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RESUMO

Estudos tém mostrado que a dentina pode ser modificada pelo laser pulsado de CO2
tornando-a um substrato mais &cido-resistente. Este estudo in vitro se propbs a
avaliar o efeito do laser de CO,, associado ou ndo a aplicacédo topica de flaor, na
reducdo da desmineralizacdo de superficies radiculares humanas, utilizando um
laser pulsado de comprimento de onda 10,6 ym. Cinquenta superficies radiculares
humanas obtidas de vinte e cinco terceiros molares foram aleatoriamente divididas
em 5 grupos (n=10) com o0s seguintes tratamentos de superficie: G1 — Nenhum
tratamento (controle negativo), G2 — Fluor Fosfato Acidulado (FFA- controle
positivo), G3 — Laser 4,0 J/icm?, G4 — Laser 4,0 J/icm?+ FFA e G5 — FFA + Laser 4,0
Jicm?. Apds o tratamento da superficie, os espécimes foram submetidos a 7 dias de
ciclagem de pH, permanecendo diariamente em solucdes desmineralizadora e
remineralizadora por 3 h e 21 h, respectivamente. Apos o desafio acido, os
espécimes foram avaliados para determinar a perda mineral por meio do QLF. Pode-
se concluir que o laser de CO,, associado ou ndo a aplicacdo topica de flaor, é

capaz de inibir a desmineralizagdo da superficie radicular, contudo ndo se observa

efeito sinérgico com a associacao da irradiacdo com laser e tratamento com flaor.

Palavras-Chave: Dentina radicular; Ciclagem de pH; Fluorescéncia; Laser de CO2



Hanashiro FS. In vitro evaluation of the effect of CO2 laser, associated or not the
topical application of fluoride in reducing the demineralization of root surfaces
[Dissertacédo de Mestrado]. S&o Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2009

ABSTRACT

Studies have shown that dentine can be modified by pulsed CO? laser to form a more
acid-resistant substrate. This in vitro research aimed to evaluate the effect of CO?
laser, associated or not the topical application of fluoride in reducing demineralization
of human root surfaces using a pulsed laser of wavelength 10.6 um. Fifty human root
surfaces obtained from twenty-five third molars were randomly divided into 5 groups
(n=10) with the following surface treatments: G1 - No treatment (negative control),
G2 - acidulated Phosphate Fluoride (FFA-positive control), G3 - Laser 4.0 J/cm?, G4 -
Laser 4.0 J/cm? + FFA and G5 - FFA + Laser 4.0 J/cm2. After surface treatment,
specimens were subjected to 7 days of cycling the pH, remaining daily
remineralizadora and demineralized in solutions for 21 h and 3 h, respectively. After
acid challenge, the specimens were evaluated to determine the mineral loss through
QLF. It can be concluded that the CO2 laser, with or without application of topical
fluoride is able to inhibit the demineralization of root surface, however do not
observed synergistic effect with the combination of laser irradiation and fluoride

treatment.

Keywords: Root dentin; pH cycling; Fluorescense; CO2 laser
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1 INTRODUCAO

A média de idade da populacdo brasileira vem aumentando nas ultimas
décadas (IBGE, 2009), tendo a expectativa de vida, passado de 66,5 anos em 1990,
para 72,7 anos em 2008 (IBGE, 2009). Tal fato, associado a uma crescente difusao
de conceitos de Odontologia Preventiva entre profissionais e pacientes, tem como
consequéncia a manutencdo de um maior numero de elementos dentais em adultos

e idosos.

Devido a presenca dos elementos dentais por um periodo maior de tempo, a
carie radicular apresenta-se como doenca mais freqliente que atinge a populagéo
idosa. A exposicdo da superficie radicular, presenca de biofilme patogénico, dieta
cariogénica e controle de placa deficiente, aumentam o risco de lesbes cariosas

radiculares (HAWKINS, 1999; GRIFFIN et al., 2004).

As diferencas da estrutura e composicdo quimica dos tecidos dentais,
favorecem o aparecimento de lesOes cariosas radiculares frente a um mesmo
desafio cariogénico, devido ao pH critico da dentina ser de 6,7,
(HOPPENBROUWERS; DRIESSENS; BORGGREVEN, 1987) relativamente mais

alto que o pH critico do esmalte de 5,5.

Geralmente essas lesfes apresentam-se em areas de dificil acesso e controle
de umidade, dificultando o tratamento curativo. Portanto, fica valorizado ainda mais o

tratamento preventivo da doenca carie.
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Um dos métodos preventivos € a utilizacdo de fluoretos para aumentar a
resisténcia a desmineralizacdo do tecido dental, tendo como vantagens, seu baixo

custo e facilidade de manipulagéo.

Por outro lado, outros métodos promissores, como o0 uso do laser, mais
especificamente o laser de CO,, devido ao seu comprimento de onda (A=10,6pum)
ser altamente absorvido pelo tecido dental, pode ser utilizado para aumentar a
resisténcia a desmineralizacdo da dentina e/ou cemento (FEATHERSTONE et al.,

1998; KANTOROWITZ; FEATHERSTONE; FRIED, 1998; SOUZA-ZARONI, 2007).

Adicionalmente, assim como ocorre para 0 esmalte, a literatura relata a
possibilidade de associacdo de ambos os tratamentos (flior e laser) para
potencializar a resisténcia dos tecidos radiculares dentais ao desafio cariogénico
(GAO; PAN; HSU, 2006). Entretanto, inUmeras sdo as possibilidades de condicdes
de irradiacdo do laser de CO2, pois mesmo trabalhando com o0 mesmo comprimento
de onda (10,6 um) e mesma densidade de energia, se houver variacdo na duragao
do pulso, nimero de pulsos sobrepostos e taxa de repeticdo, a resposta do tecido

dental a energia depositada sobre ele pode ser diferente.

Neste contexto, podemos observar que sao escassos estudos que tenham
avaliado o efeito do laser de CO2 com comprimento de onda 10,6 um e duracédo de
pulso de 10ms sobre a prevencdo de lesdes de carie de superficie radicular, bem
como o possivel efeito sinérgico que este laser pode exercer associado a aplicacéo

tépica de fluor sobre tais superficies.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta Reviséo de literatura, serdo abordados os seguintes temas:

2.1 Cérie Radicular

2.2 Emprego do laser de CO; na prevenc¢ao

2.3 Métodos de quantificacdo de Carie

Considerando a grande quantidade de trabalhos referentes a estes temas,
optou-se nesta revisdo, pela apresentacdo dos autores de maneira agregada

segundo assunto, para tornar a leitura mais agradavel.
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2.1 Cérie Radicular

A carie é uma doenca relacionada de natureza infecciosa, multifatorial e
dindmica. Depende da interacdo de quatro fatores: biofilme patogénico,
susceptibilidade do hospedeiro, dieta cariogénica e o tempo. E a carie radicular é
uma doenca relacionada com a populacdo adulta e idosa, devido a necessidade da
manutencdo do elemento dental e subsequente exposi¢do da superficie radicular ao

ambiente bucal.

Seu desenvolvimento se da preferencialmente proximo a juncdo amelo-
cementaria (FEJERSKOV, 1994; WEFEL, 1994), por ser um sitio de maior retencao
de biofilme patogénico. Sua etiologia é semelhante a carie coronaria, mas, devido a

suas diferencas na estrutura e composicao quimica, sua susceptibilidade é maior.

Seu pH critico, esta em torno de 6,0 a 6,7 (ELIASSON; KRASSE;
SOREMARK, 1992; WEFEL, 1994), relativamente maior que o pH critico do esmalte
gue é em torno de 5,2 a 5,7. Essa diferenca faz com que em um mesmo desafio
cariogénico, ocorra uma maior desmineralizacdo da superficie radicular em relacéo a
superficie coronaria. Podendo uma dieta sem altas concentracdes de carboidratos
pode ser suficiente cariogénica para a superficie radicular se associada a um

biofilme especifico (KELTJENS; SCHAEKEN; VAN DER HOEVEN, 1993).

A Microbiota da carie de superficie radicular € menos conhecida do que a
microbiota da carie de esmalte (ZAMBON; KASPRZAK, 1995), por este motivo,

menos informacédo esta disponivel. A literatura relata que a espécie Actinomyces é o
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agente etiolégico da cérie radicular, principalmente o A. viscosus e A. naeslundii
(ELLEN; BANTING; FILLERY, 1985; VAN HOUTE et al., 1990). Entretanto, segundo
Van Houte et al. (1990), ndo hé correlacdo positiva entre o0 aumento de Actinomyces
e a presenca de carie radicular, pois a quantidade desse microorganismos sempre
foi elevada na superficie radicular, independente do risco e atividade de carie,
levando a conclusdo, que ndo possuem necessariamente potencial de
desenvolvimento de céarie em humanos. Sua baixa acdo na etiologia da carie
radicular pode ser atribuida a sua baixa acidogenicidade (VAN HOUTE et al., 1990),
apesar da mesma possuir a habilidade de induzir carie radicular em animais, quando
utilizada junto a dieta rica em carboidratos. Segundo Shen, Samaranayake e Yip
(2004), Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e Actinomyces israelli

podem ser considerados agentes primarios de carie radiculares.

A histopatologia da céarie de superficie radicular mostra uma precoce
penetracdo bacteriana no cemento e na dentina (SEICHTER, 1987). As bactérias
penetram através dos espacos mais superficiais e atingindo as camadas
incrementais do cemento, por onde promovem desmineralizacdo e desorganizagao
(FURSETH, 1971; SCHUPBACH; GUGGENHEIM; LUTZ, 1990). Assim chegam a
dentina, colonizando as fibras colagenas e provavelmente, sendo responsaveis pelo
rompimento das mesmas. . A invasdo bacteriana pode ser iniciada diretamente na
dentina, nos casos onde o cemento € inexistente, principalmente apds a execucao
de tratamento periodontal (FEJERSKOV, 1994; WEFEL, 1994). Independente do
tipo de tecido envolvido, para que haja degradacdo enzimatica, ou até mesmo
remocdo mecanica da parte organica, € preciso que ocorra uma prévia

desmineralizagdo (WEFEL, 1994).
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A evolucéo da carie de superficie radicular € lenta, apesar da solubilidade do
cemento e da dentina ser alta e da maior penetracdo bacteriana (SEICHTER, 1987;
FEJERSKOV, 1994). Esse fato pode ser atribuido ao menor nimero de tubulos
dentinarios na dentina radicular, e por sua maior mineralizacdo, em funcéo da idade.
Outro fator que diminui a progressao da carie radicular é que o biofilme bacteriano
formado sobre a superficie radicular é mais delgado, o que facilita redeposicdo de

minerais pela saliva (NYVAD; FEJERSKOV, 1982)

O processo fisico-quimico de desmineralizacdo e remineralizacdo que ocorre
entre o esmalte e o ambiente oral € semelhante a superficie radicular. No entanto,
devido a superficie radicular possuir um tecido mais poroso, esse intercambio idnico
€ mais intenso, e a depender das condi¢bes de pH, pode favorecer ou ndo a perda
de minerais por parte da raiz. A subsuperficie radicular é onde acontece a perda de
minerais, mas, a camada superficial apresenta uma maior mineralizacdo. Segundo
Nyvad, Ten Cate e Fejerskov (1997), ndo ha diferencas na mineralizacdo entre a
superficie exposta ou a ndo exposta a cavidade oral, porém, a superficie que tiveram
contato com o meio bucal, mostra um padréo diferente de distribuicdo mineral,
havendo uma concentracdo maior em sua superficie. Isso demonstra que a
superficie que n&o entrou em contato com o meio bucal é mais reativa, como

também mais suscetivel ao desafio cariogénico (HALS; SELVIG, 1977).
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2.2 Emprego do laser de CO;, na prevencao

As propriedades o6pticas do tecido dependem principalmente de sua
composicao quimica, a dentina possuindo 47% de contetdo mineral, e 0 esmalte em
torno de 80% (FEATHERSTONE, 1994), influenciando na interacdo do laser
(WIGDOR et al., 1995; ZUERLEIN; FRIED; FEATHERSTONE, 1999). Os tecidos
dentais possuem alta absorcdo no comprimento de onda entre 9 um a 11 pm,

caracteristico dos lasers de CO,, pela hidroxiapatita.

Os primeiros pesquisadores a estudar o emprego do laser de CO, para o
tratamento preventivo da carie dental foram Stern, Vhal e Sognnaes (1972), os quais
relataram uma diminuicdo da solubilidade do esmalte dental, através da fuséo e

selamento dos poros do esmalte e das irregularidades da superficie.

Uma das explicacBes esta relacionada a diminuicdo da permeabilidade do
esmalte aos agentes quimicos, causada pela fusdo da superficie do esmalte.
Entretanto essa hipotese parece ser improvavel, considerando que o Unico estudo
gue executou testes de permeabilidade foi realizado por Borggreven, Van Dik e
Driessens (1980), encontraram que a permeabilidade do esmalte aumentou ao invés
de diminui-la. Tais autores sugeriram que a resisténcia do esmalte irradiado a
desmineralizacdo, pode ser devido as mudangas quimicas, como a perda de matéria

organica e do carbonato.

Outra explicacdo esta focada na combinacdo da permeabilidade reduzida do

esmalte com a reducdo de sua solubilidade, provocada pelo derretimento, fusdo e
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recristalizacdo dos cristais de esmalte, selando a superficie do mesmo (NELSON,;
JONGEBLOED; FEATHERSTONE, 1986; NELSON et al., 1986; NELSON et al.,
1987). Por outro lado, uma analise da seccado transversal e microscopia eletronica
de transmisséao revelou que o derretimento ndo era homogéneo, e ocorria em areas
limitadas (FERREIRA et al., 1989; POGREL; MUFF; MARSHALL, 1993).Dessa
forma, parece que o derretimento e fusdo ndo sdo necessarios para aumentar a
resisténcia do esmalte a desmineralizacdo. De acordo com Fowler e Kuroda (1986)
e, as mudancas quimicas induzidas pelo laser resultam do aquecimento localizado
(SATO, 1983). Assim esses pesquisadores, embasados em estudos prévios, onde 0
esmalte foi progressivamente aquecido em fornos convencionais, correlacionaram
as principais mudancas induzidas do esmalte pela elevacdo de temperatura com 0s

provaveis efeitos na solubilidade de mineral.

Segundo os autores, o0 aquecimento entre 100°C e 650°C promove
diminuicdo do contetdo de agua e de carbonato, sendo que a aproximadamente
350°C ocorre a decomposicao protéica. De 650°C a 1100°C ocorre a recristalizacéo
térmica e com o aumento do tamanho dos cristais de hidroxiapatita, formacédo de
fosfato [B-tricalcico, perda de agua e carbonato. A partir de 1100°C, ocorre a
formacao de fosfato tetracalcico e a conversao de fosfato B-tricalcico em fosfato a-
tricalcico, compostos substancialmente mais soluveis em acido que o fosfato B-
tricalcico, esmalte dental e hidroxiapatita e, portanto podem aumentar a solubilidade

da superficie do mineral.

Neste contexto, € possivel concluir que ainda se desconhece as exatas
razoes que levam a reducdo de lesGes cariosas em esmalte com a utilizagdo do

laser de CO,. Contudo, ja esta comprovado na literatura que o laser de CO,, com
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seus diferentes comprimento de onda € capaz de reduzir o processo de

desmineralizagéo.

Os lasers de CO; estéo incluidos dentro do campo de radiacéao infravermelha,
e que apresentam mais de 100 diferentes emissdes de laser com comprimento de
onda entre 9 a 11 um, sendo que 0s quatro principais comprimentos de onda
utilizados séao: 9,3 um, 9,6 um, 10,3 um e 10,6 um. Dentre eles, os mais indicados
por serem mais bem absorvidos pelos tecidos duros dentais, sdo 0 9,3 um e 0 9,6
um. Entretanto, até o aumento, ndo existe laser comercial disponivel que possa
reproduzir tais condi¢bes. (FEATHERSTONE, 2000), de modo que os lasers que séao
estudados com esses comprimentos de onda sdo protétipos. Assim sendo, Varios
estudos tém empregado o comprimento de onda de 10,6 um que esta presente na

maioria de aparelhos disponiveis no mercado.

Quanto aos comprimentos de onda, Nelson et al. (1986) procuraram
investigar quais os comprimentos de onda mais indicados a reducéo de lesGes de
carie in vitro. Para tanto, através de um laser TEA-CO2 (TEA — Transversely excited
atmospheric pressure), com comprimentos de onda de 9,3 um, 9,6 um, 10,3 um e
10,6 um, e densidades de energia de 10-50 J/cm2. ApOs a irradiacdo, as amostras
foram imersas em solugcéo desmineralizadora (pH 5,0) durante 14 dias para formar
as lesdes de carie. A analise de microdureza demonstrou que as densidades de 9,3
um e 10,6 um foram os mais efetivos na reducéo de carie. Lesfes significantemente
mais rasas e menos desmineralizadas foram encontradas nas amostras irradiadas
com A=9,3 um, chegando a reduzir em 50%a desmineralizacdo quando comparadas

as do grupo controle.
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No ano seguinte, o estudo de Nelson et al. (1987), utilizando as mesmas
densidades de energia, e 0s mesmos comprimentos de onda, avaliou a morfologia, a
cristalografia da superficie de esmalte e o aspecto histolégico das lesbes de carie.
Adicionalmente a temperatura foi avaliada durante a irradiagcdo com a densidade de
energia de 50 J/cm2. Os picos de temperatura foram de 1050+40°C, 980+30°C,
835%30°C e 810+£30°C para os comprimentos de onda de 9,3 um, 9,6 um, 10,3 um e
10,6 um, respectivamente, e a condutibilidade ficou limitada de 10 a 20 um sob a
superficie derretida. Sob a microscopia de luz refletida, o A=10,6 ym nao causou
qualquer rugosidade significativa na superficie; em contrapartida, 9,6 um e 9,3 um

produziram uma area bem mais rugosa na parte central da irradiada.

Os efeitos do laser de CO2, com diferentes comprimentos de onda, sobre o
esmalte também foram avaliadas com o auxilio de Microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) (MCCORMACK et al., 1995). Espécimes de esmalte bovino e
humano foram irradiados com os comprimentos de onda de 9,3 um, 9,6 um, 10,3 um
e 10,6 pm em modo pulsado e densidades de energia de 2, 5, 10 e 20 J/cm? por
pulso. O A=10,6 pm com densidades de energia de 5 ou 10 J/cm? ndo produziu
derretimento do esmalte e fusdo dos cristais da superficie, porém promoveu a
formacdo de fendas superficiais distintas associadas ao estresse térmico pela
interacdo com o laser. Segundo os autores, este comprimento de onda pode ter
alterado a composicao quimica e estrutural dos cristais de esmalte. Por sua vez, o
calor gerado pelos comprimentos de onda de 9,3 um o, 9,6 um e, em menor
extensdo 10,3 um, foi suficiente para causar rapido derretimento da superficie e

fusdo dos cristais de esmalte em densidades tdo baixas quanto 5 J/cm?.

Featherstone et al. (1998) procuraram determinar os parametros 6timos da

irradiacdo com laser de CO2 que efetivamente potencializariam a redugéo de cérie
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no esmalte. Para tanto, coroas de molares e pré-molares foram irradiados com um
dos quatro comprimentos de onda: 9,3 ym, 9,6 um, 10,3 um e 10,6 um e densidades
de energia de 1 a 12,5 J/cm? por pulsos. Apds a irradiacdo, as amostras foram
submetidas ao processo de ciclagem de pH realizado durante 9 dias (solucgdes:
desmineralizadora pH 4,3 e remineralizadora pH 7,0). A analise de microdureza
revelou que as maximas inibicdes de céarie foram de 85%, 73%, 71% e 68% para 0s
comprimentos de onda 10,6 ym, 10,3 pym, 9,6 ym e 9,3 uym, empregando as
densidades de energia de 12,5 J/cm?, 10 J/cm?, 5 J/cm? e 1 J/cm?, respectivamente.
Estes resultados, segundo os autores, foram comparaveis com a reducao de carie
produzida por tratamentos diarios com dentifricios fluoretados no mesmo modelo in

vitro.

Também Kantorowitz, Featherstone e Fried (1998) conduziram um estudo
com o objetivo de avaliar o potencial preventivo de varias condi¢cdes de irradiacéo,
explorar o efeito do nimero de pulsos usados e correlacionar a reducao de cérie
com as mudancas na superficie do esmalte por meio da anélise de microdureza e da
microscopia eletronica de varredura. Para os comprimentos de onda 9,6 um e 10,6
um, a densidade de energia foi de 5 J/lcm? e 12 J/cm? por pulso, respectivamente.
Apoés a irradiacdo, uma ciclagem de pH foi realizada durante 9 dias (solucgdes:
desmineralizadora pH 4,3 e remineralizadora pH 7,0). A microscopia eletrbnica de
varredura revelou a presenca de alteracdes morfologicas na maior parte das
superficies irradiadas com o A = 9,6 uym, as quais pareceram estar fundidas e
compostas por novos cristais maiores que os do esmalte normal. Por sua vez, as
areas tratadas com o A = 10,6 ym mostraram pouca ou nenhuma mudanca
morfolégica, com poucos pontos de fusao, recristalizacdo ou expulsdo do esmalte.

Na analise de microdureza, todos os grupos tratados com laser apresentaram lesdes
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de carie significativamente menores quando comparadas as do grupo controle,
chegando a promover de 48% a 87% e de 28% a 59% de inibicdo de céarie para os
comprimentos de onda 10,6 um e 9,6 um, respectivamente. Segundo os autores, 0s
melhores resultados obtidos com o A = 10,6 ym indicaram que o derretimento da
superficie e a fusdo nao sdo necessarios para aumentar a resisténcia do esmalte ao

desafio acido.

Em relacdo a dentina, alguns autores (KANTOLA, 1972; NELSON;
JONGEBLOED; FEATHERSTONE, 1986; NAMMOUR; RENNEBOOG-SQUILBIN;
NYSSEN-BEHETS, 1992) relataram a ocorréncia de reducdo do processo de
desmineralizacdo através da formacdo de zonas de recristalizacdo, fusdo e
derretimento deste tecido em virtude da utilizagdo de altas densidades de energia.
Kantola (1972) avaliou a susceptibilidade da dentina irradiada por diferentes tipos de
laser, inclusive o laser de CO, com comprimento de onda 10,6 um, a formacao de
lesbes de carie artificiais, verificando que a irradiacao da dentina poderia ser usada
para aumentar o conteudo mineral da mesma através da remocao preferencial da
dgua e proteinas inerentes a este tecido. Os pesquisadores sugeriram que a
irradiacdo com laser de CO, em modo continuo e densidade de poténcia de 0,6
mW/cm? promoveu a recristalizagéo da dentina, crescimento do tamanho dos cristais
de hidroxiapatita, e formacdo de uma dentina de menor grau de cristalinidade,
estruturalmente modificada, que se assemelhava a estrutura cristalina da
hidroxiapatita do esmalte normal. Nelson, Longebloed e Featherstone (1986)
mostraram a ocorréncia de fusdo e derretimento em dentina radicular irradiada com
o laser de CO, com comprimento de onda 9,3 ym e densidade de energia de 50
Jlcm?, alteracBes estas que foram relacionadas & porcentagem de reducdo da

formacdo de lesdes de carie de 50% encontrada neste estudo. Nammour,



23

Renneboog-Squilbin e Nyssen-Behets (1992) encontraram bons resultados de
reducdo de céarie em dentina irradiada com laser de CO, com o comprimento de
onda 10,6 ym em modo continuo e utilizando densidades de energia de 280 a 715
Jicm?. Apés a irradiacdo, as amostras foram imersas por 4 semanas em um gel
contendo 0,05 mol/L de acido lactico (pH 4,5). Os autores verificaram a presenca de
selamento da camada superficial da dentina, a qual dificultou a difusdo de acidos
para a dentina sadia subjacente e reduziu significativamente a extensdo da lesdo de
carie formada. Entretanto, neste estudo, a irradiacdo a laser ndo selou
completamente a abertura dos tubulos dentinarios, possibilitando a difusdo dos

acidos pela grande superficie de crateras criada durante o processo de irradiacao.

No entanto, considerando que o contetdo mineral da dentina € muito menor
(em torno de 47%) que do esmalte (em torno de 85%) e ela possui caracteristicas
estruturais diferentes (FEATHERSTONE, 1994), o que também interfere na sua
interacdo com a luz laser (WIGDOR et al., 1995), a densidade de energia necessaria
para modificd-la positivamente em relacdo a resisténcia acida, parece ser menor do

gue a utilizada para o esmalte (RODRIGUES et al., 2004).

Desta forma, apenas o estudo de Gao, Pan e Hsu (2006), o qual empregou
o laser de CO; (A=10,6 um) com densidade de energia de 1,14 J/cm? para irradiacdo
de espécimes de superficie radicular, parece ter empregado parametro de irradiagéo
coerente com as caracteristicas do substrato estudado. Tais autores verificaram
através de microscopia de luz polarizada que as profundidades das lesdes de carie
radicular formadas apoés irradiacdo com laser de CO, eram menores do que as do
grupo controle e semelhantes as do grupo que utilizou gel de fluoreto de sédio a
2,0%. Adicionalmente, os autores observaram um efeito sinérgico do uso combinado

da irradiacéo laser e aplicacdo de gel fluoretado, o qual apresentou profundidades
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de leséo estatisticamente menores do que as do grupo que utilizou somente o laser
ou somente o gel fluoretado, e demonstrou uma taxa de inibicdo de
desmineralizacdo de 84,5%, enquanto que o grupo que utilizou somente o laser e 0
que utilizou somente o gel fluoretado, demonstrou taxa de inibicdo de 29,8% e

30,8%, respectivamente.

Habelitz et al.(2008), utilizando um laser de CO, de comprimento de onda de
9,3 um, com densidade de energia de 0,5, 0,75, 1,0 e 1,5 Jlcm?, relatam um
aumento nas propriedades nanomecanicas, em seu modulo de dureza quando
utilizada densidade de 1,5 Jicm® Mas, esse aumento ndo significou um maior

aumento na inibicdo de desmineralizacao.
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2.3 Métodos de quantificacdo de Cérie

O estudo de novas terapias para a prevencdo da carie exige que as lesdes
desenvolvidas e pequenas alteracdes no conteudo mineral da estrutura possam ser
guantificadas. A quantificacdo das lesGes pode ser feita tanto com relacdo a
extensdo de tecido ja afetado, como com relacdo a perda mineral (ANGMAR,;
CARLSTROM; GLAS, 1963; ARENDS; SCHUTHOF; JONGEBLOED, 1980;

THEUNS et al., 1983)

Em estudos in vitro, a utilizacdo das técnicas de microrradiografia em corte
transversal, microdureza em corte transversal, analises quimicas da dissolucao de
calcio e fosforo, bombardeamento por elétrons e microscopia de luz polarizada tém
sido considerados métodos de referéncia para esse tipo de medida (ARENDS;

SCHUTHOF; JONGEBLOED, 1980; ARENDS; TEN BOSCH, 1992).

Com intuito de possibilitar uma avaliagdo quantitativa das lesées também in
vivo, grande atencdo tem sido dedicada ao desenvolvimento de métodos néo
destrutivos. Esses métodos se baseiam fundamentalmente na andlise das
propriedades épticas alteradas nos tecidos cariados e com alguns deles é possivel
uma correlacdo com o contetdo mineral. Entre os varios métodos que tém sido
estudados, tomografia por coeréncia Optica, espalhamento por luz e quantificacdo da
fluorescéncia induzida por luz (QLF), este ultimo é o que se encontra em estagio
mais avancado de desenvolvimento e para o0 qual jA existe inclusive um

equipamento disponivel para o uso clinico.
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2.3.1 microscopia luz polarizada

A estrutura mineral do esmalte € composta de cristais de hidroxiapatita,
organizados em primas que estendem da juncdo amelo-dentinaria até a superficie.
Esses cristais apresentam propriedade de birrefringéncia e, portanto, a estrutura
apresenta dois indices de refragcdo. Quando um feixe de luz polarizada atravessa a
estrutura ele é dividido em dois feixes de velocidades diferentes. No esmalte
humano o sinal negativo de birrefringéncia € dado arbitrariamente para o feixe mais
lento que vibra em angulo perpendicular a extensédo dos prismas. Sendo assim, em
um corte longitudinal, o esmalte apresenta uma birrefringéncia intrinseca negativa.
No esmalte cariado ocorre um aumento dos poros e do espaco inter-cristais, que da
origem a um segundo tipo de birrefringéncia, que é positiva em relacdo a orientacéo
dos prismas. Essa birrefringéncia € produzida quando os poros formados séo
preenchidos por um meio de indice de refracdo diferente dos cristais de apatita
(n=1,62). Portanto, quanto maior for a diferenca entre o indice de refracdo dos
cristais e do meio em que as fatias de esmalte sdo embebidas, maior sera a
birrefringéncia positiva formada. Da mesma forma, quanto maior for a
desmineralizagcdo e o volume dos poros, maior serda a birrefringéncia positiva
(SILVERSTONE, 1973). Nas amostras embebidas em agua (n=1,33) um bom
contraste entre o esmalte sadio e o cariado pode ser observado (SILVERSTONE;

HICKS; FEATHERSTONE, 1988).

A possibilidade de utilizacdo da microscopia de luz polarizada para a

observacdo do esmalte dental sadio e cariada € ha muito tempo conhecida. Os
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estudos realizados na metade do século passado utilizando essa técnica permitiram
a caracterizacao histologica detalhada das alteracdes do esmalte cariado, que séo
até hoje utilizadas em cariologia (HOLMEN et al., 1985). A vantagem da observacao
em microscopio de luz polarizada € que ela permite uma diferenciacdo mais clara
das varias zonas de uma lesdo. Além disso, essa técnica ndo € util apenas para
descricOes qualitativas do esmalte cariado, mas também para a anélise quantitativa,
fornecendo informacdes indiretas sobre a estrutura (WEFEL; HARLESS, 1984).
Apesar da quantificacdo mineral ndo ser possivel, sem que as laminas sejam
embebidas em solucbes de diferentes indices de refracdo, a imagem mostra um
forte contraste entre as quatro zonas da lesdo e portanto permite que ela seja
medida em sua completa extensdo. Por outro lado, a imagem de uma mesma leséo

observada por microrradiografia revela apenas o corpo da leséo.

A medida de profundidade de lesdo através de microscopia de luz polarizada
tem sido utilizada em diversos estudos avaliando o efeito do flior tépico na
progresséao de carie, e também como método de referéncia para avaliacdo de novos
métodos de quantificacdo de lesdes (ARENDS; SCHUTHOF; JONGEBLOED, 1980;
HICKS; SILVERSTONE, 1984; WEFEL; HARLESS, 1984, LEGEROS, 1990;
ARENDS; TEN BOSCH, 1992; HARA et al., 2003; MENDES; NICOLAU; DUARTE,

2003; HARA et al., 2005).
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2.3.2 Quantificacao da fluorescéncia Induzida por luz (QLF)

A necessidade de uma Odontologia cada vez mais conservadora e menos
restauradora motivou a comunidade cientifica a buscar novos métodos de detec¢éo
de carie que permitissem ndo somente a identificagcdo de lesdes, mas também a
quantificacdo de sua severidade. Entre os diversos métodos Opticos, recentemente
estudados, grande atencao tem sido dada a quantificacdo da fluorescéncia induzida
por luz (QLF). Isto porque além de permitir um diagndstico de lesbes em estagio
inicial, os valores de reducéo de radiancia da fluorescéncia também apresentam um
alto grau de correlagio com a perda de volume mineral observada em
microradiografia (BENEDICT, 1928; KONIG; SCHNECKENBURGER; HIBST, 1999;
BUCHALLA, 2005). A quantificacdo da perda mineral através da técnica de QLF é
feita de maneira ndo-destrutiva e permite 0 monitoramento de lesdes (perda e ganho
mineral) ao longo do tempo, 0 que é essencial para se determinar o grau de
atividade da lesdo e um correto plano de tratamento (ALFANO; YAO, 1981). Sendo
assim, o método é bastante promissor do ponto de vista clinico e pode fornecer
dados quantitativos para as decisdes clinicas de intervencdo ou acompanhamento
das lesdes.

Também do ponto de vista do uso in vitro o método apresenta vantagens, pois
permite a avaliacdo rapida de novos métodos preventivos de carie, encurtando
assim o tempo necessario para que eles possam ser testados in situ ou in vivo. A
observacdo mais rapida do que nos meétodos tradicionais é possivel, pois longos
procedimentos para obtencdo de fatias dentais finas ndo sdo necessarios e a

mesma amostra pode ser medida varias vezes no decorrer do tempo e da aplicacao
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da terapia. O método QLF se baseia na propriedade intrinseca da estrutura dental
de apresentar fluorescéncia quando iluminada por fonte de luz ultravioleta e visivel
na regido do azul-verde e vermelho do espectro eletromagnético (SPITZER; TEN
BOSCH, 1977; MUJAT et al., 2003);. Uma boa diferenciacéo entre a estrutura sadia
e desmineralizada é possivel com os comprimentos de onda na regido do azul-
violeta, pois a fluorescéncia € menor nas areas em que ha perda de mineral,
fazendo com que elas sejam observadas como manchas escuras na imagem
(MUJAT et al., 2004).

A origem exata da fluorescéncia resultante da excitagcdo por comprimentos de
onda na regido do azul-violeta ndo é completamente conhecida, porém hoje se sabe,
gue ao contrario do que foi inicialmente teorizado, ela se origina predominantemente
da dentina e da juncdo amelo-dentinaria .

O que permite que o esmalte sadio e o cariado sejam diferenciados € a
alteracdo das propriedades Opticas do tecido cariado. A ocorréncia de céries resulta
em aumento da quantidade de &gua na estrutura, e também no aumento do
coeficiente de espalhamento da luz na regido da lesdo em relacéo ao tecido sadio
(PRETTY et al., 2002). O coeficiente de espalhamento aumentado causa a
diminuicao da fluorescéncia predominantemente devido ao bloqueio da fluorescéncia
originaria da dentina e da juncdo amelo-dentinaria (TRANAEUS et al., 2002). Porém,
a possibilidade de que parte desse efeito ocorra devido a uma diminuicdo da
guantidade de luz que consegue atingir a regiao fluorescente e ser absorvida
também tem sido mencionada (TRANAEUS et al., 2001).

No equipamento de QLF, atualmente disponivel para uso clinico, a luz emitida
por uma lampada de xendnio, que atravessa um filtro passa bandas, na regiao do

azul-violeta (A = 404 £11 nm), € utilizada para iluminacdo do dente e excitacao da
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fluorescéncia. A fluorescéncia verde emitida pela estrutura € entdo capturada
através de uma microcamera CCD (“charge coupled device”), contendo um filtro de
passa alta, que transmite apenas os comprimentos de onda maiores do que 520 nm.
A partir da imagem obtida, a intensidade da fluorescéncia nas regides sadias e
cariadas sao analisadas através do programa Inspektor Pro™, que realiza uma
interpolacdo dos valores registrados nas areas sadias adjacentes a lesdo para
calcular a porcentagem de perda de fluorescéncia (AF). Além disso, a area em mm?,
da regido com fluorescéncia reduzida também € registrada e integrada ao valor de
variacdo de fluorescéncia (AF), resultando em um valor de porcentagem de perda
mineral por mm? (AQ).

Todos os célculos séo feitos de maneira objetiva pelo programa e apenas um
dos fatores envolvidos na analise, a determinacéo da area a ser analisada, depende
do julgamento do examinador. Como a inclusdo desse fator subjetivo representa
uma fragilidade do método, a sua influéncia nos resultados de perda de
fluorescéncia tem sido investigada em diversos estudos. In vitro, os resultados de
um estudo multicéntrico com dez examinadores diferentes demonstraram um alto
grau de concordéncia das medidas de AQ intra- e inter-examinador (ANDO et al.,
1997) . Porém, in vivo, a repetibilidade e reprodutibilidade do método apresentaram
uma variacdo maior, sendo que alguns estudos tém demonstrado um grau excelente
e outros apenas moderados de concordancia entre as medidas feitas por diferentes
examinadores ou entres as diversas medidas de uma mesma leséo.

A capacidade do método de detectar a doenca quando o tecido esta
realmente afetado, ou seja, a sensibilidade da técnica é por outro lado alta, e

favorece o diagnostico precoce das lesdes (ANDO et al., 1997).
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Além da reprodutibilidade, repetibilidade e sensibilidade do método, também a
habilidade de quantificar a perda das lesdes quando comparada ao padrao-ouro
precisa ser observada. Nesse sentido, os resultados sdo bastante positivos, pois
diversos estudos in vitro tém demonstrado que a quantidade de perda de radiancia
da fluorescéncia medida em AQ apresenta um alto grau de correlacdo com a perda
e volume mineral medida através de microrradiografia transversal (ALJEHANI et al.,
2004), longitudinal (PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2002; PRETTY et al., 2002) e
também com a profundidade de lesdo (ANDO et al.,, 2004). Da mesma forma, a
correlacéo entre as medidas de AF com a perda de volume mineral e a profundidade
de lesdo também tem sido demonstrada (PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2004).

Na conducédo de estudos in vitro alguns cuidados precisam ser observados,
para garantir uma maior acuracia dos resultados. As medidas de lesGes de cérie
incipientes feitas in vitro, séo influenciadas por diversos fatores relacionados ao
ambiente em que o experimento é realizado e também a lesdo de carie em si.
Fatores como a iluminacao da sala, o angulo existente entre a camera e a superficie
do dente e também o grau de desidratacdo da lesé@o precisam ser padronizados para
que o grau de confiabilidade dos dados seja o maior possivel. A iluminacdo do
ambiente, por exemplo, apresenta uma influéncia direta nas medidas de QLF. A
avaliacdo de medidas feitas em diferentes intensidades de luz, mostra que uma
intensidade de luz ambiente maior que 88 lux causa uma queda estatisticamente
significante das medidas de AQ, comprometendo a confiabilidade dos dados (ANDO
et al., 2003). Também a captura das imagens em angulos, 20° graus maiores ou
menores do que 90° entre a superficie da lesdo de carie incipiente e a camera,
resulta em valores de AQ significativamente menores que o0s valores maximos

obtidos na relacdo perpendicular (PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2002; PRETTY et al.,
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2003; PRETTY;EDGAR;HIGHAM, 2004). Outro fator que pode alterar a
confiabilidade dos dados € o grau de desidratacao das lesdes. A comparacao entre
a secagem com roletes de algoddo, a secagem natural na bancada e a secagem
através da utilizacdo de um jato de ar comprimido por 15 s mostraram que esta
altima resulta no maior grau de confiabilidade das medidas de AQ. Sendo que o
mesmo resultado foi observado tanto para amostras armazenadas em agua
destilada como em saliva humana total (PRETTY; ELLWOOD, 2007).

A espessura do esmalte também apresenta uma influéncia importante nas
medidas de QLF e tanto os estudos através de simulacdo de Monte Carlo quanto os
experimentais (in vitro) mostram que quanto maior a espessura do esmalte, menor é
a fluorescéncia, resultando assim em um menor contraste entre lesdo e esmalte
sadio (ANDO et al., 2003).

A técnica de QLF pode ser utilizada de forma efetiva ndo somente para o
estudo de lesbes incipientes de dentes permanentes, mas também para o
monitoramento de lesdes em dentes deciduos e de outros tipos de lesGes, como as
lesbes de erosdo e as céaries secundarias ao redor de restauracdes de amalgama,
cimentos temporarios e compésitos (PRETTY et al, 2003; PRETTY;
EDGAR;HIGHAM, 2004) . Poréem o método apresenta limitacdes para a deteccdo de
lesdes oclusais e interproximais in vivo.

No que se refere aos estudos in situ, um modelo de estudo também ja foi
testado e provou a habilidade do método de QLF para o monitoramento tanto da
desmineralizagdo provocada por alimentos cariogénicos como também a

remineralizag&o obtida atraveés do uso de cremes dentais e enxaguatorios bucais
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3 PROPOSICAO

Avaliar in vitro o efeito do laser de CO,, associado ou ndo a aplicacéo topica

de fldor, na reducao da desmineralizacao de superficies radiculares humanas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Foram utilizados no presente estudo 0s seguintes materiais e equipamentos:

Equipamentos pertencentes ao Laboratorio Especial de Laser em Odontologia

(LELO) do Departamento de Dentistica da FOUSP:

» Equipo odontologico Kavo: seringa triplice.

» Laser de CO, e 6culos de protecao (UM-L30, Union Medical Engineering
Co., Yangju-si, Gyeongii-Do, Korea — PROJETO FAPESP CEPID/CEPOF, Processo

n. 98/14270-8).

Equipamentos pertencentes ao Departamento de Dentistica da FOUSP:

» Micromotor e peca de méao (NSK, Japao)

 Disco de corte diamantado de dupla face para peca de méo (NOSS@LIG

produtos odontologicos LTDA, Brasil)

* Lupa estereoscopica (Carl Zeiss 475200/9001- Jena, Alemanha)
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* QLF TM System (Inkspector Research Systems BV, Amsterdan, NL — Auxilio

Pesquisa Regular FAPESP, processo 2006/01177-8)

Materiais utilizados:

« Agua destilada e deionizada

* Cola a base de silicone

* Escovas tipo Robinson (KG Sorensen, Brasil)

» Esmalte cosmético (Risquée, Niasi, Sdo Paulo, Brasil)

* Fios ortodonticos de liga de Ti-Co (Morelli, Sorocaba-SP, Brasil)
* Vinte e cinco (25) terceiros molares humanos higidos

* Papel absorvente

 Pasta de alumina de 5 um (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA)
* Pinga metalica

* Pistola para cola quente

* Recipientes de poliestireno — 50 mL (Falcon)

* Solugao remineralizadora e desmineralizadora

* Solugéo de timol a 0,1% e 0,01%

* Vidrarias (béquer, pipetas, baldo volumétrico)

* Lapis preto 2B ( Faber Castell, Brasil)
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4.2 Métodos

4.2.1 Delineamento experimental

O fator em estudo foi a analise da perda mineral da superficie radicular
através do QLF, utilizando 5 niveis de tratamentos de superficie, um controle
negativo (sem tratamento), um controle positivo ( uso de fltor fosfato acidulado), e 3
tratamentos experimentais. As unidades experimentais foram compostas de 50 de
espécimes de fragmentos radiculares, obtidos de 25 terceiros molares higidos

(n=10). A variavel resposta foi a perda mineral (AQ), calculada através do QLF.

4.2.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi conduzido apds aprovacéo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo,

conforme Protocolo 148/06 (Anexo A e Anexo B)
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4.2.3 Preparo dos espécimes

Os dentes foram armazenados em solucdo de timol 0,1% pelo periodo
minimo de 30 dias. Apds esse periodo, foram submetidos a limpeza com curetas
periodontais, seguida de banho de ultra-som durante 30 s, e posteriormente a uma
profilaxia com escova Robinson e pasta de alumina (5 yum) em baixa rotacdo durante
30 s e a novo banho de ultra-som de 30 s . Posteriormente, os dentes foram
examinados sob lupa estereoscépica com aumento de 10X, descartando-se aqueles
com trincas ou anomalias de estrutura e mantidos em meio umido a 4°C até a sua

utilizagéo.

Para obtencdo dos espécimes, os dentes foram seccionados para remocao
da porcdo coronaria, a 1 mm da juncdo amelo-cementéria, a qual foi descartada.
Novas seccdes foram feitas na porcao radicular, de modo a obter dois espécimes de
4 mm X 4 mm x 2 mm de cada dente. Os 50 espécimes foram divididos

aleatoriamente em 5 grupos como descrito na figura 4.1.

—> Grupos
50 espécimes Gl-sem
tratamento
Cortes ' G2-FFA
seriais g _,_' G3-Laser
25 dentes Divididos | L—» G4-Laser +
aleatoriamente FFA
n=10 " G5-FFA+laser

Figura 4.1- representativa do delineamento experimental do presente estudo
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4.2.4 Tratamento da superficie de dentina radicular com laser pulsado de CO,

A irradiacdo das superficies de dentina radicular foi realizada no Laboratério
Especial de Laser em Odontologia (LELO), da Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo usando um laser de CO, pulsado (figura 4.2), com
comprimento de onda de 10,6 um. Segundo as especificacbes do aparelho, 0 modo
de emissdo pode ser continuo com poténcia média de até 10 W, ou pulsado com
poténcia de até 6 W, enquanto a duracdo de pulso pode variar de 50 a 500 ms. A
selecdo dos parametros da irradiacdo foi baseada em estudo de Souza-Zaroni
(2007). A irradiacdo dos espécimes foi realizada com a taxa de repeticéo fixa de 50
Hz, duracéo do pulso de 10 ms, 10 ms de time off, diametro do feixe de 0,3 mm e a
poténcia utilizadas para os grupos G3, G4 e G5 foi de, 0,7 W. A densidade de
energia, nesta condico foi de aproximadamente 4,0 J/cm?. A irradiacéo foi realizada
com a ponta ativa do laser perpendicular a superficie dental a uma distancia de 5
mm da mesma por um periodo de 10 segundos, percorrendo-se toda a superficie de
dentinaradicular previamente delimitada (area de 2 x 2 mm) com auxilio de lapis

preto.
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Figura 4.2 — Equipamento de laser de CO; e a ponta utilizada para procedimento de irradiacdo
dos espécimes

4.2.5 Ciclagem de pH

Apés a irradiacdo dos espécimes, foi realizada a delimitacdo da area de
dentina que seria exposta as solucbes desmineralizadora e remineralizadora durante
a ciclagem de pH. Cada espécime foi recoberto com verniz &cido resistente
transparente na face irradiada, deixando uma area de dentina exposta (janela)
medindo 2 x 2 mm. Nas outras faces, foi utilizado esmalte &cido resistente na cor

vermelha.

A ciclagem de pH foi feita segundo o modelo proposto por Kawasaki e

Featherstone (1997) modificado por Souza-Zaroni (2007).
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Cada espécime foi fixado, com cola a base de silicone aquecida com auxilio
de uma pistola especifica (“pistola para cola quente”), a ponta de um fio ortodéntico
de liga de Ti-Co. O fio ortodéntico de Ti-Co foi preso a tampa do recipiente de
poliestireno (Falcon) de 50mL. Onde o mesmo, apresentava-se fixada juntamente
com outras 9 tampas, também com auxilio de cola a base de silicone, a um suporte
de madeira, de modo que os 10 espécimes de cada grupo estudado ficassem
suspensos e imersos totalmente nas solucdes desmineralizadora e remineralizadora

durante a ciclagem de pH (figura 4.3).

Figufa 4.3 -Dispositivo de éupo‘rteApéra cicl-agem de pH

A ciclagem de pH foi realizada durante 5 dias, nos quais 0s espécimes de
dentina foram imersos por 3 h em solucdo desmineralizadora e por
aproximadamente 21 h em solugcdo remineralizadora (SOUZA-ZARONI, 2007).
Durante este periodo, os espécimes foram lavados com agua deionizada antes e
apos imersao na solucdo desmineralizadora (duas vezes ao dia) por 10 segundos e
secos com papel absorvente. Apos o quinto dia, 0s espécimes permaneceram em
solucdo remineralizadora por dois dias (correspondente aos dias do final de

semana).
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Os espécimes foram mantidos individualmente em solucdo desmineralizadora
contendo 2,0 mmol/L Ca, 2,0 mmol/L P em 75 mmol/L de tampao acetato, pH 4,8. A
solucdo remineralizadora utilizada continha 1,5 mmol/L Ca, 0,9 mmol/L P, 150
mmol/L KCI em 20 mmol/L tampao Tris, pH 7,0. A composicdo quimica desta
solucédo aproxima-se do grau de saturacdo dos minerais da apatita encontrados na
saliva (TEN CATE; DUIJSTERS, 1982). Cristais de timol foram adicionados as

solucdes para evitar o crescimento bacteriano e fangico.

Foram utilizados 6,25 ml/mm? e 3,12 ml/mm? das solucdes desmineralizadora
e remineralizadora respectivamente, por area de tratamento. Durante todo o
processo, 0S espécimes permaneceram em estufa ajustada a 37°C, exceto nos
intervalos de lavagem e alternancia das solu¢des. Terminada a ciclagem de pH, os
espécimes foram lavados com jatos de agua destilada e deionizada durante 10 s,
secos com papel absorvente e mantidos em ambiente fechado, Uumido e sob

refrigeracao até a leitura da perda mineral através do método do QLF.

4.2.6 Leitura QLF

Os espécimes tiveram o0 esmalte transparente retirado através de uma lamina
de bisturi n°11, e com o auxilio de uma borracha branca, o perimetro feito
anteriormente foi apagado. Cada espécime foi seco com jato de ar durante 15s, para

padronizar sua secagem, e em seguida foi colocado em suporte do aparelho QLF in
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vitro (figura 4.4), e em camara escura, foi feita sua leitura através do método de
mensuracdo de mancha branca (White spot). O aparelho utiliza a area ao redor da
janela de ciclagem (area higida) para calcular a perda mineral da area ciclada.
Através do calculo da fluorescéncia da area higida e area ciclada (AF),foi calculado

a variacao mineral existente entre as areas (AQ).

Liquid light guide Ambient light shield

Camera cable

Handpiece housing

Figura 4.4 — Aparelho QLF e peca de mao para anélise
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4.2.7 Andlise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizado o Programas SPSS 14.0 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). A variavel resposta analisada foi a perda mineral do
substrato, representada pelo parametro AQ, os diferentes tratamentos representam
a fonte de variacdo. Foi feita os testes preliminares de normalidade Kologorov —
Smirnorv, e o teste de homogeneidade de Levene . A analise estatistica consistiu da
Andlise de Variancia, comprovada através do teste de Brown Forsythe. Para analise

complementar de multipla comparacéo, utilizou-se o teste de Games & Howell.
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5 RESULTADOS

Este trabalho possui um uUnico fator de variagdo, o tratamento da superficie
radicular humana, dividido em cinco niveis: G1 — Controle Negativo; G2 — Controle
Positivo; G3 — Laser; G4 Laser + FFA e G5 — FFA + Laser.

Tal fator de variacdo sera analisado através de uma variavel de resposta, que
€ a perda mineral observada através da técnica QLF, representada pelo valor de

Delta Q (Delta Q = Porcentagem por milimetro quadrado).

5.1 Estatistica Descritiva

Tabela 5.1 - Estatistica descritiva

Grupos
Média Desvio Erro-padrdao Lim.Inf. Lim.Sup. Minimo Maximo Cv
G1 10 -0.373 0.209 0.066 -0.523  -0.224 -0.70 -0.1  0.560
G2 10 -0.043 0.086 0.027 -0.104 0.018 -0.21 0.0 0.503
G3 10 -0.03 0.059 0.019 -0.072 0.012 -0.19 0.0 0.508
G4 10 -0.077 0.164 0.052 -0.194 0.04 -0.53 0.0 0.471
G5 10 -0.068 0.128 0.04 -0.16 0.024 -0.40 0.0 0.531

Total 50 -0.118 0.186 0.026 -0.171 -0.065 -0.70 0.0 0.539
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A tabela acima mostra a estatistica descritiva dos dados desse trabalho
experimental.

5.2 Modelo experimental

O modelo estatistico escolhido para a andlise dos dados deste estudo

experimental foi o teste paramétrico de Andlise de Variancia (ANOVA) de um fator.

5.3 Teste de Normalidade

Tabela.5.2 Teste de normalidade para a variavel dependente

Statistic Gl valor-p.

0.283 50 p<0.05

O teste de normalidade Kologorov — Smirnorv foi significante, com valor de
p<0,05; indicando que os dados ndo apresentam distribuicdo normal. Apesar dos
dados ndo estarem distribuidos de maneira normal, o teste F da ANOVA é

conhecidamente robusto a falta de normalidade(DAY; QUINN, 1989).
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5.4 Teste de homogeneidade.

Tabela 5.3 Tabela do teste de homogeneidade

Levene Statistic (F) gll gl2 valor-p

2.821 4 45 0.036

O teste de homogeneidade de Levene apontou que F(4,45)=2,821; p=0,036;
significante, sendo entdo os dados ndo homogéneos. Neste caso, o resultado do
teste F da ANOVA foi confirmado pelo teste robusto de homogeneidade de Brown e

Forsythe (BROWN; FORSYTHE, 1974).

5.5 ANOVA

Tabela 5.4 Tabela da Analise de Variancia

Fonte da variagédo SQ Gl MQ F calc. valor-P F critico
Entre grupos 0.827446 4 0.206861 10.58861 0.000 2.578739
Dentro dos grupos  0.87913 45 0.019536
Total 1.706576 49

O resultado do teste de ANOVA aponta que o fator Tratamento de Superficie,

F(4;45)=10,58; é significante com valor de p<0,05.

Como o teste de homogeneidade foi significante, a ANOVA foi confirmada

pelo teste de Brown e Forsythe (BF).
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Tabela 5.5 Tabela com confirmacéo da ANOVA- teste de Brown-Forsythe

DELTAQ Statistic® gl1 gl2 valor-p

Brown-Forsythe 10.589 4 28.983 0.000

a. Asymptotically F distributed.

O teste BF F(4,16) = 10.59, p <0,01, confirma a consisténcia do resultado do

teste F da ANOVA.

A fim de se detectar diferencas entre o grupo controle e 0s outros grupos
(controle positivo e experimentais), o teste complementar de multipla comparacéo,
Games & Howell foi aplicado. Este teste paramétrico € indicado para os casos de
desvios da condicdo de normalidade e homogeneidade(DAY; QUINN, 1989). O teste
de Games & Howell é realizado para cada par de médias (“pairwise”), ajustando o

erro para cada comparacao.



5.6 Teste de Multipla Comparacgéo

Tabela 5.6 - Teste de Multipla comparacéo de Games & Howell para os grupos experimentais
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Grupos Médias Desvio-Padrao % de inibicdo
G1 -0.373?% +0.209
G2 -0.043° +0.086 88,47%
G3 -0.030° +0.059 91,96%
G4 -0.077° +0.164 79,36%
G5 -0.068" +0.128 81,76%
Dados dispostos em MédiazDesvio-padrao.n=10
0,1
°
O T T ? T
°
__ 01 °
(o]
€
£ o2
~ °
= ® Lim.Sup.
E
8 ® Média
8 _0’4 et lelnf
-0,5
-0,6
G1 G2 G3 G4 G5
Tratamentos Experimentais

Figura 5.1 -Dispersao dos intervalos de confianca em 95%
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A tabela 5.6 e o Figura.5.1 mostram o comportamento das médias do fator
tratamento de superficie. Pode-se observar que o grupo Controle Negativo G1
(-0.373+0.209) é diferente estatisticamente e, apresenta 0os menores valores de
Delta Q, em relacédo aos grupos Controle positivo FFA, G2 (-0.043+0.086), Laser G3
(-0.030+0.059), Laser + FFA (-0.077+0.164) e FFA+Laser (-0.068+£0.128). Os grupos
G2, G3, G4 e G5, ndo apresentam diferenca significativa entre si. Juntamente na
tabela 5.6, pode se observar a porcentagem de inibicAo em relacdo ao grupo

controle negativo.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo empregou o método de quantificacdo da fluorescéncia
induzida por luz (QLF) para mensuracéo da perda mineral relativa dos espécimes de
raiz dentaria humana. Tal método tem sido muito utilizado tanto em estudos in vitro e
in situ, quanto em estudos in vivo para deteccao e quantificacdo de lesGes de cérie

(SPITZER; TEN BOSCH, 1977; ALFANO; YAO, 1981; MUJAT et al., 2003).

Entre os diversos métodos Opticos recentemente estudados, o método QLF
apresenta um alto grau de correlacdo com a perda de volume mineral observada em
microradiografia. (ALJEHANI et al., 2004),Contudo a quantificacdo da perda mineral
através desta técnica € realizada de maneira nao destrutiva e permite o
monitoramento de lesbes quanto a perda e ganho mineral ao longo do tempo, o que
€ essencial para que se consiga determinar o grau de atividade de lesédo e,
consequentemente, um correto plano de tratamento para a doenca céarie (ALFANO,;

YAO, 1981).

Adicionalmente, quando considerado o ponto de vista do uso em estudos in
vitro, o método QLF também apresenta vantagens quando comparado a outros
métodos muito empregados neste tipo de estudo, como a prépria microradiografia, a
analise de microdureza em seccdo tranversal ou ainda a mensuracdo da
profundidade de lesdo através de luz polarizada, pois se trata de um método rapido
e gque permite a mensuracao de perda mineral na mesma amostra varias vezes no

decorrer do tempo e da aplicacéo da terapia que se quer avaliar.
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Tal capacidade de quantificacdo da perda mineral nos tecidos duros dentais
foi claramente observada no presente estudo, visto que a técnica QLF permitiu a
verificacdo de perda mineral nos espécimes de superficie radicular do grupo controle
negativo (sem qualquer tipo de tratamento) em relacdo ao grupo controle positivo
(tratado com FFA) e aos grupos experimentais com laser de CO2. Entretanto, a
observacdo de diferencas significativas entre 0s grupos experimentais € 0 grupo

controle positivo ndo foi detectada por este método.

De forma semelhante, (ESTEVES-OLIVEIRA, 2007) empregou a técnica QLF
para verificagdo do efeito da irradiagdo com laser de CO2 sobre as medidas de
fluorescéncia do esmalte dental submetido a um modelo quimico de producéo de
carie, e observou que tal técnica ndo apresentou resultados tdo sensiveis quanto os
apresentados pela mensuracao das profundidades das lesdes cariosas através de
luz polarizada, mostrando baixa correlagdo com as medidas deste Ultimo método. No
entanto, foi capaz de identificar as principais diferencas de desmineralizagéo entre

0s grupos testados.

Apesar da semelhanca entre o presente estudo e o de Esteves-Oliveira
(2007), a comparacao direta da eficacia do método QLF para mensuracao de lesées
em esmalte e dentina é complicada, uma vez que se observa na literatura o relato de
estudos que demonstram uma melhor eficacia do método em quantificar lesdes
dentinarias (ANDO et al.,, 2003). Tal fato pode ser explicado pela influéncia da
espessura do esmalte nos espécimes submetidos a mensuracdo de fluorescéncia,
uma vez que a fluorescéncia medida por esta técnica é originaria da dentina e da
juncdo amelo-dentinaria (TRANAEUS et al.,, 2002). Desta forma, quanto maior a
espessura do esmalte, menor é a fluorescéncia, resultando assim em um menor

contraste entre leséo e esmalte sadio (ANDO et al., 2003).
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Neste contexto, visto que as medidas de perda mineral entre 0os grupos
experimentais testados néo foram diferentes entre si, como também néo diferiram do
grupo tratado somente com fldor, apesar da alta sensibilidade relatada na literatura
sobre o método QLF para lesées em dentina, pode-se supor que a ciclagem de pH a
que foram submetidos os espécimes estudados nao foi severa o suficiente para

promover maior diferenciagao entre 0s grupos.

O modelo de ciclagem de pH empregado neste estudo foi modificado a partir
do modelo de Kawasaki e Featherstone (1997), com 7 dias de duracao total, sendo
que durante 5 dias os espécimes ficavam por 3h em solucdo desmineralizadora e
por 21h em solugdo remineralizadora, e nos ultimos dois dias, permaneciam em
solucdo remineralizadora (SOUZA-ZARONI, 2007). De forma distinta da presente
pesquisa, o trabalho de Gao, Pan e Hsu (2006), que utilizou uma ciclagem de pH
com 2 dias de duracao e tempo de imersao em solugédo desmineralizadora de 18h e
em solucdo remineralizadora de 6h, verificou um significativo efeito sinérgico da
associacdo de tratamento com fluoreto e irradiagcdo com laser de CO2, com
comprimento de onda de 10,6 pum, para a inibicAio da desmineralizacdo de

superficies radiculares, exibindo porcentagem de inibicdo em torno de 85%.

Por outro lado, o estudo de Featherstone et al. (2003), que empregou
ciclagem de pH de 5 dias e 4 noites, com 18h em solucdo desmineralizadora e 6h
em solugdo remineralizadora, ndo foi capaz de verificar diferencas significativas
entre os grupos que foram irradiados com diferentes fluéncias do laser de CO2, com
comprimento de onda de 9,6 um, sendo que estes grupos promoveram aumento da
desmineralizacdo da dentina ao invés de diminui-la, e somente o grupo tratado com

flor promoveu porcentagem de inibicdo em torno de 33%.
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Contrariando o estudo de Featherstone et al. (2003), a presente pesquisa
demonstrou a capacidade do laser de CO2 (A 10,6 um) de reduzir a perda mineral

em espécimes de raizes dentarias, compostas principalmente por dentina.

Estudos que utilizaram o laser de CO2 com comprimento de onda 10,6 pym
com densidades de energia de 0,3 a 12,5 J/cm2, tém demonstrado a reducao
significativa da perda mineral em esmalte dental (FEATHERSTONE et al., 1998;
KANTOROWITZ; FEATHERSTONE; FRIED, 1998; KLEIN et al., 2005; TANGE;
FRIED; FEATHERSTONE, 2000; STEINER-OLIVEIRA et al, 2006). Estes
resultados, juntamente com a possibilidade de utilizar essa tecnologia disponivel no
mercado na prevencdo da cérie, tém estimulado o desenvolvimento de novas

pesquisas com o A=10,6 um.

No entanto, quando se refere a dentina e/ou ao cemento, tecidos que compde
a superficie radicular, poucos estudos foram realizados com o objetivo de
demonstrar o efeito do laser de CO2 na reducdo da desmineralizacdo desses
substratos. A dentina possui um contetdo mineral em torno de 47%, 33% de
proteinas e lipidios, e 20% de agua (FEATHERSTONE, 1994). Tal composicao
diminui a contribuicdo da fase mineral e enfatiza o papel da agua e da proteina na
absorcdo de luz por este tecido (WIGDOR et al.,, 1995), e também determina as
diferentes propriedades térmicas deste tecido. A menor capacidade de transmissao
de calor pela dentina significa que a energia térmica ira se acumular neste tecdo por
um periodo maior de tempo do que no esmalte. Esse fato pode ter conseqiéncias
negativas sobre a interagdo da luz laser com o tecido, tais como a vaporizacao
subsuperficial, o aparecimento de fendas e a necrose pulpar. A dentina encontra-se
em uma posicdo mais proxima a polpa do que o esmalte, e dessa forma, o calor

aplicado a sua superficie é transmitido mais rapidamente ao tecido pulpar.
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Na presente pesquisa, foram empregados parametros (4 J/cm2) ja testados
anteriormente (SOUZA-ZARONI, 2007), os quais demonstraram, através de uma
analise termografica, promover uma pequena variacao de temperatura no interior da

camara pulpar (em torno de 0,6°C) durante a irradiacao da superficie radicular.

Desta forma, verifica-se que, para prevenir a cérie dental, a luz laser deve
alterar a composicdo ou a solubilidade do substrato dental, e a energia deve ser
fortemente absorvida e eficientemente convertida em calor sem causar danos aos
tecidos subjacentes ou que estédo ao redor do tecido irradiado. Tais condi¢cbes foram
provavelmente alcancadas no presente estudo, uma vez que a irradiagcdo com o
laser de CO2 foi capaz de promover uma reducao significativa da desmineralizacao
da superficie radicular quando comparada aquela do grupo controle negativo, que
nao foi submetido a qualquer tratamento preventivo. Desta forma, a porcentagem de
reducdo de desmineralizacdo observada neste estudo variou de 79,36% a 91,96%
para os grupos irradiados com laser de CO2 seguido de aplicacdo tépica de FFA e

somente irradiado com laser de CO2, respectivamente.

JA4 para o grupo tratado apenas com a aplicacdo de FFA a 1,23%, a
porcentagem de inibicdo foi de 88,47%; namero ainda superior ao encontrado na
literatura para a dentina humana, que fica em torno de 50-60% (FEATHERSTONE,
1994). Entretanto, quando se compara o efeito do fluoreto com o efeito do laser
observa-se que o efeito do fluoreto é limitado com o tempo, enquanto que a duragéo
do efeito do laser permanece desconhecida. Assim, a determinacao da
combinacao ideal de varios tratamentos preventivos de carie seria especialmente (til
considerando o fato que lesdes de céarie primaria em superficie radicular, como

também lesbes secundérias ao redor de restauracdes realizadas nestas superficies,
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tendem a se tornar cada vez mais frequentes com o envelhecimento da populacéo

mundial.

Por fim, torna-se necessaria a utilizacdo de outros modelos in vitro, e
principalmente, modelos in situ e in vivo, que fornecam dados complementares para
uma avaliacdo mais ampla do comportamento da superficie radicular, quando
irradiada com laser de CO2, frente a desafios cariogénicos caracteristicos destas

condicoes.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitagcdes de um estudo in vitro, pode-se concluir que o laser de
CO2, associado ou ndo a aplicacdo tépica de flior, é capaz de inibir a
desmineralizacdo da superficie radicular, contudo ndo se observa efeito sinérgico

com a associacao da irradiacdo com laser e tratamento com fluor.
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ANEXO C - Parametros estatisticos para as multiplas comparag6es do teste de Games & Howell

(I) Grupos (J) Grupos Diferenca das médias (I-J) Erro Padrdo valor-P Lim.Inf. Lim.Sup.
G1 G2 -0.330333* 0.071442 0.004386 -0.55827 -0.1024
G3 -0.343333* 0.068714 0.003414 -0.5677 -0.11897
G4 -0.296333* 0.083968 0.018899 -0.55178  -0.04089
G5 -0.305333* 0.077525 0.009896 -0.5449 -0.06576
G2 G1 0.330333* 0.071442 0.004386 0.102397 0.558269
G3 -0.013 0.032865 0.994298 -0.11369 0.087691
G4 0.034 0.058388 0.975505 -0.14871 0.216709
G5 0.025 0.048668 0.984713 -0.12444  0.174437
G3 G1 0.343333* 0.068714 0.003414 0.118966 0.5677
G2 0.013 0.032865 0.994298 -0.08769 0.113691
G4 0.047 0.055016 0.907693 -0.13009 0.224086
G5 0.038 0.044567 0.908808 -0.10287 0.178866
G4 G1 0.296333* 0.083968 0.018899 0.040889 0.551777
G2 -0.034 0.058388 0.975505 -0.21671  0.148709
G3 -0.047 0.055016 0.907693 -0.22409 0.130086
G5 -0.009 0.06569 0.999912 -0.20885 0.190847
G5 G1 0.305333* 0.077525 0.009896 0.065762 0.544904
G2 -0.025 0.048668 0.984713 -0.17444  0.124437
G3 -0.038 0.044567 0.908808 -0.17887 0.102866
G4 0.009 0.06569 0.999912 -0.19085 0.208847

* indica diferenca estatistica significante P<0.05.
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