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REesumo

Nemezio, M.A. Avaliacdo In Situ da Associacdo do Verniz Fluoretado ao Laser de
Er:YAG e ao Laser de Nd:YAG na Permeabilidade da Dentina Radicular Erodida.
Ribeirdo Preto, 2013. 52p. [Dissertacdo de Mestrado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo; 2013.

O objetivo do presente estudo foi avaliar in situ o efeito da associacdo do verniz fluoretado
ao laser de Er:-YAG e ao laser Nd:YAG na permeabilidade da dentina radicular erodida.
Quarenta e oito fragmentos de dentina radicular bovina, com dimensdes 2x2x2 mm, foram
submetidos a um desafio erosivo inicial com acido citrico (0,3%, pH 3,2), por duas horas,
sob agitacdo e armazenados em saliva artificial por vinte e quatro horas. Posteriormente, 0s
espécimes foram divididos em relacdo aos tratamentos: verniz fluoretado e néo fluoretado e
subdivididos conforme a irradiacdo: laser de Er:-YAG (100mJ, 3Hz), laser de Nd:YAG (70mJ,
15 Hz) e ndo irradiado. ApGs um periodo de lead in (2 dias), os voluntarios (n=8) utilizaram
dispositivos palatinos contendo trés espécimes que foram submetidos a desafios erosivos ex
vivo, quatro vezes ao dia, com &cido citrico (0,3%, pH 3,2), durante 90s, por cinco dias. Na
primeira fase do experimento, metade dos voluntarios utilizou dispositivos contendo
fragmentos tratados com verniz fluoretado, verniz fluoretado + laser de Er:YAG e verniz
fluoretado + laser de Nd:YAG. A outra metade utilizou verniz ndo fluoretado, verniz nado
fluoretado + laser de Er:-YAG e verniz ndo fluoretado + laser de Nd:YAG. Depois de um
periodo de wash-out (15 dias), os voluntarios foram cruzados quanto aos tratamentos,
caracterizando um experimento cross-over 2x2. Ao final de cada fase experimental, a
permeabilidade dentinaria foi avaliada. A ANOVA dois critérios e o teste complementar de
Duncan revelaram uma diferenca significativa entre os espécimes tratados com o verniz
fluoretado (p=0,005), verniz fluoretado + laser de Er:YAG (p=0,014) e verniz fluoretado +
laser de Nd:YAG (p=0,025), em comparacdo aos tratados com verniz ndo fluoretado.
Observou-se que, independentemente da associacdo aos lasers (Er:-YAG ou Nd:YAG), o
verniz fluoretado foi capaz de promover a reducdo da permeabilidade da dentina radicular

erodida. Nao se observou efeito adicional com a associacao dos tratamentos.

Palavras-chaves: Erosao, Laser de Er:YAG, Laser de Nd:YAG, Verniz fluoretado, Dentina

radicular.
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ABSTRACT

Nemezio, M.A. In Situ Evaluation of Associating the Fluoride Varnish to Er:YAG or
Nd:YAG Laser at permeability of eroded root dentin. Ribeirdo Preto, 2013. 52p.
[Dissertacdo de Mestrado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo; 2013.

The present study aimed to evaluate in situ the effect of associating the fluoride varnish to
Er:YAG or Nd:YAG laser at permeability of eroded root dentin. Forty-eight specimens of
bovine root dentin (2x2x2mm) were subjected to initial erosive challenge with citric acid
(0.3%, pH 3.2), for 2 hours under agitation and stored at artificial saliva, at 37° C, for 24
hours, followed by a remineralization period in artificial saliva. After that, specimens were
divided according to the treatment: fluoride varnish and non-flouride varnish, and subdivided
according to the irradiation: Er:-YAG laser (100mJ, 3Hz), Nd:YAG laser (70mJ, 15Hz) and
non-irradiated. After a lead-in period (2 days), 8 volunteers (n=8) wore a palatal device
containing 3 specimens that was subjected to erosive challenges ex vivo, four times a day
with citric acid (0.3%, pH3.2), for 90s, during 5 days. At the first experimental phase, half of
volunteers wore devices containing specimens treated with fluoride varnish, fluoride varnish
+ Er:YAG laser and fluoride varnish + Nd:YAG laser, and the other half wore the specimens
treated with non-fluoride varnish, non-fluoride varnish + Er:YAG laser and non-flouride
varnish + Nd:YAG laser. After a wash-out period (15 days), volunteers were crossed to
different treatment, characterizing a 2x2 cross-over experiment. At the end of each
experimental phase, the dentinal permeability was evaluated. Two-way ANOVA and
Duncan’s test revealed a significant difference between specimens treated with fluoride
varnish (p=0,005), fluoride varnish + Er:YAG laser (p=0,014) and fluoride varnish + Nd:YAG
(p=0,025) compared to specimens treated with no-fluoride varnish. It was observed that
regardless of association to laser (Er:YAG or Nd:YAG), fluoride varnish was able to promote,
in situ, the reduction of permeability of eroded root dentin, but no additional effect was

observed when the treatments were associated.

Keywords: erosion, Er:YAG laser, Nd:YAG laser, fluoride varnish, root dentine
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1. INTRODUCAO

A palavra erosdo é derivada do verbo erodére, em latim, que significa uma
destruicdo progressiva, provocada por processos quimicos ou eletroliticos (Imfeld,
1996). Na odontologia, o termo eroséo é utilizado para descrever o resultado fisico
de uma patologia crénica e localizada, caracterizada pela perda irreversivel da
estrutura dentaria em decorréncia de uma exposicdo é&cida, sem envolvimento
bacteriano, que pode ser causada por fatores intrinsecos e extrinsecos (Eccles;
Jenkins, 1974; Imfeld, 1996).

A erosao intrinseca é resultado do contato do acido gastrico com o0s
substratos dentarios (Imfeld, 1996) que ocorrem durante episodios de voémitos
recorrentes, regurgitacdo ou refluxo gastroesofagico de origem psicossomatica,
como a bulimia e anorexia (Scheutzel, 1996), ou somatica, devido a gravidez, ao
alcoolismo (Smith; Robb, 1989) e problemas gastrointestinais, com recorrentes
quadros de refluxos, regurgitacoes e vomitos (Gudmundsson et al., 1995).

A eroséo extrinseca € provocada por acidos exogenos (Imfeld, 1996), que
podem ter origem na dieta (Lussi et al., 2004; Bartlett, 2005; Bartlett et al., 2011,
Lussi et al., 2012), no uso de medicamentos (Lussi et al., 2012; McCarthy, 2012),
drogas ilicitas (McCarthy, 2012) e em fatores ocupacionais (McCarthy, 2012). Dentre
essas causas, a principal responsavel pelo aumento da prevaléncia da erosédo € o
consumo elevado e frequente de bebidas acidas (Amaechi; Higham, 2005). Para se
evitar a erosao extrinseca, recomenda-se que bebidas acidas sejam ingeridas por
meio de canudos, o que diminui o contato entre os acidos e o elemento dental (Zero,
1996; Millward et al., 1997). Refrigerantes, sucos citricos, isotbnicos esportivos e
algumas bebidas alcodlicas tém, de acordo com a literatura, alto potencial erosivo
(Zero, 1996)

Os tecidos dentais apresentam composic¢des distintas, o que faz com que 0s
agentes erosivos tenham diferentes efeitos sobre o esmalte e a dentina (Shellis et
al., 2010). O esmalte é composto por mineral (85% em volume), na forma de cristais
de hidroxiapatita ou fluorapatita, organizados em prismas, e a dentina possui
componente inorganico (47% de apatita), organico (33% de colageno) e agua (20%)
(Magalhdes et al., 2009). Inicialmente, 0 processo erosivo ocorre de maneira
semelhante no esmalte e na dentina, até o momento no qual as fibras colagenas

tornam-se expostas, com posterior reducao da erosdo no tecido dentinario. As fibras
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colagenas atuam como uma barreira mecanica a perda mineral, além de possuirem
capacidade tampao (Kleter et al., 1994; Hara et al., 2005; Hiraishi et al., 2011).

A erosédo no substrato dentinario é caracterizada por diferencas na resisténcia
acida, quando se compara a dentina peritubular com a intertubular. A dentina
peritubular é totalmente dissolvida, o que causa o aumento do didametro dos tubulos
dentinarios (Meurman et al., 1991) e, consequentemente, da permeabilidade (Prati et
al., 2003), enquanto a dentina intertubular apresenta maior rugosidade e porosidade
(Meurman; ten Cate, 1996). Esse processo, que pode deixar os dentes sensiveis a
estimulos externos (Meurman; ten Cate, 1996), justifica o crescente interesse no
estudo da eroséo dentinaria.

A hipersensibilidade dentinaria é definida como uma dor aguda e de curta
duracdo, resultante da exposicdo da dentina, apdés o desgaste do esmalte ou
cemento, expondo os tubulos dentinarios a estimulos mecanicos, quimicos, térmicos
ou osmdticos (Orchardson; Collins 1987; Addy, 1992). Os dentes sensiveis, quando
comparados a dentes ndo sensiveis, apresentam oito vezes mais tubulos e possuem
diametros duas vezes maiores (Absi et al., 1987), o que causa o aumento do fluxo
do fluido no interior dos tubulos. Dessa forma, opta-se por controlar a progresséo
das lesbes de erosdo por meio do emprego de agentes obliteradores dos tubulos
dentinarios (Sauro et al., 2006; Hsu et al.,, 2006), que interferem na conducao
hidrodinamica da dentina (Bartold, 2006).

Um dos agentes dessensibilizantes mais utilizados na clinica odontoldgica
para oclusdo dos tubulos dentinarios é o verniz fluoretado profissional. Com a
aplicacdo desse verniz, ocorre a criacdo de uma barreira na superficie do dente, por
meio da precipitacdo do fluoreto de calcio (CaF,), que bloqueia a entrada dos
tibulos dentinarios, reduzindo a permeabilidade e, consequentemente, a
sintomatologia dolorosa (Ritter, 2006). O verniz fluoretado profissional também é
uma opc¢do terapéutica para o controle da erosdo no substrato dentinario
(Magalhaes et al., 2008; Magalhaes et al., 2010), porém seu papel na eroséao dental
ainda é questionado e discutido, pois a deposi¢cdo mineral (CaF,) pode ser dissolvida
pela maioria das bebidas acidas (Magalhaes et al., 2008; Magalhaes et al., 2010).

Assim, a busca por um tratamento mais efetivo no controle das lesbes de
erosao responsaveis pelo desencadeamento clinico da hipersensibilidade dentinaria
cervical tem impulsionado o desenvolvimento de novas tecnologias, como o

emprego do laser, que € uma luz monocromética, colimada, coerente, nomeada de
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acordo com o0 meio ativo pelo qual é estimulada (Stabholz et al., 2003). Esse meio
pode ser sélido, liquido ou gasoso, resultando em diferentes comprimentos de onda,
que possuem diferentes formas de interacdo com os tecidos (Parker, 2007; Martens,
2011).

O laser de Er:YAG foi o primeiro aprovado pela Food and Drug Administration
(em 1997) para aplicacdo nos tecidos dentarios (Van, 2004). O laser Er:YAG possui
como meio ativo uma granada de itrio-aluminio dopada com ions érbio, que, uma
vez estimulado, emite um comprimento de onda de 2.940 nm, que coincide com 0s
picos de absorcdo da agua e da hidroxiapatita. A irradiagcdo emitida é fortemente
absorvida pela dgua e induz a uma rapida elevacdo de temperatura e presséo,
ocasionando a remocao do tecido aquecido por meio de ablacéo (Hibst; Keller 1989;
Hoke et al., 1990; Aoki et al., 1996). Quando é utilizado em parametros subablativos
e no modo desfocado, o laser de Er:-YAG nao € capaz de promover a remoc¢ao da
estrutura dentaria (Carvalho et al., 2005); além disso, ele pode provocar a fusédo da
dentina através de uma obliteracdo parcial (Aranha; Eduardo, 2012), permitindo uma
diminuicdo do didmetro dos tubulos (Aranha; Eduardo, 2012) e da permeabilidade
dentinaria (Aranha et al., 2005; Aranha; Eduardo, 2012).

O laser de Nd:YAG foi desenvolvido por Johnson, em 1961. O comprimento
de onda de emissao desse tipo de laser é de 1.064 nm e por isso é pouco absorvido
pela hidroxiapatita e pela 4gua, emitindo um comprimento de onda proximo ao
infravermelho (Johnson, 1961; Parker, 2007). O laser de Nd:YAG pode induzir a
oclusdo dos tubulos dentinarios por meio da fusdo e ressolidificacdo da dentina,
principalmente na dentina peritubular (Magalh&es et al., 2004; Gholami et al., 2011),
0 que ocasiona a diminuigdo do diametro dos tubulos (Aranha et al., 2005; Gholami
et al., 2011). Essas alteracGes também foram notadas na dentina erodida (Naylor et
al., 2006) na qual o laser de Nd:YAG mostrou-se capaz de reduzir a permeabilidade
dentinaria (Aranha et al., 2005).

A acao do laser de Er:YAG (Schwarz et al., 2002; Birang et al., 2007) e do
laser de Nd:YAG no controle da hipersensibilidade dentinaria ja foi demonstrada
previamente (Birang et al., 2007), todavia o real mecanismo pelo qual ocorre essa
reducdo da sintomatologia dolorosa ainda se mantém em debate. Tem sido descrito
que o laser de Nd:YAG pode ser capaz de promover a fusdo e ressolidificacao da
smear layer e dos tubulos dentinarios, promovendo o bloqueio da despolarizacéo

das fibras nervosas, por meio da interferéncia na bomba de sodio e potassio, o0 que
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resultaria em analgesia pulpar (Sunakawa et al., 2000; Stabholz et al., 2004). Da
mesma maneira, a capacidade de reducdo da sintomatologia dolorosa apos o
tratamento com o laser de Er:YAG ocorre pela obstrucdo ou estreitamento dos
tubulos (Farmakis et al., 2012), o que pode promover a diminuicdo do volume do
fluido dentinario por meio da evaporacdo das suas camadas superficiais (Schwarz et
al., 2002).

Assim, foi proposta a realizacdo deste estudo devido a possibilidade de
ocorrer efeito complementar e prolongado entre os tratamentos e a auséncia de
estudos in situ que analisam o efeito da associacéo do verniz fluoretado ao laser de
Er:YAG e Nd:YAG na permeabilidade da dentina radicular erodida apos sucessivos

desafios acidos.
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2. Proposicio

O objetivo do presente estudo foi avaliar in situ o efeito da associacao do
verniz fluoretado profissional ao laser de Er:YAG e ao laser de Nd:YAG na dentina
radicular apos sucessivos desafios erosivos com acido citrico por meio da andlise de

permeabilidade.
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3. MaTerIAL E METODO

3.1. Delineamento experimental

Este estudo in situ, cross-over 2x2, duplo cego, foi realizado apés um periodo
de lead-in de 2 dias, em duas fases de cinco dias cada, com intervalo de quinze dias
entre elas (wash-out). Os fatores em estudo foram tratamento com verniz em 2
niveis (fluoretado e néo fluoretado) e irradiacdo com laser em 3 niveis (Er:-YAG,
Nd:YAG e néo irradiado-controle). A amostra do experimento foi composta por 48
fragmentos de dentina radicular bovina, divididos aleatoriamente entre 8 voluntarios.
Cada voluntario foi considerado um bloco estatistico. A variavel de resposta foi
obtida por meio da analise da permeabilidade em porcentagem. A figura 1 mostra o

delineamento experimental deste experimento.

3.2. Selecéo dos voluntarios

3.2.1. Aspectos éticos
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto-SP/Plataforma Brasil (processo n°
92.188). Os voluntéarios foram informados quanto a metodologia, riscos e beneficios
da pesquisa e que poderiam desistir em qualquer fase de execucéo. Aqueles que
concordaram em participar da pesquisa assinaram o “Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido”.

3.2.2. Critérios de selecdo dos voluntéarios

Para o estudo, foram selecionados oito voluntarios de ambos os géneros,
residentes na cidade de Ribeirdo Preto-SP, com idade entre 18 e 38 anos, com fluxo
salivar estimulado entre 1,6 e 2,3 mL/min, auséncia de lesdo de carie ativa e de
lesbes ndo cariosas. Os critérios de exclusdo dos voluntarios foram uso de
medicamentos que interferisse na salivacdo, tratamento por radioterapia ou
quimioterapia, gravidez ou lactantes, alta atividade de céarie ou doenca periodontal,
doencas sistémicas ou distarbios de ordem digestiva e uso de protese ou aparelhos

ortoddnticos.
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3.3. Selecéo dos dentes

Para a realizacdo do estudo, foram selecionados incisivos bovinos recém-
extraidos, armazenados em solucédo de timol 0,1% a 4°C (Dominici et al., 2001). O
tecido periodontal foi removido com curetas periodontais (Neumar, Sao Paulo, SP,
Brasil) e limpos com pasta de pedra-pomes (S.S. White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e
agua, com auxilio de taca de borracha (MICRODONT, Sao Paulo, SP, Brasil)
montada em turbina de baixa rotacédo (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os
dentes foram avaliados por estereomicroscépio (Leica S6 D Stereozoom, Leica
Mycrosystems AG, Suica), utilizando-se o aumento de 40x. Descartaram-se 0s

dentes com anomalias ou trincas.

3.4. Preparo dos fragmentos de dentina radicular

Foram obtidos do terco cervical de cada raiz dois fragmentos com dimensdes
2x2x2 mm, cortados com um disco flexivel diamantado (15HC, Buehler, Alemanha),
montado em cortadeira elétrica de precisdo (Isomet 1000, Buehler, Alemanha)
refrigerada a agua. Apdés a checagem das dimensdes com o paquimetro digital
(Mitutoyo Sul-americana, Suzano, SP, Brasil), a camada de cemento dos espécimes
foi removida com lixas abrasivas #1200 (Saint-Gobain Abrasivos Ltda, Igarassu,
Pernambuco, Brasil) (Ganss et al., 2000).

Duas aplicacbes de esmalte para unha (Colorama, Sao Paulo, SP, Brasil),
foram realizadas nas faces mesial, distal e lingual do fragmento, de maneira que
apenas a superficie vestibular ficou exposta aos desafios acidos (Scatolin et al.,
2012).

Por fim, os espécimes foram submetidos a esterilizagdo com 6xido de etileno
(Toro et al.,, 2000) e uma nova andlise para verificar a presenca de falhas na
estrutura da dentina foi realizada com o auxilio do estereomicroscopio.

Selecionaram-se, entdo, 48 fragmentos dentinarios.

3.5. Desafio Erosivo Inicial

Os fragmentos foram imersos em 20 mL de acido citrico (0,3% e pH 3,2), a

temperatura ambiente e levados a maquina de agitacdo (CT155, Cientec,
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Piracicaba, SP, Brasil) por 2 horas (Vanuspong et al., 2002), com velocidade de
agitacdo de 50 rpm. Apoés o desafio erosivo inicial, os espécimes foram enxaguados
por 10 segundos com agua deionizada e armazenados em 10 mL de saliva artificial,
por um periodo de 24 horas, a uma temperatura de 37°C. A saliva utilizada foi similar
a descrita por Mcknight-Hanes e Whitford (1992) e modificada por Amaechi et al.
(1999), que apresentava em 1000 mL de solucdo aquosa a seguinte composicao:
metilhidroxibenzoato (2,0 g), carboximetilcelulose (10,0 g), KCI (0,65 g), MgCl,.6H,0O
(0,059 g), CaCl,.2H,0 (0,166 g ), K;HPO, (0,804 g) e KH,PO, (0,326 ).

3.6. Tratamento Superficial

ApoOs a formacao das lesdes iniciais de erosdo, os espécimes foram divididos
de modo aleat6rio, de acordo com os tratamentos empregados: verniz fluoretado ou
verniz nao fluoretado. Os espécimes foram subdivididos conforme a irradiacdo: laser
de Er:-YAG (100mJ, 3 Hz), laser de Nd:YAG (70mJ, 15 Hz) e néo irradiado.

Inicialmente, foi realizada a aplicacédo do verniz (fluoretado ou nao fluoretado),
com o auxilio de um microbrush (Viagodent AS Indastria e Comércio, RJ, Brasil), na
superficie vestibular dos espécimes. Um minuto ap0s a aplicacdo do verniz, 0os
espécimes foram armazenados individualmente em potes plasticos e imersos em
saliva artificial por 24 horas, a uma temperatura de 37°C. Ap0Os esse periodo, a
camada de verniz foi cuidadosamente removida com uma lamina de bisturi (Delbem
et al., 2007) n° 15 (Lamed®, Uberaba, MG, Brasil). A tabela 1 mostra a composicéo
dos vernizes empregados.

Para os espécimes que receberam irradiagdo com o laser de Er:YAG (Twin
Light, Fidelis plus Fotona, Ljubljana, Eslovénia), foi empregado um comprimento de
onda de 2.940 nm, no modo nédo contato, desfocado a uma distancia de 17 mm da
amostra, energia de 100mJ, 3Hz de frequéncia (Birang et al., 2007), diametro de 835
um e densidade de energia por pulso de 12,8 J/cm?. A irradiacdo foi realizada sob
refrigeracdo, utilizando-se um spray de agua 1,5 mL/min (Colucci et al., 2009). O
tempo para irradiar cada espécime foi de aproximadamente 10 segundos.

Para os espécimes que receberam irradiacdo com o laser de Nd:YAG
(SmartFile, Deka, Firenze, Italia), foram utilizados os seguintes parametros: 1.0W,
15Hz (Birang et al., 2007), 70mJ, fibra de quartzo de 300 um de diametro em um

comprimento de onda de 1064 nm, densidade de energia por pulso de 99 J/cm?, no
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modo contato, sem refrigeracdo, de maneira uniforme, de modo que toda a
superficie fosse irradiada. A cada 3 irradiacbes, a fibra optica do laser de Nd:YAG
era clivada. Os grupos que receberam apenas aplicacao do verniz (fluoretado e nao
fluoretado) foram mantidos em umidade relativa a uma temperatura de 4° C,

enguanto as outras amostras foram irradiadas.

Tabela 1. Tipo de Verniz
VERNIZ COMPOSICAO LOTE FABRICANTE
Fluoreto de Sédio a 5%,
22.600 ppm de fldor em
base de resina, alcool

Fluoretado ) )
33,1%, aromatizante Colgate-Palmolive,
(Duraphat®) ] ) 08.09-02 )
resina natural, sacarina, SP, Brasil
cera e aromatizante
(pH=4.5).
Polimero acrilico, xilitol,
espessante,
Sem Flior i )
i _ aromatizante, Foérmula & Acéo,
(Formula & Acédo®) . 211 828/1 )
conservante, agua SP, Brasil

deionizada, resina
hidrogenada.

3.7. Confeccdo dos dispositivos e montagem dos fragmentos nos

dispositivos intrabucais

Foram confeccionados dispositivos palatinos em resina acrilica
autopolimerizavel. Na superficie externa dos dispositivos, foi preparado um nicho
medindo 15x5x3 mm, para a fixacdo dos fragmentos de dentina. A fixacdo foi
realizada com cera e os fragmentos foram posicionados de acordo com um sorteio
aleatorio.

Os dispositivos foram verificados quanto a sua adaptacdo no interior da

cavidade bucal, e, se necessario, ajustes foram realizados.
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3.8. Fase intrabucal

Os voluntérios foram instruidos a utilizar a escova dental (Oral-B Indicator 35,
Gillette do Brasil Ltda., Manaus, Amazonas, Brasil) e o dentifricio (Colgate® Maxima
Protecdo Anticaries, Colgate-Palmolive, Osasco, Sédo Paulo, Brasil) fornecidos pelos
pesquisadores dois dias antes do inicio do uso dos dispositivos palatinos (lead in).
Vinte e quatro horas apos a instalacdo dos dispositivos, os desafios erosivos foram
iniciados. Os voluntérios utilizaram o aparelho das 8 h as 17 h (West et al., 1998),
que foi removido apenas para a alimentacdo e higiene oral (4 vezes ao dia, 1 hora
por refeicao) (West et al., 1998). Os dispositivos, quando removidos, eram mantidos
em umidade relativa, em um recipiente fechado com gaze umedecida (Turssi et al.,
2010).

Na primeira fase do experimento, metade dos voluntarios utilizou fragmentos
contendo verniz fluoretado, verniz fluoretado + laser de Er:-YAG e verniz fluoretado +
laser de Nd:YAG. A outra metade utilizou verniz ndo fluoretado, verniz nao
fluoretado + laser de Er:-YAG e verniz ndo fluoretado + laser de Nd:YAG.

Os desafios erosivos foram realizados com acido citrico a 0,3% e pH 3,2
(Vanuspong et al., 2002), 4 vezes por dia (9h, 11h, 13h e 15h ), conforme descrito
por West et al. (1998), ex vivo pela imersdo do dispositivo palatino em 50 mL do
acido citrico, durante 90 segundos.

Apés a finalizacdo da primeira fase, os espécimes foram removidos dos
dispositivos palatinos e houve um periodo de wash-out (15 dias). Novos fragmentos
foram fixados nos dispositivos palatinos e foi iniciada a segunda fase, na qual os
voluntarios foram entdo cruzados em relacéo aos tratamentos.

O controle do biofilme foi realizado pela aplicagao de uma gota de clorexidina
a 0,2% em cada espécime, no inicio e no final de cada dia, por um periodo de um
minuto, com enxague posterior em agua corrente (West et al., 1998).

3.9. Método de Coloragado Histoquimica

Finalizada a fase intrabucal, as amostras da dentina radicular de cada grupo
experimental foram individualmente imersas em 1mL de uma solu¢cdo aquosa de
sulfato de cobre a 10% (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil), por
30 minutos. A seguir, os fragmentos foram secos em papel absorvente e imersos em

1mL de solucao alcodlica de acido rubeanico a 1%, por 30 minutos (Fluka, Sigma-
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Aldrich, Steinhein, Germany). Apés a coloracdo, os espécimes foram lavados com
agua destilada por 15 segundos, secos e mantidos individualmente em um recipiente
vedado, com algoddo embebido em amdnia, por 7 dias. Um protocolo de coloragéo
histoquimica semelhante foi descrito por Carrasco et al. (2003) e validado para

lesGes de erosao por Turssi et al. (2005).

3.10. Avaliacao da permeabilidade

As amostras foram seccionadas transversalmente em cortadeira de precisao
(Isomet 1000, Buehler) refrigerada a dgua. Da regido delimitada, foram obtidas trés
seccBes com espessura meédia de 400 um que foram reduzidas com lixa d’agua em
ordem decrescente de granulacdo (#600 e #1200) até a obtencdo de 200 pm,
aproximadamente.

As imagens para as analises da permeabilidade foram realizadas com camera
fotogréfica digital (Axiocam MRc, Carl Zeiss, Jena, Alemanha), acoplada ao
microscopio optico (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Jena). A avaliacdo da permeabilidade
foi realizada utilizando-se o software (Axiovision 4.8, Carl Zeiss, Alemanha) para
captura e andlise de imagem, o qual permitiu a mensuracdo da extensdo da
penetracdo dos ions cobre na dentina radicular erodida. Em cada um dos trés cortes
obtidos para cada unidade experimental, foram realizadas trés avaliacbes de maior
penetracdo da solucdo tracadora. A média desses valores representou a
permeabilidade em cada secc¢do. Para cada espécime foram obtidos nove valores de
permeabilidade relativa, calculada de acordo com a formula:

Permeabilidade relativa = extensdo da penetracdo da solucdo
espessura da dentina

3.11. Andlise Estatistica

ApoOs a obtencéo dos dados, foi realizado um teste estatistico para verificar a
homogeneidade dos dados, que apresentaram distribuicdo normal. Dessa forma, os
dados experimentais foram analisados estatisticamente pelo teste de Analise de
Variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o teste

complementar de Duncan para averiguar a influéncia da associacdo do verniz



Material e Método | 32

fluoretado ao laser de Er:-YAG e ao laser de Nd:YAG na permeabilidade da dentina
radicular erodida, utilizando-se um modelo in situ. A andlise estatistica foi realizada

com auxilio do software SPSS para Windows, versao 12.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL,
USA).
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4. ResuLTADOS

A ANOVA dois critérios e o teste complementar de Duncan revelaram que as
amostras tratadas apenas com o verniz fluoretado ou com o mesmo verniz em
associacdo com o laser de Er:YAG ou Nd:YAG nao apresentaram diferencas
estatisticas significantes em relacdo a permeabilidade da dentina radicular erodida.
A aplicacdo do verniz nao fluoretado, e desse verniz combinado ao laser (Er:-YAG ou
Nd:YAG) também néo apresentou diferencas estatisticamente significantes.

Contudo, foi observada uma diferenca significativa entre os espécimes
tratados com o verniz fluoretado (p=0,005), verniz fluoretado + laser de Er:YAG
(p=0,014) e verniz fluoretado + laser de Nd:YAG (p=0,025) em comparacdo com 0s

gue utilizaram o verniz nao fluoretado, associado ou nao aos lasers.

Tabela 2. Permeabilidade dentinaria apds sucessivos desafios
erosivos para os diferentes grupos experimentais (%).

Verniz Fluoretado Nao Fluoretado
Laser
Er:YAG 5,66 (+1,33) *° 8,61 (+2,53) °°
Nd:YAG 5,41 (+2,04) * 7,08 (+1,77) 2
N3o Irradiado 4,56 (+2,14) " 7,52 (+0,89) B2

*Letra minUscula igual, semelhanca entre linhas. **Letra mailscula igual,
semelhanca entre colunas.
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Grafico 1. Permeabilidade dentinaria apds sucessivos desafios erosivos para os diferentes
grupos experimentais.
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5. Discussio

De acordo com a teoria hidrodinamica (Brannstrom, 1986, 1992), terapias
capazes de promover a oclusdo dos tubulos e consequentemente a reducdo da
permeabilidade dentinaria sdo capazes de promover a dessensibilizacdo da dentina
(Pashley, 1986). Dessa forma, o verniz fluoretado (Ritter et al., 2006; Merika et al.,
2006), o laser de Er:YAG (Birang et al., 2007; Schwarz et al., 2002) e o laser de
Nd:YAG (Kara; Orbak, 2009; Birang et al., 2007) vém sendo utilizados para o
tratamento da hipersensibilidade dentinaria, com o objetivo de obliterar o diametro
dos tudbulos. Todavia, ndo ha trabalhos na literatura que comparam a acao
combinada desses tratamentos.

Neste estudo, foi observada uma diferenca estatisticamente significante nos
valores de permeabilidade dentinaria entre os espécimes tratados com o verniz
fluoretado isolado e associado aos lasers (Er:YAG ou Nd:YAG) em comparacdo aos
grupos que utilizaram verniz néo fluoretado isolado e associado aos lasers (Er:YAG
ou Nd:YAG).

Esse resultado pode ser atribuido a formacgéo da camada de fluoreto de célcio
criada pelo verniz fluoretado (Arends; Schuthof, 1975; Grobler et al., 1983; de Bruyn;
Arends, 1987; Magalhdes et al., 2008; Magalhdes et al., 2010), que poderia ser
capaz de ocluir os tubulos dentinarios e controlar a permeabilidade da dentina
radicular erodida. Em um estudo in situ, Scatolin et al. (2012) verificaram que a
utilizacdo de outros compostos fluoretados (dentifricios) também foi efetiva no
controle da permeabilidade da dentina radicular erodida, provavelmente devido a
formacao dessa mesma barreira (Ganss et al., 2004).

E possivel encontrar na literatura trabalhos que relatam um aumento da
oclusdo dos tubulos dentinarios quando se utilizou laser de Nd:YAG combinado ao
verniz fluoretado (Lan et al., 1999; Kumar; Mehta, 2005), ou do laser de Er:-YAG
associado ao fluoreto na forma de gel (Cakar et al., 2008). No presente trabalho, ndo
foi observado nenhum beneficio adicional na diminuicdo da permeabilidade
dentinaria com associacao do verniz fluoretado aos lasers de Er:YAG e Nd:YAG.
Entretanto, os nossos resultados ndo podem ser diretamente comparados com
outros estudos, uma vez que ndo hé relatos da avaliacdo do efeito do laser de
Er:YAG combinado ao verniz fluoretado. A aplicagdo do verniz fluoretado antes da



Discussdo | 38

irradiagcdo, em nosso trabalho, pode ter atuado como uma barreira mecanica,
reduzindo a energia e a temperatura aplicadas na superficie irradiada (Magalhaes et
al., 2011), o que pode ter alterado a capacidade de absorcdo dos lasers pela
dentina.

Estudos observaram que o laser de Nd:YAG foi capaz de promover fuséo e
ressolidificacdo com consequente obliteracdo total ou parcial dos tubulos dentinérios
(Lan et al., 2000; Magalhaes et al., 2004; Kumar; Mehta, 2005; Gholam et al., 2011).
Porém, quando a dentina € exposta a sucessivos desafios erosivos, nota-se uma
diminuicdo dessas obliteracdes e observa-se até mesmo a presenca de tubulos
dentinarios abertos (Naylor et al., 2006). Esse fato deve ser levado em consideracao
na avaliacdo da permeabilidade, uma vez que a capacidade benéfica do laser de
Nd:YAG no controle da permeabilidade (Aranha et al., 2005) pode ter sido perdida
ap0s o0s sucessivos desafios acidos. Magalhdes et al. (2008), sugerem gque
poténcias entre 0.5W e 1.0W induziriam fraturas e fissuras na dentina, em vez de
fusdo e ressolidificacdo. No entanto, trabalhos que utilizaram a mesma poténcia
(1.0W) que a do presente estudo mostraram reducdo da permeabilidade (Aranha et
al., 2005) e ocluséo dos tubulos dentinarios (Abed et al., 2011).

Poucos estudos na literatura avaliaram os efeitos do laser de Er:'YAG na
dentina. Esse laser foi capaz de ocluir os tubulos dentindrios e diminuir a
permeabilidade, quando simulada uma situacdo de hipersensibilidade dentinaria
(Aranha; Eduardo, 2012). Resultados semelhantes foram observados por Aranha et
al. (2005), em um estudo no qual a permeabilidade da dentina radicular erodida foi
reduzida apoés a irradiacdo com o laser de Er:-YAG. No presente estudo, o laser de
Er:YAG foi capaz de promover um maior controle da permeabilidade quando
associado ao verniz fluoretado, utilizando-se densidade de energia de 12.8 J/cm?.
Esse parametro parece ter sido adequado, uma vez que foi observada uma redugao
da permeabilidade dentinaria com densidades de energia maiores (19.51 J/cm?)
(Aranha et al., 2005) e menores (5.9 J/cm?) (Aranha; Eduardo, 2012) que a do
presente estudo.

Os modelos de estudo in situ representam um estagio intermediario entre os
estudos in vitro e clinicos (Clasen; Ogaard, 1999) e sdo adequado para a avaliacéo
da erosao por permitirem que 0 processo seja monitorado em um ambiente proximo
ao natural, com o desenvolvimento da pelicula adquirida e cuidados com a higiene

oral (West et al., 2011). A pelicula adquirida atua como fator de protecdo contra a
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erosao dentéria (Zero et al., 2006), e uma relagdo inversa entre o nivel de erosédo e a
espessura da pelicula foi encontrada por Amaech et al. (1999). Em contraste, outros
autores relatam que na superficie dentinaria a pelicula adquirida formada é capaz de
reduzir a perda de calcio apenas em uma pequena extensédo (Wetton et al., 2006;
Hara et al., 2006; Hannig et al., 2007).

O acido citrico utilizado neste estudo (0,3%, pH 3,2) foi capaz de provocar
erosdo na dentina (Shellis et al., 2010). Esse processo é dependente do tempo e do
pH. Observou-se a dissolucdo da dentina até mesmo em pH proximo a seis
(Vanuspong et al. 2002). A utilizacdo de acido citrico (pH 3,2), de acordo com
Vanuspong et al. (2002), € capaz de aumentar a erosdo da dentina radicular ao
longo do tempo, simulando, assim, os desafios acidos sofridos diariamente.
Acredita-se que o desafio erosivo empregado foi agressivo pelo fato de haver uma
exposicdo ao acido inicial (2 horas). Apds os tratamentos, foram realizados novos
desafios erosivos (4 vezes por dia/90 segundos), 0 que seria capaz de provocar
maior abertura dos tubulos dentinarios (Prati et al., 2003) e consequente maior
permeabilidade. Adicionalmente, a camada de cemento foi removida, e a
permeabilidade da dentina radicular aumentou apdés a remocdo de 0,2 mm da
dentina (Fogel et al., 1988).

Visto que a erosdo da dentina pode causar um aumento de sua
permeabilidade com consequente desencadeamento clinico da hipersensibilidade
dentinaria, o presente estudo baseou-se nos parametros propostos por Birang et al.
(2007), utilizando-se o laser de Nd:YAG (1,0 W) e laser de Er:YAG (100 mJ), que
mostraram resultados positivos na reducdo da hipersensibilidade. Apesar desses
parametros serem bem estabelecidos por estudos prévios para o tratamento da
hipersensibilidade dentinaria (Schwarz et al., 2002; Birang et al., 2007), no presente
estudo a aplicacdo do verniz fluoretado combinada a irradiacdo dos lasers (Er:YAG
ou Nd:YAG) ndo apresentou beneficios adicionais na redugédo da permeabilidade da
dentina radicular erodida. Mais estudos que avaliem esses tratamentos a longo

prazo sdo necessarios.
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6. ConcLusAo

Pode-se concluir que, independentemente da associacdo ao laser de Er:YAG
e ao laser de Nd:YAG, o verniz fluoretado foi capaz de promover a redugao da
permeabilidade da dentina radicular, in situ, apds sucessivos desafios erosivos. Nao

foi possivel observar nenhum efeito adicional entre os tratamentos.
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