as porcentagens sao 51,4% para calcio e 38% para fésforo (23). Nos
dentes permanentes, o conteldo de calcio aumenta na dentina até os dezesseis anos,
chegando a um valor médio de 37,3%, e a concentracao de fosforo aumenta até os vinte e
cinco anos, chegando a 13,6%. Portanto a calcificacdo da dentina ocorre depois da
calcificacdo do esmalte (22).

Em relacdo a localizacdo, nos dentes permanentes, destaca-se que a dentina
circumpulpar possui menor concentragdo de calcio do que a dentina proxima a juncao
amelodentinaria (10). A dentina higida proxima a camara pulpar possui em média 0,45
mg/mm? de Ca e 0,29 mg/mm? de P;, e na dentina préxima a juncédo amelo-dentinéria os
valores encontrados sdo 0,52 mg/mm?® para o Ca e 0,23 mg/mm?® para o P; (24). Estudos

mostram que existe uma diminui¢do do conteddo mineral em direcdo a polpa nos dentes
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deciduos. O conteddo mineral reduz em torno de 20% em zona de dentina adjacente a

polpa dental (23).

Trabalhos encontrados na literatura relatam que pode haver modificacées nos niveis

de célcio e fosforo nas diferentes camadas de dentina cariada. LEVINE et al (10)

obervaram em seu estudo as seguintes alteracfes desses elementos nas diferentes

camadas de dentina:

1) zona de esclerose: as concentracdes de calcio e fosforo foram semelhantes quando
comparadas as concentracdes de uma area correspondente em dentes higidos.

2) zona de desmineralizacdo: perda mineral de aproximadamente 50% a partir de uma
distancia de 300 um da regido polpa-juncdo amelo-dentinaria. As concentracdes de
calcio e fosforo foram menores que as encontradas em dentes higidos.

3) corpo da lesdo: reducédo de até 70% na concentracdo de calcio e 60% para fésforo.

4) camada superficial: diminuicdo nas concentracdes de célcio e fosforo a partir da area

de desmineralizacéo para a superficie da leséo.

4.4. Maturacdo dentéaria

O desenvolvimento dentario € um complexo processo de biomineralizacdo que
depende de mecanismos de controle genético e reagdes celulares. As células que formam
os tecidos dentarios derivam de duas camadas: (a) os ameloblastos, que formam o
esmalte, os quais sédo de origem ectodérmica do epitélio oral e (b) os odontoblastos, que
formam a dentina, sendo de origem ectomesenquimatica, derivando da crista neural (3).

A formacgao de hidroxiapatita na dentina ocorre por meio de mediadores celulares,
células que produzem uma matriz extracelular sobre a qual sdo depositados minerais e que
regulam o fluxo de ions célcio e fosfato na matriz (25). A mineralizacdo ocorre em sitios

independentes sendo que as vesiculas da matriz e as fibrilas de colageno talvez sirvam
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como centros independentes de nucleacdo para 0s minerais sendo que, proteinas
interagem com fibrilas de colageno para um manejo especifico, de onde os ions calcio e
fosfato serdo depositados, iniciando a mineralizacdo (26). Assim, o produto final desta
biomineralizacdo € sempre a hidroxiapatita, sendo diferente a formacdo no esmalte e na
dentina (3).

Durante a dentinogénese os odontoblastos, em sua por¢ao secretora distal, possuem
altas concentracfes de calcio, que parecem ser transportadas para a matriz extracelular,
onde a mineralizacéo inicia (25). A concentracdo de calcio e fosfato aumenta da superficie
do esmalte em direcdo a juncdo amelo-dentinaria sendo que, tanto os odontoblastos
quanto os ameloblastos estdo envolvidos na aquisicdo de calcio, necessaria para 0s
estagios iniciais da mineralizacdo da dentina do manto assim, em estagios finais da
amelogénese, os ions calcio estdo localizados na membrana secretora dos ameloblastos,
tendo sido sugerido que had um gradiente ativo de calcio na direcdo do front de
mineralizacao (27).

No processo de dentinogénese, a matriz inicialmente formada é a dentina do manto,
composta por fibrilas de colageno e destituida de minerais sendo que, depois da formacao
da dentina do manto os odontoblastos terminam de se diferenciar e o processo
odontoblastico torna-se acentuado e, em volta deste processo, a matriz de dentina
mineraliza, formando um tdbulo dentinario, e entre a dentina intertubular e o processo
odontoblastico, constitui-se a dentina peritubular a qual é hipermineralizada em relacédo a
dentina intertubular (28).

Ressalta-se também que nos vertebrados, o processo de mineraliza¢do envolve uma
série de eventos sequenciais e localizados, 0s quais permitem o crescimento e formacéo
da apatita mineral em uma matriz extracelular (29)

Contudo, informacfes sobre a distribuicAo mineral dos tecidos dentarios séo

importantes para o entendimento da mineralizagcdo e da maturacdo e estas permitem
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também uma melhor compreensdo do desenvolvimento dentario, sendo que existem
mudancas quando os dentes estdo na cavidade oral, devido a trocas ibnicas, as quais
contribuem para o conteudo mineral e permitem a maturidade do tecido (30). E, por fim,
cabe ressaltar que ha uma maturacao pos eruptiva a qual ocasiona diferencas no conteudo

mineral dos tecidos dentarios expostos a cavidade oral (30).

4. 5. Justificativa

A andlise bioquimica tem se mostrado um metodologia adequada para
guantificacdo de elementos como Ca, P; e F, inclusive em pequenas quantidades. VOGEL
et al em estudos realizados com amostras de biofilme dentéario, esmalte dentario e fluido
do biofilme (12,19, 24, 34, 35) utilizaram a andlise bioquimica para a determinacao Ca, P;
e F. A técnica utilizada para a andlise das concentracbes de Ca e P; foi o método
colorimétrico com o0 uso de reagentes sensiveis de 0,2 ppm de Ca e 0,02 ppm de P;.
Enquanto que para a analise das concentracdes de flaor foi utilizado um eletrodo
especifico para flior em miniatura que permitia a medicdo em seis microamostras

simultaneamente (24).

Foram encontrados na literatura alguns trabalhos que analisaram o conteudo
mineral da dentina principalmente em relacdo as concentracdes de calcio e fosfato (3, 10,
23). Entretanto as metodologias utilizadas nestes estudos para determinacao do contetdo
mineral foram: analise por elementos de raios-x (EDX) (3, 5, 6, 21), analise por ativacéo de
neutrons (31), absorcdo atdémica (22), analise com microssonda eletronica (32) e irradiacao
a laser (33). N&o foram encontrados trabalhos que avaliassem conjuntamente as
concentragbes de célcio, fosfato e flior na dentina, e também que utilizassem analises

bioguimicas para determinacdo destas concentracoes.
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A literatura também demonstra que ha diferenca no conteudo mineral em diferentes
zonas de dentina (3, 5, 6, 23, 30) o que torna importante, também, a caracterizacdo do
contetudo mineral de Ca, F e P;, em diferentes zonas de dentina, de dentes permanentes
higidos. O conhecimento dos parametros de normalidade destes elementos possibilitara o

reconhecimento das consequéncias provocadas pela céarie no tecido dentinario.

Portanto, no presente estudo, propde-se utilizar a técnica da andlise bioquimica, que
mostrou ter uma sensibilidade elevada para deteccédo de Ca, P;, e F contida em amostras
de biofilme dentério, fluido do biofilme e esmalte dentério ( 12, 19) para andlise desses
elementos em dentes higidos e cariados. Pretende-se analisar a dentina de dentes
permanentes higidos em diferentes zonas e, também, comparar a composi¢cdo mineral da
dentina higida e cariada. Na literatura a composi¢do inorganica da dentina higida foi
estudada com analise bioquimica, porém estas pesquisas possuiam poucas amostras e
ndo analisavam a quantidade de calcio, fosfato inorganico e flior em conjunto. Portanto,
nao foram encontradas na literatura evidéncias claras sobre o conteido mineral na dentina

higida e cariada em relacdo aos niveis de Ca, Pje F.



18

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Analisar bioquimicamente a composicdo inorganica da dentina de dentes

permanentes higidos e cariados.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar as concentracdes dos ions de Ca, P; e F em diferentes camadas da

dentina higida de dentes permanentes

b) Analisar as concentracdes de Ca, P; e F em tecido dentinario cariado e higido de

dentes permanentes.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the concentration of calcium (Ca), inorganic phosphate
(P;) and fluoride (F) in sound and carious dentin of permanent teeth. The sample was composed by
52 teeth (26 sound and 26 carious) that were submitted to two experiments to assess: (1) the mineral
content of sound dentin in two layers (internal and external) and (2) the mineral content of sound and
carious dentin. Ca and P; were analyzed by a colorimetric method and F was analyzed with a
specific electrode. Non parametric test, Mann Whitney was used to verify differences between
groups. It was observed a higher concentration of fluoride in internal dentin layer when compared to
external layer (p = 0.04). No differences were observed regarding Ca and P; concentrations between
internal and external dentin layer. Lower concentrations of Ca, P; and F were observed in the carious
dentin when compared to sound dentin (p < 0.05). The results of this study suggest that the internal
layer of sound dentin has more fluoride content than external layer, and carious dentin has decreased

concentrations of Ca, P; and F when compared to sound dentin.

Key words: dental caries, dentin, chemical composition

INTRODUCTION

The carious process results in the demineralization of dental hard tissues (1-4) leading to a
considerable reduction in their mineral content (2,3). Calcium, inorganic phosphate and fluoride are
the main constituents of the mineral phase of dentin (1,5). The concentrations of these ions are
important in the process of demineralization and remineralization in the dentin (2,4,6,7).

Several attempts have been made to analyze the mineral composition of different layers in
dentin (1,2,4). It is important to study the distribution of mineral content in hard tissues and the
relation between the mineral content in order to provide a better understanding of the pathologic
process. In the past, the concentration of inorganic phosphate (7) and calcium (6) were studied with

biochemical analyses. More recently the mineral content of dentin has been studied with different
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methodologies like energy-dispersive X-ray analysis (1,4,9), neutron activation analysis (10), atomic
absorption (5) and laser irradiation (11). A biochemical analysis is able to detect small amounts of
Ca, Piand F and, has been wide used in biofilm, dental enamel and biofilm fluid studies (12-15). The
studies using biochemical analysis of dentin were done with few samples and did not analyze the
concentrations of Ca, P; and F together. For these reasons, these results cannot be generalized with
confidence in the understanding of demineralization of dentin during the carious process.

The aim of the present study was to evaluate the concentrations of calcium, inorganic
phosphate and fluoride, through a biochemical analysis, in different mineralized layers of sound

dentin and the mineral content of sound and carious dentin of permanent teeth.

MATERIALS AND METHODS

Experimental design

To evaluate the concentrations of calcium, inorganic phosphate and fluoride of the dentin
(sound and carious), two experiments were carried to assess:

Experiment 1: the mineral content of sound dentin in different layers.
Experiment 2: the mineral content of sound and carious dentin.

In both experiments, the sound dentin samples were obtained from molar teeth from the
Human Teeth Bank of the Faculty of Dentistry of the Federal University of Santa Maria, RS, Brazil.
The carious human dentin samples were obtained from patients treated in the dental clinic of the
Faculty of Dentistry of Federal University of Rio Grande do Sul. This study was approved by the
Ethics Committee of the Faculty of Dentistry of Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil
(protocol number 288/08).

The sample size was based on a pilot study considering a statistic power of 0.8 and a level of

significance of 0.05. It was found a number of 24 samples for calcium and 13 samples for fluoride
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and inorganic phosphate analysis. Considering a possible loss of 8%, the sample comprised 26 molar

teeth in each analysis.
Specimen Preparation

The crowns of 26 sound molar teeth were divided in two halves (mesial and distal) with a low
speed diamond saw machine (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). The mesial halves were used in
experiment one and the distal halves in experiment two.

Experiment 1: Blocks of dentin were obtained from the proximal surface with the following limits:
enamel-dentine junction and dentin-pulp junction (lateral limit); where two lines were draw
perpendicular to the lateral limits, a line from the pulp horn in the direction of the enamel-dentin
junction (occlusal limit) and 2mm below the occlusal limits (cervical limit). The blocks were cut
with a low speed diamond saw machine (Buehler) and the layers were measured with a paquimeter
(Digimess, Mooca, Sao Paulo, Brazil).

Experiment 2: Blocks of sound dentin were obtained from the occlusal surface, 1 mm under the
enamel-dentin junction (1mm?). Carious dentin samples were obtained from occlusal caries after the
removal of the necrotic disorganized soft dentin corresponding to a carious dentin at similar distance
as the dentin obtained in the sound teeth.

After the sectioning and collection, all samples were frozen at -20°C for posterior analysis.

Biochemical Analysis

The samples were dehydrated for 24 hours at 37°C, manually grounded and weighted (+ 0.01
mg, Sartorius BP 210D, Go6ttingen, Germany). For Ca, P; and F extraction from the dentin, 0.5 M
hydrochloric acid (HCI) was added to the microtubes (0.5 mL HCI/mg dry weight dentin) containing
the samples. After 3 h of constant agitation at room temperature, samples were centrifuged for 10
min at 14.000 rpm (Eppendorf, Hamburg, Germany) and the supernatant retained for Ca, P; and F
determination. Inorganic phosphate and calcium were colorimetrically determined (12-15). Fluoride

measurement was performed using a fluoride-sensitive electrode (Orion 9609, Orion Research Inc.,
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Boston, USA) connected to an ion analyzer (Procyon SA-720, Sado Paulo, Brazil) (11-14). The
results were expressed as micromoles per milligram of dentin (umol/mg dentin) for Ca and P;, and in

parts per million (ppm) for F.

Statistical Analysis

Non parametric test, Mann-Whitney, was used to verify differences in calcium, inorganic
phosphate and fluoride concentrations in different layers of dentin and for the comparison between
sound and carious dentin. The statistical analyses were done with SPSS software, version 17.0 for

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) with a significance level of 0.05.

RESULTS

Table 1 shows the concentrations of Ca, P; and F in different layers of dentin. For calcium
and inorganic phosphate concentrations no differences were observed between internal and external
layers. Only for fluoride concentrations, the internal layer presented higher concentration when
compared to the external one (p = 0.004).

Table 1. Concentrations of calcium, inorganic phosphate and fluoride in internal and external layers

of dentine
Internal layer External layer
Percentiles Percentiles
n 25 50 75 25 50 75 p
Calcium 26 0.20 0.28 1.11 0.19 0.28 0.86 0.52
(umol Ca/mg dentin)
Inorganic phosphate ~ 23* 0.27 0.50 1.02 0.25 0.30 0.97 0.64
(umol Pi/mg dentin)
Fluoride
(ppmF) 26 2299.00 5379.00 12777.00 1218.00 2879.00 7196.00 0.03

*In three samples the amount of Pi could not be determined
Mann-Whitney non parametric test
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The concentrations of calcium, inorganic phosphate and fluoride in sound and carious dentin are
expressed in table 2. Carious dentin samples had lower concentrations of calcium, inorganic

phosphate and fluoride than sound dentin ones (p < 0.05).

Table 2. Concentrations of calcium, inorganic phosphate and fluoride in sound and carious dentine

Carious dentine Sound dentine
Percentiles Percentiles
n 25 50 75 25 50 75 p

Calcium 25* 0.09 0.18 0.53 0.16 0.32 0.62 0.04
(umol Ca/mg dentin)
Inorganic phosphate 26 0.04 0.07 0.13 0.10 0.14 0.25 0.00
(umol Pi/mg dentin)

Fluoride 26 289.00 967.00 2283.00 1197.00 2727.00 5232.00 0.01

(PPmF)

*In one sample the amount of Ca could not be determined
Mann-Whitney non parametric test

DISCUSSION

The present study assessed the inorganic composition of sound and carious dentin of
permanent teeth by biochemical analysis. The concentrations of Ca and P;were similar in the internal
and external layers of dentin, while higher concentration of fluoride was observed in the internal
layer when compared to the external one. It was also observed a great variation in the concentrations
of calcium, inorganic phosphate and fluoride in the analyzed samples. Studies in the literature report
the composition of minerals in sound dentin (1-6,10,11). The concentrations of calcium and
inorganic phosphate may vary in function of individuals, age, gender, location and environmental
(5,10). The variation of mineral concentrations observed in the present study was also observed by
other studies (6,5,10). ANGKER et al. (3) using back-scattered electrons (BSE) imaging showed that
the deep circumpulpal dentin (around 15% of the circumpulpar dentin) had decreased mineral

content. The small difference in mineral content observed by ANGKER et al (3) was not found by
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LEVINE (6) and in our study. This difference in results could be explained by the difference in
sample collection methodology between the studies. In the present study the sample of dentin was
divided in two halves while in the ANGKER et al. study (3) the measurements were done almost
continuum with a working distance of 10mm. The diminutive portion (15% of the circumpulpal
dentin) with lower mineral content observed by the BSE imaging comprises only a small part of the
internal layer observed by us. The detection of these small differences in mineral content therefore,
could not be measured in the present study.

The great variation in the amount of fluoride observed in sound dentin among the samples
was also observed by others. However, a higher concentration of fluoride was observed in the present
study in relation to other studies done in the 70’s (5,10). This could be due to the increased
availability of fluoride. Furthermore our samples were obtained from a fluoridated water supply area
with access to fluoride dentifrice while the samples of the others studies (5,10) were collected from a
non fluoridated area and probably had limited access to fluoride dentifrice. Higher concentrations of
fluoride were observed in internal dentin layer when compared to the external layer. WEATHERELL
et al. (8) also observed an increase in fluoride concentration from the dentin-enamel junction toward
the pulp chamber.

The carious dentin has a lower mineral content than sound dentin (2-4,6). In the present
study, significant lesser amounts of calcium and inorganic phosphate were detected in carious dentin
when compared to sound dentin. These results are coherent with the pathology of caries disease that
is characterized by a mineral loss (2,4-6).

In dental enamel the concentrations of fluoride in carious teeth are higher than sound and this
is due to remineralization process that allows the formation of fluorapatite (16,17). In the present
study the carious dentin presented lower concentration of fluoride when compared to sound dentin.
The carious dentin was collected from occlusal cavities of caries with intact walls, which showed no

destruction of the proximal without full exposure to the oral environment. These environmental
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conditions could explain a lower amount of fluoride due to the predominant demineralization process
in the carious dentin located at the bottom of the cavity.

The results of this study suggest that internal layer of sound dentin have more fluoride
content than external layer, and carious dentin has decreased concentrations of Ca, P; and F when

compared to sound dentin.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as concentrac@es de célcio (Ca), fosfato inorganico (P;) e
fldor na dentina higida e cariada de dentes permanentes. A amostra foi composta por 52 dentes (26
higidos e 26 cariados) que foram submetidos a dois experimentos para avaliar: o contetdo mineral da
dentina em duas camadas (interna e externa) e; o contetdo mineral da dentina higida e cariada. As
concentracdes de Ca e P; foram analisadas por métodos colorimétricos e as de F foram analisadas
através de um eletrodo especifico. A camada interna de dentina apresentou concentracdes de fltor
mais altas que a camada externa (p < 0,05), entretanto para as concentracdes de Ca e P; ndo foram
observadas diferencas entre as camadas. Quando comparada a dentina higida, a dentina cariada
apresentou concentrac@es reduzidas de Ca, P e F (p < 0,05). Os resultados deste estudo sugerem que
a camada interna de dentina tem maior contetdo de fluor do que a camada externa, e que a dentina

cariada apresenta concentracdes menores de Ca, P; e F quando comparadas a dentina higida.
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CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento sobre o contetdo mineral do tecido dentinario permitiu um melhor
entendimento sobre alteracdes bioquimicas que ocorrem na carie dentinaria. Assim, o

presente trabalho permite considerar que:

1. A carie dentéaria altera o conteddo mineral da dentina sendo que ha uma diminuicédo
significativa nos niveis de calcio, fosfato inorganico e flior quando compara-se dentina

cariada e higida.

2. Em relacdo as diferentes camadas da dentina, verificou-se que ha uma maior

concentracdo de flior na camada interna do que na externa.

3. H& uma variabilidade muito grande no conteddo mineral da dentina, em relacdo as

concentracdes de célcio, fosfato inorganico e fltor entre os individuos.

4. Sugere-se que mais estudos sejam realizados tanto para verificar o conteddo mineral da
dentina em estado de normalidade quanto em situacfes patologicas, pois, os dois

parametros contribuem para o entendimento e adequado tratamento do processo carioso.
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ANEXO 2: CALCULO AMOSTRAL APOS PROJETO PILOTO

1.Céalculo amostral para calcio

Desvio padrédo: 5.3800

Nivel de significéncia: 5%

Poder do teste: 95%

Teste de hipdtese: bicaudal
Tamanho da amostra calculado: 24

Para outros valores do nivel de significdncia e poder do teste temos:

Niv. de signif. Poder do teste Tamanho da amostra
5% 65% 10
5% 70% 11
5% 75% 13
5% 80% 14
5% 85% 16
5% 90% 19

2.Calculo amostral para fosforo

Desvio padrdo: 2.0200

Nivel de significéncia: 5%

Poder do teste: 95%

Teste de hipbdtese: bicaudal
Tamanho da amostra calculado: 13

Para outros valores do nivel de significdncia e poder do teste temos:

Niv. de signif. Poder do teste Tamanho da amostra
5% 65% 5
5% 70% 6
5% 75% 7
5% 80% 8
5% 85% 9
5% 90% 10
0.1% 95% 24
1% 95% 18
10% 95% 11

3.Célculo amostral para fluor

Desvio padr&o: 884.0000

Nivel de significancia: 5%

Poder do teste: 95%

Teste de hipdtese: bicaudal
Tamanho da amostra calculado: 13

Para outros valores do nivel de significdncia e poder do teste temos:

Niv. de signif. Poder do teste Tamanho da amostra
5% 65% 5
5% 70% 6
5% 75% 7
5% 80% 8
5% 85% 9
5% 90% 10
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