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RESUMO

Apesar de extensivamente estudado para utilizacdo em superficies oclusais, o
DIAGNOdent tem demonstrado um desempenho insatisfatorio para medicdo de
pequenas alteragdes minerais. Isso se deve ao fato do aparelho provavelmente
medir o aumento de fluorescéncia decorrente de alteragbes orgénicas decorrentes
do processo carioso, ao invés das alteragbes minerais. Portanto, o objetivo do
presente estudo in vitro foi propor a associagdo do DIAGNOdent com dois corantes
fluorescentes e avaliar o desempenho do método na detecgao de lesdes de carie em
superficies lisas e oclusais, avaliar a capacidade de deteccdo precoce da
desmineralizacao e testar a capacidade dos métodos em quantificar a perda mineral
de lesdes de superficie lisa. Para todos os experimentos, dentes deciduos foram
utilizados. Os corantes selecionados foram uma solugéo de tetrakis (N-metilpiridil)
porfirina (TMPyP) a 0,2 mM e uma solugdo de protoporfirina IX (PPIX) a 4 mM,
dissolvida em dimetil sulfoxido e agua (1:1). Lesdes artificiais de carie formadas até
16 dias e lesdes artificiais de carie formadas durante 12, 24, 48 e 96 h foram
avaliadas com o DIAGNOdent sem e com os corantes para avaliar se havia
correlagdo com perda mineral e melhora no desempenho na detec¢cdo dessas
lesbes. Estudos com os métodos em lesdes naturais de carie em superficie oclusal
também foram realizados. A avaliagdo da perda mineral das lesdes artificiais
formadas até 16 dias foi determinada pela perda de calcio pelas amostras,

mensurada por espectrometria de emissao atdbmica, e pela profundidade das lesoes,



avaliada em microscopio de luz polarizada. Nas lesdes precoces, a perda mineral foi
avaliada através da perda de calcio, enquanto que a validagao realizada nas lesbes
oclusais foi feita através de exame histolégico. Correlagdo entre as leituras do
aparelho com e sem os corantes e as avalia¢gdes realizadas na validagao das lesées,
bem como parametros para indicar o desempenho dos métodos na detecgao dessas
lesdes foram calculados. A deteccao das lesdes artificiais de carie foi feita de modo
mais eficiente utilizando o DIAGNOdent com os corantes (principalmente com a
TMPyP), comparado ao método do DIAGNOdent isolado. Ja& a quantificacdo das
lesdes foi mais adequada com o DIAGNOdent utilizado com PPIX. Para as lesdes
iniciais, a associacao entre a TMPyP e o DIAGNOdent proporcionou uma detecg¢ao
bastante precoce e uma boa quantificagcdo da desmineralizagdo, comparado aos
outros métodos. Ja para as lesdes oclusais, ndo foram encontradas diferengas
significantes entre os métodos. Em conclusdo, a utilizacgdo do DIAGNOdent
associado a TMPyP proporciona uma melhor performance na deteccédo de lesdes
artificiais de carie de superficie lisa e na deteccdo precoce da desmineralizagéo
causada pela carie dentaria, enquanto que a associacdo do método com a PPIX
obtém uma melhor quantificagdo das lesdes artificiais de carie em superficie lisa de

dentes deciduos formadas em periodos maiores.

Palavras-Chave: Diagnéstico precoce — Porfirinas — Lasers — Fluorescéncia — Carie
dentaria — Dente deciduo



Mendes FM. Evaluation of the use of fluorescent dyes associated with DIAGNOdent
in detecting mineral loss from dental caries [Tese de Doutorado]. S&o Paulo:
Faculdade de Odontologia da USP; 2005.

ABSTRACT

Despite the DIAGNOdent has been extensively studied in occlusal surfaces, the
device has presented unsuitable performance in the evaluation of the minor mineral
changes. This is owing to the fact that the device probably measures fluorescence
increase in caries lesions due to changes in the organic content of the lesions rather
than mineral loss. Thus, the aim of the present in vitro study was to propose the
association of the DIAGNOdent with two fluorescent dyes and to evaluate the
performance of the methods in detecting smooth and occlusal surfaces caries
lesions, to evaluate the capability of the detection of early demineralization, and to
test the feasibility of the methods for quantification of mineral loss from smooth
surface caries lesions. Primary teeth were used in all experiments. The selected dyes
were a solution contained 0,2 mM tetrakis(N-methylpyridyl)porphyrin (TMPyP) and a
solution with 4 mM protoporphyrin IX (PPIX) in water and dimethyl sulfoxide (1:1).
Artificial caries lesions created for until 16 days and for 12, 24, 48 e 96 h were
measured with the DIAGNOdent without or with the dyes to evaluate the correlation
with mineral loss and the performance of the detection of these caries lesions.
Experiments with the methods were also carried out to detect natural occlusal caries
lesions. Mineral loss measurements of the artificial caries lesions were evaluated in
terms of the calcium loss values, determined by atomic emission spectrometry, and
lesions depth values, evaluated by polarized light microscope. In the early caries
lesions, calcium loss was determined, and the validation of the occlusal caries

lesions was performed by histopathological examination. Correlation between



DIAGNOdent readings associated or no with the dyes and the determinations
performed to validate the caries lesions, as well as the parameters related to the
performance of the methods to detect these lesions were calculated. The detection of
the artificial caries lesions were better performed with the DIAGNOdent associated
with the dyes (especially with TMPyP), compared to the method using the
DIAGNOdent without dyes. With regard to the quantification of the caries lesions, the
method with PPIX presented better results. Regarding the early caries lesions, the
association between DIAGNOdent and TMPyP provided a very early detection and a
suitable quantification of the demineralization, compared with the other methods.
Concerning the occlusal caries lesions, there were no significant differences among
the methods. In conclusion, the use of the DIAGNOdent associated with TMPyP
provides better performance in detecting smooth surface artificial caries lesions and
to detect early demineralization from dental caries, while the association of the device
with PPIX improves the quantification of the smooth surface artificial caries lesions

produced for longer periods, in primary teeth.

Key-words: Early diagnosis — Porphyrins — Lasers — Fluorescence — Dental caries —
Deciduous tooth
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1 INTRODUGAO

A carie dentaria € uma doenga multifatorial progressiva, que acomete os
tecidos mineralizados dos dentes, se inicia num nivel subclinico e pode levar a
destruicdo do dente (CLARKSON, 1999; FEJERSKOV, 1997; ZERO, 1999). A
manifestacdo da doenca se inicia no esmalte, que é a por¢cao do dente mais exposta
ao meio ambiente bucal.

O esmalte dentario € o tecido mais mineralizado do organismo, com 95 %
em massa de conteudo inorgéanico. O restante € composto de agua e proteinas nao
colagenas. O principal mineral que forma o esmalte € a hidroxiapatita rica em
carbonato, denominada hidroxiapatita carbonatada (ARENDS; TEN CATE, 1981;
LEGEROS, 1999).

Esse tecido permanece em constante troca ibnica com o meio ambiente
bucal circundante. Num pH préximo ao neutro, que € a situacdo mais comum entre
as refeigdes, na cavidade bucal de individuos sadios, as solu¢gées do meio ambiente
ao redor do dente (saliva, fluido da placa bacteriana e o liquido em volta dos cristais
de hidroxiapatita) permanecem supersaturadas em relagéo a concentragéo de calcio
e fosfato presente no mineral do esmalte. Dessa forma, ha uma tendéncia do dente
adquirir esses ions do meio ao redor (ARENDS; TEN CATE, 1981; CLARKSON,
1999; FEJERSKOV, 1997; ZERO, 1999).

Quando ocorre a ingestdo de alimentos ricos em agucar, em especial
sacarose, alguns microrganismos da placa bacteriana metabolizam esse substrato,
produzindo acidos organicos (principalmente acido latico) favorecendo uma queda

de pH no meio ambiente intra-oral. Quando o pH cai até um determinado valor (por



16

volta de 5,5), ocorre a inversao do equilibrio entre 0 meio e a hidroxiapatita, e, dessa
forma, o liquido ao redor do dente se torna subsaturado em relagdo ao mineral do
dente. Assim, ocorre uma tendéncia de saida de calcio e fosfato para o meio.
Quando o meio é neutralizado, minerais retornam ao tecido parcialmente
desmineralizado (ARENDS; TEN CATE, 1981; CLARKSON, 1999; FEJERSKOV,
1997; ZERO, 1999).

A ocorréncia desses episddios de desmineralizagdo e remineralizacao
ocorre varias vezes ao dia, e isso nao indica que o individuo esta com carie. A carie
dentaria é resultado de um desequilibrio decorrente desses processos de
des/remineralizagdo, com uma vantagem da perda mineral frente ao posterior ganho
desses ions (ARENDS; TEN CATE, 1981; FEJERSKOV, 1997, 2004; ZERO, 1999).
Essa perda mineral provoca alteragdes opticas no esmalte, num primeiro momento
num nivel microscopico, e posteriormente, com o avango da perda mineral, uma
alteragao clinicamente visivel, denominada de mancha branca (ZERO, 1999).

A maioria dos métodos de detecgcao das lesbes de carie € baseada
nessas alteracbes Opticas (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB; TRANAEUS,
1996). O método visual € o método convencional mais indicado para detecgao de
lesbes de carie. Quando o método é utilizado adequadamente, num campo
iluminado e com a secagem da superficie do dente para evidenciar essas alteragoes,
consegue-se uma deteccado das lesdes de carie antes que ocorra formacédo de
cavidade, proporcionando a paralisacao da lesdo sem necessidade de tratamento
operatorio (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB; TRANAEUS, 1996; ANGMAR-
MANSSON; AL-KHATEEB; TRANAEUS, 1998; BADER; SHUGARS; BONITO, 2002;
EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997; STOOKEY et al., 1999). No entanto, o método

visual tem apresentado uma baixa reprodutibilidade, uma vez que € um método



17

subjetivo (BADER; SHUGARS; BONITO, 2002). Além disso, quanto mais precoce a
deteccdo da desmineralizacdo, melhor o progndstico de reversdo ou paralisagcao
dessas lesdes cariosas (KIDD, 1984).

Por esses motivos, a busca de novos métodos objetivos que apresentem
um melhor desempenho na detecgcdo de lesdes de carie, e que realizem uma
detecgao cada vez mais precoce do processo carioso, € um campo de pesquisa
extremamente importante na Odontologia. Métodos baseados na fluorescéncia tém
sido estudados sistematicamente desde o inicio da década de 80. Um método
quantitativo nao destrutivo utilizando um laser de argbénio, com comprimento de onda
de 488 nm foi proposto para detectar e quantificar pequenas alteragbes minerais
(BJELKHAGEN et al.,, 1982). Estudos subsequentes provaram a efetividade do
método e demonstraram que mede a fluorescéncia intrinseca do mineral do dente
(TAM; MCCOMB, 2001). Outros autores testaram a associagdo do método com
corantes fluorescentes na tentativa de melhorar a correlagdo com a perda mineral e
proporcionar um diagnéstico ainda mais precoce do processo carioso (ANDO et al.,
1997; EGGERTSSON et al., 1999; FERREIRA ZANDONA et al., 1998a, 1998b).

Apesar de bons resultados em lesdes iniciais, 0 método n&o era
adequado para deteccédo de lesbes oclusais e ndo era de facil utilizagdo para a
pratica clinica. Dessa forma, um outro método baseado na captagdo da
fluorescéncia emitida pelo tecido cariado, s6 que utilizando um laser diodo com
comprimento de onda de 655 nm foi proposto (HIBST; GALL, 1998) com o nome de
DIAGNOdent (KaVo, Biberach, Alemanha). O método tem apresentado bons
resultados na detecgao de lesdes oclusais de carie (BADER; SHUGARS, 2004). No
entanto, ndo apresenta boa correlagdo com perda mineral em superficie lisa e néo

apresenta uma performance tdo adequada na detecc¢ao de lesdes iniciais (MENDES
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et al., 2005b; SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b). Apesar disso,
o aparelho apresenta algumas vantagens, como o fato de ser portétil, a facilidade de
utilizacdo, além de ser quantitativo e ndo destrutivo. A associagdo de corantes
fluorescentes poderia conseguir aliar as vantagens do DIAGNOdent a um melhor
desempenho e uma deteccdo mais precoce de lesdes incipientes, bem como
proporcionar uma melhor correlagdo do método com a perda mineral decorrente da

carie dentaria. Esses fatos encorajam o desenvolvimento da presente pesquisa.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carie dentaria

Apesar da Cariologia ser uma area da Odontologia relativamente com
pouco tempo de estudo, a carie dentaria existe ha aproximadamente 20 milhdes de
anos. Nossos ancestrais primitivos, os hominideos, tinham uma incidéncia estimada
de 1 % de carie dentaria (CLARKSON, 1999). A incidéncia da carie dentaria nas
populagdes modernas tem sofrido inUmeras variagcbes com o passar dos anos. Nos
periodos posteriores a Revolugao Industrial no século XVIII até a metade do século
XX, a populagdo mundial apresentou indices crescentes de carie dentaria (ZERO,
1999), culminando em uma prevaléncia de 90 a 95 % da populagao dos paises
desenvolvidos por volta do ano de 1950 (CLARKSON, 1999; KONIG, 2004;
MARTHALER, 2004). Nesse periodo, os cirurgides dentistas estimavam a idade das
criangas através do numero de lesbes de carie presentes na cavidade bucal
(CLARKSON, 1999).

Depois dessa época, a carie dentaria comegou a sofrer uma queda
marcante na incidéncia nos paises desenvolvidos e em alguns paises em
desenvolvimento (CLARKSON, 1999; KONIG, 2004; MARTHALER, 2004; ZERO,
1999). Esse declinio foi relacionado a um melhor entendimento dos fatores
etiolégicos causadores da carie dentaria e a uma melhor compreensao da atuagao
do fluor no tratamento da céarie dentaria (CLARKSON, 1999; FEJERSKOV, 1997,

2004; MARTHALER, 2004; ZERO, 1999). Hoje em dia, na maioria dos paises
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desenvolvidos e em alguns paises em desenvolvimento, a carie dentaria apresenta
um padrao polarizado de incidéncia, ou seja, cerca de 20 % da populagao portadora
de aproximadamente 80 % das lesdes de carie (MARTHALER, 2004).

A carie dentaria € uma doenca que acomete individuos em qualquer faixa
etaria. O entendimento da carie dentaria como doenca € um fator importante no
correto diagndstico e planejamento do tratamento para os pacientes e para
populagdo de um modo geral (FEJERSKOV, 1997). Diferente do que se pensava, a
idéia de “caries dentarias”, da forma como eram abordadas, € um conceito
equivocado, pois muitos s6 se preocupavam em detectar as cavidades e manchas
brancas, e consequentemente, sé se preocupavam em tratar essas lesdes. Na
verdade, essas sdo as manifestagdes clinicas da doencga carie dentaria, e ndo a
doenga em si. Dessa forma, o diagnéstico e tratamento da doengca devem ser
realizados previamente a detec¢ao e tratamento das lesées (FEJERSKOV, 1997;
NYVAD, 2004).

A carie dentaria pode ser descrita como um processo dindmico que ocorre
nos depdsitos bacterianos, resultando em alteragao no equilibrio entre a superficie
dentaria e o fluido da placa que, com o passar do tempo, levam a perda mineral. A
etiologia € multifatorial, ou seja, uma série de fatores interagindo ao mesmo tempo
para causar a doenga (FEATHERSTONE, 2004; FEJERSKOV, 1997; ZERO, 1999).
Inicialmente a etiologia da carie dentaria era descrita como uma interagao entre um
hospedeiro suscetivel, microrganismos especificos capazes de produzir acido e
substrato adequado para esses microrganismos, agindo num mesmo intervalo de
tempo. Esse modelo bastante conhecido foi difundido por muitos anos, e é
conhecido como diagrama de Keyes (CLARKSON, 1999; FEJERSKOV, 1997;

ZERO, 1999). No entanto, isso foi baseado em estudos com animais (FEJERSKOV,
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1997). Atualmente, sabe-se que muitos outros fatores estdo relacionados a carie
dentaria em humanos, tanto biolégicos, como ambientais (ZERO, 1999). Uma série
de outras causas foi incluida no modelo de fatores etiolégica da carie dentaria, tais
como parametros salivares, acesso ao fluor, dieta, bem como aspectos sociais,
econdmicos e comportamentais (CLARKSON, 1999; FEJERSKOV, 1997). Muitos
outros fatores, que ainda nem foram descobertos, devem desempenhar papel na
etiologia da carie dentaria (CLARKSON, 1999).

A formacdo das lesbes de carie se inicia, na maioria das vezes, no
esmalte dentario. O componente mineral principal do esmalte é a apatita. As apatitas
encontradas nos organismos vivos geralmente sdo as hidroxiapatitas calcicas, com
férmula representada por Caqo (PO4)s OH, (LEGEROS, 1999). No esmalte do dente,
ha uma grande incorporagdo de elementos menores, principalmente o carbonato
(LEGEROS, 1999). Deste modo, as apatitas biolégicas sdo descritas como
hidroxiapatita carbonatada.

Na faixa normal de pH que ocorre na cavidade bucal, a superficie do
dente tem uma predominancia de cargas negativas. Isso se deve a estrutura da
hidroxiapatita, na qual os grupamentos fosfato permanecem proximos a superficie do
cristal. A hidroxiapatita com essa carga atrai ions positivos, principalmente ions
célcio, que formam uma camada de hidratacdo ao redor dos cristais. Essa camada
de hidratagao s6 é removida com altas temperaturas. As cargas nessa camada séo
distribuidas irregularmente, mas ha uma maior proporcdo de carga positiva,
principalmente devido ao calcio. Essa caracteristica dos cristais de hidroxiapatita ira
determinar a absor¢cdo de moléculas que irdo formar a pelicula adquirida

(NAUNTOFTE; TENOVUO; LAGERLOF, 2005).
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Apesar do esmalte dentario ser um tecido acelular, ele ndo é um material
inerte na cavidade bucal, e sim um sistema quimico ativo, em constante troca i6nica
entre seus constituintes e o meio ao redor (ARENDS; TEN CATE, 1981;
FEATHERSTONE, 2004; KIDD; FEJERSKOV, 2004). Essa hidroxiapatita, que esta
no esmalte na forma de cristais firmemente unidos entre si, apresentam finos
espacos intercristalinos, preenchidos por agua e matéria organica. Esses espacgos
servem como as primeiras vias de difusdo primaria para a dissolucdo acida inicial,
que resulta na lesédo de carie (ARENDS; TEN CATE, 1981; ZERO, 1999).

Num pH préximo ao neutro, o ambiente ao redor do dente permanece
supersaturado em relagdo a hidroxiapatita do esmalte dentario. Dessa forma, ocorre
uma incorporagao de ions calcio e fosfato pelo esmalte. Com a queda de pH, que
ocorre apos a metabolizagdo da sacarose e outros agucares por microrganismos e
consequente formagao de acido latico, a diregao de equilibrio da reacao se inverte,
fazendo com que o meio adjacente se torne subsaturado em relagdo aos minerais
do dente. Isso faz com que haja uma saida de ions do esmalte para o meio
subjacente (ARENDS; TEN CATE, 1981; FEATHERSTONE, 2004; KIDD;
FEJERSKOV, 2004; ZERO, 1999). Esse valor de pH em que ocorre a inversdo da
diregao do transporte de ions é denominado de pH critico. Esses valores dependem
da concentragdao de calcio, fosfato e fluor no meio bucal, e das propriedades de
solubilidade do mineral nas diferentes regides do dente, e estdo em torno de 5,3 e
5,5 (DAWES, 2003; ZERO, 1999).

A formacgdo da lesdo de carie se deve a um desequilibrio entre os
minerais do esmalte e o fluido que o circunda, onde a reprecipitagdo mineral € menor
do que a perda. O processo de carie pode ser descrito considerando D a quantidade

de ions do esmalte perdido e R a quantidade de mineral depositado. Quando D = R,
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temos um equilibrio; nos casos em que D > R, ocorre uma desmineralizagao
pronunciada, levando eventualmente a formacao de lesdo de carie no esmalte. Em
estagios mais avangados, segue-se a formacao de cavidade. Quando temos D < R,
os defeitos presentes no esmalte sao remineralizados pelos ions presentes na saliva
(ARENDS; TEN CATE, 1981).

Esse déficit favorecendo a perda mineral pode levar meses e até anos
para se manifestar clinicamente. Inicialmente, a perda mineral s6 é observada
ultraestruturalmente. Com a progressdo da perda mineral, ocorre a manifestagao
clinica. Essa primeira manifestacao recebe o nome de lesdo de mancha branca ou
lesédo de carie incipiente (EKSTRAND, 2004; KIDD; FEJERSKOV, 2004; ZERO,
1999). Essa aparéncia se deve as propriedades Opticas do esmalte dentario. O
indice de refragcao da hidroxiapatita € de 1,62. Apesar da agua contida nos espagos
intercristalinos, que possui indice de refragdo mais baixo (1,33), essa quantidade é
pequena e nao interfere no aspecto 6ptico do esmalte sadio. No entanto, quando
ocorre aumento desses espacgos devido a progressao da lesao de carie, aumenta a
quantidade de agua. Quando esse aumento é consideravel, nas regides onde ha um
aumento da porosidade do esmalte, este adquire uma aparéncia mais
esbranquicada, por causa da diferenca do indice de refragcdo entre agua e
hidroxiapatita. Quando secamos essa regiéo, a agua é substituida por ar, que possui
indice de refracdo ainda menor (1,00), e o esmalte fica ainda mais esbranquigado
(EKSTRAND, 2004; KIDD; FEJERSKOV, 2004).

Portanto, a desmineralizagdo que ocorre no esmalte decorrente da carie
dentaria provoca alteragbes Opticas no tecido. Essas alteragdes séo a base para a

maioria dos métodos de deteccdo das lesbes de carie (ANGMAR-MANSSON; AL-
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KHATEEB; TRANAEUS, 1996; BADER; SHUGARS; BONITO, 2002; EKSTRAND,

2004; EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997).

2.2 Diagnostico de carie dentaria

Assim como a carie dentaria deve ser abordada como uma doenca, o
diagndstico da carie dentaria deve ser realizado da mesma forma. Enquanto muitos
s6 se preocupam em detectar as lesdes, o processo de diagndstico é muito mais
amplo (NYVAD, 2004). A analise dos sintomas relatados pelo paciente e a avaliagéo
dos fatores etioldgicos da doenca sdo importantes para uma correta decisao de
tratamento. A avaliagao de fatores bioldgicos envolvidos, como consumo de agucar,
acesso ao fluor, analise do fluxo e capacidade tampao da saliva, nivel de higiene
oral, quantidade de microrganismos cariogénicos na saliva e na placa, atividade de
carie atual e experiéncia passada de céarie fazem parte do diagnostico da carie
(VERDONSCHOT et al., 1999). A andlise de alguns fatores so6cio-econdmicos, tais
como educagao dos pais e renda familiar, podem atuar como fatores auxiliares na
analise do risco ao desenvolvimento da carie dentaria (VERDONSCHOT et al.,
1999).

A analise da atividade de cérie do paciente, ou seja, o grau de progressao
da doenga, também é um fator essencial nos dias de hoje, no processo de
diagndstico da doenga carie dentaria  (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB;
TRANAEUS, 1998). A avaliagdo da atividade de carie dentaria € importante para

avaliar o risco de desenvolvimento e progressao de lesdes, para estabelecer a
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modalidade de tratamento apropriado e para aplicagao de um programa preventivo,
ap6s a redugdo da atividade da doenca (NYVAD; FEJERSKOV, 1997). Essa
avaliacdo depende da analise dos fatores associados a patogénese da doenca
(relatados no paragrafo anterior) e do exame clinico das lesdes de carie (ANGMAR-
MANSSON; AL-KHATEEB; TRANAEUS, 1998).

A avaliacdo da atividade de lesbes de carie em um exame clinico € mais
importante do que a avaliagao da extensao das lesdes. Alguns autores descreveram
caracteristicas clinicas de lesbes de carie em esmalte e dentina ativas e inativas
(NYVAD; FEJERSKOQOV, 1997). Lesbes ativas em esmalte apresentam-se opacas,
rugosas e porosas, enquanto que lesdes inativas possuem um aspecto liso, brilhante
e polido. Outros fatores sédo importantes para diferenciacdo entre lesbes ativas e
inativas, como a distadncia da lesdo a margem gengival livre. Lesdes continuas a
margem gengival livre sdo ativas, lesdes distantes sdo inativas ou estdo em
processo de inativagao. Lesdes em dentes em erupg¢ao apresentam maior chance de
estarem ativas. A cor escura da lesao de carie pode ser um fator indicativo de lesdes
inativas, mas nunca deve ser utilizada como unico fator de avaliagdo (NYVAD;
FEJERSKOV, 1997).

Um indice visual para avaliar a extensdo e atividade de lesbes foi
proposto e utilizado em superficies oclusais de terceiros molares agendados para
serem extraidos. Apos a exodontia do dente, estes foram secionados e corados com
vermelho de metila, um corante indicador de pH. O indice visual mostrou uma boa
correlagdo com a extensdo e atividade das lesdes de carie (EKSTRAND et al.,
1998).

Um outro estudo propés outro indice visual tatil (com explorador de ponta

romba) para discriminagdo de lesdes de carie ativas e paralisadas em todas as
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superficies do dente (NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999). Quando o indice
foi utilizado por examinadores bem treinados, uma boa reprodutibilidade foi obtida,
tanto intraexaminador (valores de Kappa entre 0,74 e 0,85), como interexaminador
(0,78 a 0,80) (NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999).

Devido a impossibilidade de se conseguir obter um padrao ouro no estudo
anterior, foi realizada uma nova avaliagao trés anos apds os primeiros exames para
avaliar a validade preditiva e construtiva do indice proposto em indicar a atividade
das lesdes de carie (NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 2003). Caso o sistema
de diagnéstico tenha a capacidade de prever o resultado do processo carioso, ele
possui validade preditiva. Portanto, as lesbes ativas sem cavidade teriam um risco
relativo maior de evoluir para formacédo de cavidade do que as inativas (NYVAD,
2004; NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 2003). Se os indices propostos
refletem o efeito tedrico conhecido da escovacdo com dentifricios fluoretados
(MACHIULSKIENE et al., 2002), o método apresenta validade construtiva. Dessa
forma, lesbes ativas sem cavidade teriam maior chance de se tornarem sadias ou
inativas no grupo exposto ao uso de dentifricio fluoretado do que no grupo controle,
e lesbes inativas e superficies higidas teriam menor chance de evoluir para
condicdes mais severas no grupo experimental (higiene supervisionada com
dentifricio fluoretado) do que as lesbes no grupo controle. Dessa forma, na
reavaliacdo apos 3 anos, o indice visual tatil previamente proposto (NYVAD;
MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999) mostrou que tem validade preditiva e construtiva
(NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 2003).

Outro aspecto importante do processo de diagndstico de carie é a
detecgao das lesdes de carie e avaliagao da extensao dessas lesdes. Os métodos

de deteccédo de lesdes de carie devem possuir duas qualidades: confiabilidade e
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validade (de critério). Confiabilidade, ou reprodutibilidade é o grau de estabilidade
quando uma avaliacdo ¢é repetida sob condicbes semelhantes (PRETTY;
MAUPOME, 2004a), ou seja, o grau de igualdades entre dois exames da mesma
amostra, realizada em épocas diferentes, ou por examinadores diferentes. O método
mais comum de calcular esse parametro € através do teste de Kappa (OAKLEY;
BRUNETTE, 2002; PRETTY; MAUPOME, 2004a). Uma reprodutibilidade perfeita
seria de 1, enquanto que uma auséncia total de concordancia apresentaria um valor
de Kappa de 0. Autores relatam um valor de concordancia boa a excelente quando
os valores de Kappa sao maiores que 0,75 (OAKLEY; BRUNETTE, 2002; PRETTY;
MAUPOME, 2004a).

A validade de critério do método reflete se um teste de diagndstico
realmente avalia o que ele se propde a avaliar (DOUGLASS, 1993; OAKLEY;
BRUNETTE, 2002; PRETTY; MAUPOME, 2004a). O resultado do teste de
diagndstico é confrontado com um padréo ouro, que é a avaliagédo da doenga por um
método mais preciso (geralmente mais invasivo). Dessa forma, quatro tipos de
resultados podem ser obtidos: diagndstico verdadeiro-positivo, quando o teste indica
a presenca da doenca e o padrdo ouro também; verdadeiro-negativo, quando o
teste, bem como o padrdo ouro, mostram auséncia da doenca; diagndéstico falso-
positivo, quando o teste indica presenca da doenga, mas o padrao ouro indica
auséncia; e falso-negativo, quando o teste indica um resultado negativo, mas a
doenca esta presente.

Diante desses resultados, a avaliagdo da validade do método pode ser
realizada através de diversos parametros. Os parametros mais utilizados sdo a
sensibilidade e especificidade. A sensibilidade é a capacidade do teste de

diagndstico detectar corretamente os individuos doentes. Ja a especificidade
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corresponde a capacidade de identificar os individuos sadios (DOUGLASS, 1993;
OAKLEY; BRUNETTE, 2002; PRETTY; MAUPOME, 2004a). Esses valores sao
expressos em porcentagem (porcentagem de acertos nos individuos doentes para a
sensibilidade e nos individuos sem a doenca para a especificidade). Valores
proximos de 1,0 indicam que o método é adequado.

O resultado ideal para testes de diagndsticos seria a obtencédo de altos
valores de sensibilidade e especificidade. No entanto, geralmente ndo € isso que
ocorre. Quando o teste tem alta sensibilidade, geralmente ocorre uma queda de
especificidade, e vice-versa (OAKLEY; BRUNETTE, 2002). Portanto, a preferéncia
por testes com alta sensibilidade ou testes com alta especificidade € inerente ao tipo
de doenga pesquisada. Como exemplo, testes que avaliam a contaminacdo de
sangue pelo virus da imunodeficiéncia adquirida em bancos de sangue devem
possuir uma alta sensibilidade, uma vez que resultados falso-negativos seriam
desastrosos. Ja em outros tipos de doenca, uma maior especificidade € requerida,
como por exemplo, doengas que levam o paciente a sofrer uma cirurgia complexa
(PRETTY; MAUPOME, 2004a).

O indice total de acertos é representado pela acuracia (soma dos
resultados verdadeiro-positivos e negativos dividido pelo numero de individuos).
Outra forma de avaliar a validade de testes diagndsticos é através de uma analise
Receiver operating characteristic (analise ROC) (OAKLEY; BRUNETTE, 2002;
PRETTY; MAUPOME, 2004b). Essa analise € adequada para testes de diagndstico
com valores continuos, apesar de que pode ser utilizada com testes baseados em
indices. Com a analise ROC, a avaliacdo da sensibilidade e especificidade é
realizada com varios pontos de corte diferentes, ou seja, valores do método que

discriminam entre individuos sadios e doentes. Um grafico é construido com os
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valores de sensibilidade no eixo y (propor¢ao de resultados verdadeiro-positivos) e
os valores de 1 — especificidade no eixo x (propor¢ao de resultados falso-positivos).
A partir desse grafico, a area sob a curva pode ser calculada, dando um valor
numeérico para o teste realizado. Quando o valor da area sob a curva ROC for perto
de 0,50, indica que o teste ndo é adequado. Por outro lado, quanto mais perto de 1
for o valor da area, melhor o desempenho do teste. Além disso, a analise ROC
indica qual o melhor ponto de corte para o método em questdo (OAKLEY;
BRUNETTE, 2002; PRETTY; MAUPOME, 2004b).

Os métodos para realizacdo do padréo ouro para lesdes de carie dentaria
sdo muito variados e conflitantes entre os pesquisadores (HUYSMANS;
LONGBOTTOM, 2004). Geralmente, os métodos aceitos como padrao ouro sao
destrutivos. Dessa forma, esses métodos s6 podem ser utilizados em estudos in vitro
ou in situ, ou ainda apds a extragao dos dentes.

Para avaliagcdo de lesbes de céarie em esmalte de superficies lisas,
métodos quantitativos sdo mais indicados. O principal parametro a ser avaliado por
esses métodos € a perda mineral da lesdo de carie. O método mais indicado para
esse tipo de avaliagao é a microrradiografia transversa. Este método utiliza se¢des
delgadas das lesdes em esmalte com aproximadamente 100 um de espessura. O
sistema possui uma precisdo razoavel, e € capaz de determinar a perda mineral,
bem como a profundidade das lesdes. No entanto, o método é destrutivo, pois é
necessario o corte do dente (ARENDS; TEN BOSCH, 1992; HUYSMANS;
LONGBOTTOM, 2004; TEN BOSCH; ANGMAR-MANSSON, 1991).

A técnica de microdureza de secgao transversal permite a medi¢ao indireta
do conteudo mineral na lesdqo (ARENDS; TEN BOSCH, 1992; TEN BOSCH,;

ANGMAR-MANSSON, 1991). No entanto, € um método muito sensivel a erros de



30

preparagao da amostra, tais como falhas de polimento, cortes ndo perpendiculares a
lesdo e pequenas fraturas da amostra. Também possui a desvantagem de ser
destrutivo (ARENDS; TEN BOSCH, 1992).

Outros métodos utilizados sdo microrradiografia  longitudinal,
microrradiografia de comprimento de onda independente, microdureza de superficie,
absorcao de iodo, medicao da luz dispersa, entre outros. Algumas dessas técnicas
permitem o acompanhamento longitudinal da lesdo, mas nao sao precisas na
determinagdo do conteudo mineral (ARENDS; TEN BOSCH, 1992; TEN BOSCH,;
ANGMAR-MANSSON, 1991).

Métodos quimicos também podem ser utilizados realizando a medigao de
fésforo e célcio. Esses métodos podem ser feitos por biopsia do esmalte através de
um acido ou desgaste mecanico, ou medindo os componentes da solugéo na qual as
amostras foram colocadas. A quantidade de caélcio geralmente é avaliada por
espectrometria de emissdo atbmica, enquanto que o fésforo pode ser avaliado por
métodos colorimétricos ou também por espectrometria (ARENDS; TEN BOSCH,
1992; TEN BOSCH; ANGMAR-MANSSON, 1991). Na impossibilidade de utilizar a
microrradiografia transversa, o método de medigdo do calcio perdido num
experimento de carie artificial pode ser uma alternativa adequada para avaliagdo da
perda mineral (ARENDS; TEN BOSCH, 1992; TEN BOSCH; ANGMAR-MANSSON,
1991).

O segundo parametro mais importante para ser avaliado em lesdes de
esmalte de superficie lisa é a profundidade das lesbes. Além do método de
microrradiografia transversa, a microscopia de luz polarizada é um método aceito
para avaliar esse parametro. Com auxilio de programas de computador de analise

de imagens, essa avaliagdo se tornou mais precisa e facil de ser realizada
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(ARENDS; TEN BOSCH, 1992; TEN BOSCH; ANGMAR-MANSSON, 1991). Para se
obter um bom contraste entre o esmalte higido e a regido mais desmineralizada da
lesdo de carie (corpo da lesdo), o uso de agua destilada como meio de embebigéo e
o auxilio de uma placa de quartzo facilitam o processo.

Para as lesdes de carie oclusal, a utilizacdo de métodos quantitativos se
torna mais complicado, devido principalmente, a anatomia das fossas e fissuras e do
padrdo de avango das lesbes de carie nessas regides (HUYSMANS;
LONGBOTTOM, 2004). Para estudos in vitro, a avaliagdo de segbes da lesdo em
lupa estereoscopica e a classificagdo das lesdes em graus de severidade (dentes
higidos, lesdes iniciais em esmalte, até lesbes avangadas em dentina) € o método
mais usado (BADER; SHUGARS, 2004; BADER; SHUGARS; BONITO, 2002).

No entanto, muita variacédo € encontrada na validagao histologica desses
sitios oclusais. Os problemas podem resultar, por exemplo, de variagdes entre
operadores. Diferencas entre metodologias também sdo comuns. Alguns estudos
usam secoOes de espessura variada, outros usam o corte da lesdo em duas metades.
Alguns utilizam corantes para facilitar a detec¢do. Além disso, o procedimento de
corte pode passar fora da lesao, alterando o resultado histolégico mais correto para
os sitios avaliados (HUYSMANS; LONGBOTTOM, 2004). Apesar disso, o método
histolégico € o método mais aceito para estudos de diagndstico de lesdes oclusais
de cérie (BADER; SHUGARS; BONITO, 2002).

Para estudos in vivo, os dentes sdo submetidos a tratamento operatério
para que a validagao seja feita. Por motivos éticos, apenas dentes com suspeita de
ter lesdo em dentina podem ser invadidos. Assim, esse método ndo € adequado
para lesbes em esmalte, e através desse tipo de padrdo ouro, resultados falso-

negativos ndo podem ser avaliados (BADER; SHUGARS; BONITO, 2002;



32

EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997; REIS et al., 2005). Estudos que realizam os
testes de diagnostico na cavidade bucal em dentes agendados para extragao
(EKSTRAND et al., 1998; REIS et al.,, 2005) ou dentes que irdo sofrer exfoliagao
num curto periodo de tempo (ROCHA et al., 2003) apresentam um grau de evidéncia
cientifica muito forte, uma vez que associam a realizacdo dos testes em condicdes
clinicas e o melhor tipo de validagao para esse tipo de estudo, o histolégico.

Diante de tudo isso, como seria um teste de deteccao ideal para lesdes
de carie?

Numa situacao de alta prevaléncia de carie dentaria (como acontecia em
meados do século XX), a deteccdo das lesbes de carie era realizada sem
problemas, uma vez que as lesdes de carie eram presentes na maioria das pessoas,
e eram bem evidentes. A detecgao precoce das lesdes era muito dificil de ser
realizada (KIDD, 1984), ja que a velocidade de progressao das lesdes era muito alta.
Nesse contexto, era interessante que os testes diagnodsticos tivessem alta
sensibilidade, mesmo as custas de uma especificidade menor (MARTHALER, 2004).

Associada a marcante queda de incidéncia da carie dentaria na maioria
dos paises, veio uma maior dificuldade de diagnosticar corretamente as lesbes de
céarie. A velocidade de progressao das lesbes tem apresentado uma diminuicéo
significante. Lesdes em superficie oclusal ndo apresentam uma cavidade evidente.
Algumas lesbes apresentam uma pequena descontinuidade na superficie e uma
maior extensdo na dentina. Sdo denominadas de lesdes de carie oculta
(WEERHEIJM, 1997). Frente a realidade atual da carie dentaria na maioria dos
paises desenvolvidos e em alguns paises em desenvolvimento, a detecgéo precoce
tem uma importancia fundamental. A detecgao do processo carioso antes de formar

cavidade permite que a lesdo seja paralisada de forma eficiente, sem que haja
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necessidade de tratamento operatorio, e consequentemente, perda de estrutura
dentaria (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB; TRANAEUS, 1998; KIDD, 1984;
NYVAD, 2004; STOOKEY et al.,, 1999). Em populagbées com baixa incidéncia de
carie dentaria, o uso de testes de diagndstico com maior especificidade (mesmo
associado a uma baixa sensibilidade) é preferivel (LUSSI et al., 1999). Dessa forma,
ha uma quantidade menor de diagnésticos falso-positivos, evitando o tratamento
operatdrio desnecessario.

Como foi relatado anteriormente, a maioria dos métodos de deteccao de
lesdes de carie se baseiam em alteracdes fisicas dos tecidos duros do dente,
principalmente alteragdes 6pticas, decorrentes do processo carioso. Os métodos de
deteccdo de lesdes de carie mais comuns sédo a inspegao visual, o método tatil e o
radiografico (BADER; SHUGARS; BONITO, 2002).

O método tatil teve sua utilizagcao indiscriminada por muito tempo, e ainda
€ um método bastante utilizado por cirurgides dentistas nos Estados Unidos (CHAN,
1993). No entanto, o método nao apresenta resultados melhores do que outros
métodos convencionais (LUSSI, 1993). Além disso, alguns autores observaram que
o0 uso de um explorador afiado pode provocar a formagdo de microcavidades em
lesbes incipientes de carie (EKSTRAND; QVIST; THYLSTRUP, 1987). Dessa forma,
0 uso do exame tatil tem sido desencorajado, e quando ¢é feito, deve-se utilizar um
explorador com ponta romba (EKSTRAND, 2004; KIDD; FEJERSKOV, 2004;
NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999).

Por outro lado, a inspegéao visual tem sido um método bastante utilizado
em paises europeus (PITTS, 1993). Para realizagdo de uma inspecgéo visual mais
acurada, os dentes devem estar limpos, iluminados e o clinico deve secar os dentes

antes da avaliacdo (EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997; EKSTRAND et al., 1998;
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KIDD; FEJERSKOV, 2004; NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999). Em
diversos estudos, a inspecdo visual para deteccao de lesbdes oclusais de carie tem
apresentado uma baixa sensibilidade (ATTRILL; ASHLEY, 2001; BADER;
SHUGARS; BONITO, 2002; COSTA et al., 2002; KETLEY; HOLT, 1993; LUSSI,
1993; LUSSI; FRANCESCUT, 2003; LUSSI et al., 2001; MENDES et al., 2005a;
PEREIRA; VERDONSCHOT; HUYSMANS, 2001). No entanto, apresenta uma maior
especificidade. Dessa forma, sdo métodos adequados para populagcdes com baixa
incidéncia ou baixo risco de desenvolver carie dentaria.

Apesar da alta especificidade, o0 exame visual ainda esta longe de ser um
método ideal para detecgdo de lesdes de carie dentaria. Além de resultar num
numero elevado de diagnésticos falso-negativos, o método é subjetivo e apresenta
baixa reprodutibilidade (ATTRILL; ASHLEY, 2001; BADER; SHUGARS; BONITO,
2002; COSTA et al.,, 2002; KETLEY; HOLT, 1993; LUSSI, 1993; LUSSI et al., 2001;
MENDES et al., 2005a). Isso faz com que o método ndo seja adequado para
monitoramento de lesdes de carie em curtos espagos de tempo.

Quando a inspecédo visual foi feita utilizando um sistema de escores
baseados nas alteragdes Opticas das lesbes de carie, alguns autores obtiveram
maiores valores de sensibilidade (EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997; REIS et al.,
2005; ROCHA et al., 2003) ou uma melhor reprodutibilidade (NYVAD;
MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999; REIS et al., 2005).

Outra forma de melhorar a sensibilidade da inspecéao visual na detecgao
de lesdes em dentina é através do exame radiografico interproximal. Alguns
trabalhos mostram um aumento significante de acertos para esse tipo de leséo

(BADER; SHUGARS; BONITO, 2002; LUSSI, 1993; LUSSI; FRANCESCUT, 2003;
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LUSSI et al.,, 2001; ROCHA et al., 2003). Contudo, ndo € um método eficaz para
lesdes restritas ao esmalte, além de expor os pacientes as radiagdes ionizantes.

Para a pratica clinica diaria, a inspeg¢ao visual associada a técnica
radiografica consegue um bom indice de acertos. Como a inspeg¢ao visual é um
método com alta especificidade, e o método radiografico consegue um bom indice
de acertos em lesfes relativamente extensas em dentina, esse tipo de associacao
consegue minimizar as falhas do processo de diagndstico de carie. No entanto, séo
métodos subjetivos e que conseguem detectar alteragbes minerais somente em
longos periodos de tempo. Além disso, esses métodos, principalmente o
radiografico, ndo proporcionam uma deteccédo precoce do processo de carie. Por
esses motivos, metodologias modernas para a detecgao de lesées de carie tém sido
constantemente estudadas.

Dentre elas, temos a medi¢cao da resisténcia elétrica, que se baseia na
diferenca de condutibilidade elétrica entre o dente higido e o tecido cariado (BADER,;
SHUGARS; BONITO, 2002; BAMZAHIM; SHI; ANGMAR-MANSSON, 2002;
CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND, 2003; EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997;
EKSTRAND et al.,, 1998; KORDIC; LUSSI; LUDER, 2003; LUSSI et al., 1999;
PEREIRA; VERDONSCHOT; HUYSMANS, 2001), o método de transiluminagao por
fibra 6ptica, que avalia a diferenga de transmissao da luz no dente sadio e no dente
desmineralizado (CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND, 2003), métodos baseados na
magnificagdo por lupas (LUSSI, 1993; LUSSI; FRANCESCUT, 2003) ou
microscopios clinicos (MENDES et al., 2005a; TONIOLI; BOUSCHLICHER; HILLIS,
2002), métodos que utilizam corantes (PEREIRA; VERDONSCHOT; HUYSMANS,
2001; TONIOLI; BOUSCHLICHER; HILLIS, 2002) e métodos baseados na captacéo

da fluorescéncia emitida pelo dente (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB;
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TRANAEUS, 1998). Esses trés ultimos serao discutidos com maiores detalhes nos

capitulos subsequentes.

2.3 Métodos de deteccao de carie baseados na fluorescéncia do dente

Outro tipo de alteragao optica decorrente do processo de carie é a
alteracdo na emissao de fluorescéncia dos tecidos cariados apds a excitacdo com
luz de comprimento de onda apropriado. Fluorescéncia € um fendmeno bastante
conhecido em ciéncia e tecnologia. Um tipo de radiagdo eletromagnética interage
com algumas moléculas, elevando-as para niveis de energia mais elevados. Essa
radiagcado pode ser uma luz com comprimento de onda adequado para elevar niveis
de energia de moléculas especificas. Esse processo é denominado de excitagéo, e
as moléculas estariam em estado excitado. Quando as moléculas retornam para os
niveis basais de energia, uma luz pode ser emitida com uma freqléncia mais baixa
(correspondente a diferenca de energia entre os estados envolvidos). Essa luz
emitida no retorno das moléculas ao nivel de energia inicial, que possui um
comprimento de onda maior do que a luz de excitacdo, € denominada de
fluorescéncia (FEATHERSTONE, 2000; SUNDSTROM et al., 1985).

Trés tipos de fluorescéncia podem ser distinguidos nos tecidos dentarios.
Um tipo é a fluorescéncia azul quando o dente é excitado por uma luz na regiao
ultravioleta. Outro tipo € a fluorescéncia amarela e laranja, quando o dente é

excitado por luz na regido do azul e verde. Por ultimo, existe a fluorescéncia préxima
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da regido do infravermelho, excitada por luz na regidao do vermelho (ANGMAR-
MANSSON; TEN BOSCH, 2001).

Apesar de existirem relatos, ha muito tempo atras, sobre a diferenga na
fluorescéncia emitida entre tecidos dentarios higidos e cariados apds excitagdo com
luz ultravioleta (ARMSTRONG, 1963), métodos baseados nessa diferencga
comecgaram a ser estudados sistematicamente somente a partir do inicio da década
de 1980. Um método seguro, ndo destrutivo para detecgao precoce de lesdes de
carie em esmalte foi descrito (BJELKHAGEN et al., 1982). Os autores utilizaram
dentes permanentes extraidos com lesbes de carie, ou superficies higidas
desmineralizadas artificialmente. Um laser de argbnio incidia uma luz visivel com
comprimento de onda de 488 nm, e a fluorescéncia era captada por maquina
fotografica acoplada a filtros apropriados. As regides de lesdes de mancha branca
ou artificiais apresentavam uma fluorescéncia menos intensa que o esmalte sadio ao
redor. A desmineralizagéo foi validada por microrradiografia transversa. Os autores
concluiram que o método foi capaz de detectar perdas minerais precoces no esmalte
(BJELKHAGEN et al., 1982).

Outro estudo foi realizado para buscar as condi¢des ideais de detecgao
de lesdes de carie por meio da fluorescéncia. Dentes permanentes extraidos com
lesdes de mancha branca foram excitados com luzes de quatro comprimentos de
onda diferentes provenientes de trés fontes: um laser de argbnio trabalhando com
comprimentos de onda de 488 e 515 nm; um laser de nitrogénio trabalhando a 337
nm e um laser de hélio-nednio a 633 nm; e a fluorescéncia foi detectada. No final, as
lesdes foram avaliadas por microrradiografia. Os autores observaram que com laser
de 488 nm, a intensidade relativa da fluorescéncia do esmalte sadio foi bem maior

do que no esmalte cariado. Ja com comprimento de 515 nm, as diferengas entre as
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fluorescéncias captadas foram bem menores. Com o laser de nitrogénio, a diferenca
entre esmalte sadio e cariado foi pequena. No entanto, com esse comprimento de
onda, a lesao foi detectada mais precocemente. Com a utilizagao do laser de baixa
poténcia de hélio-nednio a 633 nm, os tecidos ndo emitiram fluorescéncia dentro da
faixa visivel e ndo houve contraste claro entre esmalte sadio e cariado. Dentre as
alternativas pesquisadas, o laser de argbnio com comprimento de onda de 488 nm
foi a melhor (SUNDSTROM et al., 1985).

Emissdao da fluorescéncia foi comparada entre esmalte humano e
hidroxiapatita sintética em solucdes, excitadas por uma luz com comprimento de
onda de 375 nm. Os autores encontraram a fluorescéncia semelhante em picos de
460 e 560 nm, tanto no componente humano, como no sintético, o que levou os
autores a concluirem que, nesse comprimento de onda, esses picos sao devido ao
componente inorganico do esmalte. Segundo os autores, este método pode ser
usado para diagnéstico de lesbes cariosas iniciais quando se utiliza excitagdo em
488 nm, um filtro de barreira até 540 nm, o que resulta em fluorescéncia dentro do
espectro visivel com comprimentos de onda maiores que 540 nm. Lesdes de carie
mostram uma perda da fluorescéncia, pois emitem menos fluorescéncia acima dos
540 nm. Com isso, os autores concluiram que a perda de material inorganico
contribuiria para este decréscimo (ANGMAR-MANSSON; TEN BOSCH, 2001;
HAFSTROM-BJORKMAN; SUNDSTROM; TEN BOSCH, 1991).

Dessa forma, métodos baseados na fluorescéncia poderiam proporcionar
uma quantificacdo das lesbes de carie em esmalte e detecgao relativamente
precoce. O método usando um laser de argdnio foi comparado ao método visual
num estudo clinico de curta duragdo para testar cariogenicidade de alguns

alimentos. Para isso, voluntarios foram examinados e orientados a interromper a
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higienizacao oral por 5 dias e a ingerir doces com sacarose ou palatinose 12 vezes
ao dia. Ao final, um novo exame foi realizado com ambos os métodos. Os autores
observaram que o método com laser apresentou maiores escores de carie apos o
periodo do estudo, mas ambos os métodos foram capazes de detectar alteragdes.
Nao houve diferengas significantes entre os grupos (SUNDSTROM et al., 1989).

Um método quantitativo baseado nos estudos iniciais foi proposto para
deteccdo de lesdes de carie em superficie lisa (DE JOSSELIN DE JONG et al.,
1995). O método apresentava um laser de argbnio que emitia uma luz com
comprimento de onda de 488 nm. Uma camera CCD captava a imagem e transmitia
para um computador. Um filtro de 540 nm foi acoplado para barrar luz com
comprimento de onda menor que 540 nm, e assim detectar apenas a fluorescéncia
emitida pelo dente. Um programa de computador foi desenvolvido que possibilitava o
armazenamento das imagens. Além disso, com o programa, a quantificacdo da
perda mineral das lesdes de carie era realizada, usando a diferenga entre a
fluorescéncia do dente higido (mais intensa) e da regido desmineralizada. Com isso,
trés parametros eram fornecidos para as lesbes: média da diferenga da
fluorescéncia, diferengca maxima de fluorescéncia e area da lesdao. O método foi
denominado de quantificacdo da fluorescéncia induzida por laser, ou quantitative
laser fluorescence (QLF) (DE JOSSELIN DE JONG et al.,, 1995). Para testar o
método, lesbes de carie foram induzidas em dentes agendados para exodontia por
motivos ortodénticos. Ao final da indugdo, o método pareceu apto a monitorar a
perda mineral com o tempo, além de apresentar uma boa confiabilidade (DE
JOSSELIN DE JONG et al., 1995).

Estudos subseqlentes foram realizados para testar o novo método em

diversas situagdes. Estudos in vitro observaram que o método apresentava boa
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correlagdo com perda mineral avaliada por microrradiografia transversa (coeficiente
de correlagdo, R=0,83) e a profundidade das lesdes avaliadas por microscopia de
luz polarizada (R=0,70) (HALL et al., 1997). Segundo os autores, o método
apresentou aumento da diferenga de fluorescéncia entre tecido higido e cariado em
lesbes com o aumento do tempo de desmineralizagéo (2, 4, 8, 12, 16 e 24 h).
Lesbes muito precoces (menos de 8 h de formagdo) nao foram avaliadas
adequadamente pela microrradiografia transversa (HALL et al., 1997).

Estudos in situ também foram realizados (AL-KHATEEB et al., 19973;
HALL et al., 1997). Um estudo teve como objetivo, avaliar a possibilidade de utilizar
o método QLF em amostras submetidas ao desafio cariogénico em aparelhos
removiveis (HALL et al.,, 1997). O método foi capaz de avaliar remineralizagéao in
vitro de lesdes formadas in situ (HALL et al., 1997).

Num outro estudo, lesdes artificiais produzidas em dentes permanentes
humanos foram colocadas em aparelhos intrabucais de 12 voluntarios para verificar
a viabilidade da utilizagdo do QLF para detectar remineralizagdo in situ, além de
verificar a influéncia no aumento da remineralizagédo com a adicdo de suplementos
de fluor ao uso regular de um dentifricio fluoretado. Os autores verificaram que as
lesbes expostas ao meio bucal por cinco semanas recuperaram de 80 a 100 % da
fluorescéncia perdida pelo processo de desmineralizagdo, indicando que ocorreu
remineralizagcdo. Nao houve diferengas entre o grupo que utilizou apenas o
dentifricio e os grupos do dentifricio mais tablete e dentifricio acompanhado de
chiclete com fluor. Houve correlacdo entre os resultados obtidos com QLF e
microrradiografia transversa. Os autores concluiram que o método foi eficaz para

medir remineralizagao in situ (AL-KHATEEB et al., 1997a).
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O método QLF com laser foi utilizado também para avaliar
remineralizacdo de lesées de mancha branca de carie em pacientes que usavam
aparelhos ortoddénticos. Apds a retirada dos aparelhos, as lesdes de mancha branca
de sete voluntarios foram examinadas com QLF e foi feito o registro do tamanho das
lesdes. Apds orientagcdo de higiene e uso de dentifricio, as lesées de mancha branca
foram avaliadas periodicamente durante um ano. Os autores verificaram que a
fluorescéncia aumentou apds um ano do estudo, indicando um ganho mineral, e a
area das lesbes de quase todos dentes examinados diminuiu. O ganho de
fluorescéncia foi parcial e mais pronunciado durante os primeiros meses,
continuando posteriormente em menor grau. O método se mostrou adequado para
avaliar remineralizagdo de manchas brancas na cavidade bucal (AL-KHATEEB et al.,
1998).

Apesar de resultados promissores, 0 método ndo apresentava bons
resultados em lesdes interproximais e oclusais e poderia sofrer com a interferéncia
de pigmentacgdes extrinsecas. Além disso, o aparelho demonstrava dificuldade de
ser utilizado clinicamente e em laboratério (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB,;
TRANAEUS, 1996; FEATHERSTONE, 2000; HALL et al., 1997). Diante dessa
dificuldade de utilizagdo, um sistema portatil foi desenvolvido para facilitar o uso do
método em situagdes clinicas. Com esse método, o laser de argbnio foi substituido
por uma luz ndo coerente com comprimento de onda semelhante e um sistema de
filtros (AL-KHATEEB et al., 1997b). Devido a absor¢do da luz no caminho, nesse
método, o espectro da luz apresentava um pico de 404 nm (ANGMAR-MANSSON;
TEN BOSCH, 2001).

O método, denominado de quantificagdo da fluorescéncia induzida por luz

(quantitative light-induced fluorescence — QLF), foi testado em lesdes artificialmente
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formadas em dentes bovinos e humanos, e comparado com microrradiografia
transversa e medi¢gdes quimicas. O novo QLF obteve bons coeficientes de
correlacdo com a medi¢ao do calcio perdido pelos dentes bovinos durante a indugao
de desmineralizagao (0,74) e com a microrradiografia (0,64) (AL-KHATEEB et al.,
1997b). Em dentes humanos, o novo aparelho se correlacionou significantemente
com o aparelho utilizando o laser como fonte emissora (R=0,93), e lesdes de carie
com até 500 ym de profundidade foram detectadas com o novo aparelho (AL-
KHATEEB et al., 1997b).

Outros autores observaram uma grande correlagdao entre medicdes
realizadas com o QLF usando o laser de argdnio e o QLF com luz coerente em
lesbes artificiais de carie em dentes permanentes e deciduos. Os resultados
indicaram coeficientes de correlacdo entre os dois métodos de 0,96 e 0,98 em
dentes deciduos e permanentes, respectivamente. Houve maior correlagéo entre as
avaliagcbes com QLF (ambos os métodos) e perda mineral em dentes deciduos do
que em dentes permanentes, indicando que o método seria adequado para
avaliagao de lesbes em dentes deciduos (ANDO et al., 2001).

O novo QLF, por se correlacionar bem com a perda mineral, ser um
método quantitativo ndo destrutivo e com maior facilidade de utilizagdo na clinica,
poderia ser um método adequado para aferir remineralizagdo in vivo de lesbes
incipientes de carie em superficies lisas, e deste modo, avaliar a eficacia de métodos
preventivos utilizados na clinica (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB; TRANAEUS,
1996; ANGMAR-MANSSON; TEN BOSCH, 2001; TAM; MCCOMB, 2001).

Um estudo clinico controlado de curta duragao (seis meses) foi realizado
para avaliar a capacidade do QLF (com luz) em medir a remineralizacédo de manchas

brancas naturais, utilizando um grupo com verniz fluoretado e outro com profilaxia
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profissional. Os autores verificaram que o método ofereceu vantagens de poder
contar com um tempo experimental curto € um numero de pacientes reduzido.
Concluiu-se que a metodologia foi eficaz em medir pequenas alteragées minerais, e
que as aplicagdbes de verniz de fluor tiveram um efeito mais favoravel na
remineralizagao das lesées. No entanto, com a utilizacdo do método, nao foi possivel
observar se a lesdo tinha sido remineralizada na superficie ou no corpo da lesao
(TRANAEUS et al., 2001).

Outros estudos observaram que as medicdoes com QLF em lesbes de
carie artificiais e naturais eram fortemente influenciadas pelo grau de hidratagéo dos
dentes. Os autores observaram uma diminui¢cao de fluorescéncia nas lesbes com o
aumento do tempo de desidratacdo dos dentes. As lesbes artificiais néao
remineralizadas ou remineralizadas com solugdo sem fluor apresentavam uma
queda da fluorescéncia mais rapida do que lesdes remineralizadas com fluor ou
lesdes naturais. Esses resultados mostram que o método poderia ser capaz de
diferenciar lesdes ativas e paralisadas (AL-KHATEEB et al., 2002).

Autores posteriormente observaram que o QLF foi capaz de detectar e
monitorar lesdes de carie adjacentes a restauragdes (PRETTY et al.,, 2003b) e
quantificar erosdo (PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2004). O desempenho do QLF em
detectar lesdes com tempos curtos de desmineralizacdo em dentes deciduos foi
avaliado. O método detectou lesbes com 48 h de formacdo e demonstrou a
capacidade de monitorar a perda mineral com o aumento do tempo do desafio
cariogénico. Com isso, o0 método foi util para detectar alteragdes minerais em dentes
deciduos (PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2002).

Apesar da efetividade na maioria dos estudos, o método tem se

apresentado inadequado para detecgao e quantificacdo de lesdes oclusais (TAM;
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MCCOMB, 2001). O método perde acuracia em lesdes mais profundas, préximas a
dentina, e também nao apresenta grande precisao na quantificagdo de perda mineral
de tecido cariado em dentina (TAM; MCCOMB, 2001). Apesar do aparelho ser
utilizado na pratica clinica, é caro e necessita de um computador para armazenar as
imagens, fazendo com o aparelho nao seja portatil. Diante dessas limitagdes, novos

métodos tém sido propostos.

2.4 Métodos de deteccao de carie com corantes

A utilizacdo de corantes tem sido bastante difundida na medicina, biologia
e odontologia. Caso haja dificuldade na diferenciacdo de alguns objetos devido a
aparéncia semelhante entre eles, a utilizagdo de um corante que se ligue a algum
desses objetos facilita a diferenciagdo. A observagdo dessa coloragdo pode ser
qualitativa ou quantitativa. No caso de observagdes qualitativas, basta que a
coloracdo seja capaz de diferenciar o que se deseja identificar. J& para a
quantificacdo, a quantidade de corante ou a intensidade de cor devem ser
mensuradas. A quantidade de corante pode ser medida através da area corada, ou
pelo numero de determinados objetos corados comparado a objetos ndo corados
(por exemplo, células). A intensidade de cor pode ser determinada por absor¢ao ou
fluorescéncia. A absorcdo € avaliada pela quantificagdo da diminuicdo da
intensidade de luz num determinado comprimento de onda, enquanto que o aumento

da intensidade de luz num comprimento de onda € avaliado com os corantes que
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emitem fluorescéncia (AL-SEHAIBANY; WHITE; RAINEY, 1996; VAN DE RIJKE,
1991).

Uma das aplicagcdes dos corantes na medicina é na terapia fotodinamica,
em células tumorais ou microrganismos. A protoporfirina IX (PPIX) € uma porfirina
anibnica natural que faz parte da molécula da hemoglobina e é produzida por
algumas bactérias. A PPIX ndo é uma molécula tdo hidrofilica, e apresenta
fluorescéncia no espectro de luz do vermelho (FUKUDA; CASAS; BATLLE, 2005;
KONIG et al., 2000). O estimulo da producéao de PPIX por células tumorais pode ser
induzido apds administracdo exdégena de acido aminolevulinico, um precursor da
PPIX. Devido as propriedades de fluorescéncia e fotossensibilizacdo da PPIX, esse
acumulo da substancia pode ser utilizado para visualizar (diagnéstico fotodinamico)
e destruir (terapia fotodinamica) as células malignas (FUKUDA; CASAS; BATLLE,
2005). A PPIX também é produzida por algumas bactérias da cavidade bucal,
podendo ocorrer um aumento da quantidade de PPIX em lesdes de carie
(BUCHALLA, 2005; KONIG; FLEMMING;  HIBST, 1998;  KONIG;
SCHNECKENBURGER; HIBST, 1999; KONIG et al., 2000). Autores sugeriram que,
por causa dessa produgao de PPIX, a terapia fotodindmica, usando luz na faixa do
vermelho, poderia inativar esses microrganismos (KONIG et al., 2000).

Outra substancia, a tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (TMPyP), é uma
porfirina sintética catibnica e hidrofilica, que também apresenta fluorescéncia na
regido do vermelho (BORISSEVITCH; GANDINI, 1998; VERGELDT et al., 1995;
ZUPAN et al., 2004). Em baixas concentragdes, a molécula de TMPyP apresenta
grande afinidade por superficies (VERGELDT et al., 1995). A TMPyP se liga ao DNA
de células e, por isso, tem grande utilizacdo na terapia fotodindmica contra células

tumorais ou contra virus (BORISSEVITCH; GANDINI, 1998; ZUPAN et al., 2004).
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Na cariologia, o uso de corantes tem muitas finalidades. Uma das fungdes
principais dos corantes na clinica odontolégica € na evidenciacdo da placa
bacteriana. Varios agentes tém sido utilizados para corar a placa bacteriana e
auxiliar na orientagdo de higiene bucal ao paciente, tais como eritrosina, fucsina,
verde de malaquita, fluoresceina, entre outros (HINO et al., 2005; VAN DE RIJKE,
1991). Os corantes também podem ser empregados como auxiliares na remogao de
tecido cariado em dentina. A dentina cariada € evidenciada com fucsina basica a 0,5
% em propilenoglicol. Assim, o cirurgido dentista removeria a dentina até que nao
tenha presenga do corante (VAN DE RIJKE, 1991). No entanto, o corante sempre
evidencia uma certa extensdo de dentina higida, e ndo deve ser utilizado como
auxiliar para remogao de carie.

Outra utilidade dos corantes na Odontologia é relacionada a detecg¢ao de
lesdes de carie. Um método proposto consiste na utilizagdo de um corante visivel,
que possui maior penetragcdo nas regides desmineralizadas. Dessa forma, um
examinador conseguiria distinguir mais facilmente as lesdes de carie. Num estudo, a
utilizacdo de um corante (vermelho acido a 1 %) apresentou uma baixa sensibilidade
(0,13) quando foi aplicado antes da abertura da fissura com broca. Apds a abertura
com broca, a aplicagado do corante melhorou substancialmente a detecgao de lesbes
de carie, mas ainda assim, essa nao foi perfeita (PEREIRA; VERDONSCHOT;
HUYSMANS, 2001). Nesse estudo, a utilizagdo do corante nao apresentou
vantagem, visto que seria preferivel uma detec¢ao antes da abertura, e 0 método de
invasao exploratéria proposta no artigo ndo deve ser utilizado por se tratar de um
método destrutivo.

Um estudo realizou a comparagao do método com explorador e outro com

corante na detecgdo de lesbes oclusais. Os autores afirmaram que o método com
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corante detectou 100 % das lesbes de carie, enquanto que com o explorador,
apenas 25 % das lesbes foram detectadas (AL-SEHAIBANY; WHITE; RAINEY,
1996). No entanto, parece que os autores usaram apenas dentes com carie. Dentes
higidos ndo foram avaliados. Dessa forma, valores de especificidade n&do foram
apresentados, e provavelmente, 0 método apresentaria baixo valor nesse parametro.
Portanto, o método ndo seria tao adequado como quis mostrar os autores.

Outros métodos visam quantificar a perda mineral através de
propriedades fluorescentes do corante. Um estudo prévio propds a utilizacdo de um
corante manufaturado (ZYGLO ZL-22) na deteccao de desmineralizagdo em dentes
extraidos visualmente higidos. Apds aplicagdo do agente, os dentes foram
examinados com luz ultravioleta. Dentes com les&o evidente foram utilizados como
controle. Nessas lesdes de carie, houve penetragcado evidente do corante. Alguns
dentes clinicamente sadios apresentaram incorporagao de corante, geralmente em
regides mais suscetiveis ao desenvolvimento de lesbes de carie. Esses sitios
apresentaram menor microdureza do que regides em que ndo ocorreu penetragao
do corante (RAWLS; OWEN, 1978).

Outro método utilizando o Fluorol 7GA, um corante que é excitado pela
luz com comprimento de onda de 468 nm e fluoresce a 525 nm, foi investigado para
quantificacdo de lesdes artificiais de carie. Um sistema éptico composto por filtros
apropriados e um fotodiodo foi utilizado para quantificar a fluorescéncia das lesdes.
A perda mineral das lesdes foi avaliada por microrradiografia. O método apresentou
um coeficiente de correlagdo com a perda mineral por volta de 0,88 (VAN DE RIJKE;
TEN BOSCH, 1990). Para avaliar se o método poderia ser efetivo na deteccao de
lesdes interproximais, um modelo in vitro foi simulado para avaliar se ndo havia

perda de correlagdo com o conteudo mineral nas medi¢des feitas através de um
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material que espalha a luz (como seria clinicamente, numa situacao de lesao
interproximal). N&o houve diferenga na correlagcéao entre as medigdes com o método
proposto e a perda mineral usando ou ndo o material para simular o contato
interproximal. No entanto, os proprios autores foram cautelosos em extrapolar os
resultados para a situacgao clinica (VAN DE RIJKE; POS; TEN BOSCH, 1990).

O método de transiluminacdo também foi utilizado em associacdo a um
corante azul, para avaliar se havia um contraste de cor mais evidente entre tecido
cariado e higido, em lesdes induzidas de carie. As diferengcas de cor foram
mensuradas com um colorimetro de superficie. Houve um aumento de quatro vezes
no contraste de cor com a utilizagdo do corante (O'BRIEN; VAZQUEZ; JOHNSTON,
1989).

Outros autores propuseram a utilizacdo do método QLF associado a
alguns corantes fluorescentes. As alteragdes Opticas causadas pela
desmineralizagdo na dentina, como espalhamento ou autofluorescéncia, séao
menores e, portanto, mais dificeis de serem detectadas (VAN DER VEEN et al.,
1996). Desta forma, o método apresenta um desempenho inadequado em lesdes de
dentina. Alguns estudos foram entéo realizados para observar se a associagao do
QLF com o corante melhorava a detecgéo de lesdes em dentina.

Em um estudo prévio, foi verificado que a fluoresceina de sodio penetrava
em lesdes naturais de carie radicular em dentes extraidos, e essa penetragao foi 1,1
vezes maior do que a profundidade da lesdo avaliada através de microrradiografia
(VAN DER VEEN; TEN BOSCH, 1993). Num outro estudo, foi realizada a
quantificacdo do mesmo corante em lesdes radiculares artificiais de carie. Os

autores observaram uma correlagao significante entre a quantidade de corante e a



49

perda mineral avaliada por microrradiografia transversa (R = 0,96) (VAN DER VEEN
et al., 1996).

A aplicabilidade clinica do efeito da incorporacdo de fluoresceina em
lesdes radiculares de carie foi testada posteriormente in vitro com o QLF com luz
halégena. Os autores avaliaram se o método QLF associado ao corante seria capaz
de monitorar e quantificar a perda mineral e a remineralizacdo de lesbes radiculares
artificiais. Para isso, as lesdes foram examinadas usando o método QLF com
fluoresceina de acordo com diferentes periodos de formacédo das lesdes (de 12 a
120 h de desmineralizagdo). Essas lesbes foram secionadas e a metade foi
destinada a remineralizagdo. Foi observado que as medidas feitas com o QLF
associado ao corante aumentavam com o aumento do tempo de desmineralizagao.
Dentes que foram avaliados sem o corante ndo apresentaram alteragdo na
fluorescéncia. Apdés a remineralizacédo das lesdes, as medigdes de fluorescéncia
diminuiram. A correlagdo com a perda mineral avaliada por microrradiografia
transversa foi de 0,89 nas lesbes desmineralizadas e de 0,84 nas lesdes
remineralizadas, indicando que o método pode ser adequado para utilizagdo em
lesdes radiculares de carie (PRETTY et al., 2003a).

A associacao do método QLF com um corante foi proposta também para
realizacao de diagndstico precoce de lesdes de carie em esmalte. O método QLF e
QLF associado a um corante (Pyrromethene 556) foi testado em dentes submetidos
a desmineralizagao por periodos de 2 a 24 h. A perda mineral das lesbes foi
avaliada através de microrradiografia transversa e microscépio confocal. A utilizagéao
do corante proporcionou uma detecgdo mais precoce, com 2 h de desmineralizagao,
enquanto que o QLF possibilitou deteccdo com desmineralizagdo com 8 h. O método

com corante foi incapaz de diferenciar tempos de desmineralizagdo. Ja o QLF
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apresentou melhor discriminagdo com relagao aos diferentes periodos (ANDO et al.,
1997).

Outros autores testaram a utilizacdo do QLF e QLF com corante para
deteccdo de lesdes de carie em superficies oclusais simuladas (FERREIRA
ZANDONA et al., 1998b) e naturais (FERREIRA ZANDONA et al., 1998a). No
experimento com fissuras artificiais, fatias de dentes bovinos foram cortadas e
posicionadas de modo a simular fissuras de trés tipos: fissuras com paredes
paralelas, com paredes convergentes e com paredes divergentes. Lesdes artificiais
na base da fissura foram criadas. O efeito da presenca de placa também foi testado.
Trés examinadores avaliavam as imagens e classificavam os dentes em cariados,
nédo cariados e indeterminado. Os autores observaram uma maior sensibilidade e
especificidade com o método usando fluoresceina em fissuras sem placa. Ja na
presenca de placa, a especificidade do método com corante diminuiu (FERREIRA
ZANDONA et al., 1998b).

Os métodos QLF com laser de argdnio e QLF associado a utilizagdo de
fluoresceina foram testados e comparados ao exame visual para detecgéo de lesdes
incipientes naturais de superficie oclusal em dentes permanentes extraidos. A
validacdo das lesbes de carie foi realizada com exame histolégico e microscopio
confocal a laserr O método associado ao corante apresentou melhor
reprodutibilidade interexaminador, seguido pelo QLF e o exame visual. A inspegao
visual apresentou baixos valores de sensibilidade e altos valores de especificidade.
Comparando os métodos baseados na fluorescéncia, o método QLF associado ao
uso da fluoresceina apresentou valores maiores de sensibilidade e o método sem o

corante, maior especificidade (FERREIRA ZANDONA et al., 1998a).
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A utilizagdo de corantes associado ao método de captagcdo da
fluorescéncia induzida por laser de argbnio também foi testada para deteccédo de
lesdes interproximais. Lesdes de carie artificial foram induzidas nas superficies
proximais de dentes posteriores permanentes extraidos e estes foram posicionados
de modo a simular o ponto de contato existente entre eles. Examinadores utilizaram
os métodos sem e com fluoresceina. Também foi realizada a inspecao visual. Os
valores de concordancia intra e interexaminador foram maiores com os métodos com
o corante e a inspecgao visual, comparados ao QLF sem corante. Os valores de
sensibilidade foram semelhantes com os trés métodos, enquanto que os valores de
especificidade foram um pouco maiores com a inspec¢ao visual e o método com

corante (EGGERTSSON et al., 1999).

2.5 Método da fluorescéncia induzida por laser diodo para detecgcao de lesées

de carie

Embora o método QLF tenha se mostrado viavel em estudos in vivo, ele
nao é facilmente disponivel e utilizado na pratica clinica. Além disso, o0 método nao
se mostrou efetivo em lesdes de carie profundas e também em lesdes oclusais
(TAM; MCCOMB, 2001). Portanto, métodos quantitativos para deteccao de lesdes
oclusais continuaram a ser estudados.

Baseado nos estudos de fluorescéncia, autores estenderam o
comprimento de onda de excitagao para regido do vermelho, e verificaram que para

excitagcao de 638 ou 655 nm, a intensidade da fluorescéncia integral (> 680 nm) de
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lesdes de carie excedeu a do tecido sadio por mais de uma ordem de magnitude.
Isto serviria para detectar lesbes de carie por aumento da intensidade da
fluorescéncia, de forma mais eficiente do que analisando as diferencas espectrais.
Fundamentado por esses estudos, um aparelho portatil para diagndstico de lesdes
de carie foi desenvolvido para utilizacdo na clinica. Esse aparelho foi denominado de
DIAGNOdent (HIBST; GALL, 1998).

O modo de funcionamento do aparelho se baseia na emissao de uma luz
vermelha por um laser diodo (aluminio, galio, indio e fésforo - AlGalnP), com
comprimento de onda de 655 nm, que é transportada por uma ponta angulada
dentro de uma fibra Optica central. Em volta desta fibra central, nove fibras
arranjadas em disposi¢ao concéntrica, captam a fluorescéncia que é emitida pelos
tecidos dentarios. A luz refletida e a luz ambiente sdo eliminadas por um filtro com
caracteristicas especificas, que barra comprimentos de onda abaixo de 680 nm.
Esse filtro absorve a excitagdo dispersada e outros comprimentos de onda mais
curtos e transmite a radiagdo fluorescente de comprimento de onda mais longo
(HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001; LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004).

Um fotodiodo mede a quantidade de luz que passa através do filtro e um
mostrador digital mostra um valor do local que esta sendo medido, e um outro
correspondente ao pico maximo de medi¢cao da lesédo, até o aparelho ser zerado.
Esses valores variam de 0 a 99, numa escala relativa. Um sinal sonoro opcional é
produzido, e sua intensidade aumenta de acordo com aumentos nos valores de
medigao. Dois tipos de pontas de fibra 6ptica estdo disponiveis, uma para superficie
oclusal (ponta A) e outra para superficie lisa (ponta B) (HIBST; PAULUS; LUSSI,

2001; LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004).
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Algumas vantagens do aparelho é ser portatil (600 g) e funcionar com
cinco baterias (7,5 V) (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001; LUSSI; HIBST; PAULUS,
2004). Além disso, € um aparelho facil de ser utilizado (TAM; MCCOMB, 2001) e é
um método quantitativo e ndo invasivo (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001; LUSSI;
HIBST; PAULUS, 2004; TAM; MCCOMB, 2001). Para utilizagdao no diagndstico de
lesdes de carie, o aparelho deve ser inicialmente calibrado com um padrao de
ceramica que vem com o aparelho, e possui uma emissio de fluorescéncia de valor
conhecido e estavel (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001). Essa calibragao deve ser feita
com a ponta que sera utilizada para o diagnéstico. O fabricante recomenda que o
aparelho deve ser calibrado no dente que sera diagnosticado, numa regiao livre de
carie. Esse valor é subtraido eletronicamente das medi¢des subsequentes. A ponta
do aparelho deve ser colocada perpendicularmente no sitio suspeito, encostada no
dente, e o operador deve realizar movimentos pendulares rotatorios, de modo que o
laser incida em toda a lesdo. O valor do pico maximo é anotado (HIBST; PAULUS;
LUSSI, 2001; LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004).

O aparelho tem sido extensivamente estudado para detecgao de lesdes
oclusais de carie em dentes permanentes e deciduos. Um achado que é um
consenso entre os autores, com relagao a utilizacdo do DIAGNOdent na deteccao de
lesbes de carie, € a reprodutibilidade do método. Varios estudos tém observado
valores de reprodutibilidade intra e interexaminador bons a excelentes, variando de
0,42 a 0,99 (ALWAS-DANOWSKA et al., 2002; ANTTONEN; SEPPA; HAUSEN,
2003, 2004; ASTVALDSDOTTIR; HOLBROOK; TRANAEUS, 2004; ATTRILL;
ASHLEY, 2001; BADER; SHUGARS, 2004; BAMZAHIM; SHI; ANGMAR-MANSSON,
2002; BASEREN; GOKALP, 2003; BENGTSON et al., 2005; COSTA et al., 2002; EL-

HOUSSEINY; JAMJOUM, 2001; FRANCESCUT; LUSSI, 2003; FUNG et al., 2004;
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HEINRICH-WELTZIEN et al., 2002; KORDIC; LUSSI; LUDER, 2003; KUHNISCH et
al., 2004; LUSSI; FRANCESCUT, 2003; LUSSI et al., 1999, 2001; MENDES et al.,
2005a; REIS et al., 2004, 2005; ROCHA et al., 2003; SHI; WELANDER; ANGMAR-
MANSSON, 2000; TRANAEUS et al., 2004).

Com relacao a validade do método na detecgao de lesdes oclusais de
carie, alguns estudos foram realizados em dentes permanentes extraidos. O
desempenho do DIAGNOdent foi comparado a outros métodos. Quando o método
com laser foi comparado ao exame visual na capacidade de detectar lesbes em
dentina, a maioria dos autores relatou uma maior sensibilidade. No entanto, a
especificidade apresentou valores menores do que aqueles obtidos com a inspecéo
visual (ALWAS-DANOWSKA et al.,, 2002; CHONG et al., 2003; CORTES;
ELLWOOD; EKSTRAND, 2003; COSTA et al., 2002; EL-HOUSSEINY; JAMJOUM,
2001; PEREIRA; VERDONSCHOT; HUYSMANS, 2001). Dois estudos encontraram
resultados diferentes, ou seja, maior especificidade e menor sensibilidade do
DIAGNOdent comparado ao exame visual (FUNG et al., 2004; REIS et al., 2004). No
primeiro estudo, os autores utilizaram um ponto de corte alto (> 30) para diminuir a
ocorréncia de diagnodsticos falso-positivos (FUNG et al., 2004). No outro estudo, a
maior sensibilidade obtida pelo exame visual pode ser explicado pela utilizagdo de
um sistema de escores previamente descrito (EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997)
e o treinamento dos examinadores para realizagdo da inspecao visual (REIS et al.,
2004). Outros autores observaram que o DIAGNOdent apresentou sensibilidade e
especificidade maiores do que o exame visual. No entanto, o exame visual, nesse
estudo, foi baseado exclusivamente na pigmentacdo dos sulcos, o que poderia
explicar a baixa acuracia com esse exame (KORDIC; LUSSI; LUDER, 2003). Um

estudo semelhante usando analise ROC para avaliagdo do desempenho dos
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métodos (portanto, sem levar em conta pontos de corte fixos) observou uma area
sob a curva ROC maior para o DIAGNOdent comparado ao exame visual (TONIOLI;
BOUSCHLICHER; HILLIS, 2002).

Com relagao a lesdes em esmalte em dentes permanentes, os estudos in
vitro ndao demonstram tao claramente essa diferenca, de modo que a superioridade
nao fica evidente para nenhum dos dois métodos (CORTES; ELLWOOD;
EKSTRAND, 2003; COSTA et al.,, 2002; EL-HOUSSEINY; JAMJOUM, 2001;
KORDIC; LUSSI; LUDER, 2003; PEREIRA; VERDONSCHOT; HUYSMANS, 2001).
Uma revisdo sistematica sobre estudos que utilizaram DIAGNOdent confirmam
essas tendéncias relatadas, tanto na deteccéo de lesdes atingindo dentina, como em
esmalte (BADER; SHUGARS, 2004).

A performance do DIAGNOdent foi também comparado a outros métodos,
tais como, trasiluminagdo por fibra optica (CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND,
2003), medigdo de resisténcia elétrica (BAMZAHIM; SHI; ANGMAR-MANSSON,
2002; CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND, 2003; KORDIC; LUSSI; LUDER, 2003;
LUSSI et al., 1999; PEREIRA; VERDONSCHOT; HUYSMANS, 2001) e o método
radiografico (COSTA et al., 2002; REIS et al., 2004; SHI; WELANDER; ANGMAR-
MANSSON, 2000; TONIOLI; BOUSCHLICHER; HILLIS, 2002). O método de
transiluminagao por fibra 6ptica apresentou bons resultados na detecgao de lesdes
cariosas oclusais em esmalte e em dentina, comparados aos obtidos pelo
DIAGNOdent (CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND, 2003). J& o método de medicédo
de resisténcia elétrica tem demonstrado uma maior especificidade e menor
sensibilidade do que o DIAGNOdent (BAMZAHIM; SHI; ANGMAR-MANSSON, 2002;

CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND, 2003; KORDIC; LUSSI; LUDER, 2003; LUSSI et
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al., 1999), exceto em um estudo em que foi observado um desempenho semelhante
com ambos os métodos (PEREIRA; VERDONSCHOT; HUYSMANS, 2001).

Comparado ao método radiografico convencional ou digital, o
DIAGNOdent tem apresentado resultados mais favoraveis na deteccao de lesdes de
carie em dentes permanentes extraidos (COSTA et al.,, 2002; SHI; WELANDER,;
ANGMAR-MANSSON, 2000; TONIOLI; BOUSCHLICHER; HILLIS, 2002), exceto em
um estudo em que os métodos foram semelhantes (REIS et al., 2004).

A deteccao in vitro de lesdes oclusais em dentes deciduos com o método
utilizando laser diodo tem demonstrado resultados um pouco diferentes do que
aqueles obtidos com dentes permanentes, como foi previamente observado numa
revisdo sistematica (BADER; SHUGARS, 2004). Alguns estudos demonstraram
valores semelhantes de sensibilidade e especificidade (ATTRILL; ASHLEY, 2001;
LUSSI; FRANCESCUT, 2003) ou valores de especificidade superiores aos de
sensibilidade (BENGTSON et al., 2005; MENDES et al., 2005a), diferente do padréao
observado em dentes permanentes. Quando o DIAGNOdent é comparado a outros
métodos, tem apresentado valores superiores relacionados ao desempenho na
deteccao de lesbes de carie oclusal do que os métodos visual (ATTRILL; ASHLEY,
2001; BENGTSON et al., 2005; LUSSI; FRANCESCUT, 2003; MENDES et al.,
2005a), visual com magnificagdo (LUSSI; FRANCESCUT, 2003; MENDES et al.,
2005a), e radiografico (ATTRILL; ASHLEY, 2001; LUSSI; FRANCESCUT, 2003;
MENDES et al., 2005a).

O DIAGNOdent também tem sido avaliado para detecgdo de lesbes de
carie em superficie oclusal em estudos clinicos. Quando o método foi utilizado por
sete dentistas avaliando 332 superficies oclusais, apresentou um desempenho

melhor do que os exames visual e radiografico. A validagado dos sitios cariados
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nesse estudo foi realizada com intervengcdo operatéria, baseado nos resultados
obtidos com o exame visual e radiografico. Os valores de sensibilidade obtidos pelo
DIAGNOdent foram de 0,96 e 0,92 para lesdes em esmalte e em dentina,
respectivamente. Além disso, os autores observaram uma maior deteccao de lesdes
(117 % maior) com o DIAGNOdent utilizado como segunda opinido ao exame visual,
fazendo com que o aparelho fosse indicado como auxiliar ao exame clinico (LUSSI
et al., 2001).

Outro estudo realizado em superficies oclusais de dentes permanentes,
com validagcdo por intervengcdo operatoria, obteve maior sensibilidade do
DIAGNOdent comparado aos métodos visual e radiografico, embora com uma menor
especificidade (HEINRICH-WELTZIEN et al.,, 2002). O DIAGNOdent apresentou
correlagao significante (embora fraca) com a profundidade das lesdes apds abertura
com broca, da mesma forma que os métodos visual e radiografico
(ASTVALDSDOTTIR; HOLBROOK; TRANAEUS, 2004).

O desempenho do DIAGNOdent no diagnéstico de lesdes oclusais foi
avaliado em condi¢des de um estudo epidemiolégico. As leituras do aparelho foram
interpretadas usando duas tabelas de pontos de corte diferentes, propostas pelo
fabricante e por um estudo anterior in vitro (LUSSI et al., 1999). Os resultados foram
comparados aos resultados obtidos por meio da inspegao visual. A concordancia
entre os dois métodos foi melhor usando os pontos de corte recomendados pelo
fabricante. Como a validacao das lesbes de carie ndo pode ser realizada, os autores
observaram que o DIAGNOdent resultou na deteccdo de um maior numero de
lesdes de carie do que o exame visual (SHEEHY et al., 2001). Outro estudo obteve
um indice de acertos de 77 a 85 % usando pontos de corte ajustados para a

amostra, em lesdes de carie de dentes permanentes, avaliados apds abertura com
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broca. Os autores nao apresentaram valores de acerto para dentes higidos, pois
esses nao foram validados por razdes éticas. Além desses resultados, os autores
observaram diferencas sistematicas na leitura com dois aparelhos DIAGNOdent
distintos (TRANAEUS et al., 2004). Esse ultimo resultado discorda dos achados
obtidos em outros estudos, que nao obtiveram diferengas usando mais de um
aparelho (ALWAS-DANOWSKA et al., 2002; KUHNISCH et al., 2004).

A preocupacao com a utilizacado de diferentes pontos de corte também foi
avaliada em outro estudo clinico, com validacdo apds invasao com broca. Foram
examinados 94 pacientes, com 248 primeiros e segundos molares permanentes sem
restauragoes. Desses, apos abertura, 24 apresentavam lesdes de carie em esmalte,
e 224 com lesdes em dentina. Os melhores pontos de corte obtidos no estudo foram
de 18 para lesdes iniciais em dentina e 37 para lesdes profundas em dentina. A area
sob a curva ROC para lesdes iniciais em dentina foi de 0,903, e para lesdes
profundas, de 0,830, indicando que os resultados com o DIAGNOdent n&do foram tao
satisfatorios (HEINRICH-WELTZIEN et al., 2003).

A avaliagdo in vivo do desempenho do DIAGNOdent com posterior
validacao histolégica das amostras foi realizada em dois estudos, um em dentes
deciduos (ROCHA et al., 2003), outro em terceiros molares permanentes agendados
para extragcao (REIS et al., 2005). No primeiro, o método apresentou resultados
similares com os métodos visual e radiografico na deteccédo de lesbes em esmalte,
exceto com relacdo a maior sensibilidade do método visual. Usando o limiar de
deteccdo para les6es em dentina, o DIAGNOdent apresentou menor especificidade
do que o método visual, mas maior do que o radiografico. Os dentes foram
secionados e avaliados histologicamente apds extragdo ou exfoliagdo do dente

(ROCHA et al.,, 2003). Os resultados obtidos nesse estudo in vivo seguiram o
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mesmo padrdo de estudos realizados in vitro em dentes deciduos (ATTRILL;
ASHLEY, 2001; BADER; SHUGARS, 2004; BENGTSON et al., 2005; LUSSI;
FRANCESCUT, 2003; MENDES et al., 2005a).

No outro estudo, o diagnéstico foi realizado com o DIAGNOdent e exame
visual na cavidade bucal, e in vitro, depois que os dentes foram extraidos. Nesse
trabalho, o método visual foi melhor na deteccdo de lesbes em dentina do que o
DIAGNOdent. Isso pode ser explicado pelo uso do critério visual utilizado e pelo
treinamento dos examinadores. O exame visual também n&o apresentou diferencas
nos exames realizados na cavidade bucal, e depois, no dente extraido. Ja o
DIAGNOdent demonstrou pequenas diferengas entre os exames realizados nas
diferentes condi¢des (REIS et al., 2005). Apesar de alguns autores afirmarem que
uma amostra constituida de terceiros molares pode nao ser representativa
(EKSTRAND et al., 1998), o DIAGNOdent foi utilizado com um bom desempenho
numa amostra de terceiros molares (BASEREN; GOKALP, 2003).

O método de fluorescéncia induzida por laser diodo tem sido utilizado na
deteccdo e quantificagao de lesbes cariosas em superficies lisas. Alguns estudos em
mancha branca natural foram realizados com lesbes interproximais em dentes
permanentes extraidos. Verificou-se uma boa correlagédo entre as medigdes feitas
com o DIAGNOdent e a profundidade da lesdo avaliada com microrradiografia
transversa, com coeficiente de correlagao por volta de 0,84. Ja a correlagdo com a
perda mineral nao foi tdo boa (R = 0,70) (SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON,
2001b). Quando o método com o DIAGNOdent foi comparado ao QLF, utilizando
como fonte emissora uma luz laser e uma luz ndo coerente, a sensibilidade e

especificidade foram respectivamente de 0,75 e 0,96 para o DIAGNOdent, e de 0,94
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e 1,00 para os dois métodos de QLF, mostrando um melhor desempenho do método
QLF nesses tipos de lesao (SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a).

Um estudo realizado em superficies proximais de dentes deciduos
demonstrou uma boa performance na deteccdo de lesdes de superficie lisa. O
desempenho foi melhor em lesdes em dentina do que lesbes avancadas em esmalte
e lesdes iniciais em esmalte. Os valores do DIAGNOdent apresentaram correlagao
significante com a profundidade das lesdes (R = 0,78), e uma pior correlagao,
embora significante, com os valores de perda mineral das lesdes avaliados por
microdureza de sec¢ao transversal (R = - 0,57) (MENDES et al., 2005b). Um outro
estudo realizado in vivo, avaliou as medi¢des de lesbes de carie em superficies lisas
de dentes permanentes, usando como método de validagdo, o QLF. A correlagéao
das medidas do DIAGNOdent com os valores obtidos com o QLF foram apenas
aceitaveis, variando de 0,57 a 0,73 (TRANAEUS et al., 2004).

Outros estudos foram realizados para observar se o DIAGNOdent era
capaz de detectar lesbes de carie em volta de aparelhos ortodénticos. Para isso,
braquetes foram colados proximos a lesdes naturais de carie. Um estudo nao
observou grandes diferengas entre as medi¢des sem o0s braquetes e apds a
colagem, indicando que o método poderia ser utilizado para essa finalidade
(STAUDT et al.,, 2004). Outro estudo observou uma correlagdo do método
DIAGNOdent de 0,76 e de 0,64 com a profundidade e com a perda mineral das
lesbes, respectivamente. Com o método QLF, esses coeficientes foram maiores,
indicando um desempenho mais adequado para essa finalidade (ALJEHANI et al.,
2004).

Em virtude desses resultados em superficie lisa, associado a excelente

reprodutibilidade do aparelho, alguns autores propéem que o DIAGNOdent seja
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utilizado na monitoracdo da perda e ganho mineral de lesbdes de carie. Um estudo
utilizando o modelo de criacdo de lesdes artificiais de carie mostrou que, apesar de
nao haver uma excelente correlagao com a profundidade das lesdes, o DIAGNOdent
apresentou um bom desempenho na diferenciacdo entre os dentes antes e apos a
indugdo da lesao artificial (MENDES; NICOLAU, 2004). Por outro lado, outros
autores relataram que o método nao foi adequado em detectar pequenas alteracdes
minerais em lesdes de carie artificial (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001).

Um outro estudo avaliou a efetividade do DIAGNOdent em monitorar a
remineralizagao in vitro de manchas brancas naturais. Lesées de mancha branca em
dentes deciduos eram divididas ao meio, sendo que a metade de cada lesao foi
submetida a remineralizacdo numa solugao remineralizadora, € a outra metade,
mantida em &agua destilada. Avaliagbes periédicas com o DIAGNOdent foram
realizadas. Ao final, apesar da profundidade das lesdes ter diminuido no grupo
experimental, indicando que ocorreu remineralizagéo, as medidas com o aparelho
nao se alteraram em ambos os grupos (MENDES; NICOLAU; DUARTE, 2003).

Apesar desses resultados obtidos in vitro, dois estudos in vivo mostraram
tendéncias diferentes. O DIAGNOdent se mostrou efetivo na diferenciacao de lesdes
de mancha branca ativas e inativas (classificadas de acordo com exame visual)
(PINELLI; CAMPOS SERRA; DE CASTRO MONTEIRO LOFFREDO, 2002). Um
outro estudo piloto in vivo avaliou a capacidade do DIAGNOdent em monitorar
alteragdes minerais de lesbes de mancha branca formadas ao redor de aparelhos
ortodonticos. Apds a retirada dos aparelhos, as lesées foram avaliadas por exame
visual e DIAGNOdent, sendo que reavaliagdes foram realizadas apés 1, 3 e 6
meses. Os autores observaram que houve um decréscimo nas leituras do

DIAGNOdent ap6s 3 e 6 meses de retirada do aparelho, e os valores se
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correlacionaram significantemente com o exame visual (ANDERSSON et al., 2004).
Isso pode indicar que, apesar do aparelho ndo medir remineralizacido in vitro
(MENDES; NICOLAU; DUARTE, 2003), poderia ser util na avaliagdo clinica da
inativacdo de lesdes de carie (ANDERSSON et al.,, 2004; PINELLI; CAMPOS
SERRA; DE CASTRO MONTEIRO LOFFREDO, 2002).

Diante disso, alguns autores avaliaram a utilizagdo do aparelho a laser
diodo para diagnosticar atividade de lesbes oclusais de carie. Como ja foi relatado
anteriormente, esse aspecto de avaliacdo da atividade das lesbes de carie é
extremamente importante no contexto atual da doenca carie dentaria. Foi observado
que o aparelho apresentou medigcbes menores em lesdes inativas do que em lesdes
ativas de superficie oclusal de criangas finlandesas (ANTTONEN; SEPPA; HAUSEN,
2003). Apds um novo exame dessas criangas, aproximadamente um ano depois dos
exames iniciais, foi observado que lesbes que progrediram visualmente,
apresentaram aumento da medicdo com o DIAGNOdent, e esses valores se
correlacionaram com o aumento no escore obtido através de inspecgao visual. Os
autores concluiram que o DIAGNOdent poderia ser util no monitoramento de lesdes
oclusais de carie (ANTTONEN; SEPPA; HAUSEN, 2004).

A avaliagdo da correlagao entre as medigdes do aparelho com a
contagem bacteriana das lesbes de carie poderia auxiliar na verificagdo se o método
€ capaz de diferenciar lesées ativas e inativas. Um trabalho demonstrou um bom
desempenho do DIAGNOdent na avaliagcédo da infecgao do tecido cariado, sendo que
medicdes abaixo de 15,6 indicariam auséncia de bactérias. Nesse estudo, as
bactérias nao foram quantificadas (IWAMI et al., 2004). Outros autores, no entanto,
observaram uma fraca correlacao entre os valores de leitura com o DIAGNOdent e a

quantidade de bactérias (ASTVALDSDOTTIR; HOLBROOK; TRANAEUS, 2004).
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Alguns aspectos da utilizagdo do aparelho foram observados. Foi
observado que a presencga de pigmentagdes nos sitios avaliados pelo DIAGNOdent
induz a uma maior medigcao desses sitios. Medi¢des realizadas em sitios oclusais de
dentes deciduos e permanentes com pigmentagédo foram maiores do que as leituras
em sitios com opacidade ou sem pigmentacéao, independente da presenga ou néo de
lesdo de carie, avaliada por exame histolégico (FRANCESCUT; LUSSI, 2003).
Outros autores observaram que o DIAGNOdent apresentou um melhor desempenho
na deteccao de lesdes oclusais de carie numa amostra de dentes permanentes apos
a exclusdo dos sitios pigmentados. As medi¢gdes nos sulcos pigmentados
apresentavam valores maiores. Consequentemente, havia um maior numero de
diagndsticos falso-positivos (CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND, 2003). Como
grande parte das lesdes inativas em superficies oclusais apresentam pigmentacao
(EKSTRAND, 2004; EKSTRAND et al., 1998; NYVAD; FEJERSKQOV, 1997; NYVAD;
MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999), parece controverso afirmar que o DIAGNOdent
seria capaz de avaliar a paralisagao de lesdes de carie em superficie oclusal. A
tendéncia € de que o aparelho apresente medigdes maiores em lesdes inativas do
que em lesdes ativas. Estudos futuros para avaliar se o DIAGNOdent é capaz de
monitorar a paralisagao de lesdes em superficie oclusal sdo necessarios.

A influéncia da presenca de placa sobre as medidas e desempenho do
DIAGNOdent também foi estudada. Apesar de alguns autores afirmarem que a nao
realizagcao de profilaxia dos sitios sob exame poderia provocar aumento das leituras,
e consequentemente, resultados falso-positivos (BAMZAHIM; SHI; ANGMAR-
MANSSON, 2002; LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004), foi observado em um estudo in
vitro em dentes deciduos, que a presenga de placa diminuiu significantemente os

valores das leituras. Da mesma forma, o desempenho do método foi piorado nas
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leituras realizadas com placa, comparado aos exames realizados sem placa
(MENDES; HISSADOMI; IMPARATO, 2004). Apesar da controvérsia, a necessidade
de limpeza dos sitios parece evidente. No entanto, algumas pastas profilaticas
podem causar aumento da fluorescéncia nos sitios a serem examinados. Assim,
causariam resultados falso-positivos (HOSOYA et al., 2004; LUSSI; REICH, 2005).
Dessa forma, o clinico deve estar atento ao tipo de pasta profilatica utilizada, e na
lavagem do sitio apos a realizagao da profilaxia.

Variagdo nas medigdes com o DIAGNOdent também podem ser
atribuidas ao tempo de secagem dos sitios. Alguns autores ndo observaram
diferencas nas medicdes realizadas nos dentes umidos e levemente secos (LUSSI et
al., 1999), ao passo que outros encontraram um aumento das leituras em dentes
expostos ao ar por dois minutos (SHI; WELANDER; ANGMAR-MANSSON, 2000).
Um outro estudo realizado em superficies oclusais de dentes deciduos observou
que, apesar das leituras se alterarem, o desempenho do método néo é alterado
significantemente pela secagem do sitio com seringa triplice (MENDES;
HISSADOMI; IMPARATO, 2004). Assim, como foi proposto para o método QLF (AL-
KHATEEB et al., 2002), essa variagdo das leituras com diferentes tempos de
secagem poderia ser utilizada na avaliagao de lesdes ativas e inativas de carie.

A possibilidade de detecgao de carie com o DIAGNOdent em sitios com
selante oclusal poderia representar uma grande utilidade para o método. No entanto,
esse assunto € controverso. Um estudo in vitro em dentes permanentes verificou
que o DIAGNOdent apresentou uma performance razoavel na detecgdo de lesdes
de carie sob selantes transparentes (TAKAMORI et al., 2001). Outros estudos, no
entanto, afirmaram que a presenga dos selantes provoca imprecisao na avaliagéao

com o laser (ANTTONEN; SEPPA; HAUSEN, 2003; HOSOYA et al., 2004).
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O efeito da experiéncia do examinador sobre as avaliagcbes com o
DIAGNOdent, comparado a outros métodos, foi investigado na detecgdo de lesdes
oclusais em dentes permanentes e deciduos. Independente do desempenho dos
métodos, o DIAGNOdent foi o método que apresentou menor variacdo entre
examinadores com diferentes graus de experiéncia. Isso se deve ao fato da grande
reprodutibilidade do método. Um outro achado comum aos estudos foi que
examinadores com menor experiéncia (dentistas recém formados ou estudantes de
graduacéao) apresentaram maior sensibilidade com o exame visual no diagndstico de
lesbes oclusais de carie (BENGTSON et al.,, 2005; EL-HOUSSEINY; JAMJOUM,
2001; FUNG et al., 2004).

A necessidade de calibragdo na superficie sadia do dente, como
recomendado pelo fabricante, foi avaliada em dentes permanentes. Segundo os
autores, a realizagdo da calibragao fez com que os valores das medigdes dos sitios
oclusais fossem cerca de 6 unidades menor do que quando a calibragdo nao era
realizada (BRAUN; KRAUSE; JEPSEN, 2005). No entanto, o efeito desse tipo de
calibragdo no desempenho do DIAGNOdent na deteccédo de lesbes de carie ainda
n&o foi avaliado.

A utilizacdo do DIAGNOdent em estudos clinicos controlados ainda é
bastante incipiente. Como o método € quantitativo e reprodutivel, ele poderia ser
utilizado como substituto do exame visual em estudos clinicos controlados avaliando
a eficacia de diferentes produtos na prevencado da formagao de lesdes de carie
(LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004). Isso poderia possibilitar a realizagdo de estudos
mais curtos e com menor numero de voluntarios. Apesar dessa possivel utilidade, a
pigmentacdo de lesdes inativas pode ser um obstaculo para que o método seja

utilizado com essa finalidade.



66

Um estudo recente utilizou o método para avaliar a efetividade da
utilizacdo de um verniz de clorexidina em molares permanentes, num estudo split-
mouth. No lado escolhido como controle, um verniz placebo foi utilizado. O estudo
durou 42 semanas, com a avaliagao pelo DIAGNOdent sendo realizada a cada 12
semanas. A média dos valores do DIAGNOdent no grupo experimental ndo se
alterou durante o experimento, enquanto que, no grupo controle, houve aumento
significante nas avaliacbes apdés 24 semanas. Apesar disso, os valores nao foram
diferentes entre os grupos em nenhuma das avaliagbes. Os resultados sugeriram
que o meétodo pode ser utilizado como alternativa na monitoracdo do
desenvolvimento de lesdes de carie (SKOLD-LARSSON et al., 2004).

Apesar do desempenho do DIAGNOdent ter sido extensivamente
estudado, as moléculas responsaveis pelo aumento da fluorescéncia no tecido
cariado ainda nao estdo totalmente elucidadas. Foi observado que, com o método
QLF usando laser de argbnio ou luz, hda uma medigcéo da fluorescéncia intrinseca do
tecido mineral dentario. Assim, ocorre uma diminuicdo na intensidade da
fluorescéncia com a desmineralizagado decorrente do processo de carie. J& com o
DIAGNOdent, nas regides desmineralizadas, ocorre o aumento da fluorescéncia.
Portanto, estudos com o método QLF ndo podem ser extrapolados para explicar o
modo de funcionamento do DIAGNOdent (TAM; MCCOMB, 2001).

Estudos espectroscopicos de lesdes de carie observaram um aumento na
intensidade da fluorescéncia na regidao espectral do vermelho. Esse aumento nao foi
tdo evidente em regides sadias dos dentes. O espectro de fluorescéncia foi
caracteristico de porfirinas fluorescentes, tais como a PPIX (KONIG; FLEMMING;
HIBST, 1998). O tempo de decréscimo de fluorescéncia apos retirada da luz de

excitacdo apresentou também propriedades caracteristicas da PPIX (KONIG;
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SCHNECKENBURGER; HIBST, 1999). Num outro estudo utilizando a avaliagao da
emissao de fluorescéncia do dente com excitagcao realizada com luzes de varios
comprimentos de onda, foi observado um aumento na emissao de fluorescéncia do
tecido cariado comparado ao tecido sadio do mesmo dente na regiao entre 600 e
700 nm. Essas bandas de emissao de fluorescéncia na regidao do vermelho parecem
ser originadas de porfirinas presentes na regido bacteriana (BUCHALLA, 2005).
Essas porfirinas seriam produzidas por algumas bactérias presentes na cavidade
bucal (BUCHALLA, 2005; KONIG; FLEMMING; HIBST, 1998; KONIG;
SCHNECKENBURGER; HIBST, 1999; KONIG et al., 2000).

Outros estudos demonstraram que desmineralizagdes artificiais nao
causaram diferengas de fluorescéncia significantes e que hidroxiapatita sintética néo
produziu fluorescéncia quando excitada com luz de comprimento de onda de 655
nm. Por outro lado, bactérias coletadas de lesbes de carie e seus metabdlitos
emitiram forte fluorescéncia (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001). Apds coleta de
material de tecido cariado, esse foi dissolvido e analisado por cromatografia liquida
de alta performance. Os autores encontraram a presenga de PPIX, mesoporfirinas e
coproporfirinas nas amostras (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001; LUSSI; HIBST;
PAULUS, 2004).

Outros resultados reforcam esses achados. O armazenamento dos dentes
em formol aumentou as medigbes com o DIAGNOdent, provavelmente devido a
alteragcdes de componentes protéicos (SHI; WELANDER; ANGMAR-MANSSON,
2000). Outro experimento relativamente simples foi realizado para demonstrar que
0s componentes organicos sdo 0s principais responsaveis pelo aumento da
fluorescéncia no tecido cariado. Dentes deciduos com lesdes oclusais suspeitas de

carie foram mensurados com o DIAGNOdent. Apds a avaliagao inicial, metade das
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amostras foi imersa em hipoclorito de sédio a 2 % por 24 h, e a outra metade foi
imersa em soro pelo mesmo periodo. O hipoclorito de sddio € um agente que
desnatura componentes organicos. Apds a imersao, o grupo imerso em hipoclorito
de sodio apresentou redugdo nas medigdes na ordem de 77 %, enquanto que a
reducao no grupo controle foi de apenas 20 % (MENDES; PINHEIRO; BENGTSON,
2004).

Estudos em lesdes de superficie lisa tém demonstrado que a correlagcao
entre os valores do DIAGNOdent e a profundidade das lesbes sdo maiores do que
com a perda mineral (ALJEHANI et al., 2004; MENDES et al.,, 2005b; SHiI;
TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b). Isso reforga o papel das
substancias extrinsecas no aumento da fluorescéncia. O fato do aparelho nao ser
adequado para monitorar remineralizacao in vitro (MENDES; NICOLAU; DUARTE,
2003), mas apresentar resultados satisfatorios na diferenciagao entre lesdes ativas e
inativas (PINELLI; CAMPOS SERRA; DE CASTRO MONTEIRO LOFFREDO, 2002)
e na monitoragdo da paralisacao de lesdes de superficie lisa apdés remocgédo dos
aparelhos ortodonticos (ANDERSSON et al., 2004), também reforgam esse achado.

De fato, o aumento de fluorescéncia com a utilizagdo do aparelho com
laser diodo que ocorre com o processo de carie provavelmente se deve mais as
alteragdes organicas que ocorrem pela presenca da bactéria e seus metabdlitos, do
que pela desintegracdo mineral (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001; LUSSI; HIBST;
PAULUS, 2004; MENDES; HISSADOMI; IMPARATO, 2004; MENDES; NICOLAU;
DUARTE, 2003; MENDES; PINHEIRO; BENGTSON, 2004; SHI; TRANAEUS;
ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b).

Isso explica alguns resultados obtidos nos estudos. Apesar de alguns

autores relatam que o aparelho DIAGNOdent € util para detecgao precoce de lesdes
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de carie (LUSSI et al., 1999), o aparelho tem apresentado melhor desempenho na
deteccdo de lesdes em dentina do que em esmalte (BENGTSON et al.,, 2005;
MENDES et al., 2005a; MENDES et al., 2005b; ROCHA et al., 2003). O aumento das
leituras do DIAGNOdent com a secagem das amostras pode estar relacionado ao
aumento de concentragcdo dos metabdlitos bacterianos nos sitios (MENDES;
HISSADOMI; IMPARATO, 2004).

De fato, o DIAGNOdent tem apresentado bons resultados na detecgao de
lesdes oclusais de carie em dentina. Além dessa qualidade, € um aparelho facil de
ser utilizado, portatil, quantitativo e ndo destrutivo. No entanto, o aparelho nao tem
apresentado boa precisdo na quantificacdo da perda mineral de lesdes incipientes
(MENDES et al., 2005b; SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b).
Além disso, o desempenho em lesdes iniciais de carie ndo tem se mostrado
adequado, tanto em superficies lisas (MENDES et al., 2005b), como em lesdes
oclusais (MENDES et al., 2005a). Talvez a associacdo de corantes, que emitam
fluorescéncia no comprimento de onda captado pelo DIAGNOdent, possa melhorar o
desempenho na quantificagcdo e detec¢cdo precoce de lesbes de céarie com o
aparelho.

A busca de novas alternativas que visam associar as vantagens do
DIAGNOdent a uma detecgdo precoce do processo carioso e uma melhora na
quantificacdo do conteudo mineral dessas lesbes leva a realizagdo do presente

trabalho.
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3 PROPOSIGAO

O objetivo do presente estudo in vitro foi propor a associacao do aparelho
DIAGNOdent com dois corantes fluorescentes e avaliar o desempenho dos métodos
na deteccao de lesbes de carie em superficies lisas e oclusais, avaliar a capacidade
de deteccgao precoce da desmineralizagao em superficies lisas e testar a capacidade
dos métodos em quantificar a perda mineral de lesdes de superficie lisa em dentes

deciduos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Antes do inicio da pesquisa, o projeto foi submetido e aprovado em
22/03/2004 pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo, com o parecer de numero 26/04 (Anexo A). Os dentes
utilizados na pesquisa foram doados pelo Banco de Dentes Humanos da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, ap6s aprovagdo do Comité de Etica

em Pesquisa.

4.2 Padronizagao para utilizagao dos corantes

4.2.1 escolha dos corantes e determinacao da concentragao ideal

A selecao inicial dos corantes utilizados na pesquisa foi feita baseada na
literatura e nas propriedades quimicas dessas substancias. Um dos corantes
selecionados foi a 5, 10, 15, 20—Tetrakis(1-metil-4-piridil)-21H, 23 H-porfina, tetra-p-
tosilato ou tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (TMPyP). Outra porfirina selecionada foi o

sal dissddico de 3, 7, 12, 17—tetrametil-8, 13-divinil-2, 18-porfina- acido dipropiénico
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ou Protoporfirina IX (PPIX). A partir da selecdo desses dois corantes, estudos foram
realizados para escolha da melhor concentragao dessas substancias.

Assim, solugbes com varias concentragdes dos corantes TMPyP (Aldrich,
Milwaukee, EUA) e PPIX (Aldrich, Milwaukee, EUA) foram formuladas com agua
deionizada. Era realizada a tomada de 0,4 ml de solucdo com diferentes
concentracdes e colocadas em cubetas de quartzo de 1 ml, com caminho 6ptico de 1
cm. O aparelho DIAGNOdent com a ponta B foi utilizado. Inicialmente, o aparelho
era calibrado no padrao de ceramica, e a ponta era encostada perpendicularmente
na parede da cubeta, sendo registrado o valor aferido pelo aparelho. Isso foi repetido
até achar a faixa de concentragcdo da TMPyP e da PPIX em que o aparelho era apto
a fazer a leitura (ou seja de 0 a 99).

Solugdes de diferentes concentracbes com os dois corantes foram
formuladas dentro da faixa em que o aparelho era capaz de medir. Dessa forma, trés
medicbes foram realizadas com o DIAGNOdent nas cubetas com diferentes
concentragdes (em duplicata), da forma descrita acima. Os valores do DIAGNOdent
em cada concentracdo foram colocados num grafico de disperséo e analise de
regressao linear foi realizada para observar se havia uma correlagéo linear das
medi¢cbes do aparelho e aumento da concentragdo dos corantes. Foi escolhida a
concentragao dos corantes em que as medigdes com o DIAGNOdent eram altas,
mas nao extrapolavam o limite do aparelho. Depois, essa concentracao foi testada
num estudo piloto, em lesdes de carie artificial, lesdes de carie natural e dentes
higidos, para avaliar se naquela concentragado previamente selecionada, havia um
bom desempenho na diferenciagao dessas lesodes.

A faixa de concentragdao da TMPyP que o DIAGNOdent conseguiu medir

foi de 0,01 a 0,2 mM, e houve uma relacao linear entre os valores do DIAGNOdent e
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as diferentes concentragbes do corante (Figura 4.1). Inicialmente a concentracao
escolhida foi de 0,1 mM, mas apdés o estudo piloto, observou-se um melhor
desempenho com uma concentragcao de 0,2 mM. Dessa forma, ficou definido que a

melhor concentragao da TMPyP utilizada em nosso estudo era de 0,2 mM.
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Figura 4.1 — Grafico de dispersdo entre as medidas com o DIAGNOdent e solugbes com diferentes
concentragdes de tetrakis (N-metilpiridil) porfirina dissolvidas em agua deionizada

Para a PPIX, foi observado um menor rendimento do aparelho, ou seja,
valores mais baixos em concentracdes mais altas. Foi notado que as medidas nao
passavam de 50, mesmo em concentracbes de 12 mM. Em virtude desses
resultados obtidos no estudo piloto, e das caracteristicas nao tao hidréfilicas do
corante, foram realizados alguns testes dissolvendo o produto em diferentes
propor¢gdes de dimetil sulfoxido (DMSO) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e agua.

Dessa forma, foi observado um melhor rendimento do aparelho com a PPIX quando
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o corante era dissolvido em DMSO e agua, numa proporg¢ao de 1:1. Os estudos
subsequentes foram realizados utilizando esse meio como solvente. Dessa forma, o
aparelho conseguiu obter um melhor rendimento e a faixa de concentracédo do
corante que o DIAGNOdent conseguiu medir foi de 1 a 6 mM. Os valores foram
colocados em um grafico de disperséo, e a analise de regressao linear mostrou uma

correlagao entre os valores e a concentragado de PPIX (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Grafico de dispersdo entre as medidas com o DIAGNOdent (DD) e solugbes com
diferentes concentragbes de Protoporfirina IX (PPIX) dissolvidas em dimetil sulféxido e
agua deionizada

A concentracédo de 4 mM de PPIX dissolvida em DMSO e agua foi testada
em dentes com carie artificial, natural e dentes higidos, e demonstrou um bom
desempenho na diferenciagao dessas lesdes. Assim a concentracdo de 4 mM para a
PPIX ficou definida e foi utilizada em todo estudo.

Apoés verificagdo do melhor desempenho com a PPIX dissolvida em
DMSO e agua, alguns testes foram realizados com a TMPyP dissolvida em DMSO e
agua, na mesma propor¢ao (1:1). Quando foram realizadas medigdes das solugdes
de 0,2 mM de TMPyP dissolvida em agua e DMSO, essas foram mais baixas do que
a mesma concentracdo do corante dissolvido apenas em agua. Aléem disso, a

incorporagao do corante dissolvido em agua nas lesdes artificiais e naturais de carie
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foi muito mais efetiva do que quando a TMPyP era dissolvida em DMSO e agua
(valores menores do DIAGNOdent). Por esses motivos, mantivemos a concentragao

da TMPyP em 0,2 mM dissolvida apenas em agua deionizada durante todo estudo.

4.2.2 modo de utilizacdo dos corantes

Em todos os experimentos, as amostras foram mantidas em agua antes
da medigado. Para a utilizagdo dos corantes, as amostras foram retiradas da agua,
secas por 5 s com papel de filtro e imersas em 5 ml do corante durante 60 s. Apds
esse periodo, os dentes foram retirados e o0 excesso do corante foi removido através
de dois mergulhos rapidos em agua destilada. Apds a retirada do excesso do
corante, as amostras foram secas por 5 s com papel de filtro antes das medi¢des
com o DIAGNOdent, exceto nas superficies oclusais, onde os dentes foram secos

por 3 s com seringa triplice.

4.3 Pesquisas aplicadas com o DIAGNOdent

4.3.1 selecao e preparo da amostra



76

Para todos os experimentos, foram utilizados dentes deciduos. Para
avaliacdo dos dentes com superficies higidas, foram selecionados 20 caninos
deciduos higidos. Os dentes foram examinados com lupa (2 X) para verificacdo da
auséncia de trincas, defeitos de esmalte ou manchas. Foi realizada profilaxia com
taca de borracha em motor de baixa rotacdo, utilizando uma mistura de pedra pomes
e agua. Os dentes foram lavados em agua corrente por uma hora. Os caninos foram
entdo separados no sentido vestibulo-lingual em duas metades com ponta
diamantada e caneta de alta rotagcdo. A metade esquerda de cada dente foi utilizada
para os experimentos com o corante TMPyP, e a metade direita para a PPIX.

Para a avaliagao dos métodos com o DIAGNOdent associado ou ndo aos
corantes na deteccdo e quantificacdo de lesdes de carie artificial, foram
selecionados 45 caninos deciduos, que foram previamente examinados com lupa da
forma descrita acima. Os dentes foram submetidos aos mesmos procedimentos de
profilaxia e lavagem, e também foram separados em duas metades, sendo a metade
esquerda destinada a avaliagdo com a TMPyP e a metade direita com a PPIX.

Outros 40 caninos deciduos higidos foram selecionados para o
experimento para avaliagdo dos métodos na deteccéo precoce da perda mineral
decorrente de carie dentaria. Esses dentes foram submetidos aos mesmos
procedimentos de inspecéo, profilaxia e separagdo dos dentes e utilizados para as
finalidades acima descritas.

Para a avaliagdo dos métodos no desempenho da detecgao de lesdes de
carie oclusal, 81 molares deciduos com pelo menos um sitio oclusal suspeito de ter
lesdo cariosa foram selecionados. Os dentes foram separados aleatoriamente,
sendo 40 dentes selecionados para a utilizagdo com a TMPyP, e os outros 41

molares foram utilizados para a avaliagdo com o aparelho associado a PPIX.
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Foi realizada profilaxia com escova Robinson e mistura de pedra pomes e
agua em baixa rotacado e os dentes foram lavados com agua corrente. As amostras
foram numeradas e fotografadas com maquina digital. A escolha dos sitios foi feita
por inspecao visual nos dentes, e os locais selecionados foram indicados na
fotografia impressa para orientagcdo das avaliagcbes. Um ou dois sitios foram
escolhidos em cada dente. Apds essa selecao, foram considerados a avaliacdo de
57 sitios com o DIAGNOdent associado ou ndo a TMPyP e 57 sitios para a

avaliacdo com a PPIX.

4.3.2 modo de utilizagdo do DIAGNOdent

Para as afericbes em todos os experimentos, foi utilizado um mesmo
aparelho de fluorescéncia induzida por laser diodo, o DIAGNOdent. Para as
avaliagcbes em superficies lisas (avaliagdo em superficies higidas, deteccdo e
quantificacao de lesbes de carie artificial e avaliagdo do desempenho na detecgéo
precoce), a ponta B foi utilizada. Para o experimento em lesdes oclusais, foi
empregada a ponta A do aparelho.

Em todas avaliagbes, o aparelho era previamente calibrado no padrao de
ceramica com valor de fluorescéncia estavel e conhecida, como indicado pelo
fabricante. Uma nova calibracdo no padrdo de ceramica era realizada a cada dez
amostras examinadas. A medigao era realizada com a ponta encostada na superficie
do dente, sem que pressao fosse exercida. No caso das avaliagdes em lesdes

cariosas em superficies lisas, a ponta era percorrida, em posi¢ao perpendicular a
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superficie, em toda a lesdo e na borda da lesdo com a superficie higida. Na
superficie higida, a ponta era levada por toda superficie vestibular. Na superficie
oclusal, a ponta era posicionada perpendicularmente ao sitio, € movimentos
pendulares eram realizados. O valor maximo era registrado em todas as medigoes.
Sempre eram feitas trés medi¢cdes independentes, e a média dos valores maximos
obtidos com o DIAGNOdent em cada local era calculada.

A calibragdo numa superficie higida do dente previamente a avaliagdo do
local da lesdo, como € indicado pelo fabricante, foi realizada apenas na afericao das
superficies oclusais. Dessa forma, antes da avaliacdo do sitio suspeito, a ponta do
aparelho era posicionada sobre a superficie vestibular, num local sem lesédo de carie,
e o aparelho era zerado eletronicamente nessa superficie. Essa calibragdo na
superficie higida era feita de forma independente no aparelho associado ou ndo ao
corante, ou seja, nas avaliagdes feitas com o corante, a calibracao era feita apos a
retirada do dente do corante. Para a avaliacdo das lesdes de carie artificial essa

calibragdo numa superficie higida n&o foi realizada.

4.3.3 avaliagcao do uso de corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent sobre

superficies dentarias higidas

Esse experimento foi realizado para se obter parametros dos valores do
DIAGNOdent sem e com os corantes em superficies higidas. Esses valores foram
utiizados como padrdo de auséncia de lesdao de carie para a avaliacdo do

desempenho dos métodos na detecgdo de lesdes artificiais e da perda mineral
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precoce. Essas avaliacbes sobre superficies higidas ndo foram consideradas para o
trabalho com lesdes oclusais.

As metades esquerdas de 20 caninos deciduos foram utilizadas para
avaliacdo do aparelho associado ou ndo a TMPyP, e as metades direitas com a
PPIX. Inicialmente as amostras foram avaliadas com o DIAGNOdent sem a
utilizagcado dos corantes, em toda a superficie vestibular, registrando-se a média de
trés medicbes em cada amostra. Apos as medig¢des iniciais, os dentes foram
avaliados apdés a imersdao nas porfirinas (TMPyP e PPIX), como descrito
previamente, sendo os valores novamente registrados. Esses valores serviam para

as analises subsequentes em lesdes de carie artificial.

4.3.4 avaliagdo do uso de corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent para

deteccédo e quantificacdo de lesdes de carie artificial em esmalte

Apds a secao e limpeza dos 45 caninos deciduos higidos, estes foram
isolados com verniz acido resistente, exceto em uma janela retangular de 2 x 3 mm,
posicionada no terco médio da superficie vestibular do dente. Nessas regides, foram
formadas lesdes de carie artificial. Os dentes foram divididos em trés grupos, de
acordo com o tempo de formagao da leséo de carie artificial.

Para a formacao das lesdes de carie artificial, as amostras foram imersas
em uma solugao subsaturada com relagcéo a hidroxiapatita durante 8, 12 e 16 dias
(15 amostras de cada lado do dente para cada periodo de formagao das lesdes). A

solugéo era composta de CaCl, 2,2 mM; NaH,PO4 2,2 mM; acido acético 0,05 M e o
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pH ajustado para 4,8, por meio de solucdo de KOH 1M. Todos os reagentes eram
pré-analise (Merck, Darmstadt, Alemanha) e as solu¢des preparadas com agua
deionizada. As amostras permaneceram imersas individualmente em 10 ml da
solucdo. A cada 4 dias a solugcao era renovada. Uma aliquota de 3 ml era retirada da
solucao em que o dente permaneceu por 4 dias, misturada com 3 ml de acido nitrico
a 10 %, e armazenada em geladeira para posterior analise do conteudo de calcio
perdido pelo dente. A cada troca, 5 frascos com 10 ml da solugcédo era armazenada
durante o mesmo periodo, sem a colocagdao de nenhuma amostra no interior. Ao
final dos 4 dias, aliquotas dessas solugdes foram tomadas da mesma forma com a
finalidade de avaliar o conteudo de calcio da solucio inicial.

Esses procedimentos foram repetidos até 16 dias, de forma que as
ultimas lesdes fossem formadas. Ao final do ciclo de desmineralizagdo, as janelas
foram analisadas em lupa com luz refletida (10 X de aumento), e as imagens foram
armazenadas em um computador. Dessa forma, foi realizada a medi¢céo da area do
tamanho das janelas em mm?, com auxilio de um analisador de imagens (Leica
Qwin, Leica microsystems, Heidelberg, Alemanha). Essa medigéo foi realizada para
posterior calculo da quantidade de calcio perdida por area de esmalte exposto.

Para avaliacdo das lesdes artificiais com o DIAGNOdent, o verniz acido
resistente foi removido. Inicialmente foram realizadas trés medicdes com o aparelho
(ponta B) sem a utilizagdo de corante, varrendo a lesdo e a borda entre lesdo de
carie e superficie higida. A mensuragao foi realizada apés secagem da superficie
com papel de fitro por 5 s, apdés a retirada da amostra da solugdo de
armazenamento. A média das trés medi¢cdes realizadas em cada amostra foi

registrada.
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Apods a medigao sem o corante, as metades esquerdas dos caninos foram
imersas em 5 ml de solugéo a 0,2 mM de TMPyP por 60 s, retiradas e mergulhadas
em agua destilada, secas por 5 s com papel de filtro e avaliadas com a ponta B do
DIAGNOdent, como descrito para a avaliagdo sem o corante. A média das trés
medicdes foi calculada.

Da mesma forma, as metades direitas foram colocadas em 5 ml de
solugdo a 4 mM de PPIX e apds a retirada do excesso e secagem com papel de
filtro, avaliadas com o DIAGNOdent. Apds todas as avaliacbes, as lesdes foram
secionadas no centro com disco diamantado de 0,3 mm de espessura refrigerado
com agua, acoplado a maquina de cortar dentes (Labcut 1010, Extec Co., CT, EUA),
para confecgcdo das laminas para avaliagdo da profundidade das lesbes em

microscopia de luz polarizada.

4.3.5 avaliagdo do uso de corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent para

deteccao precoce de lesdes de carie

Os 40 caninos deciduos selecionados, apos limpeza e separagdo em
duas metades, foram isolados com verniz acido resistente, exceto em uma janela
retangular de 2 X 3 mm no tergco médio da superficie vestibular de cada dente. As
amostras destinadas a avaliagdo com os dois corantes foram divididas em 4 grupos.
O primeiro grupo foi submetido ao desafio cariogénico por 12 h, o segundo por 24 h,
o terceiro por 48 h e o quarto por 96 h. Os dentes foram imersos individualmente em

5 ml de solugdo desmineralizadora (pH = 4,8). Apds os periodos determinados, as
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amostras foram retiradas das solugdes e o liquido foi armazenado em geladeira com
quantidade igual de &acido nitrico a 10 %. A solugdo desmineralizadora, sem a
imersao de dentes, foi também armazenada.

Foi realizada a avaliagdo das janelas em lupa (10 X), e a area das lesdes
medida com auxilio de analisador de imagens. Apds essa analise, o verniz foi
removido, e foram realizadas medicdes com o DIAGNOdent nessas amostras sem
os corantes, e depois com a utilizacdo dos corantes, da mesmo modo como foi

descrito anteriormente.

4.3.6 avaliagdo do uso de corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent para

detecgao de lesdes naturais de carie oclusal

Foram selecionados 57 sitios suspeitos em 40 molares deciduos que
foram submetidos a detecgcdo com o DIAGNOdent sem a utilizagdo da TMPyP e
depois com a utilizagdo da porfirina. Outros 57 sitios em 41 molares deciduos foram
avaliados com o DIAGNOdent sem e com a PPIX.

Para esse experimento, a ponta A do aparelho foi utilizada. Depois da
calibragdo do aparelho no padrao fornecido pelo fabricante, foi realizada a calibragéo
numa superficie higida do dente. Nas avaliagbes com as porfirinas, a calibragéo era
realizada apdos a imersédo nos corantes.

Para correto posicionamento da ponta do aparelho em todas as

medigdes, os sitios foram demarcados em fotos impressas dos dentes. A avaliagao



83

inicialmente foi realizada com o DIAGNOdent apds secagem com seringa triplice por
3 s. A média de trés medi¢cées em cada sitio foi registrada.

Apds as medicdes sem o corante, os dentes foram imersos em solugao a
0,2 mM de TMPyP (5 ml) e em 5 ml de uma solugdo a 4 mM de PPIX por 60 s,
retirados e mergulhados em agua destilada, e secos por 3 s com jato de ar
proveniente de seringa triplice. A média dos valores maximos em cada sitio foi
calculada. Apds as mensuragcdes com o DIAGNOdent, os sitios foram cortados no
sentido vestibulo-lingual em fatias de 300 um com disco diamantado de 0,3 mm de
espessura refrigerado por agua em maquina de cortar dentes, polidos em lixas
d’agua numero 600 e 1200, para analise em lupa estereoscopica visando a

determinacao da profundidade das lesdes.

4.4 Validacao das lesoes de carie

4.4 .1 analise da quantidade de calcio perdido por amostra

Para o experimento de avaliacdo do desempenho e quantificagdo de
lesdes de carie artificial com os métodos propostos, dois tipos de validagdo foram
realizados. Durante a formacédo das lesdes, as solugdes eram trocadas a cada 4
dias. Dessa solugdo em que os dentes permaneceram imersos durante os 4 dias,
uma aliquota de 3 ml era retirada, adicionado 3 ml de acido nitrico a 10 % e

armazenado em geladeira. Essa solugao foi analisada com relagdo a concentragéo
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de calcio através de espectrometria de emissao atdmica com fonte de excitacéo de
argbnio induzido, usando um espectrofotdmetro sequencial (Spectroflame, Spectro
Analytical Instruments, Kleve, Alemanha). A concentragcado de calcio da solugdo sem
a imersao dos dentes foi calculada usando o mesmo método. Para analise da
quantidade de calcio perdido de cada amostra, a concentracdo avaliada da aliquota
da solucao no qual permaneceu imerso cada dente durante 4 dias foi subtraida da
média da concentracdo de calcio da solucdo desmineralizadora. Esse valor foi
somado as concentracbes de calcio obtidas nos outros periodos de
desmineralizagao, obtendo-se assim a quantidade perdida de caélcio total (em ppm)
de cada amostra. Esses valores foram divididos pela area da janela exposta a
desmineralizagdo, que foi avaliada em lupa com aumento de 10 X, com auxilio de
um analisador de imagens (Leica Qwin). Dessa forma, a medida de calcio perdido de
cada amostra foi calculada em ppm/mm?.

Esse tipo de analise foi realizado também para a quantidade de calcio
perdido por amostra no experimento de avaliacido da deteccéo precoce. No entanto,
foi adicionada uma quantidade de 5 ml de acido nitrico a 10 % aos 5 ml de solugéo

desmineralizadora em que permaneceram imersas as amostras.

4.4.2 avaliagado da profundidade das lesdes de carie artificial

A avaliagdo da profundidade das lesdes de carie artificial de esmalte foi
feita através de microscopia de luz polarizada. As lesdes eram secionadas com

disco diamantado em maquina de cortar dentes, sob refrigeragdo por agua, em fatias
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de aproximadamente 300 um de espessura. Essas se¢bes eram manualmente
polidas com lixas d’agua numero 400, 600, 1.200 e 4.000 e coladas em laminas de
vidro. As se¢des eram desgastadas com lixas d’agua de granulagdo decrescente
(400, 600, 1.200 e 4.000) até a espessura aproximada de 100 um, mensurada com
paquimetro digital.

Para o exame das laminas, foi utilizado um microscépio optico Zeiss
(Alemanha), com uma camera CCD acoplada. As imagens eram geradas
diretamente no monitor do computador, em um programa de analise de imagens
Leica Qwin. O exame foi feito com luz transmitida polarizada e com auxilio de placa
de quartzo.

O meio de embebi¢cdo para as analises foi agua destilada. As laminas
foram examinadas com aumento de 50 X. A profundidade das lesdes foi mensurada
através do programa de analise de imagens. O contraste entre o corpo da leséo e o
esmalte higido era detectado, e o programa fazia a medicdo da profundidade das
lesbes em um. Esse tipo de avaliagdo foi realizado apenas para avaliacédo da
profundidade das lesdes artificiais formadas por 8 a 16 dias, no experimento para

avaliacao do desempenho e quantificacéo das lesdes artificiais em esmalte.

4.4.3 Avaliagao da extensao das lesdes de carie oclusal

Para avaliagdo da extensdo das lesdes oclusais de carie, segcbes de
aproximadamente 300 um de espessura foram realizadas no sentido vestibulo-

lingual, passando pelos sitios avaliados com o DIAGNOdent. Estas se¢des foram
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avaliadas de forma independente por dois examinadores treinados, em lupa
estereoscépica com aumento de 16 a 32 X de magnificagdo. Os examinadores foram
orientados a considerar o local de maior extensdo em cada sitio examinado. Em
caso de divergéncia entre os examinadores, as analises foram refeitas em conjunto
até que os avaliadores chegassem a um consenso.

As lesdes foram classificadas em uma escala de 5 escores: DO = sem
lesdo de cérie; D1 = leséo de carie limitada a metade externa do esmalte; D2 = lesao
de carie se estendendo na metade interna do esmalte, sem ultrapassar a jungéo
amelodentinaria; D3 = lesdo de carie limitada a metade externa da dentina; e D4 =

lesdo de carie envolvendo a metade interna da dentina.

4.5 Analise estatistica

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade
(distribuicdo normal) das amostras.

Para o experimento de desempenho na detecgdo e quantificacdo de
lesbes de carie artificial com os diferentes métodos, foi realizada analise de variancia
(ANOVA) para comparagao entre os valores obtidos com o DIAGNOdent sem e com
os corantes nas avaliagbes dos dentes higidos e nas lesbes de carie artificial
formadas em 8, 12 e 16 dias. Essa analise serviu para avaliar também a quantidade
de caélcio perdido e a profundidade das lesbes de carie nas amostras nos diferentes

periodos de formacéo de lesdo. Em caso de diferenga estatisticamente significante,
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foi utilizado o teste complementar de Tukey para analisar onde as diferencas
estavam presentes.

A analise de correlacdo de Spearman foi realizada para avaliar a relagao
entre as medicoes do DIAGNOdent com e sem os corantes e o tempo de
desmineralizagao (0, 8, 12 e 16 dias) das lesdes artificiais de carie. Foi feito também
teste de correlagdo de Pearson entre os valores obtidos com o DIAGNOdent com e
sem as porfirinas associadas e a quantidade de calcio perdido e profundidade das
lesdes artificiais de carie de cada amostra. Para esse experimento, também foi
realizada uma analise ROC para os métodos utilizando o DIAGNOdent com e sem
os corantes. Como a andlise ROC necessita de uma amostra dicotomizada com
relacdo a presencga da doencga, os valores obtidos nas mensuragdes em superficies
higidas foram considerados como auséncia de lesdo de cérie, e os valores obtidos
nas medi¢cdes sobre as lesdes de carie artificial formadas durante 8, 12 e 16 dias
foram considerados como presenca de lesao de céarie. Na analise ROC, foi realizado
o célculo da area sob a curva ROC de cada método. A comparagao entre as areas
sob as curvas ROC de cada método foi realizada usando um teste estatistico ndo
paramétrico apropriado para amostras formadas por valores continuos (HANLEY;
MCNEIL, 1983). Foi realizada também a determinagdo do melhor ponto de corte
entre dentes higidos e presenca de lesbes de carie para cada método através da
analise ROC. Utilizando esses pontos de corte, a sensibilidade, especificidade e
acuracia de cada método foram calculadas. A comparagao entre esses valores dos
diferentes métodos de detecg¢ao das lesdes foi realizada com o teste de McNemar.

Para o experimento de detecgcdo precoce, ANOVA complementada pelo
teste de Tukey foi feita para comparagao dos valores obtidos com o DIAGNOdent

(com e sem corantes), bem como a quantidade de calcio perdido nos diferentes
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tempos de inducao do desafio cariogénico (0, 12, 24, 48 e 96 h). Teste de correlacao
de Pearson foi realizado entre os valores obtidos com o DIAGNOdent e a quantidade
de calcio perdido. Foi realizada também analise ROC para determinar com quanto
tempo de indugdo do desafio cariogénico, os métodos testados eram capazes de
detectar as alteracbes minerais. Para essas duas ultimas analises, num primeiro
momento, as amostras foram separadas de acordo com o tempo de
desmineralizacdo, para poder discriminar melhor com quanto tempo de
desmineralizacdo os métodos apresentaram bom desempenho. Apds essa analise,
as amostras foram todas agrupadas e teste de correlagdo de Pearson e analise ROC
foram realizadas para avaliar a performance dos métodos em toda a amostra.

A comparagao entre as areas sob a curva ROC, bem como escolha do
melhor ponto de corte de cada método e calculo e comparagdo dos valores de
sensibilidade, especificidade e acuracia foram feitos da mesma forma como foi
descrita para o experimento anterior.

Para o estudo com lesbes oclusais, analise ROC foi realizada para
escolha dos melhores pontos de corte em dois limiares de detecgdo — lesao inicial
em esmalte (D1) e lesdo em dentina (D3). Dessa forma, para o limiar D1, as
amostras foram divididas em dentes higidos = DO; dentes com les&o de cérie = D1,
D2, D3, D4, enquanto que para o limiar de detecgao D3, foram considerados DO, D1,
D2 = dentes higidos; D3, D4 = dentes com lesao de cérie. Para esses dois limiares,
foram calculadas as areas sob a curva ROC e comparagdes entre os métodos foram
realizadas. Valores de sensibilidade, especificidade e acuracia foram também
calculados usando os valores de ponto de corte obtidos pela analise ROC, e a

comparagao desses parametros entre os métodos foi feita pelo teste de McNemar.
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Para todos os testes estatisticos realizados, nivel de significancia de 5 %

foi adotado.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao do uso de corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent

para detecgao e quantificagao de lesd6es de carie artificial em esmalte

Os resultados da comparacao entre os valores de calcio perdido pelas
amostras submetidas a desmineralizagao artificial, entre a profundidade das lesdes
formadas, e as medigdes com o DIAGNOdent sem o corante e associado a TMPyP
em dentes higidos e lesdes artificiais formadas por 8, 12 e 16 dias estdo expressos
na tabela 5.1. Apds os experimentos de carie artificial, uma amostra com 12 dias de
formacdo e trés com 16 dias foram excluidas devido a dissolucdo da camada
superficial. As medigdes com o DIAGNOdent foram realizadas sobre as demais
amostras. Apdés a preparagcado das laminas para avaliagdo em microscopia de luz
polarizada, mais trés lesdes foram perdidas (duas com 8 dias e uma com 16 dias de
desmineralizagdo). Pode-se observar que houve diferenga entre a quantidade de
célcio e a profundidade das lesdes de carie formadas em 8 dias e as formadas por
mais tempo. Com relagdo as medi¢des, os valores do DIAGNOdent ndo mostraram
diferencga significante entre dentes higidos e lesdes artificiais, exceto com as lesdes
de 16 dias. Ja com a TMPyP, os valores do DIAGNOdent foram significantemente

maiores nas lesoes artificiais comparadas aos dentes higidos (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 — Comparacao entre os valores de profundidade das lesdes, perda de calcio (Ca), valores
do aparelho DIAGNOdent (DD) sem o corante, e com a tetrakis (N-metilpiridil) porfirina
(DD TMPyP) entre lesbes com diferentes tempos de indugéo de carie artificial. Média +
DP (n)

Tempo de Profundidade Perda de Ca

_ L ) DD DD TMPyP
desmineralizagéo (um) (ppm/mm?)
3,3+0,9 6,2+2,0
Dentes higidos
(20) a (20) a
. 102,7+31,5 6,24 £+1,91 3,3+0,6 21,4 +£6,5
8 dias
(13)a (15) a (15) a (15) b
_ 155,6 £58,9 10,74 £ 3,54 34+0,7 26,8 £6,9
12 dias
(14) b (14) b (14)a, b (14) b
_ 157,4 £556 13,70 + 4,71 43+14 27,4 +8,2
16 dias
(1) b (12) b (12) b (12) b

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre os valores da

mesma coluna

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi calculado entre os valores
obtidos com o DIAGNOdent e DIAGNOdent associado a TMPyP nas lesées com
diferentes tempos de formacéo. Foi obtido um coeficiente de correlagéo de 0,294 (p
< 0,05) (Figura 5.1) entre as medidas sem o corante, e um coeficiente maior com as

leituras realizadas com o corante (rs = 0,786, p < 0,001) (Figura 5.2).
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Figura 5.1 — Relacao entre as leituras realizadas com DIAGNOdent (DD) e as lesdes formadas com

diferentes tempos de desmineralizagdo. Rs = coeficiente de correlagdo de Spearman
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Figura 5.2 — Relagéo entre as leituras realizadas com DIAGNOdent associada a tetrakis (N-
metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) e as lesbes com formadas com diferentes tempos de
desmineralizagido. Rs = coeficiente de correlagdo de Spearman
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O grafico de dispersao entre os valores do DIAGNOdent sem o corante e

os valores com o0 DIAGNOdent associado a TMPyP com os valores de calcio perdido
pelas amostras durante a inducéo de carie estdo representados na figura 5.3. O
coeficiente de correlacdo de Pearson entre as medidas sem o corante e a
concentragdo de calcio foi de 0,044 (p > 0,05), enquanto que o coeficiente de
correlagdo entre as medidas do aparelho com o TMPyP e a concentragdo de calcio

foi de 0,476 (significante ao nivel de 1 %).
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Figura 5.3 — Grafico de disperséo entre os valores do DIAGNOdent sem o corante (DD) e os valores
do DIAGNOdent com tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) e a concentragéo de
célcio perdido por cada amostra durante a formagao das lesdes artificiais de carie

Na figura 5.4 estda representado o grafico entre os valores do
DIAGNOdent sem e com a TMPyP e a profundidade das lesdes artificiais de carie. O

coeficiente de correlacdo de Pearson entre as medi¢des feitas com o aparelho sem a
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utilizagcado do corante foi de 0,190 (p > 0,05). Ja as avaliagbes com o DIAGNOdent

associado ao uso da TMPyP foi de 0,593 (p < 0,001).
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Figura 5.4 - Grafico de disperséo entre os valores do DIAGNOdent sem o corante (DD) e os valores o
DIAGNOdent associado a tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) com a
profundidade das lesdes artificiais de carie

A performance dos métodos com DIAGNOdent e DIAGNOdent associado
a TMPyP na diferenciacdo de dentes com lesbes de carie artificial e dentes higidos

esta representado na analise ROC, através das curvas ROC no grafico (Figura 5.5).
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Figura 5.5 — Curvas ROC representando o desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e
DIAGNOdent associado a tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) na
diferenciacao entre dentes com lesdes artificiais de carie e dentes higidos

Os pontos de corte de ambos os métodos para diferenciagao entre dentes
higidos e dentes com lesbes de carie artificial, bem como valores de sensibilidade,
especificidade, acuracia (com os pontos de corte determinados na tabela) e area sob
a curva ROC (Az) estado apresentados na tabela 5.2. Os resultados indicaram que o
desempenho do método com o DIAGNOdent associado a TMPyP utilizando um
ponto de corte de 10,3, apresentou uma performance excelente na deteccédo de

lesdes de carie artificial na nossa amostra (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 — Pontos de corte para diferenciagao entre dentes com lesdo de carie artificial e dentes
higidos e desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent associado a
tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) na detecgéo de lesdes artificiais de carie
expressos em sensibilidade, especificidade, acuracia e area sob a curva ROC (Az)

Pontos de
Métodos Sensibilidade Especificidade Acuracia Az
corte
DD > 3,0 0,634 a 0,600 a 0,623 a 0,624 a
DD TMPyP >10,3 1,000 b 1,000 b 1,000 b 1,000 b

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre valores na mesma

coluna

Os resultados dos experimentos de deteccao e quantificacdo de carie
artificial com o DIAGNOdent associado a outra porfirina, a PPIX estdo apresentados
a seguir. Na tabela 5.3 estdo apresentados os valores de calcio perdido pelas
amostras durante a inducéo de carie artificial e profundidade das lesdes artificiais de
carie com diferentes tempos de desmineralizagcdo, bem como medidas do
DIAGNOdent sem e com a PPIX em dentes higidos e dentes com lesdes artificiais
de carie formadas com 8, 12 e 16 dias. Nesse experimento, houve exclusdo de trés
amostras pelos mesmos motivos descritos anteriormente (duas formadas em 12 dias
e uma em 16 dias). Apos o preparo das laminas, mais uma lesdo de 8 dias e duas
de 16 dias foram perdidas. Podemos observar que houve um aumento
estatisticamente significante entre os valores de calcio com o aumento do tempo de
desmineralizagdo, bem como da profundidade das lesbes de carie artificial, nas
lesbes formadas com 16 dias. Nao houve diferenca estatisticamente significante

entre as medicées com o DIAGNOdent sem o corante. Ja com o aparelho associado
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a PPIX, houve um aumento significante nas medi¢des das lesbes de carie de 8 e 12

dias comparadas as medi¢gbes dos dentes higidos, bem como um aumento na

medicao das lesdes de 16 dias comparadas as demais avaliagdes.

Tabela 5.3 — Comparagéao entre os valores de profundidade das lesbes, perda de calcio (Ca), valores
do aparelho DIAGNOdent (DD) sem o protoporfirina IX, e com a protoporfirina IX (DD
PPIX) entre lesbes com diferente tempo de indugao de carie artificial. Média + DP (n)

Tempo de Profundidade  Perda de Ca
, . 2 DD DD PPIX
desmineralizacdo (um) (ppm/mm?®)
Dentes higidos 30+1.2 66+20
(20) a (20) a
_ 95,4 + 32,6 4,86 + 2,26 34+06 98+39
8 dias T .
(14) a (15) a (15) a (15) b
] 112,2 £ 41,3 10,99 £ 5,12 35+06 119+28
12 dias e e
(13)a (13)b (13) a (13)b
] 157,2 + 37,9 16,02 + 8,98 37+009 16.1 + 2.8
16 dias e e
(12) b (14)c (14) a (14) c

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre os valores da

mesma coluna

Foi observado um valor de coeficiente de correlagdo de Spearman baixo

(embora significante) entre as medidas realizadas com o DIAGNOdent sem o

corante nas lesbes formadas com diferentes tempos de desmineralizagdo (rs =

0,330, p < 0,01) (Figura 5.6). Ja com o aparelho associado a PPIX, o coeficiente de

correlagdo foi maior (rs = 0,801, p < 0,001) (Figura 5.7).
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Figura 5.6 — Relagado entre as leituras realizadas com DIAGNOdent (DD) sem corante e as lesbes
formadas com diferentes tempos de desmineralizacdo. Rs = coeficiente de correlagéo
de Spearman
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Figura 5.7 — Relagéo entre as leituras realizadas com DIAGNOdent associado a protoporfirina IX (DD
PPIX) e as lesdes formadas com diferentes tempos de desmineralizacdo. Rs =
coeficiente de correlagdo de Spearman



99

O grafico de dispersao entre as medidas do DIAGNOdent sem o corante e

com a PPIX e a quantidade de calcio perdido nas amostras desmineralizadas
artificialmente estdo apresentados na figura 5.8. O coeficiente de correlagdo de
Pearson entre os valores de DIAGNOdent e a concentragao de calcio foi de 0,019 (p
> 0,05), enquanto que o coeficiente de correlagdo entre as medidas do DIAGNOdent

associado a PPIX foi de 0,643 (p < 0,001).
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Figura 5.8 — Grafico de dispersao entre os valores do DIAGNOdent sem o corante (DD) e os valores
do DIAGNOdent com protoporfirina IX (DD PPIX) e a concentragdo de calcio perdido por
cada amostra durante a formagao das lesdes artificiais de carie

O coeficiente de correlacdo de Pearson entre os valores do DIAGNOdent
sem a porfirina e a profundidade das lesdes artificiais de carie avaliadas por
microscopia de luz polarizada foi de 0,057, e nao apresentou significancia

estatistica. Ja os valores do aparelho com a PPIX apresentaram um coeficiente de



100

correlagao de Pearson com a profundidade das lesdes de carie de 0,697 (p < 0,001)

(Figura 5.9).
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Figura 5.9 - Grafico de dispersao entre os valores do DIAGNOdent sem o corante (DD) e os valores
do DIAGNOdent com protoporfirina IX (DD PPIX) e a profundidade das lesbes artificiais

de carie
As curvas ROC que demonstram o desempenho dos métodos

DIAGNOdent e DIAGNOdent associado a PPIX estdo apresentados na figura 5.10.

Através das curvas, podemos verificar uma melhor performance com o método

associado a porfirina.
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Figura 5.10 — Curvas ROC representando o desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e
DIAGNOdent associado a protoporfirina IX (DD PPIX) na diferenciagéo entre dentes
com lesdes artificiais de carie e dentes higidos

Na tabela 5.4 estao representados os pontos de corte para diferenciacio
entre lesdes de carie artificial e dentes higidos dos métodos com DIAGNOdent e
DIAGNOdent com PPIX. Os valores de sensibilidade, especificidade e acuracia
usando os pontos de corte indicados dos dois métodos, bem como os valores da
area sob a curva ROC estao apresentados também na tabela. Os resultados obtidos
com o corante foram significantemente superiores aos valores do DIAGNOdent sem
a PPIX com relagcdo a especificidade e area sob a curva ROC. O método com

DIAGNOdent apresentou melhor sensibilidade do que com o corante (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 — Pontos de corte para diferenciagao entre dentes com lesdo de carie artificial e dentes
higidos e desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent associado a
protoporfirina IX (DD PPIX) na detecgédo de lesbes artificiais de carie expressos em
sensibilidade, especificidade, acuracia e area sob a curva ROC (Az)

Pontos de
Métodos Sensibilidade Especificidade Acuracia Az
corte
DD >2,7 0,976 a 0,350 a 0,774 a 0,707 a
DD PPIX > 8,7 0,786 b 0,950 b 0,839 a 0,907 b

Letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significante (p<0,05) entre valores na mesma

coluna

5.2 Avaliagdo do uso de corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent

para detecgao precoce de lesées de carie

Os valores de calcio perdido em cada amostra durante a indug¢ao de carie
nos diferentes tempos de desmineralizacao (12, 24, 48 e 96 h), bem como os valores
obtidos com o DIAGNOdent e com o DIAGNOdent associado a TMPyP nas lesdes
com esses tempos de formagdo e em dentes higidos estdo apresentados na tabela
5.5. Foi observado que houve um aumento estatisticamente significante da
concentracdo de calcio nas amostras desmineralizadas por 48 h comparadas as
amostras desmineralizadas por 12 h, e também um aumento da quantidade de calcio
das amostras com inducéo de carie por um periodo de 96 h comparadas as demais
lesdes. Houve aumento significante nas medigdes com DIAGNOdent das amostras
de 48 h de desmineralizacdo comparadas as amostras com outros tempos e com

dentes higidos, exceto em dentes com lesbes de 96 h. Nas avaliagcbes com
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DIAGNOdent associado a TMPyP, houve aumento da medicdo nos dentes
desmineralizados por 12, 24 e 48 h comparado aos dentes higidos, e nas amostras

de 96 h de desmineralizagao frente a todos os outros grupos (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 — Comparagéo entre os valores de perda de calcio (Ca), valores do DIAGNOdent (DD)
sem o corante, e com a tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) entre lesbes com
diferentes tempos de desmineralizacdo. Média + DP

Tempo de Numero de Perda de Ca
_ - ) DD DD TMPyP
desmineralizacdo amostras (ppm/mm<)
Dentes higidos 20 3,3+09a 6,2+20a
12 h 10 0,49+0,31a 38+1,1a 13,0+500b
24 h 10 215+1,03a,b 41+11a 13,9+23b
48 h 10 3,66 +1,59b 57+1,8b 13,5+3,5b
96 h 10 8,02+233c 48+1,0a,b 19,0+ 5,5¢

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre os valores da

mesma coluna

Os coeficientes de correlagdo de Pearson entre as medigdes com o
DIAGNOdent e com o DIAGNOdent associado a TMPyP e os valores de perda de
calcio das amostras desmineralizadas em diferentes tempos de desmineralizagao
(calculadas separadamente para cada tempo) estdo apresentados na tabela 5.6. Foi
observado que houve correlagdo estatisticamente significante entre as medi¢des
realizadas com DIAGNOdent associada a TMPyP e a perda de calcio nas lesdes
formadas em 24, 48 e 96 h, sendo que com o aumento do tempo de

desmineralizagdo, o coeficiente de correlagdo aumentou. Ja as medi¢cdes apenas
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com o DIAGNOdent nao apresentaram correlagao significante em nenhum grupo
(Tabela 5.6). Quando a analise foi realizada com todas as amostras, o coeficiente de
correlagdo entre o DIAGNOdent e os valores de perda de calcio foi de 0,310 (p >
0,05), enquanto que com o método associado a TMPyP, obteve-se coeficiente de
correlagao de 0,707 (p < 0,001).

Na mesma tabela, estdo registrados os valores das areas sob a curva
ROC calculadas separadamente para lesdes formadas em diferentes tempos,
sempre utilizando as medidas sobre os dentes higidos como referéncia para
auséncia de lesao (Tabela 5.6). Notamos um excelente desempenho do método
associado ao corante na diferenciagao de lesdes precoces de carie e dentes higidos,
com valores da area sob a curva ROC maiores que 0,90. No entanto, esses valores
nao foram estatisticamente maiores do que o método sem corante nas lesdes

desmineralizadas por 48 e 96 h (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre valores do DIAGNOdent (DD) sem o
corante, e do DIAGNOdent com a tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) e
quantidade de calcio perdido e areas sob a curva ROC (Az) nas medicbes realizadas
em dentes com diferentes tempos de desmineralizagédo e dentes higidos

Coeficientes de Area sob a curva ROC
Tempo de correlagio (AZ) Diferenca
desmineralizagao entre Az
DD DD TMPyP DD DD TMPyP

12 h -0,167 ns 0,237 ns 0,685 0,943 *

24 h 0,275 ns 0,735 * 0,728 0,990 *

48 h 0,173 ns 0,821 *** 0,883 0,985 ns

96 h 0,407 ns 0,896 *** 0,878 0,993 ns

ns = diferenca estatisticamente nao significante (p > 0,05); * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

A anélise ROC dos métodos DIAGNOdent sem e com o corante TMPyP,
considerando como dentes com lesdo de carie precoce, todas as amostras
submetidas a desmineralizagao (indiferente do tempo de desmineralizagdo), e como
dentes sem lesdes, as medigdes realizadas nos dentes higidos estado representadas
na figura 5.11. Observa-se na figura um desempenho excelente e muito superior do

método do DIAGNOdent associado a TMPyP comparado ao método sem o corante.
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Figura 5.11 — Curvas ROC representando o desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e
DIAGNOdent associado a tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) na
diferenciacdo entre dentes com lesbes precoces de carie e dentes higidos

Valores de pontos de corte apropriados para diferenciagdo entre dentes
com lesdes precoce de carie e dentes sadios, bem como valores relacionados ao
desempenho dos métodos na deteccdo dessas lesbes com os métodos
DIAGNOdent e DIAGNOdent associado a TMPyP, expressos em sensibilidade,
especificidade, acuracia e area sob a curva ROC, estao apresentados na Tabela 5.7.
Para todos os parametros avaliados, exceto sensibilidade, o método associado ao

corante apresentou melhores resultados (Tabela 5.7).
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Tabela 5.7 — Pontos de corte para diferenciagao entre dentes com lesao precoce de carie e dentes
higidos, e desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent associado a
tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) na detecgéo de lesdes artificiais de carie
expressos em sensibilidade, especificidade, acuracia e area sob a curva ROC (Az)

Pontos de
Métodos Sensibilidade Especificidade Acuracia Az
corte
DD > 3,0 0,875 a 0,600 a 0,783 a 0,793 a
DD TMPyP >9,3 0,950 a 0,850 b 0,917 b 0,978 b

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre valores na mesma

coluna

Com relacao a utilizagdo do método associado a PPIX, os resultados nao
foram adequados. Na tabela 5.8 estdo expressos os valores de calcio perdido pelas
amostras nos diferentes tempos de desmineralizagdo, os valores obtidos com as
leituras com o DIAGNOdent sobre essas amostras e sobre dentes higidos e os
valores obtidos nas mesmas amostras com o DIAGNOdent associado a PPIX. Uma
amostra com 48 h de formacdo foi excluida, porque os valores obtidos com
DIAGNOdent foram extremamente altos (20,3). Observamos que houve uma maior
saida de calcio de amostras desmineralizadas durante 48 h comparadas as
amostras desmineralizadas por 12 h, e nas amostras desmineralizadas por 96 h
comparadas as demais. Com relagao aos valores do DIAGNOdent, houve diferenca
nas medi¢des realizadas nas amostras com desmineralizagao por 48 h comparadas
as demais. Nas amostras submetidas a medicdo com o DIAGNOdent associado a
PPIX, houve aumento da medicdo nas amostras com 96 h de desmineralizagcio
comparadas as leituras realizadas nos outros dentes, exceto os desmineralizados

por 48 h (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8 — Comparagao entre os valores de perda de calcio (Ca), valores do DIAGNOdent (DD)
sem o corante, e com a protoporfirina IX (DD PPIX) entre lesdes com diferentes tempos
de desmineralizagcdo. Média + DP

Tempo de Numero de Perda de Ca
_ - ) DD DD PPIX
desmineralizagcdo amostras (ppm/mm*<)
Dentes higidos 20 31t11a 6,6+2,1a
12 h 10 0,74+0,40 a 34+08a 6,1+1,6a
24 h 10 244+137a,b 35+04a 6,3+25a
48 h 09 4,03+2,01b 56+0,8b 6,8+1,2a,b
96 h 10 795+4,01c 3,9+09a 90+£29b

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre os valores da

mesma coluna

Na tabela 5.9 estao registrados os coeficientes de correlagdo de Pearson
entre as leituras realizadas com o DIAGNOdent sem e com a PPIX e as
concentracdes de calcio perdido pelas amostras, calculados separadamente para
amostras com diferentes tempos de desmineralizacdo. N&o houve correlagéao
estatisticamente significante com nenhum dos métodos utilizados, em nenhum
tempo de desmineralizagdo. Quando as amostras foram analisadas em conjunto, o
método com o DIAGNOdent sem o corante apresentou um coeficiente de correlagao
de Pearson entre os valores do aparelho e a perda de calcio de 0,091 (p > 0,05). Ja
com a PPIX, apesar das analises separadas n&o apresentarem correlagao
significante, quando as amostras foram analisadas em conjunto, houve correlagéo
estatisticamente significante (R=0,597, p < 0,001). Na mesma tabela estédo
apresentados os valores das areas sob a curva ROC dos métodos utilizados para

deteccdo precoce, calculados separadamente para cada grupo de amostras.
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Medi¢gdes em dentes higidos foram utilizados para analise. O desempenho do
método sem o corante foi melhor do que com a PPIX, mas sé houve diferenca

significante nas amostras de 48 h de desmineralizagéo (Tabela 5.9).

Tabela 5.9 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre valores do DIAGNOdent (DD) sem o
corante, e do DIAGNOdent com a protoporfirina IX (DD PPIX) e quantidade de calcio
perdido, e areas sob a curva ROC (Az) nas medi¢des realizadas em dentes com
diferentes tempos de desmineralizagédo e dentes higidos

Coeficientes de Area sob a curva ROC
Tempo de correlago (Az) Diferenca
desmineralizacao entre Az
DD DD PPIX DD DD PPIX
12 h 0,258 ns 0,287 ns 0,673 0,570 ns
24 h -0,240 ns 0,316 ns 0,743 0,570 ns
48 h 0,223 ns 0,488 ns 0,953 0,503 i
96 h -0,493 ns 0,507 ns 0,790 0,750 ns

ns = diferenga estatisticamente nao significante; * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

A analise ROC dos métodos DIAGNOdent sem e com o corante PPIX,
considerando como dentes com lesdo de carie precoce, todas as amostras
submetidas a desmineralizagao, e as medi¢des realizadas nos dentes higidos estéo
representadas na figura 5.12. Observa-se na figura um desempenho melhor do

método do DIAGNOdent comparado ao método com o aparelho associado a PPIX.
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——DD
------ DD PPIX

Sensibilidade

0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1 - Especificidade

Figura 5.12 — Curvas ROC representando o desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e
DIAGNOdent associado a protoporfirina IX (DD PPIX) na diferenciagdo entre dentes
com lesdes precoces de carie e dentes higidos

Os valores de ponto de corte utilizados na deteccéo de lesbes precoce de
carie e sensibilidade, especificidade e acuracia calculadas com esses pontos de
corte, bem como valores das areas sob a curva ROC dos métodos DIAGNOdent e
DIAGNOdent com PPIX estdo apresentados na tabela 5.10. Os resultados
demonstraram uma melhor efetividade do método usando o DIAGNOdent sem o
corante, comparando ao método com corante em todos os parametros, exceto na

especificidade (Tabela 5.10).
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Tabela 5.10 — Pontos de corte para diferenciagdo entre dentes com lesao precoce de carie e dentes
higidos e desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent associado a
protoporfirina IX (DD PPIX) na deteccédo de lesdes artificiais de carie expressos em
sensibilidade, especificidade, acuracia e area sob a curva ROC (Az)

Pontos de . o
Métodos Sensibilidade Especificidade Acuracia Az
corte
DD >3,0 0,769 a 0,750 a 0,763 a 0,785 a
DD PPIX > 8,7 0,179 b 0,950 a 0,441b 0,528 b

Letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significante (p<0,05) entre valores na mesma

coluna

5.3 Avaliagdo do uso de corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent

para deteccao de les6es naturais de carie oclusal

Para a avaliacdo dos métodos na deteccao de lesdes oclusais, foram
considerados dois limiares: lesdes iniciais de carie em esmalte (D1) e lesdes em
dentina (D3). As curvas ROC relativas ao desempenho dos métodos com
DIAGNOdent associados ou ndo a TMPyP para detecgdo de lesdes em esmalte e
para deteccdo de lesbes em dentina, estdo apresentados respectivamente nas
figuras 5.13 e 5.14. Observamos que nao houve diferengas no desempenho de

ambos os métodos, em ambos limiares de detecgéo.
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—o—DD
---0---DD TMPyP

Sensibilidade
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1 - Especificidade

Figura 5.13 — Curvas ROC do desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent com
tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) na detecgéo de lesdes oclusais de carie

iniciais em esmalte

—o—DD
---O---DD TMPyP

Sensibilidade

0 l T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1 - Especificidade

Figura 5.14 — Curvas ROC do desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent com
tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) na deteccdo de lesbes oclusais de carie

em dentina
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Os valores de ponto de corte obtidos com analise ROC para detecgao de
lesbes de carie nos limiares D1 e D3, assim como os valores associados ao
desempenho dos métodos DIAGNOdent e DIAGNOdent com TMPyP, expressos em
sensibilidade, especificidade, acuracia e area sob a curva ROC nesses dois limiares,
estdo descritos na tabela 5.11. Nao houve diferenga estatisticamente significante em
nenhum dos parametros avaliados entre os dois métodos, em ambos os limiares de

deteccédo (Tabela 5.11).

Tabela 5.11 — Pontos de corte e desempenho do DIAGNOdent (DD) e do DIAGNOdent associado a
tetrakis (N-metilpiridil) porfirina (DD TMPyP) expressos em sensibilidade,
especificidade, acuracia e area sob a curva ROC (Az) na detecgéo de lesdes oclusais
de carie, iniciais em esmalte (D1) e em dentina (D3), em dentes deciduos

: Pontos de
Métodos Sensibilidade Especificidade  Acuracia Az
de Corte

Deteccdo p1 D3 D1 D3 D1 D3 D1 D3 D1 D3

0,500 0,727 0,864 0,911 0,643 0,875 0,680 0,909
DD >7  >13

a a a a a a a a

DD 13 17 0,588 0,909 0,727 0,867 0,643 0,875 0,678 0,901
> >

TMPyP a a a a a a a a

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significantes (p < 0,05) entre valores na

mesma coluna

O desempenho dos métodos com o aparelho DIAGNOdent e do
DIAGNOdent associado a PPIX na detecgao de lesbes de carie oclusais de carie
iniciais em esmalte e em leses em dentina estdo representados graficamente nas

curvas ROC apresentadas respectivamente nas figuras 5.15 e 5.16. N&o se observa



114

diferenca significante entre os dois métodos na detecgao de carie em esmalte ou em

dentina.

—o—DD
.--0---DD PPIX

Sensibilidade

0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1 - Especificidade

Figura 5.15 — Curvas ROC do desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent com
protoporfirina IX (DD PPIX) na deteccdo de lesbes oclusais de carie iniciais em

esmalte

0,6 -
—o—DD
---0---DD PPIX

Sensibilidade
o
3

O {J T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1 - Especificidade

Figura 5.16 — Curvas ROC do desempenho dos métodos DIAGNOdent (DD) e DIAGNOdent com
protoporfirina IX (DD PPIX) na detecgéo de lesdes oclusais de carie em dentina
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Na tabela 5.12 estdo apresentados os valores de ponto de corte obtidos
através de analise ROC e sensibilidade, especificidade, acuracia e area sob a curva
ROC dos métodos com DIAGNOdent e DIAGNOdent associado a PPIX, na deteccao
de lesdes oclusais de carie iniciais em esmalte e em dentina. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os métodos, nos dois limiares de detecgéo, para

todos os parametros avaliados (Tabela 5.12).

Tabela 5.12 — Pontos de corte e desempenho do DIAGNOdent (DD) e do DIAGNOdent associado a
protoporfirina IX (DD PPIX) expressos em sensibilidade, especificidade, acuracia e area
sob a curva ROC (Az) na deteccdo de lesbes oclusais de carie, iniciais em esmalte
(D1) e em dentina (D3), em dentes deciduos

: Pontos de
Métodos Sensibilidade Especificidade  Acuracia Az
de Corte

Deteccdo p1 D3 D1 D3 D1 D3 D1 D3 D1 D3

0,969 1,000 0,538 0,860 0,776 0,879 0,822 0,940

a a a a a a a a

DD >3 >11

0,906 1,000 0,692 0,880 0,810 0,897 0,852 0,946
a a a a a a a a

DD PPIX >5 >12

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significantes (p < 0,05) entre valores na

mesma coluna
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6 DISCUSSAO

Apesar de bastante utilizado em diversos paises (PITTS, 1993), e de
apresentar qualidades compativeis com a situacdo atual de baixa prevaléncia de
carie, como por exemplo, uma alta especificidade, a inspegao visual apresenta
alguns problemas, como baixa sensibilidade e reprodutibilidade (BADER;
SHUGARS, 2004; BENGTSON et al., 2005; COSTA et al., 2002; LUSSI et al., 2001;
MENDES et al.,, 2005a). Quando o método é realizado em superficies limpas e
iluminadas, e a secagem do sitio examinado é feita, &€ possivel realizar uma
deteccdo relativamente precoce do processo carioso (EKSTRAND, 2004;
EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997; EKSTRAND et al., 1998; KIDD; FEJERSKOQOV,
2004; NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999). No entanto, o método visual é
subjetivo. Dessa forma, alteragcbes minerais entre dois exames realizados em
épocas diferentes sdo detectadas somente apdés um grande avango da lesao, e isso
muitas vezes sO ocorre depois de um tempo relativamente longo (ANGMAR-
MANSSON; TEN BOSCH, 1993).

A busca por métodos quantitativos e reprodutiveis para detec¢ao de carie,
que possibilitem detectar pequenas alteragdes minerais de forma mais precisa e em
um curto espago de tempo, é crescente na Odontologia (ANGMAR-MANSSON; AL-
KHATEEB; TRANAEUS, 1996; ANGMAR-MANSSON; TEN BOSCH, 1993; NYVAD,
2004; TAM; MCCOMB, 2001). Existem dois métodos quantitativos baseados na
captacdo da fluorescéncia. Um trabalha com excitagcdo do dente com luz de
comprimento de onda por volta de 488 nm, e capta a fluorescéncia intrinseca do

tecido mineral do esmalte e o outro é baseado na indugdo da fluorescéncia com
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laser diodo, de comprimento de onda de 655 nm (DIAGNOdent). Foi observado que,
ao contrario do QLF, o DIAGNOdent capta a fluorescéncia extrinseca do tecido
cariado, proveniente de bactérias e metabdlitos bacterianos presentes nas lesées de
carie (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001; KONIG; FLEMMING; HIBST, 1998; KONIG;
SCHNECKENBURGER; HIBST, 1999; LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004). Portanto, o
aumento da fluorescéncia com a utilizagao do aparelho com laser diodo, que ocorre
com o processo de carie, provavelmente se deve mais as alteragdes organicas do
que pela desintegracdo mineral (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001; LUSSI; HIBST;
PAULUS, 2004; MENDES; NICOLAU; DUARTE, 2003; MENDES; PINHEIRO;
BENGTSON, 2004; SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b).

Diante dessas caracteristicas do aparelho, o método com o DIAGNOdent
tem apresentado resultados insatisfatérios na deteccao de lesdes incipientes e na
quantificacdo de lesdes de superficie lisa (ALJEHANI et al., 2004; MENDES et al.,
2005b; SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b). O presente estudo
foi realizado para tentar aliar as vantagens do aparelho, como o fato de ser portatil,
quantitativo, ndo destrutivo, ter uma facilidade de uso e um custo relativamente
acessivel, a uma melhora no desempenho de lesdes iniciais de carie.

Como, pelas caracteristicas do aparelho, isso ndo seria possivel, foi
proposta a utilizacdo de dois corantes fluorescentes para tentar atingir essa
finalidade. Os corantes apresentam uma emissao de fluorescéncia na faixa em que
trabalha o DIAGNOdent. Esses corantes penetrariam na porosidade causada pela
desmineralizagcdo, e dessa forma, o DIAGNOdent poderia quantificar essa
penetragcdo. Consequentemente, quantificaria melhor as lesdes incipientes.

Os corantes foram selecionados com base nas propriedades das

substancias. Como estudos prévios tém indicado que as moléculas responsaveis
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pelo aumento da fluorescéncia no tecido cariado provavelmente sao porfirinas
produzidas pelas bactérias da cavidade bucal (BUCHALLA, 2005; HIBST; PAULUS;
LUSSI, 2001; KONIG; FLEMMING; HIBST, 1998; KONIG; SCHNECKENBURGER,;
HIBST, 1999; KONIG et al, 2000; LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004), foram
selecionadas duas porfirinas para o estudo.

A PPIX é uma porfirina natural anidénica, com propriedades lipofilicas,
precursora da molécula de hemoglobina. Além disso, a PPIX é produzida por
algumas bactérias, sendo que algumas podem estar relacionadas as lesées de carie
(KONIG et al., 2000). Estudos para avaliar se o DIAGNOdent apresentava uma
medig¢ao da PPIX, e em qual concentragao isso ocorria, foram realizados, utilizando
a ponta B do aparelho e cubetas de quartzo. Inicialmente, foi observado que as
leituras eram relativamente baixas em solugdes com concentragdes altas de PPIX.
Foi observado também que o corante ndo se dissolvia adequadamente em agua.
Assim, testamos a dissolugdo da PPIX em DMSO e agua, em varias proporg¢oes. A
melhor proporgéo dos dois solventes, obtidas no nosso estudo, foi de DMSO e agua
em quantidades iguais. Com isso, foi verificado que a melhor concentragao para a
PPIX ser utilizada foi de 4 mM. Um estudo prévio utilizando a PPIX, observou
também uma relagcdo de linearidade entre os valores do DIAGNOdent e a
concentragcao de PPIX (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001). No entanto, nesse estudo,
os autores demonstraram uma leitura com o aparelho em concentragdes na faixa de
2 a 25 uM, muito menores do que as concentragdes utilizadas no presente estudo.
Essas diferencas poderiam ser explicadas pelo tipo de sal utilizado, pelos solventes
ou pelo método de medicdo com o DIAGNOdent. Nesse estudo, essas possiveis
variaveis nao sao explicadas (HIBST; PAULUS; LUSSI, 2001), dificultando, portanto,

a comparagao com nossos resultados.
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Outro corante utilizado no presente estudo foi a TMPyP. Essa € uma
porfirina sintética catibnica, hidrofilica, que tem sido utilizada para terapia
fotodindmica contra células tumorais ou virus, pois apresenta ligagcdo ao DNA das
células. Apds a incorporacao pelas células, essas seriam sensibilizadas e inativadas
com luz de comprimento de onda na faixa do vermelho (BORISSEVITCH; GANDINI,
1998; VERGELDT et al., 1995; ZUPAN et al., 2004). A utilizagdo da TMPyP em
diferentes concentracdes, avaliadas pelo DIAGNOdent em cubetas de quartzo,
mostrou também uma relacdo de linearidade. As concentragdes utilizadas foram
menores, de 0,01 a 0,2 mM, sendo que apdés a avaliacdo em lesbes de carie, a
concentragédo de 0,2 mM foi escolhida. Para minimizar possiveis variagdes entre os
dois corantes, a TMPyP foi também testada com o DMSO como solvente, mas os
resultados foram melhores quando o corante era dissolvido somente em agua. A
natureza hidrofilica da TMPyP pode explicar esses resultados.

A irregularidade na distribuicdo de cargas na superficie dos cristais de
hidroxiapatita que formam o esmalte explica a escolha de duas porfirinas com
propriedades quimicas diferentes. Apesar da maior quantidade de cargas positivas,
devido a maior predominancia de ions célcio na camada de hidratagdo que
permanece ligada aos cristais de hidroxiapatita, ha regides que apresentam carga
negativa, em virtude da presenca de grupamentos fosfato e de outros anions em
menor quantidade, como por exemplo, o cloro (NAUNTOFTE; TENOVUO;
LAGERLOF, 2005). Dessa forma, pareceu interessante testar porfirinas com cargas
diferentes. Além disso, apesar da carga positiva que poderia dificultar a interagéo
com o esmalte dentario, a TMPyP é bastante hidrofilica e possui grande afinidade

por superficies (VERGELDT et al., 1995), o que poderia ajudar nessa interagao.
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No presente estudo, optamos por trabalhar com os dois corantes em
amostras separadas, para que nao houvesse influéncia de um corante sobre o outro
nos resultados obtidos. Dessa forma, mesmo as medigdes com o DIAGNOdent sem
os corantes foram avaliados de forma separada. No experimento com lesdes de
carie artificial, foram observados aumento da perda de calcio e da profundidade das
lesdes de carie com o aumento do tempo de formacao das lesbes de carie artificial.
As medigcdes realizadas com o DIAGNOdent associadas aos dois corantes
demonstraram também essa tendéncia, ao passo que as leituras realizadas com o
aparelho sem os corantes ndo demonstraram isso. A utilizagao de varios periodos de
formacgado de lesdo permitiu a obtengado de lesdes de tamanhos variados. Outros
estudos utilizaram lesbes artificiais com periodos diferentes de formacgédo (AL-
KHATEEB et al., 1997b; ANDO et al.,, 1997, 2001; HALL et al., 1997; PRETTY;
EDGAR; HIGHAM, 2002; PRETTY et al., 2003a, 2003b), sendo que em alguns
deles, o método QLF conseguiu diferenciar as lesbes formadas em diferentes
tempos (ANDO et al., 1997, 2001; HALL et al., 1997; PRETTY; EDGAR; HIGHAM,
2002). J&4 o método que associava o uso de um corante ao QLF obteve essa
diferenciagdo em lesdes radiculares de carie (PRETTY et al., 2003a), mas ndo em
lesbes de esmalte (ANDO et al.,, 1997). Os resultados do presente estudo
demonstraram que houve uma forte correlagdo dos valores do DIAGNOdent com o
tempo de formacao das lesdes, quando o método foi associado aos corantes.

O DIAGNOdent tem apresentado um desempenho fraco na quantificagao
das lesdes sem cavidade de carie dentaria em superficies lisas. Isso se deve ao fato
do aparelho medir principalmente alteragdes organicas nas lesdes de carie. Quando
a lesao é inicial, essa alteracdo organica € pequena (LUSSI; HIBST; PAULUS,

2004), e por isso, os resultados na quantificacdo dessas lesdes s&o apenas
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razoaveis, tanto em estudos in vitro (ALJEHANI et al., 2004; MENDES et al., 2005b;
SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b), como em estudos in vivo
(TRANAEUS et al., 2004). Um dos intuitos do nosso estudo foi avaliar se o0 método
com os corantes poderia melhorar essa quantificagdo. Os resultados mostraram que
os métodos com os dois corantes possibilitaram uma quantificacdo das lesdes
evidentemente melhor, comparada a quantificacdo obtida com o uso do
DIAGNOdent sem os corantes.

A correlagcdo obtida com a perda mineral utilizando o método do
DIAGNOdent associado a TMPyP néao foi forte, embora tenha sido significante. Ja a
correlagdo com a profundidade das lesdes foi maior. Estudos anteriores utilizando o
DIAGNOdent isoladamente também observaram melhor correlacdo com a
profundidade das lesdes do que com a perda mineral (ALJEHANI et al., 2004;
MENDES et al., 2005b; SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a, 2001b).
Isso provavelmente aconteceu porque o método mede alteragdes da fluorescéncia
relacionadas a alteragbes extrinsecas, como por exemplo, a presenca de
metabdlitos bacterianos. No caso da utilizacdo do corante, essa também pode ser a
explicagcédo para o melhor resultado obtido com relagédo a profundidade do que com a
perda mineral. Os resultados obtidos com a utilizagdo da PPIX também seguiram
esse padrao.

Outros trabalhos que avaliaram o desempenho do QLF na quantificagédo
de lesbes de superficie lisa obtiveram resultados variados. Enquanto alguns estudos
em lesdes artificiais de dentes permanentes e deciduos apresentaram maiores
valores de correlagéo entre a perda da fluorescéncia avaliada com os métodos QLF
usando luz ou laser com a perda mineral das lesdes do que com a profundidade

(ANDO et al., 1997, 2001; HALL et al., 1997), outros autores observaram em lesbes



122

naturais de superficie lisa em dentes permanentes que os dois métodos QLF
apresentaram melhor correlacdo com a profundidade das lesées do que com a perda
mineral (SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a). Como o QLF avalia a
fluorescéncia intrinseca do mineral do dente, parece compreensivel o fato do
aparelho apresentar melhor correlacdo com a perda mineral. Num estudo que
utilizou corante associado ao QLF na deteccéo de lesdes artificiais em esmalte, os
autores nao observaram correlagdo significante com a perda mineral e a
profundidade das lesdes usando esse método (ANDO et al., 1997).

Os resultados obtidos na quantificacdo da perda mineral e profundidade
das lesbes artificiais usando o DIAGNOdent associado ao corante PPIX
apresentaram maiores valores de correlagdo do que com a TMPyP, tanto com a
perda mineral, como com a profundidade. Isso pode ser explicado pela natureza
anidnica da PPIX (FUKUDA; CASAS; BATLLE, 2005; KONIG et al., 2000). Visto que
o esmalte, em condi¢dbes normais, apresenta predominancia de carga positiva
(NAUNTOFTE; TENOVUO; LAGERLOF, 2005), uma melhor interagdo da PPIX com
0 esmalte desmineralizado poderia ser esperada.

Com relagéao a outros estudos, os valores de correlacdo sdao compativeis
aos obtidos por outros métodos. Estudos que utilizaram corantes encontraram um
coeficiente de correlagdo por volta de 0,85, usando o Fluorol 7GA em lesdes
artificiais em esmalte (VAN DE RIJKE; TEN BOSCH, 1990), ou a fluoresceina
associada ao QLF em lesdes artificiais em dentina radicular (PRETTY et al., 2003a).
Pesquisas realizadas com o método QLF apresentaram resultados muito similares
com 0s nossos, com valores de correlagdo em média entre 0,70 e 0,80 (ALJEHANI
et al., 2004; AL-KHATEEB et al., 1997a; ANDO et al., 1997, 2001; HALL et al., 1997;

SHI; TRANAEUS; ANGMAR-MANSSON, 2001a), mostrando que o método proposto
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poderia ser utilizado para quantificacdo de lesdes de carie de superficie lisa. No
entanto, estudos futuros realizando a comparacdo do método do DIAGNOdent com
os corantes com o método QLF, realizado sob as mesmas condigdes € na mesma
amostra, poderao avaliar de forma mais precisa a capacidade de quantificagdo das
lesdes de carie por meio dos dois métodos.

Com relagao ao desempenho dos métodos na detecgcao da presencga de
lesdes de carie, os resultados indicaram também uma superioridade significante do
DIAGNOdent associado aos corantes, comparados ao método utilizado sem os
corantes. Nessa avaliagdo, o DIAGNOdent associado a TMPyP apresentou um
desempenho excelente, com total discriminagcdo entre lesdes de carie e dentes
higidos na nossa amostra. Com a PPIX, o desempenho também foi adequado e
muito superior ao DIAGNOdent utilizado sem o corante. No entanto, os valores da
performance com a PPIX foram numericamente inferiores aos obtidos com a TMPyP.

Esses resultados aparentemente contrariam os resultados obtidos na
quantificacdo da lesdo. Entretanto, isso € facilmente explicado. Como observamos
nos resultados da regressao linear dos valores do DIAGNOdent em diferentes
concentragdes dos dois corantes (ver Material e métodos, secao 4.2.1), os valores
obtidos com a TMPyP foram maiores do que os obtidos com a PPIX, mesmo em
concentragdes menores. Além disso, a TMPyP apresenta uma grande afinidade por
superficies e uma caracteristica hidrofilica (VERGELDT et al., 1995), diferente da
PPIX. O desempenho na detecgédo das lesbes nao esta necessariamente ligado ao
desempenho na quantificagdo. Enquanto para quantificagdo, seria necessaria uma
melhor penetragdo do corante na porosidade presente na regido desmineralizada,
para deteccao da lesdo, uma interacdo do corante com a superficie mais rugosa da

lesdo pode ser suficiente. Dessa forma, é compreensivel que o DIAGNOdent
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associado a TMPyP tenha resultado em melhor desempenho na deteccdo das
leses artificiais de carie.

Com a utilizagdo do DIAGNOdent associado a TMPyP, usando um ponto
de corte de 10,3, obteve-se valores, de sensibilidade, especificidade e acuracia
significantemente maiores do que com o DIAGNOdent utilizado isoladamente. Com
relacdo a PPIX, o ponto de corte foi de 8,7, e o valor de especificidade foi
significantemente maior, enquanto que o de sensibilidade usando o DIAGNOdent
sozinho foi maior do que com o corante. O desempenho geral entre os dois métodos
foi semelhante quando consideramos a acuracia, mas foi significantemente maior
com a PPIX quando observamos o valor da area sob a curva ROC.

Outros estudos avaliaram a performance na detecgdo de lesdes de carie
usando corantes. Quando o método QLF foi associado a fluoresceina, o
desempenho avaliado através de curva ROC na detecgdo de lesdes precoces
artificiais foi de 0,999 (ANDO et al., 1997), semelhante ao obtido no nosso estudo,
principalmente com a TMPyP. Nesse estudo, o método QLF sem o corante
apresentou um desempenho menor (0,954). Ja na deteccdo de lesdes
interproximais, o uso de corante associado ao QLF apresentou valores de
sensibilidade e especificidade semelhantes ao exame visual, € um pouco superiores
ao método sem o corante (EGGERTSSON et al., 1999).

O método de lesbes artificiais de carie € bastante utilizado em diversos
estudos, e tem se mostrado adequado para simular as lesdes de carie em esmalte
na maioria das pesquisas (ARENDS; CHRISTOFFERSEN, 1986). No entanto,
algumas diferencas devem ser salientadas. Apesar de ocorrer a formagéo de uma
camada superficial, com aparéncia 6ptica semelhante ao esmalte higido, e uma

lesdo de carie subsuperficial, o conteudo mineral da superficie de lesdes artificiais é
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menor do que a de lesdes naturais (ARENDS; CHRISTOFFERSEN, 1986). Isso é
explicado principalmente pela velocidade de formacdo. Enquanto que as lesbes
artificiais sdo formadas muito rapidamente, as lesdes naturais podem apresentar um
periodo de formagéo bastante longo. As lesdes artificiais simulariam melhor lesdes
ativas e com progressao rapida (ARENDS; CHRISTOFFERSEN, 1986).

Diante dessas caracteristicas, a utilizacdo de lesdes artificiais poderia
facilitar a penetracdao do corante. Além disso, o uso do DIAGNOdent ndo tem
apresentado resultados adequados em lesdes de carie artificial (HIBST; PAULUS;
LUSSI, 2001; MENDES; NICOLAU, 2004). No entanto, a utilizagcdo de lesdes de
carie artificial possibilita um melhor controle dos experimentos e uma melhor
quantificacdo da perda mineral das lesbes, e por isso, 0 modelo pareceu mais
adequado para testarmos o novo método proposto. De fato, muitos estudos
anteriores que investigaram métodos de detecgao utilizaram lesdes de carie artificial
(AL-KHATEEB et al., 1997b; ANDO et al., 1997, 2001; BJELKHAGEN et al., 1982;
EGGERTSSON et al., 1999; FERREIRA ZANDONA et al., 1998b; HALL et al., 1997,
MENDES; NICOLAU, 2004; PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2002; PRETTY et al,
2003a; RAWLS; OWEN, 1978; VAN DE RIJKE; POS; TEN BOSCH, 1990; VAN DE
RIJKE; TEN BOSCH, 1990; VAN DER VEEN; TEN BOSCH, 1993; VAN DER VEEN
et al., 1996). Isso, no entanto, ndo exclui a necessidade de estudos futuros para
avaliar o desempenho do DIAGNOdent associado aos corantes na deteccdo e
quantificacao de lesbes naturais de carie.

Um estudo anterior utilizando o DIAGNOdent com lesdes artificiais
apresentou melhor desempenho na detecgado e quantificagdo das lesées (MENDES;
NICOLAU, 2004) do que os obtidos no presente estudo com o método sem os

corantes. O método de formacéo das lesdes artificiais de carie pode explicar essas



126

diferencas, uma vez que no estudo anterior, um método de ciclagem de pH foi
utilizado, ao passo que no presente estudo, apenas foi realizada desmineralizacao
continua. O método de ciclagem de pH simula melhor as condigbes de formagao das
lesbes em esmalte (TEN CATE; DUIJSTERS, 1982). Outro fator importante € o
tamanho das lesdes. Enquanto que nesse estudo, a profundidade das lesdes variou
de 100 a 150 um, no estudo anterior, a maioria das lesdes de carie ndo eram mais
profundas do que 50 um. Para reforcar esse achado, nossos resultados no
experimento de detecgao precoce, em que as lesdes foram formadas com menos
tempo, o desempenho do DIAGNOdent foi melhor do que com as lesdes de carie
artificial formadas por mais tempo.

Outras possiveis explicacbes sdo que no estudo anterior com lesdes
artificiais (MENDES; NICOLAU, 2004), todas as lesdes foram criadas da mesma
forma, diferente do presente estudo em que as lesdes foram formadas com tempos
diferentes. Além disso, as comparagdes no estudo anterior foram realizadas entre
medi¢gdes nas mesmas amostras (antes e depois da formagado das lesdes). Ja no
presente estudo, foram utilizadas medidas realizadas em amostras diferentes.

Frente aos nossos resultados, podemos observar que o DIAGNOdent
associado a PPIX apresentou melhores resultados na quantificagcdo das lesdes,
tanto com relagédo a perda de calcio, como com relagéo a profundidade das lesdes.
Ja o método com a TMPyP obteve um melhor desempenho na deteccdo das
amostras. Ambos os métodos foram melhores do que o DIAGNOdent utilizado
isoladamente. Isso pode levar a indicagcdo dos diferentes métodos para diferentes
propositos. Quando se deseja um melhor indice de detec¢cdo, a TMPyP pode ser

mais apropriada, ao passo que quando o interesse for monitorar as alteragbes



127

minerais das lesdes de carie, a utilizagdo do DIAGNOdent associado a PPIX pode
ser mais indicada. Mais estudos sao necessarios para aperfeicoar os métodos.

A despeito da boa performance na deteccado de lesdes de carie dentaria
em superficie lisa, outra possivel utilidade dos métodos propostos seria na detecgao
precoce da desmineralizacdo provocada pela carie dentaria. Dos métodos atuais, o
exame visual, quando realizado sob iluminagao e em dentes limpos, e utilizando a
secagem prolongada do dente, permite uma detecgdo da lesdo antes dela formar
cavidade ou atingir dentina, proporcionando a utilizagdo de tratamentos que visam a
paralisacdo da lesdo sem a necessidade de intervencdo operatéria (EKSTRAND,
2004; EKSTRAND; RICKETTS; KIDD, 1997; EKSTRAND et al., 1998; KIDD;
FEJERSKOV, 2004; NYVAD, 2004; NYVAD; MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999).
No entanto, como ja foi salientado, o método € subjetivo e sé consegue detectar
lesdes com um certo grau de perda mineral. O método QLF tem proporcionado uma
deteccéo relativamente precoce das lesdes (ANDO et al., 1997; HALL et al., 1997;
PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2002), mas as dificuldades de utilizagdo na pratica
clinica e o custo elevado limitam muito a sua utilizagado para esse propésito (TAM;
MCCOMB, 2001). Portanto, novos métodos quantitativos devem ser estudados para
realizagcao da detecgao precoce das lesdes cariosas.

Para estudar o desempenho dos métodos na detec¢do precoce, a
desmineralizagao foi induzida por periodos menores do que o usual. Estudos com
lesbes artificiais geralmente usam diferentes periodos, que podem variar de 4 dias a
4 semanas (AL-KHATEEB et al, 1997b, 2002; EGGERTSSON et al.,, 1999;
MENDES; NICOLAU, 2004; TEN CATE; DUIJSTERS, 1982; VAN DE RIJKE; POS;
TEN BOSCH, 1990; VAN DE RIJKE; TEN BOSCH, 1990). Estudos que visam uma

utilizacao de lesdes menores, objetivando detecgao precoce tém utilizado tempos de
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2 a 144 h de formacao de lesdo. No presente estudo, foram utilizados tempos de
desmineralizacdo de 12, 24, 48 e 96 h. As lesbes obtidas com 12 e 24 h nao
apresentavam alteracdes clinicamente detectaveis. J& com 48 h, uma parte das
amostras apresentava alteragdes visiveis, e quase todos os dentes
desmineralizados por 96 h apresentavam alteracbes detectadas visualmente. No
entanto, consideramos as lesbes artificiais nesse experimento como incipientes.
Além disso, as comparagdes entre os métodos sao validas, pois a padronizacao foi
utilizada para todas as avaliagdes, sem e com os corantes. Um estudo anterior
realizou avaliagdes com um corante fluorescente em dentes clinicamente higidos, e
posteriormente realizou microdureza, mostrando que dentes clinicamente higidos
que apresentaram maior incorporagao do corante, apresentavam menor microdureza
comparados aqueles que nao incorporaram o corante (RAWLS; OWEN, 1978).
Futuros estudos para avaliar os métodos com o DIAGNOdent associado aos
corantes usando uma metodologia semelhante a descrita (RAWLS; OWEN, 1978)
sdo desejaveis.

Nossos resultados mostraram uma deteccdo efetiva com o método
DIAGNOdent associado a TMPyP, mesmo em lesdes formadas com apenas 12 h de
desmineralizagdo. Com todos os tempos de desmineralizagdo, os valores da area
sob a curva ROC foram maiores de 0,90, indicando um excelente desempenho do
método. Areas sob a curva ROC préximas a 1,00 indicam que o método testado
possui um excelente desempenho na detecgao da doenga (HANLEY; MCNEIL,
1983; OAKLEY; BRUNETTE, 2002; PRETTY; MAUPOME, 2004b). No entanto,
apenas em lesdes formadas por 12 e 24 h, houve diferenga estatisticamente
significante entre os valores de area sob a curva ROC obtidas com a TMPyP e sem

0 corante.
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Os valores de correlagao das medidas com o DIAGNOdent sem e com os
corantes e a perda mineral foram também avaliados separadamente. O método
utilizando TMPyP mostrou valores de correlagdo excelentes e significantes com a
perda mineral das lesdes formadas por 24, 48 e 96 h. Essa correlagdo nao foi
significante nas lesdes de 12 h. Utilizando o DIAGNOdent sem os corantes, em
nenhum grupo de lesdes houve correlagdo estatisticamente significante entre os
valores do aparelho e a perda de calcio das lesdes.

Tanto para as analises ROC, como para os coeficientes de correlagao, os
valores foram mais significantes conforme havia aumento do tempo de
desmineralizagdo. O desempenho do DIAGNOdent em lesbes naturais tem sido
melhor também em les6es mais avangadas (MENDES et al., 2005b), apesar de
alguns autores relatarem que o aparelho é adequado para detecgao precoce (LUSSI
et al.,, 1999). De fato, como observado em estudos anteriores (BENGTSON et al.,
2005; LUSSI et al., 2001; MENDES et al., 2005a, 2005b; ROCHA et al., 2003) e no
presente estudo, o DIAGNOdent ndo tem se apresentado como boa alternativa para
deteccdo de lesbes incipientes. A associacdo do DIAGNOdent com a TMPyP
poderia melhorar o desempenho do aparelho nesse aspecto.

As andlises foram realizadas separadamente com amostras em diferentes
tempos de desmineralizagdo para avaliar qudo precocemente os métodos
conseguiriam detectar a desmineralizacdo. Quando as amostras foram analisadas
em conjunto (independente do tempo de formacéo), o DIAGNOdent utilizado sem o
corante nao teve correlagao significante com a perda mineral, enquanto que o
método associado a TMPyP apresentou correlagdo adequada e significante (0,707).
A area sob a curva ROC calculada com todas as amostras foi alta usando o

DIAGNOdent associado a TMPyP na detecgdo de desmineralizacéo (0,978), e foi
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significantemente maior do que com o método sem o corante. O método com a
TMPyP apresentou valores significantemente maiores de especificidade e acuracia
que o método sem a porfirina catidnica.

Outros estudos propuseram métodos para deteccdo precoce de lesdes
em esmalte. O método QLF com laser de argbnio mostrou correlagao significante
com a profundidade e perda mineral de lesdes artificiais formadas entre 2 e 24 h
(HALL et al., 1997). Outro estudo investigou a capacidade de detecg¢ao precoce do
método QLF associado ou ndo a um corante fluorescente. Apesar do método com o
corante conseguir detectar lesbes de carie formadas em 2 h, ndo apresentou
correlagao significante com a perda mineral das lesdes. J&4 o método QLF, foi capaz
de detectar lesbes com 8 h, mas apresentou melhor correlagdo com a perda mineral.
O desempenho do método com o corante na deteccao foi mais efetivo (area sob a
curva ROC de 0,999), apesar do QLF sem o corante apresentar boa performance
(0,954) (ANDO et al.,, 1997). No presente estudo, o método com a TMPyP
apresentou bom desempenho na deteccao de lesbées de carie, bem como uma boa
correlagdo com a perda mineral das lesdes.

A comparagado entre os estudos, no entanto é complicada. O método
utilizado para formagao das lesdes apresenta diferengas significativas. Enquanto o
estudo anterior utilizou dentes bovinos com a superficie polida, e as lesbes foram
formadas em uma solugéo de carbopol e acido latico com pH 5,0 a 37 °C (ANDO et
al., 1997), no presente estudo foi utilizado dentes deciduos com a superficie higida,
em uma solugdo de calcio, fosfato e acido acético, com pH 4,8 a temperatura
ambiente. A comparagao pela perda mineral das amostras também n&o pode ser

feita, ja que os autores utilizaram microrradiografia transversa e microscopio
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confocal (ANDO et al., 1997), e 0 nosso trabalho, analise quimica. Dessa forma, os
parametros para indicar a perda mineral foram diferentes.

Uma outra pesquisa prévia, realizada em dentes deciduos, observou que
o método QLF foi capaz de detectar 60 % da amostra desmineralizada por 24 h e
100 % dos dentes desmineralizados por 48 h. Por outro lado, desmineralizagao foi
notada visualmente apenas em alguns dentes apds 144 h de desafio cariogénico.
Esse estudo, no entanto, ndo apresentou valores de desempenho ou correlagao,
uma vez que nao realizou nenhum tipo de validagdo da amostra (PRETTY; EDGAR,;
HIGHAM, 2002). A comparagao com o nosso estudo, nesse caso, pode ser realizada
mais facilmente. Os autores utilizaram dentes deciduos e realizaram a
desmineralizagdo com uma solugcdo semelhante a utilizada na nossa pesquisa, s6
que com um pH 4,5, sob agitagéo e a 37 °C (PRETTY; EDGAR; HIGHAM, 2002). O
valor mais baixo de pH, a agitagdo e a temperatura maior faz com que a velocidade
da desmineralizagao seja maior (DE GROOT; BORGGREVEN; DRIESSENS, 1986).
Dessa forma, como conseguimos detectar lesbes formadas em 12 h, usando o
DIAGNOdent associado a TMPyP, pressupde-se que o método proposto seja capaz
de realizar detecgcdo do processo carioso mais precocemente do que o QLF.
Entretanto, estudos utilizando os dois métodos nas mesmas amostras sao
necessarios para comprovar essa afirmacao.

Nesse experimento, o0 método que associa o aparelho com laser diodo e a
PPIX nao apresentou resultados satisfatorios. Nas analises realizadas com amostras
separadas por tempo de desmineralizagdo, em nenhum grupo se observou
correlagao significante. Da mesma forma, o desempenho de detecgdo das lesdes
nao foi adequado, apresentando valores de area sob a curva préximos a 0,50.

Quando as amostras foram analisadas em conjunto, o desempenho do método com
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a PPIX foi pior do que com o DIAGNOdent sem o corante em todos os parametros,
exceto especificidade, onde ndo houve diferenga significante. No entanto, quando as
amostras foram agrupadas, o método com a PPIX apresentou correlagéo
significante, enquanto que o DIAGNOdent utilizado isoladamente ndo apresentou
correlacao.

Essas diferengcas obtidas com os diferentes corantes nesse experimento
podem ser explicadas novamente pelas caracteristicas das duas substancias. As
lesdes de carie em esmalte iniciam a sua formagao nos espacos intercristalinos.
Assim, a dissolucado ocorre inicialmente na periferia dos cristais, fazendo com que
ocorra diminuigdo do tamanho dos cristais e aumento dos espagos intercristalinos,
ocorrendo consequentemente, um aumento das vias de difusdo dos acidos formados
pelos microrganismos. Isso tudo ocorre inicialmente na superficie. Com o avango da
perda mineral, parte do mineral que sai para o meio (quando o pH é menor do que o
pH critico), e parte do mineral que retorna ao dente (apds subida desse pH), se
depositam na superficie, formando a lesdo subsuperficial de carie. Portanto, a
camada superficial relativamente bem mineralizada somente se forma apds algum
tempo de progressdao da lesdo (ARENDS; CHRISTOFFERSEN, 1986). Assim,
lesbes com pouco tempo de desmineralizagcdo, como as formadas nesse
experimento, apresentam uma dissolugao preferencial na superficie. A alta afinidade
da TMPyP a superficies (VERGELDT et al., 1995) pode explicar o melhor
desempenho do método comparado a PPIX. Dessa forma, o método do
DIAGNOdent associado a TMPyP parece proporcionar uma detecgdo precoce do
processo carioso.

Alguns autores afirmam que métodos de detecgdo precoce néao

apresentam nenhuma vantagem frente ao exame clinico (NYVAD, 2004,
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VERDONSCHOT et al., 1999). Isso porque o exame visual ja proporciona uma
detecgao bastante precoce, de forma que é possivel a paralisacao da lesdo de carie
sem a necessidade de intervencao operatoéria. Além disso, métodos que detectam
mais precocemente a lesdao apresentariam maior sensibilidade, mas menor
especificidade, provocando um maior numero de resultados falso-positivos e,
portanto, ndo teriam uma relagdo custo beneficio adequada (NYVAD, 2004
VERDONSCHOT et al., 1999).

No entanto, esse ponto de vista €& bastante discutivel. Tem sido
observado que a remineralizagao das lesdes é mais eficiente em lesdes menores do
que em lesdes mais avangadas (KIDD, 1984). Alta especificidade é um requisito
importante para testes de diagndstico de carie em populagbes com baixa incidéncia
de carie, mas isso € mais importante na detecgdo de lesbes de carie em dentina
(BADER; SHUGARS; BONITO, 2002; VERDONSCHOT et al., 1999). Para o limiar
de deteccdo de lesdes em esmalte, num nivel populacional, realmente o custo-
beneficio é afetado pelos diagndsticos falso-positivos de lesbes em esmalte. Por
outro lado, pensando no diagnéstico individual, de cada paciente, resultados falso-
negativos (associado a métodos com baixa sensibilidade) poderiam causar uma
avaliagcado equivocada da atividade de carie. Caso ocorra um sobretratamento, este
nao sera invasivo, e sim, serao utilizados métodos para paralisar a doenga. Portanto,
métodos de detecgdo precoce, realizados para orientar o plano de tratamento da
doencga carie nos pacientes, podem ser Uteis no diagndstico de carie. Outros autores
concordam com a utilidade da detecg¢ao precoce do processo carioso, e defendem
que estudos sejam realizados para criagdo de métodos que sejam efetivos para esse

fim (PITTS, 1993; STOOKEY et al., 1999). No presente estudo, houve um aumento
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significativo da sensibilidade associado a um alto valor de especificidade, e dessa
forma, um baixo numero de resultados falso-positivos foi encontrado.

Além de tudo isso, métodos quantitativos que detectem pequenas
alteracdes minerais decorrentes do processo de carie, poderiam ser utilizados para
avaliar a atividade de carie, através de medicbes realizadas em dias diferentes.
Usando um método sensivel a pequenas alteracoes, isso poderia ser feito em um
intervalo pequeno, sem causar grandes danos ao tecido dentario (PRETTY; EDGAR,;
HIGHAM, 2002; STOOKEY et al., 1999). Com a inspeg¢ao visual, isso ndo é possivel
de ser realizado. A viabilidade da utilizagdo do QLF na avaliagao da cariogenicidade
de alimentos e da atividade de carie (SUNDSTROM et al.,, 1989), bem como na
investigacao da efetividade da remineralizagdo de lesbes de mancha branca in vivo
(AL-KHATEEB et al., 1998; TRANAEUS et al., 2001) tem sido estudada. A utilizagao
do método DIAGNOdent com a TMPyP na monitoragdo da perda mineral e da
remineralizacao de lesdes de carie deve ser avaliada em estudos futuros.

Outro aspecto importante na Cariologia € a detecgcédo de lesdes oclusais.
Segundo alguns autores, frente a diminuicdo da progressao das lesbes de carie, a
deteccdo de lesdes oclusais de carie esta ficando mais dificil de ser realizada, pois a
lesdo apresenta um esmalte com pequenas alteragdes, e a dentina subjacente
extensamente destruida (ANGMAR-MANSSON; TEN BOSCH, 2001; BADER;
SHUGARS, 2004; BADER; SHUGARS; BONITO, 2002; WEERHEIJM, 1997),
provocando as chamadas lesdes de carie oculta (WEERHEIJM, 1997).

O DIAGNOdent tem sido extensivamente estudado para deteccédo de
lesdes de carie oclusal. O método tem obtido bons resultados e alguns autores
propdem que seja utilizado associado ao exame visual (LUSSI; FRANCESCUT,

2003; LUSSI; HIBST; PAULUS, 2004; LUSSI et al., 1999, 2001; REIS et al., 2005;
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ROCHA et al., 2003). Como o exame visual falha em detectar algumas lesbes (baixa
sensibilidade), o DIAGNOdent poderia ser utilizado na detec¢cdo dessas lesdes,
substituindo o exame radiografico.

Além da utilizacdo do DIAGNOdent associado a corantes na deteccéo de
lesdes em dentina, avaliamos se o método também era viavel para deteccdo de
lesdes iniciais em esmalte, uma vez que os experimentos anteriores observaram
uma boa efetividade na detecgcdo precoce da lesdo de carie. Com relagdo a
utilizacdo da TMPyP, o método sem o corante ndo apresentou diferencga significante
comparado ao método com a porfirina, em ambos os limiares de deteccdo D1 e D3,
em nenhum dos parametros analisados. Da mesma forma, ndo houve diferenga em
nenhum parametro relacionado ao desempenho do DIAGNOdent e do DIAGNOdent
associado a PPIX para detecgao de lesdes iniciais de esmalte e lesbes em dentina.

Varios motivos podem explicar os resultados. O DIAGNOdent tem
apresentado resultados adequados na detecgao de lesbes em dentina. Dessa forma,
nesse aspecto, o DIAGNOdent ndo apresenta falhas como apresenta na detecgao
precoce de lesdes e na quantificagcdo de lesdes de superficie lisa. O estudo foi
realizado para verificar se a associagao com corantes poderia melhorar ainda mais o
desempenho do DIAGNOdent, o que nao ocorreu.

Outros autores que avaliaram o desempenho do DIAGNOdent na
detecgao de lesdes em dentina em dentes deciduos obtiveram valores entre 0,73 e
0,82 de sensibilidade, e valores de especificidade entre 0,82 e 1,00 (ATTRILL;
ASHLEY, 2001; LUSSI; FRANCESCUT, 2003; MENDES et al., 2005a; MENDES;
HISSADOMI; IMPARATO, 2004; ROCHA et al., 2003). No presente estudo, com as
amostras que foram submetidas ao estudo com a TMPyP, o DIAGNOdent utilizado

sem o corante obteve resultados muito similares. Ja na amostra utilizada no estudo
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com a PPIX, encontramos com o DIAGNOdent sem o corante valores maiores de
sensibilidade, e semelhantes de especificidade. Apenas um outro estudo obteve
valor de sensibilidade muito mais baixo (0,33). Segundo os autores, isso pode estar
relacionado a baixa prevaléncia de lesbes em dentina na amostra estudada, e
também pela exclusdo de dentes com sulcos pigmentados (BENGTSON et al.,
2005). Essa tendéncia dos valores de especificidade serem maiores ou semelhantes
aos de sensibilidade é diferente do que ocorre em dentes permanentes, onde
geralmente os valores de sensibilidade sdo maiores (BADER; SHUGARS, 2004). No
presente estudo, os métodos com corante obtiveram também resultados similares
aos estudos prévios em dentes deciduos com o DIAGNOdent sem corante.

Com relacao as lesbes em esmalte, apenas um estudo realizou a analise
da utilizacdo do DIAGNOdent na detecgdo de lesdes iniciais em esmalte (D1)
(MENDES et al., 2005a). Nesse estudo, foi encontrado valor maior de especificidade
do que de sensibilidade, reforcando o fato de que o DIAGNOdent ndo apresenta
bom desempenho na detecg¢ao precoce de lesdes de carie. No presente estudo, foi
observada uma tendéncia semelhante, mas apenas na amostra destinada ao
experimento com a TMPyP.

Os resultados favoraveis com a utilizagdo do DIAGNOdent associado a
TMPyP para detecgao precoce obtidos em lesdes artificiais de superficie lisa, ndo
foram repetidos nas lesbes oclusais. A anatomia do sitio oclusal e o tamanho da
lesdo podem explicar a menor incorporagdo do corante e, portanto, os resultados
similares do método com e sem os corantes. A utilizacdo de lesdes naturais também
pode explicar uma certa dificuldade de incorporagdo do corante, uma vez que
apresentam maior mineralizagdo na superficie do que lesdes induzidas (ARENDS;

CHRISTOFFERSEN, 1986).
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Como os resultados do experimento anterior parecem indicar para uma
incorporacao mais efetiva do corante em virtude da maior rugosidade da superficie,
o método utilizando o corante (especialmente a TMPyP) poderia ser mais efetivo na
detecgao de lesbes ativas, visto que esse tipo de lesdo apresenta uma rugosidade
maior do que lesbes inativas (NYVAD; FEJERSKOV, 1997; NYVAD;
MACHIULSKIENE; BAELUM, 1999). Na escolha dos sitios para o estudo, o aspecto
de lesdes ativas ou inativas nao foi levado em conta. Como lesdes artificiais simulam
lesdes ativas, a efetividade dos novos métodos na deteccao para diferenciagao entre
lesdes naturais ativas e inativas seria bastante desejavel. Estudos adicionais para
avaliar essa funcdo devem ser realizados.

Outros estudos utilizando corantes para auxiliarem o método visual foram
realizados e obtiveram resultados desfavoraveis com o método para detecgdo de
lesbes em dentina (areas sob curva ROC por volta de 0,70) (PEREIRA;
VERDONSCHOT; HUYSMANS, 2001; TONIOLI; BOUSCHLICHER; HILLIS, 2002),
diferente dos obtidos na presente pesquisa, que apresentou melhor desempenho
com o uso dos corantes fluorescentes associados ao DIAGNOdent.

Estudos também foram realizados em superficies oclusais simuladas e
naturais com corantes fluorescentes associados ao QLF para detecgdo de lesdes
precoces de céarie (FERREIRA ZANDONA et al., 1998a, 1998b). Nas fissuras
artificiais, o método QLF com o corante apresentou melhor desempenho (area sob a
curva ROC entre 0,794 e 0,823) do que o QLF sem o corante (area entre 0,600 e
0,823) (FERREIRA ZANDONA et al., 1998b). Esses resultados discordam dos
nossos, uma vez que os métodos de detecgao de fluorescéncia associados ou nao

aos corantes nao apresentaram diferengas significantes.
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Com relagdo ao uso do corante fluorescente associado ao QLF na
detecgao de lesdes naturais, o método apresentou maior sensibilidade do que o
método QLF e o visual, e os valores de especificidade ndo se alteraram
significantemente entre os métodos (FERREIRA ZANDONA et al., 1998a).
Novamente, os resultados do presente estudo foram diferentes. Isso talvez possa
ser explicado pela maior capacidade de penetracao da fluoresceina, o corante
utilizado nos estudos anteriores, nas lesdes de carie. A fluoresceina, no entanto, ndo
pode ser utilizada com o DIAGNOdent, pois ela emite fluorescéncia quando é
excitada por luz de comprimento de onda menor do que a emitida pelo laser diodo
do aparelho.

E importante salientar que, no presente estudo, os métodos utilizando os
corantes nado apresentaram resultados desfavoraveis na detecgdo de lesdes
oclusais, mas sim resultados semelhantes ao uso do aparelho sem os corantes. Os
valores relacionados ao desempenho foram bastante favoraveis com todos os
métodos utilizados no estudo. Apesar disso, para simples detecgdo de lesdes
oclusais de carie, o método com os corantes, da forma como foram utilizados no
estudo, ndo é indicado, pois s6 com o DIAGNOdent obteve-se resultados favoraveis.
No entanto, estudos com alteragdes na concentragdo dos corantes, no tempo de
imersao, no modo de remogao do excesso do corante, no tempo de secagem e com
a utilizacdo de outros solventes podem fazer com que os métodos apresentem
resultados mais favoraveis, quando utilizados em superficies oclusais.

Esse foi o primeiro estudo associando a utilizagdo de corantes ao
DIAGNOdent, visando melhorar algumas propriedades do aparelho na detecgéao de
pequenas alteragbes minerais. A utilizagdo da PPIX ndo apresentou resultados

muito satisfatérios para detecgao precoce de desmineralizagdo ou para detecgao de



139

lesdes oclusais, mas apresentou um bom desempenho na detecgao e principalmente
quantificacdo de lesbes mais avangcadas em superficie lisa. Ja o método com a
TMPyP nos pareceu bastante promissor, uma vez que apresentou resultados
excelentes na diferenciacdo entre dentes com lesdes de esmalte precoces ou mais
avancadas, e dentes higidos. Até onde sabemos, nenhum outro estudo utilizou a
TMPyP, uma porfirina usada na terapia fotodindmica contra células tumorais, no
estudo da carie dentaria. Os resultados com a sua utilizacdo se mostraram muito
promissores para deteccdo precoce de desmineralizacdo e possivelmente, na
avaliacao da atividade de lesdes de carie. A avaliagao precisa da efetividade dos
tratamentos utilizados para paralisagéo de lesées e diminuicdo da atividade da carie
dentaria nos pacientes em periodos relativamente curtos € um anseio atual dos
pesquisadores na area da Cariologia (ANGMAR-MANSSON; AL-KHATEEB;
TRANAEUS, 1998; EKSTRAND, 2004; NYVAD, 2004; NYVAD; MACHIULSKIENE;
BAELUM, 2003; VERDONSCHOT et al., 1999).

De um modo geral, os métodos propostos na presente pesquisa, por se
tratarem de estudos iniciais, apresentaram um desempenho altamente favoravel,
uma vez que a associagao com o0s corantes apresentou melhor desempenho na
quantificacédo e deteccao de lesbes artificiais de carie em superficies lisas, uma
performance excelente para detectar lesdes precoces de carie e um desempenho
favoravel (embora semelhante ao DIAGNOdent sem os corantes) na detecgédo de
lesdes de carie oclusal. Esse foi o estudo inicial de uma idéia de associar algumas
vantagens do DIAGNOdent com uma melhora na performance do método em
detectar e quantificar alteragdes minerais. Esses resultados obtidos estimulam a
realizacdo de estudos adicionais in vitro na busca da concentracdo ideal dos

corantes, dos solventes mais indicados € no modo de aplicagdo dessas substancias.
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Outros corantes também devem ser investigados na tentativa de melhorar os
resultados. S6 apos extensivos estudos in vitro, que busquem atingir a melhor forma
de realizagdo do método, estudos in situ e in vivo devem ser executados para
realmente avaliar a aplicabilidade dos métodos que associam a utilizacdo do

DIAGNOdent e corantes fluorescentes.
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7 CONCLUSOES

Com base nas condicbes em que essa investigagao foi desenvolvida,
podemos concluir que a utilizagdo do DIAGNOdent associado a TMPyP proporciona
uma melhor performance na detecg¢ao de lesdes artificiais de carie de superficie lisa
e na deteccao precoce da desmineralizagao causada pela carie dentaria em dentes
deciduos. Por outro lado, a associagao do método com a PPIX proporciona uma
melhor quantificacdo das lesdes de carie em superficie lisa quando comparada ao
método DIAGNOdent. Ja com relagdo a deteccao de lesdes oclusais em dentes

deciduos, ambos os métodos possuem desempenho adequado.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVACAO
Protocolo 26/04

O Grupo de Trabaho indicado pelo Comité de Efica em Pesquisa,
APROVOU o protocolo de pesquisa “Avaliacdo do uso de corantes flucrescentes
associados ao uso do DIAGNQOdent para detecgdo de perda mineral decorrente de
cérie e erosdo’, de responsabilidade do Pesquisador Fausto Medeiros Mendes,
sob orientagdo do Prof. Dr. José Nicolau.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados a este
Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao término copia
do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve ser apresentada a
este CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e suas justificativas.

S&o Paulo, 22 de margo de 2004

Prof* D
Coordenaddra do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitaria " ivei
s ersitdria "Armando de Salles Oliveira® CEP 05508-900
Sdo Paulo - SP FAX (011) 814.9281 - TELEX (011) 36950 - Tels.. PABX (011)813.6944 -

Diretori ili
. is::i gﬂ;(l)) 814.0062 - Contabilidade/Compras (011) 814.9281
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