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PITONI, Carla Moreira. Efeito de fluoretos na remineralizagcao de lesdes dentinarias — Estudo
in situ. 2007. 76p. Tese (Doutorado em Odontologia — Area de Concentragdo Odontopediatria)

— Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

1. Resumo

Esta tese foi dividida em dois artigos, originados de um mesmo delineamento
experimental in situ,que foi dividido em duas fases. Voluntarios utilizaram
dispositivos intrabucais contendo blocos de dentina de dentes deciduos e
permanentes previamente radiografados. Na primeira fase, foi realizada a
inducdo de desmineralizagdo, com o gotejamento de solugdo de sacarose a
20% seis vezes ao dia durante trés semanas. Ao final deste periodo, os blocos
foram removidos e radiografados. Um bloco de cada substrato foi armazenado
desmineralizado e os demais foram recolocados nos dispositivos e designados
para um dos tratamentos para remineralizagao durante 28 dias: G1: Dentifricio
fluoretado trés vezes ao dia (DF); G2: DF + 1 aplicagao topica de fluor (ATF) no
primeiro dia desta fase; G3: DF + 4 ATFs (uma por semana). As ATFs foram
realizadas com gel de fluor fosfato acidulado (12300ppmF). A seguir, os blocos
foram removidos, radiografados, e todos os blocos foram processados para
analise de microdureza. No artigo 1, as variaveis analisadas foram percentual
de volume mineral e de recuperacdo mineral, obtidos com a analise da
microdureza transversa da dentina. Os resultados indicaram que todos os
tratamentos com fluoretos determinaram aumento do percentual de volume
mineral em comparagado com o grupo desmineralizado. O grupo 3 apresentou o
maior percentual de recuperagdo mineral, indicando que o protocolo 4 ATFs
apresenta efeito adicional na remineralizacdo de lesdes em dentina. No artigo
2, a variavel analisada foi alteracdo da densidade Ooptica pela técnica de
subtracdo radiografica digital. Além disso, foram comparados os resultados
obtidos com esta técnica e com a metodologia de microdureza, na qual foi
mensurada a perda mineral (AZ). Foram realizadas sobreposi¢des de imagens
radiograficas, aos pares: Inicial-Desmineralizado (I-D); Desmineralizado-
Remineralizado (D-R); Inicial-Remineralizado (I-R). A densidade 6ptica de uma
area central na imagem subtraida foi comparada com uma area controle para
verificar a alteracdo da densidade determinada pelos periodos in situ. Os
resultados mostraram que a subtragcdo radiografica identificou tanto as
alteracbes causadas pelo periodo de inducdo de lesdo quanto do periodo de
tratamento com fluoretos. O grupo 3 apresentou o a maior recuperagado da
densidade, avaliadas nos pares D-R e I-R. Os resultados foram semelhantes
nas duas metodologias de analise, indicando que a subtragdo radiografica
digital € uma ferramenta util na mensuragao de altera¢gdes minerais da dentina.
Importancia_clinica: verificar a possibilidade de tratamento nao invasivo em
lesdes cariosas dentinarias.

Palavras-chave: dentina, fluor, remineralizacdo, microdureza, subtracao
radiografica.
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PITONI, Carla Moreira. Effect of fluoride on remineralization of dentine carious lesions. An in
situ study. 2007. 76p. Tese (Doutorado em Odontologia — Area de Concentracdo

Odontopediatria) — Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

2. Abstract

This thesis was divided in two articles originated of an in situ experimental
design with two steps. Volunteers wore acrylic devices containing eight dentine
slabs (four of primary and four of permanent teeth), previously radiographed. In
the first step, a cariogenic challenge was simulated by dripping sucrose solution
over slabs during three weeks to induce demineralization. After this time, the
slabs were removed and radiographed. A slab of each was saved for
demineralization analysis. The others were reinserted on the devices and
assigned to one of the remineralization treatments: G1: Fluoride dentifrice three
times a day (FD); G2: FD+ a topical fluoride application (APF); G3: FD+4APF.
APFs were done with acidulated phosphate fluoride gel topical applications
(12300ppmF). To follow, the slabs were removed, radiographed and processed
to cross sectional microhardness analysis. In the first article, % of mineral
content and % of mineral recovery were analyzed. All treatments were capable
of increasing mineral content compared to demineralized slabs. G3 showed the
highest % of mineral recovery.The study indicated that a higher frequency of
APF has additional effect on remineralization of dentine lesions. In the second
article, the alteration of optical density was analyzed by digital radiograph
subtraction (DRS), and the results compared with the ones of microhardness
analysis. Pairs of radiograph images were overlapped: Initial-Demineralized (I-
D); Demineralized-Remineralized (D-R); Initial and Remineralized (I-R). The
optical density of a central area in the subtraction image was compared to
control area to verify the density alteration caused by in situ periods. DRS was
able to detect alterations determined by demineralization and remineralization.
Group 3 show the best optical density recovery, as seem in pair D-R and I-R.
The performance of both methodologies was similar. DRS is a suitable analysis
to detect mineral content alterations on dentin.

Clinical relevance: To verify the possibility of non-invasive treatment of dentin
carious lesions.

Keywords: dentine, fluoride, remineralization, microhardness, radiograph
subtraction.
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3. Introducgao

Apesar da diminuicdo da prevaléncia de carie ocorrer Como um processo
global, ainda é alto o numero de individuos que apresentam a doenga. No
Brasil, o ultimo levantamento epidemioldgico realizado pelo Ministério da
Saude, o SB-Brasil, apresentou dados abrangentes sobre a situagcdo da saude
bucal da populacdo brasileira nos anos 2002-2003. A presencga de lesdes de
carie foi observada em faixas etarias tdo precoces como 18 a 36 meses
(26,85%). Em criancgas e adolescentes, na populagdo de 5 anos, 12 anos e 15-
19 anos, a prevaléncia de carie observada foi de 59,37%, 68,92% e 88,94%,
mostrando que ainda é necessario o desenvolvimento de estratégias tanto para
a prevengdo quanto para o tratamento da carie dentaria
(Projeto SB Brasil 2003, 2004).

O estabelecimento de uma lesdo de céarie e a sua progressao sao
resultantes do desequilibrio do processo de des-remineralizagdo, sendo
favorecido o periodo de desmineralizacdo, o que leva a perda mineral dos
tecidos dentarios. Para evitar a progressao de lesdes iniciais e o aparecimento
de novas lesdes deve-se investir no controle da doencga carie, influenciando na
formagao e desenvolvimento do biofilme e modificando a cinética da dissolugao
do conteudo mineral dos tecidos dentarios (apatita). Entre os fatores
envolvidos, encontram-se qualidade da higiene bucal, composi¢do da dieta,
composicao e fluxo salivar e fluor. Neste sentido, observa-se que a cooperagao
do paciente é fundamental para alcangar este objetivo, portanto o processo
deve ser individualizado (Pitts, 2004).

Em esmalte, € praticamente consenso que o tratamento de lesdes
cariosas limita-se ao monitoramento da lesdo e controle dos fatores que
influenciam o processo saude-doencga (Araujo e Barata, 2003). A literatura é
vasta em estudos que tem como objetivo avaliar a remineralizacdo de lesdes
em esmalte (Buchalla et al.,, 2002; Jardim, 2003). No entanto, uma vez que
lesdes em qualquer estagio podem ter sua progressao interrompida (Lo et al.,
1998; Nyvad e Fejerskov, 1986; Nyvad et al., 1997; Schupbach et al., 1992), a
possibilidade de tratamento ndo invasivo também em lesdes dentinarias tem
sido discutida. A decisdo deve envolver a avaliagdo de varidveis como

atividade da lesao, sintomatologia dolorosa, viabilidade de controle de placa,
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extensdo da lesédo (possiveis sequelas pulpares e funcionais) e envolvimento
estético. No caso de dentes deciduos, também deve-se considerar a
importancia do dente em questdo, relacionada a idade do paciente. Neste
sentido, lesbes superficiais em dentina, sem sintomatologia dolorosa e com
possibilidade de controle de placa sao “candidatas” a tratamento nao invasivo
(Araujo et al., 2004).

A composicdo da dentina considerando seu volume € 50% matriz
organica (colageno) e 50% mineral, com cristais de hidroxiapatita. A lesdo de
carie inicia apos o envolvimento do esmalte ou do cemento, dependendo do
substrato - dentina coronaria ou radicular - em questao, sendo que em ambos a
les&o de carie apresenta caracteristicas estruturais semelhantes (Frank, 1990).
Durante o processo carioso, ocorre penetracdo de bactérias, desestruturacao
da fase organica devido a atividade proteolitica e dissolugdo dos cristais de
hidroxiapatita, resultando em perda mineral. A presenga de fluor influencia
neste processo diminuindo a velocidade de progressao da lesao (Hara et al.,
2003; Heilman et al., 1997).

A remineralizagcdo ocorre preferencialmente pelo aumento do volume
mineral, pelo do crescimento dos cristais remanescentes (Heilman et al., 1997),
apesar da deposigcao de cristais em lesdes onde praticamente todo o volume
mineral foi removido também tenha sido relatada (Mukai e ten Cate, 2002).
Clinicamente, a “inativacdo” de uma lesao € verificada pela alteracdo na
consisténcia (aumento da dureza) e frequentemente por alteragcdo de cor
(escurecimento) (Nyvad and Fejerskov, 1986). Deve-se levar em conta que as
reacdes pulpares frente a lesdo cariosa apresentam papel importante no
controle de lesbes dentinarias, especialmente pela diminuicdo da
permeabilidade com a deposi¢cao de dentina reacional (Consolaro, 1996; Nyvad
et al., 1999). O fluor age “ativando” a deposigao mineral tanto na superficie
quanto em profundidade, através da difusdo dos ions em dire¢cédo ao interior do
tecido dentinario (Arends et al., 1989; Arends et al., 1990; ten Cate, 2005),
diminuindo a velocidade de progressao de lesdes cariosas e podendo ocorrer
inclusive hiper-mineralizacdo da superficie externa.

O grande beneficio de uma abordagem n&o invasiva como tratamento de
lesbes de carie é evitar o inicio de um ciclo restaurador repetitivo. Apesar de

varias pesquisas serem desenvolvidas na busca do melhor protocolo
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restaurador, que promova a maior longevidade possivel de restauragdes,
grande parte do tempo clinico ainda é gasto substituindo restauracgdes, levando
a mais desgaste de estrutura dentaria e consequentemente sua fragilizagéo.
Essa preocupacédo materializa-se em estudos que avaliam a possibilidade de
retardar a restauracao de lesdes, por meio do controle e acompanhamento de
sua progressdao. Acompanhamentos longitudinais realizados em dentes
deciduos (Craig et al., 1981) e em dentes permanentes (Maltz et al., 2003;
Mejare et al., 2004) mostram que quando os individuos participam de
programas de saude é possivel controlar e/ou diminuir a velocidade de
progressao das lesbes e consequentemente diminuir a necessidade de
tratamento invasivo. Em molares deciduos, foi verificado que, em dois anos de
acompanhamento de criangas participantes de um programa de tratamento
com fluoretos, apenas 35% das lesdes necessitaram tratamento restaurador
(Craig et al., 1981). Num estudo longitudinal de acompanhamento de
adolescentes durante 15 anos, (Mejare et al., 2004) concluiram que os
individuos foram beneficiados com a estratégia nao restauradora, pois tanto a
incidéncia quanto a progressao de carie diminui da adolescéncia para a idade
adulta. No entanto, esta abordagem exige supervisdo constante, pois em um
monitoramento de molares permanentes de individuos de 17 anos durante seis
anos, foi verificado que cerca de 70% das lesdes existentes apresentaram
progressao (Poorterman et al., 2003).

Dentro de uma proposta nao invasiva, € interessante verificar métodos
que, em conjunto com o controle de fatores etiolégicos, possam promover
inativacdo de lesbes cariosas. A partir de estudos laboratoriais, € possivel
analisar protocolos de aplicacdo de fluoretos que apresentem potencial de
remineralizar lesdes tanto em esmalte quanto em dentina. Com relagdo a
lesdes dentinarias, diferentes metodologias podem ser utilizadas na avaliagao
da remineralizagdo (Arends e ten Bosch, 1992). As mais referendadas na
literatura sdo a microrradiografia, a microdureza e a microscopia de luz
polarizada. A maioria dos estudos de remineralizagcado de lesdes dentinarias,
entretanto, sado realizados em dentina de dentes permanentes ou bovinos. O
efeito de fluoretos no tratamento de les6es em dentina de dentes deciduos foi
raramente estudado (Chu et al., 2002; Lo et al., 1998). Uma vez que esses

substratos apresentam algumas diferengas morfolégicas e constitucionais
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(Johnson, 1987), justifica-se estudar o uso de fluoretos na também na dentina
de dentes deciduos.

Para a analise do conteudo mineral da dentina e alteracbes provocadas
por intervengdes, utiliza-se normalmente a microrradiografia (Arends e ten
Bosch, 1992; Heilman et al., 1997; Herkstroter et al., 1991; Nyvad et al., 1989;
Nyvad et al., 1997) e a microdureza transversa (Arends e ten Bosch, 1992;
Hara et al., 2003). Ja a profundidade da lesdo de carie pode ser mensurada
tanto pela microrradiografia quanto pela microscopia da luz polarizada (Arends
e ten Bosch, 1992).

Recentemente utilizada na odontologia, a analise da densidade optica &
uma metodologia que mensura a radiopacidade de substratos com a avaliagao
de radiografias digitais diretas ou digitalizadas (Bouschlicher et al., 1999;
Gurdal e Akdeniz, 1998), que pode ser realizada por meio de softwares. A
densidade 6ptica (niveis de cinza) do substrato € descrita em valor numérico,
sendo que quanto mais radiopaco o substrato, maior o valor.

Além da analise da densidade 6ptica exclusiva, a subtracdo radiografica
digital € uma técnica que permite a sobreposi¢cdo de duas imagens e a analise
objetiva da diferenga entre elas, permitindo a detec¢gdo de minimas alteragoes,
que nao seriam visiveis ao olho humano durante a comparagao de duas
imagens. Esta metodologia tem sido utilizada para mensurar a densidade
radiografica de esmalte e dentina higidos e cariados (Forner et al., 1999) e
também acompanhar alteragdes provocadas por tratamentos (Forner et al.,
1999; Maltz et al., 2002). Por ser uma técnica bastante sensivel, tem sido
avaliada a sua aplicagdo no monitoramento de progressédo de lesdes de carie
(Martignon et al., 2006; Ricketts et al., 2007) e na avaliagdo de aumento do
conteudo mineral (Maggio et al., 1990; Maltz et al., 2002).

Assim, esta tese teve como objetivo verificar in situ o efeito de
tratamentos com diferentes concentracdes e freqiéncia de uso de fluoretos na
remineralizagdo de lesbes de carie em dentina de dentes deciduos e
permanentes pela andlise de microdureza e avaliar o uso da técnica de
subtracdo radiografica digital na mensuracdo de alteragcbes minerais na

dentina.
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4. Artigo 1

Comparacao in situ de trés protocolos de aplicagao de flaor na

remineralizagao de lesdes em dentina de dentes deciduos e permanentes

Pitoni, Carla Moreira
Caldo-Teixeira, Angela Scarparo

Almeida, lzabel C. Santos

Resumo - este estudo avaliou in situ o potencial de remineralizacido de lesdes
dentinarias de dentes deciduos e permanentes com o uso de dentifricio fluoretado
exclusivo ou aliado a uma ou quatro aplicagdes tépicas de fluor fosfato acidulado a
1,23% (ATF). Quatorze voluntarios utilizaram, durante 21 dias, dispositivos intrabucais
contendo quatro blocos de dentina decidua e quatro de permanente e gotejaram
solucdo de sacarose a 20% seis vezes ao dia para induzir lesdo nas amostras. Um
bloco de cada substrato foi removido e os voluntarios utilizaram novamente o
dispositivo com os blocos remanescentes, durante 28 dias. Trés tratamentos foram
realizados simultaneamente: G1: dentifricio fluoretado trés vezes ao dia (DF); G2: DF
+ 1 ATF (no primeiro dia); G3: DF + 4 ATFs (uma por semana). O volume mineral € %
de recuperagdo mineral integral (%AZ) foram verificados por microdureza transversa
da dentina. Todos os grupos apresentaram aumento do volume mineral em
comparacao aos blocos desmineralizados, e os resultados foram semelhantes em
dentes deciduos e permanentes. Nao houve diferenca significativa entre os grupos 1 e
2. O grupo 3 apresentou melhores resultados quanto a (%AZ). Os resultados sugerem
que o DF apresenta potencial remineralizador, e que quatro ATFs aumentam o efeito.

Palavras-chave: dentina, fllor, microdureza, remineralizacao.
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Introducgao

A carie dentaria € caracterizada pelo desequilibrio entre os processos de
desmineralizagdo e remineralizacdo, com etiologia multifatorial. O uso de
agentes fluoretados na sua prevengdo € uma estratégia consagrada e
intensamente estudada. Da mesma forma, iniumeros estudos abordam a
remineralizagdo de lesbes em esmalte (Buchalla et al., 2002; Chow et al., 2000;
Cury et al., 2005; Lagerweij e ten Cate, 2002). Recentemente, a possibilidade
de tratamento ndo invasivo também em lesGes em dentina teve aumento de
interesse, tanto devido a preocupacdo com a abordagem da carie radicular
(Nyvad et al., 1997; Schupbach et al., 1992) quanto a possibilidade de controlar
a progressao de lesdes coronarias na tentativa de retardar e até mesmo evitar
a entrada dos individuos num ciclo restaurador, seja na dentigdo decidua ou na
permanente (Craig et al., 1981; Mejare et al., 2004). A realizagédo exclusiva de
procedimentos operatérios ndo interrompe a progressao da doenca (Pitts,
2004). Aliado ao conhecimento de que lesdes podem ser interrompidas em
qualquer estagio, o tratamento da doencga carie baseado numa proposta de
promogao de saude deve levar em consideragdo o controle dos fatores
etioldgicos, buscando o equilibrio do processo des-remineralizagao, por meio
de alteragbes na dieta, melhora na higiene bucal e uso de agentes fluoretados
(Featherstone, 2004).

O dentifricio fluoretado é o uso mais comum de fluoretos. No entanto, na
presenca de lesdes ativas de carie, geralmente utiliza-se agentes de aplicagao
profissional, com altas concentracdes de fluor. Estudos indicam que aplicacdes
tépicas de fluor ativam a remineralizagcao de lesbes em esmalte, mas o melhor
protocolo ainda é discutido (Bader et al., 2001). O mesmo ocorre em dentina,
pois os protocolos sao diversos, tornando dificil a determinacdo de qual método
(agente, concentracdo e frequéncia) apresenta os melhores resultados.

A partir de estudos in vitro, in situ e in vivo, tem-se pesquisado a
influéncia de fluoretos no processo de des-remineralizagdo da dentina (Baysan
et al., 2001; Hara et al., 2003; Kashani et al., 1998; Mellberg e Sanchez, 1986;
Nyvad et al., 1997; 1999; ten Cate et al., 1995). Estes artigos indicam que tanto
o meio de utilizagdo do fluor (dentifricio, solugdo, verniz, gel, cariostatico)

quanto a concentragdo podem influenciar no grau de remineralizagao da leséo
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em dentina (Arends et al., 1990; Mukai et al., 2001; Petersson e Kambara,
2004). Além disso, in vitro, a combinacao de aplicacbes topicas de fluor em
baixa e alta concentragdo, assim como de diferentes meios de aplicagao,
apresenta efeito benéfico adicional (Serra et al., 1989; van Strijp et al., 1999) no
que diz respeito a incorporacgao de fluor no tecido dental.

O gel fluoretado, seja na sua forma acidulada (fluor fosfato acidulado a
1,23%, 12300 ppm F) ou neutra (NaF a 2%, 9200 ppmF) sdo os mais utilizados
no Brasil. Varias pesquisas verificaram sua eficacia em esmalte [Bader et al.,
2001(Buchalla et al., 2002; Chow et al., 2000; Cury et al., 2005; Lagerweij e ten
Cate, 2002)], mas seu resultado em dentina nao foi estudado. Assim, o objetivo
deste estudo é verificar in situ se aplicagdes tépicas de fluor com gel de fluor
fosfato acidulado a 1,23% apresentam efeito adicional na remineralizacdo de
lesdes em dentina de dentes permanentes e deciduos, em comparagao ao uso

isolado de dentifricio fluoretado.

Metodologia

Consideragées éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (projeto n° 341/05),
estando de acordo com a resolugdo n° 196, de 10 de outubro de 1996, do

Conselho Nacional de Etica em Pesquisa.

Desenho experimental

Este estudo in situ foi desenvolvido em duas fases: indugao de leséo de
carie e tratamento (remineralizacdo) de dentina de dentes deciduos e
permanentes. A amostra foi composta por quatorze voluntarios que utilizaram,
na primeira fase, dispositivos intrabucais contendo oito blocos de dentina,
sendo quatro de dentes deciduos e quatro de dentes permanentes, durante
trés semanas. Neste periodo, os voluntarios gotejaram solu¢cdo de sacarose a
20%, seis vezes ao dia, para induzir lesdo de carie. Ao final deste periodo, um
bloco de cada substrato foi removido do dispositivo e os demais submetidos a
fase de tratamento in situ. Trés tratamentos foram realizados simultaneamente,

um em cada bloco de cada substrato: G1: trés aplicagdes diarias de dentifricio
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fluoretado (DF); G2: DF + uma aplicagao tépica de fluor (ATF); G3: DF + 4
ATFs, (sendo uma por semana). A hipétese nula € que nao ha diferenga entre
os tratamentos para remineralizagdo em cada substrato. As variaveis
analisadas foram percentuais de volume mineral e de recuperagdo mineral

(%AZ). O delineamento esta ilustrado na FIG 1.

I_I_l

FIGURA 1 - Delineamento do estudo. A: Obtengdo dos blocos de dentina de dentes

permanentes e deciduos; B: Blocos higidos; C: Fase intrabucal de indugao da lesdo de carie;
D: Blocos desmineralizados removidos do dispositivo; E: Fase intrabucal de tratamento com
fluoretos; F: Blocos tratados removidos do dispositivo; G: Secgao no centro dos blocos; H:

Analise de microdureza transversa.

Preparo dos corpos-de-prova

Foram confeccionadas amostras de dentina (2 x 2 x 2 mm) obtida da
porcao radicular cervical de dentes deciduos anteriores e de terceiros molares
retidos esterilizados em solugéo de formol a 2% (Cury et al., 2001). Os blocos
de dentina foram lixados e polidos superficialmente (Hara et al., 2003).
Quatorze blocos de cada substrato foram armazenados em geladeira, cobertos
por lengos umedecidos em agua deionizada, para estabelecimento do padrao

higido na comparagéo dos grupos quanto ao percentual de volume mineral.

Confecgéo dos dispositivos intrabucais

Para cada voluntario foi confeccionado um dispositivo intrabucal superior
removivel (Zero, 1995), em resina acrilica autopolimerizavel, com oito nichos
independentes, nos quais foram colocados os blocos dentinarios. Durante a
fase de indugao da lesdo de carie, os blocos foram protegidos por uma tela

plastica com 1 mm de espago para permitir o acumulo de biofilme dentaria
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(Cury et al., 2000). Na fase de remineralizagédo, os blocos permaneceram em

contato livre com o meio bucal.

Fase de indugéao da lesao de carie

Na semana anterior ao inicio da fase in situ, e durante a fase de inducao
da lesdao de carie, os voluntarios utilizaram dentifricio ndo fluoretado
(manipulado). O desafio cariogénico foi realizado com o gotejamento de
solugdo de sacarose a 20%, seis vezes ao dia, durante 3 semanas. Apos 5
minutos, os dispositivos eram lavados com agua destilada estéril e recolocados
na boca.

Ao final da terceira semana, as telas foram removidas e os blocos
higienizados com agua destilada e pengo de algoddo. Um bloco de cada
substrato, selecionado de forma aleatdéria, foi armazenado para

estabelecimento do padrao desmineralizado dos blocos.

Fase de tratamento

Trés blocos de cada substrato foram recolocados nos dispositivos
intrabucais, com distribuicdo aleatéria da posi¢cdo. Nesta fase, os blocos
ficaram em contato livre com o meio bucal. Os voluntarios foram orientados a
realizar, trés vezes ao dia, a imersao do dispositivo em solugdo de dentifricio
fluoretado (1450ppmF, Colgate-Palmolive Industria e Comércio) diluido em
agua destilada e deionizada (1:3 por peso) durante um minuto, para simular a
acgao do dentifricio no meio bucal.

Nos blocos do grupo 1 (DF) de cada substrato, nenhum tratamento
adicional foi realizado. Nos blocos do grupo 2 foi realizada uma aplicagéo
topica de gel de fluor fosfato acidulado a 1,23%, durante um minuto, com
cotonete, no primeiro dia da fase remineralizadora in situ. Nos blocos do grupo
3, foram realizadas quatro aplicagbes topicas (uma por semana).

Apos o periodo de 28 dias, os blocos foram removidos dos dispositivos,

higienizados e armazenados, como citado anteriormente.

Avaliagdo da microdureza transversa da dentina
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Os blocos foram seccionados no centro, incluidos em resina
poliestirénica, com a face do corte exposta, e o acabamento e polimento
realizado com lixas d’agua de granulagdes 1000, 1200, 1500 e 2000. O
polimento final foi realizado com disco de feltro e pasta abrasiva de alumina
(granulagao 0,5 pm).

A medida de microdureza Knoop foi realizada no microdurémetro HMV
Micro Hardness Tester (Shimadzu) pela aplicagdo de uma carga de 10g por 10
segundos em pontos lineares nas profundidades de 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100,
150 e 200 pm a partir da superficie externa, no centro do bloco. A dureza em
cada profundidade foi considerada a média de trés mensuragdes horizontais
com uma distancia de 100 pm entre elas. A leitura visual das indentagdes e o
calculo da microdureza foram realizados por meio do software Newage Testing
Instruments C.A.M.S. Testing System, instalado em um computador, conectado
ao microdurdbmetro através de um sistema Optico de transferéncia digital de
imagem (Genwac High Resolution). O examinador nao teve conhecimento a
qual grupo pertencia cada amostra avaliada.

Os valores de dureza Knopp foram convertidos em % de volume mineral
(Featherstone et al., 1983). A partir destes dados, foi calculado o perfil mineral
de cada amostra do grupo desmineralizado (AZ) e dos grupos tratados (AZg1,
AZro, AZgr3) utilizando como padrdo de dentina higida a média de volume
mineral das profundidades 100 ym a 200 ym de cada um dos blocos. O
percentual de recuperagao mineral (%AZ) foi obtido pela férmula: %AZ = (AZ -
AZR) x 100/ AZ, sendo cada calculo realizado pelos dados de um mesmo

voluntario.

Analise estatistica

Para fins de analise estatistica, cada voluntario foi considerado uma
unidade amostral.

A homogeneidade de varidncias e a distribuicdo normal foram
verificadas para as variaveis volume mineral, em cada profundidade. Os
pressupostos foram aceitos para as profundidades 10 ym a 100 ym, e as
comparagdes entre os grupos higido, desmineralizado, DF, DF + 1 ATF e DF +
4 ATFs foram realizadas por analise de variancia de um fator (a = 0,05). Nas

profundidades 150 ym e 200 um, em ambos os substratos, foi utilizada a prova
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de Kruskal-Wallis (a = 0,05). A comparagédo do %AZ entre os grupos de
tratamento (DF, DF + 1 ATF e DF + 4 ATFs) foi realizada por meio de analise
de variéncia de amostras repetidas (a = 0,05).

Resultados

As TAB. 1 e 2 e FIG. 2 apresentam as analises de volume mineral dos
grupos higido, desmineralizado e tratados, dos dentes permanentes e

deciduos.

TABELA 1 — Percentual de volume mineral (média + dp) em cada profundidade (um), de acordo com os grupos
experimentais, em dentes permanentes.

Distancia da superficie (um)
Grupo

10 20 30 40 60 80 100 150 200

Higido 4524142 4544167 4514137 44,741 5% 451+0,8° 446+1,3 44.8+16 446222 45020
Desmineral. 34,7+1,6° 35,8+2,0° 36,9+2,0° 38,0+1,8° 39,4+1,7° 43,8414 44,2408 444412 450405
DF 36,0+£1,1°° 38,1+1,2° 39,3+0,8° 40,3+1,2° 41,4+1,0° 43,6+0,8 43,9+0,6 44,6+0,8 44,8+0,9
DF+1ATF  37,1+1,3° 38,8+1,5° 39,4+14° 40,5+1,5° 41,6+1,1° 43,7+1,1 44,0409 44609 44,6409
DF+4ATFs  39,2+1,1° 40,5+1,5° 41,8+1,6° 42,3+1,3% 42441,3° 445410 44,5+0,7 44,705 45,0+0,5

Total 38,56+4,0 39,8+3,6 40,5+3,2 41,2+2,7 42,0+2,2 44,0+1,2 44,3+1,0 44,6+1,3 44,9+1.1
Sig. p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,062* p=0,148* p=0,319** p=0,169**
*Anova

**Kruskal-Wallis
Letras iguais indicam semelhanca estatistica em cada coluna
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TABELA 2 — Percentual de volume mineral (média + dp) em cada profundidade (um), de acordo com os grupos
experimentais, em dentes deciduos.

Distancia da superficie (um)

Grupo
10 20 30 40 60 80 100 150 200

Higido 4244142 42,5+22° 424+1.8% 414+1,9% 4174212 42,0+1,6° 42,3+1,0 422418 42,6417
Desmineral. 5 5,08 335+¢1.1° 346+16° 36,0+1,3° 375¢11° 39,6+0,9° 414409 41505 42,140,5

DF 36,241,9° 36,8+1,4° 37,641,0° 38,9+1,1° 39,9+1,2°° 40,8+1,3™° 41,4109 41,5:0,6 41,80,8

DF+IATE  36.421,3° 37,8412 38,6+1,2 39,70,9% 39,8:0,8° 406:1,0° 415:11 415:08 424407

DF+4ATFS 55 441,19 3924120 39.8409° 40,641.1° 41,0408° 413+11%° 419407 416408 424407

Total 36,9+4,0 38,0£3,3 38,7429 39,4+22 40,0+1,9 40,914 41,7+1,0 41,7+1,0 42,210

Sig. p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,130 p=0,846** p=0,218**

*Anova
**Kruskal-Wallis
Letras iguais indicam semelhancga estatistica em cada coluna.
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FIGURA 2 - Percentual de volume mineral em cada profundidade
(A: Permanentes; B: Deciduos).

Nas profundidades 10 ym a 60 uym (dentes permanentes) e 10 um a 80

pMm (dentes deciduos) foram observadas diferengas no volume mineral entre os
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grupos. Na dentina de dentes deciduos, o grupo desmineralizado apresentou
valores significativamente inferiores ao grupo higido numa profundidade maior
que nos dentes permanentes. Todos os tratamentos determinaram aumento no
percentual de volume mineral até as profundidades de 60 (dentes
permanentes) e 40 pm (dentes deciduos) em comparagdo ao grupo
desmineralizado (TAB. 1 e 2).

Os grupos DF e 1 ATF apresentaram resultados semelhantes de
aumento de percentual de volume mineral com relagdo ao grupo
desmineralizado em ambos os substratos. Em dentes permanentes, o grupo
DF + 4 ATFs apresentou valores mais altos que esses tratamentos, indicando
efeito adicional na remineralizacdo. J& em dentes deciduos, DF + 4 ATFs
apresentou valores superiores em comparagao ao grupo DF, mas apenas na
profundidade de 10 um esta diferencga foi significativa em comparagao ao grupo
DF + 1 ATF (TAB. 1 e 2). No entanto, com relacédo ao %AZ, a FIG. 3 mostra
que, tanto em dentes permanentes, quanto em deciduos, o grupo DF + 4 ATFs
obteve valores significativamente superiores em comparagdo aos demais
tratamentos (p<0,001 e p=0,004, respectivamente), indicando que este
tratamento promove maior grau de remineralizacdo, quando considerado o
volume mineral integral. Novamente nesta analise, os tratamentos DF e DF + 1

ATF obtiveram resultados semelhantes.
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FIGURA 3 - % Recuperagdo mineral (A: Permanentes — p<0,001; B: Deciduos —

p=0,004).

letras minusculas iguais indicam semelhanga estatistica dentro de cada substrato
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Discussao

A possibilidade de controle de lesbes em dentina de dentes deciduos e
permanentes, com a utilizagao de fluoretos, foi confirmada neste estudo, uma
vez que todos os protocolos utilizados determinaram aumento no volume
mineral. Mais ainda, o uso de fluoretos tépicos de alta concentracdo e alta
frequéncia apresenta resultados benéficos adicionais, sendo os melhores
resultados relativos a recuperagdo mineral (%AZ) obtidos no grupo DF + 4
ATFs.

Os resultados obtidos com o uso isolado de dentifricio e de dentifricio
aliado a uma aplicagdo topica de fluor sdao consistentes com o que ja foi
relatado em esmalte (Maia et al., 2003; Paes Leme et al., 2003). O uso de
dentifricio fluoretado promove recuperagcdo mineral, e uma aplicacao tépica de
flior ndo apresenta efeito adicional. Quando dentifricios fluoretados séao
utilizados rotineiramente, 0,04 a 0,1ppm de fllor podem ser encontrados na
saliva (Duckworth e Morgan, 1991) e interferem no processo de des-
remineralizacao in vitro (ten Cate et al., 1995).

Os protocolos de aplicagdes de fluor na dentina foram bastante variados
nos artigos pesquisados. Porém, é possivel encontrar evidéncias que suportam
os resultados aqui relatados pela andlise de estudos que compararam
diferentes concentracbes de fluor em formulagdes diversas, além do uso
conjunto de dentifricios fluoretados e agentes com alta concentragdo em
comparagao ao uso isolado de dentifricio, fluoretado ou nao.

Em um estudo desenvolvido in vitro, com dentina de dentes
permanentes, (Mellberg e Sanchez, 1986) observaram que dentifricio
fluoretado € significativamente superior na remineralizagdo de lesdes em
comparacgao a dentifricio placebo, indicando que o fluor auxilia na recuperacao
mineral. Resultado semelhante foi observado in vitro por (Queiroz, 2004) que
verificou que dois dentifricios contendo 1100 ug F/mL (NaF) diluidos a ¥ por
peso, para simular a concentracdo na cavidade bucal, promovem maior
recuperacéo mineral (48,1% e 49,8%) que dentifricio placebo (19,9%) em um
modelo utilizando ciclagem de pH e dentina bovina. (Petersson e Kambara,

2004) estudaram sete dentifricios de concentragdes e pHs variados, seguidos
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ou nao de enxague com solugao fluoretada (250ppm F). Todos os dentifricios
fluoretados foram superiores ao placebo (nao fluoretado). A adicdo da solugao
fluoretada no enxague das amostras aumentou o efeito, resultado que em parte
pode ser comparado com este estudo, em que a adicdo de 4 ATFs também foi
benéfica na recuperagao mineral, sendo superior ao dentifricio isoladamente ou
em conjunto com 1 ATF. (Arends et al., 1990) ja haviam verificado que a
deposigdao mineral in vitro € influenciada pela concentragcdo do fluoreto,
resultado confirmado in vivo por (Baysan et al., 2001), que compararam 0 uso
diario de dentifricios com 1100ppm F e 5000 ppm F em lesbes dentinarias
radiculares. O presente estudo, desenvolvido in situ, indica que, mesmo com o
uso constante de dentifricio fluoretado, aliar agente de alta concentragdo tem
efeito adicional, desde que quatro aplicagdes topicas sejam realizadas. Mesmo
lesdes avancadas em dentina radicular tém possibilidade de recuperacao
mineral, com o uso de altas concentragdes de fluor, como 4000ppm F (Mukai et
al., 2001), ou solugdes com concentragdo mais baixa (0,1ppm F), em longo
tempo de remineralizag&o in vitro (Mukai e ten Cate, 2002).

O controle de lesbes dentinarias em dentes deciduos também é foco de
pesquisa. Quanto ao dentifricio fluoretado, (Lo et al., 1998) verificaram que
aliando educagao a escovagao supervisionada diaria, lesdes dentinarias se
apresentaram controladas apdés trés anos de acompanhamento de escolares. O
efeito do dentifricio também foi observado nesta pesquisa, no grupo DF, que
promoveu aumento do volume mineral.

Um agente que foi bastante utilizado em dentes deciduos é o diamino
fluoreto de prata (SDF). (Chu et al., 2002) compararam a eficacia deste
material e do verniz fluoretado (NaF) na inativacdo de lesdes dentinarias,
encontrando resultados positivos com os dois métodos, porém com eficacia
superior do SDF. Como os mecanismos de acado sao diferentes, €& dificil
verificar o efeito do fluoreto propriamente dito. (Llodra et al., 2005), em um
estudo longitudinal de 36 meses, verificaram que o SDF tem efeito cariostatico
tanto em dentes deciduos quanto permanentes, porém nao compararam com
outros agentes fluoretados. Ressalta-se que estes estudos ndo envolveram o
diagndstico de lesdes em esmalte, portanto o efeito sobre o controle da doenga

nao foi adequadamente mensurado.
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Durante o periodo de tratamento, foi simulada uma situacao favoravel
para a remineralizacdo das lesdes, pois 0s voluntarios apresentavam doenca
carie controlada e nao foi permitido o acumulo de placa. Mesmo que este
cenario nao represente exatamente uma situacéo real, o objetivo foi avaliar o
efeito adicional do fluoreto como coadjuvante numa proposta que preconiza o
controle do paciente. (Lagerweij et al., 1996) compararam o efeito de higiene
bucal com dentifricios placebo e fluoretado em lesbes dentinarias
desenvolvidas em sulcos in vitro e posteriormente preenchidos por placa in situ.
Apenas 21% das lesdes apresentaram remineralizagdo, independente do uso
de dentifricio fluoretado, mas o fluoreto diminuiu a velocidade de progresséao
das lesdes, o que em dentes deciduos pode ser considerado um grande
beneficio, visto que apresentam ciclo bioldgico definido. Em um estudo in vitro
(Turssi et al., 2006) verificaram que a propria saliva e substitutos salivares m
efeito na remineralizacao de lesbes em dentina. (Nyvad et al., 1997) verificaram
in situ que o controle de placa, aliado ao uso de fluoretos, também influencia no
controle das lesdes, alterando o padrao de distribuicdo mineral em comparacao
ao tratamento com fluoreto isolado. Estes achados indicam a que o fluor é
coadjuvante, sendo importante o controle dos fatores etiolégicos.

O grau de remineralizagdo depende nado apenas da terapia utilizada,
mas também das caracteristicas iniciais da lesdo com relagdo ao conteudo
mineral da superficie (até 50um). (Kawasaki et al., 2000) avaliaram a
remineralizagcdo com solugdes de 0 a 10ppm F de fluor (NaF) de lesdes com
quatro perfis minerais distintos. Lesdes “moderadas” apresentaram a maior
deposicdo mineral e uma camada mais mineralizada na superficie foi formada
mesmo na auséncia de fluor. Lesdes com pequena perda mineral tiveram
deposig¢ao uniforme ao longo da lesdo com solugdes de 0 e 2ppm F. A alta
concentracdo determinou hipermineralizacdo da superficie (até 25um) e
remineralizagdo semelhante nas demais em profundidades até 100um. No
presente estudo, as lesdes apresentaram % de volume mineral intermediario as
lesbes do estudo citado. O grupo com 4 ATFs apresentou resultados
superiores, mas nao houve hipermineralizagdo da superficie. A
hipermineralizacdo pode impedir o transporte de ions para as regidées mais
profundas da lesao. Isso poderia explicar, em parte, porque lesdes clinicamente

diagnosticadas como ‘“inativas”, com mineralizagdo da superficie, podem
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apresentar progressao (ten Cate et al., 1995). Além disso, hipermineralizagéo
pode mascarar resultados do volume mineral integral, indicando alta
recuperacao em situagdes nas quais apenas a superficie foi realmente
remineralizada (Kawasaki et al., 2000). Nesta pesquisa, apesar da pequena
profundidade das lesbes, houve deposi¢cao mineral em toda a sua extensao.
Mesmo que parte da remineralizagado tenha sido devido a agédo da saliva e
independente da presencga de fluor, o maior numero de ATFs determinou efeito
adicional.

Clinicamente, deve-se considerar que em regides desmineralizadas a
superficie de colageno sem suporte mineral pode colapsar e também ser
removida por abrasao se a regiao for submetida a escovagao. Neste estudo, a
aplicagcdo de dentifricio foi realizada por imersdo das amostras em solugéo
diluida e ndo por escovacao, para evitar que a superficie fosse removida, e
assim o teste de microdureza mensurasse os valores da dentina mais
profunda, menos desmineralizada, e ndo da dentina superficial, na qual a perda
mineral foi mais intensa durante a fase de desmineralizacao.

Este estudo avaliou a remineralizacédo de lesdes em dentina diretamente
expostas ao meio bucal e aos tratamentos. Ndo € possivel extrapolar os
resultados para lesdes envolvendo esmalte e dentina, situagdo que ainda
necessita de estudos, ja que nestes casos o tratamento n&do € realizado
diretamente sobre a dentina. (ten Cate, 2001) verificou esta possibilidade in
vitro, e seus resultados sugerem que mesmo sob esmalte é possivel aumentar
o volume mineral de lesbes dentinarias, porém este processo € mais lento.

Tradicionalmente, no modelo curativo, as lesées de carie eram tratadas
exclusivamente por meio de terapia invasiva, pois se considerava que a
progressao nao poderia ser interrompida. O avango no conhecimento mostrou
que “restauracdes” por si s6 nao interrompem o ciclo da doenca. Uma vez que
a lesdo é resultado de desequilibrio no processo des-re, com etiologia
multifatorial, o tratamento da doenca deve se basear no controle desse
processo. A lesdo é apenas a sequela da doenga. Os fluoretos devem ser
considerados como coadjuvante no tratamento, aliados ao controle de fatores
etiologicos, como um passo para auxiliar a remineralizagdo, uma vez que a
difusdo do fluoreto dentro do tecido interfere positivamente neste processo

(Arends et al., 1990). Ja foi observado que lesbes podem ser paralisadas em
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qualquer estagio, sejam iniciais ou ja cavitadas, em esmalte ou dentina (Nyvad
e Fejerskov, 1986). Neste sentido, na auséncia de dor ou sensibilidade,
possibilidade de controle de placa, se nao houver comprometimento funcional
ou estético, o controle da doenga e o monitoramento das lesbes pode ser
considerado como alternativa de tratamento. O estudo de (Luan et al., 2000)
mostrou que um dente restaurado tem tanta possibilidade de ser perdido ao
longo da vida quanto uma lesdo nao tratada. Em dentes deciduos, ainda deve-
se considerar que, dependendo da fase do ciclo biolégico e da fungdo que o
dente esta cumprindo no sistema estomatognatico, a simples diminuicdo na
velocidade de progressao da lesdo pode ser a terapia definitiva.

A tradicional terapia invasiva de lesdes que atingem dentina deve ser
questionada. Estudos citados anteriormente, com diferentes metodologias,
indicam que lesdes em dentina podem se tornar inativas e ter aumentado o seu
conteudo mineral. Neste estudo, observou-se que a remineralizagcéo de lesdes
dentinarias pode ser obtida com o uso de dentifricio fluoretado, sem efeito
adicional quando uma unica aplicagdo topica de fluor é realizada, e que a
aplicacdo semanal de gel de fluor fosfato acidulado durante 28 dias promove

aumento do efeito, tanto em dentes deciduos quanto em dentes permanentes.
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5. Artigo 2

Avaliagao da desmineralizagao e remineralizagao in situ de dentina
decidua e permanente por meio de subtragao radiografica digital e

microdureza transversa

Pitoni, Carla Moreira
Caldo-Teixeira, Angela Scarparo

Almeida, Izabel C. Santos

Resumo - o objetivo deste estudo foi avaliar in situ a desmineralizagcdo e
remineralizacdo da dentina de dentes deciduos e permanentes através de subtragao
radiografica digital (SRD) e se os resultados obtidos com esta técnica apresentam
comportamento semelhante aos da analise de volume mineral pela microdureza
transversa. Durante 21 dias, treze voluntarios gotejaram solugdo de sacarose em
blocos de dentina decidua e permanente (quatro de cada), previamente radiografados,
para induzir desmineralizagcdo. Ao final deste periodo, os blocos foram removidos,
radiografados e um bloco de cada substrato foi armazenado. Os blocos
remanescentes foram recolocados nos dispositivos, que foram utilizados durante 28
dias para a fase de remineralizacio. Trés protocolos de aplicacdo de fluoretos foram
realizados simultaneamente: G1: Dentifricio fluoretado trés vezes ao dia (DF); G2: DF
+ 1ATF (no primeiro dia); G3: DF + 4ATFs (uma por semana). A seguir, os blocos
foram radiografados e processados para analise da microdureza. As variaveis
alteragdo da densidade optica e perda mineral (AZ) foram utilizadas para comparacao
dos tratamentos. A técnica de subtragio digital identificou as alteragbes no conteldo
mineral provocadas pela desmineralizacdo e remineralizagdo. O grupo 3 apresentou
os melhores resultados quanto a recuperacdo da densidade éptica e menor perda
mineral residual. As metodologias apresentaram comportamento semelhante. Os
resultados indicaram que a SRD é eficaz na identificacdo de alteragdes no conteudo
mineral da dentina, e que quatro ATFs apresentam melhor desempenho na
remineralizagao que o uso de dentifricio isolado.

Palavras-chave: dentina, desmineralizacio, remineralizacio, subtracao radiografica.
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Introducgao

A técnica da subtragéo radiografica digital € uma ferramenta bastante util
para determinar se duas radiografias apresentam diferengas de densidade em
uma determinada area. O principio desta técnica baseia-se na sobreposicio de
duas radiografias padronizadas, obtidas em periodos diferentes, com o uso de
um software especifico. O programa subrai pixel por pixel e forma uma terceira
imagem, na qual as regides que nao sofreram modificagdo apresentam um
fundo cinza neutro, com valor de densidade 6ptica proximo a 128, e os locais
com alteragao apresentam valores superiores ou inferiores (Versteeg e van der
Stelt, 1995).

Esta técnica apresenta como vantagem a possibilidade de verificar
diferencas entre duas radiografias que sdo insuficientes para serem vistas pelo
exame visual. Dificuldades como diferencas de densidade e contraste das
radiografias, que poderiam influenciar na investigacdo de alteragdes pelo
método visual, sdo minimizadas, uma vez que areas que nao sofreram
alteragdo sao utilizadas como controle da técnica. Além disso, esta técnica
pode mostrar alteragcdes de densidade mesmo em proporgdes tao baixas como
5%, abaixo dos 30-60% geralmente necessarios para a detecgdo em
radiografias (Avila et al., 1996), e apresenta maior acuracia e reprodutibilidade
que a analise visual simultédnea des duas imagens (Ricketts et al., 2007).

Desta forma, a subtragdo radiografica digital tem sido utilizada como
ferramenta de pesquisa para estudos que avaliaram alteragcdes minerais em
dentes e o0ssos. Alteragdes em lesdes periapicais apds tratamento endoddntico
(Mikrogeorgis et al., 2004) controle de tratamento periodontal e progresséo de
lesbes de carie in vitro (Ricketts et al., 2007) e in vivo (Martignon et al., 2006)
sao exemplos de utilizac&do desta técnica.

A remineralizagdo de lesdes de carie envolve o aumento no volume
mineral. Neste sentido, € interessante verificar se a remineralizacao de lesbes
de carie a partir de procedimentos usualmente utilizados na clinica pode ser
detectada pela técnica. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso da
subtragdo radiografica digital na mensuragdo da desmineralizagédo e

remineralizagdo in situ de dentina de dentes deciduos e permanentes, e
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verificar se os resultados obtidos com esta técnica apresentam comportamento

semelhante aos de alteracdo mineral mensurada pelo teste de microdureza.

Metodologia

Consideragées éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (projeto n° 341/05),
estando de acordo com a resolugdo n° 196, de 10 de outubro de 1996, do

Conselho Nacional de Etica em Pesquisa.

Desenho experimental

Este estudo in situ envolveu duas fases: inducdo de lesdo de carie e
remineralizagdo de dentina de dentes deciduos e permanentes. Na primeira
etapa, treze voluntarios utilizaram dispositivos intrabucais contendo oito blocos
de dentina previamente radiografados, sendo quatro de dentes deciduos e
quatro de dentes permanentes, e gotejaram sacarose para induzir
desmineralizagdo. Apds trés semanas, os blocos foram novamente
radiografados e trés de cada substrato foram recolocados nos dispositivos e
submetidos a fase remineralizadora. Os blocos remanescentes foram
armazenados para verificar a formacado da lesdo de carie por teste de
microdureza transversa. Trés tratamentos foram realizados simultaneamente,
um em cada bloco de cada substrato: G1: 3 aplicagdes diarias de dentifricio
fluoretado (DF); G2: DF + uma aplicagao toépica de fluor (ATF); G3: DF + 4
ATFs, (sendo uma por semana). Ao final desta fase, os blocos foram
radiografados e avaliados por microdureza (figura 1). As variaveis analisadas
foram alteracdo da densidade O6ptica da dentina, por meio de subtragao
radiografica digital, e perda mineral, pelo teste de microdureza. O delineamento

esta ilustrado na FIG. 1.

43



Fig. 1: Delineamento do estudo. A: Obteng&o dos blocos de dentina de dentes deciduos

e permanentes; B: Radiografia dos blocos higidos; C: Fase intrabucal de indugao da lesdo de
cérie; D: Radiografia dos blocos desmineralizados. E: Blocos desmineralizados retornam ao
dispositivo; F: Blocos desmineralizados armazenados; G: Fase intrabucal de tratamento com
fluoretos; H: Radiografia dos blocos tratados; |: Secgdo no centro dos blocos; J: Analise de

microdureza transversa.

Preparo dos corpos-de-prova

Blocos de dentina (2 x 2 x 2mm) foram confeccionados a partir da
porcao radicular cervical de dentes deciduos anteriores e de terceiros molares
retidos, e esterilizados em solugdo de formol a 2% (Cury et al.,, 2001). As
amostras foram lixadas e polidas superficialmente (Hara et al., 2003) e

radiografados.

Confecg¢ao dos dispositivos intrabucais

Os dispositivos intrabucais superiores removiveis foram confeccionados
com resina acrilica autopolimerizavel. Os blocos dentinarios foram colocados
em oito nichos independentes. Durante a fase de inducéo da lesdo de carie, os
blocos foram protegidos por uma tela plastica com 1 mm de espago para
permitir o acumulo de placa dentaria. Na fase de remineralizagdo, os blocos

permaneceram em contato livre com o meio bucal.

Procedimentos in situ

Fase de indugdo da leséo de carie
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Na semana anterior ao inicio da fase in situ, e durante a fase de inducao
da lesdao de carie, os voluntarios utilizaram dentifricio ndo fluoretado
especialmente manipulado para este fim. O desafio cariogénico foi realizado
com o gotejamento de solugcdo de sacarose a 20%, seis vezes ao dia, durante
trés semanas. Apos 5 minutos, os dispositivos eram lavados com &gua
destilada estéril e recolocados na boca. Ao final da terceira semana, as telas

foram removidas e os blocos limpos com agua destilada e pengo de algodao.

Fase de remineralizagéo

Trés blocos de cada substrato foram recolocados nos dispositivos
intrabucais. Nesta fase, os blocos ficaram em contato livre com o meio bucal.
Os voluntarios foram orientados a realizar, trés vezes ao dia, a imersdo do
dispositivo em solugdo de dentifricio fluoretado diluido em agua destilada e
deionizada (1:3 por peso), durante um minuto, para simular a agao do
dentifricio no meio bucal.

Nos blocos do grupo 1 (DF) de cada substrato, nenhum tratamento
adicional foi realizado. Nos blocos do grupo 2 foi realizada uma aplicagéo
topica de gel de fluor fosfato acidulado a 1,23%, com cotonete, durante um
minuto, no primeiro dia da fase remineralizadora in situ. Nos blocos do grupo 3,
foram realizadas quatro aplicagdes tépicas de fluor (uma por semana).

Apos um periodo de 28 dias, os blocos foram removidos dos

dispositivos, higienizados e radiografados.

Anaélise radiografica

Os blocos foram radiografados no inicio, apos a fase de indugéo da
lesdo de carie e apos a fase de remineralizagdo, com radiografia digital direta.

Os blocos foram montados em base de silicona individuais para a
padronizagdo das tomadas radiograficas. As radiografias foram realizadas com
aparelho Spectro TimeX®, em regime de 70KVp, 8mA, a 24cm de distancia
focal e 0,1s de exposicao e capturadas por sistema de radiografia digital direta
intrabucal CygnusRay®. As imagens (300dpi) foram arquivadas com extens3o
JPEG e analisadas no programa ImagelLab® (versdo 2.3, Softium — Sistemas

de Informatica).
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No programa ImageLab®, foi realizada a subtracdo radiografica, a partir
da sobreposicao das imagens do periodo inicial — blocos higidos () com apds a
desmineralizagado (D); imagem D com apés remineralizagdo (R) e imagem |
com imagem R.

Com duas imagens de cada vez sendo visualizadas no programa, foi
realizada a padronizagao de brilho e contraste, alcangada com a corregao de
histogramas. Em seguida, foi realizada a sobreposigcdo das imagens, como
descrito anteriormente. Apds as trés subtracbes de cada amostra ter sido
realizada (I-D; D-R; I-R), as imagens foram gravadas de forma codificada, para
mascarar quais periodos foram subtraidos. A seguir, as trés imagens
subtraidas referentes a cada bloco foram simultaneamente visualizadas.

Uma area retangular foi selecionada na regido central de cada amostra
(regiao teste). Para verificar a alteragdo da densidade desta regido com relagao
a uma area higida, também foi selecionada uma area retangular na margem da
amostra, que ficou protegida por cera durante o periodo in situ, ndo sofrendo
alteracdo pela desmineralizagdo ou pelos tratamentos (regido controle) (FIG.
2). A seguir, foram calculados os niveis de cinza das duas regides
selecionadas, e o valor obtido da regido controle foi subtraido da regido teste.
Valores negativos indicaram perda de densidade Optica, e valores positivos,
aumento de densidade.

Ao final, todos os blocos foram seccionados, embutidos em resina
poliestirénica e preparados para analise da microdureza transversa da dentina,
em profundidades de 10 ym, 20 pm, 30 ym, 40 pym, 60 pm, 80 ym, 100 ym, 150
gm e 200 ym. Os valores de microdureza Knoop foram convertidos em %
volume mineral (Featherstone et al., 1983) e foi calculado o perfil mineral (AZ)
dos blocos desmineralizados e remineralizados. Para fins de calculo, o padréao
higido foi determinado pela média de volume mineral das profundidades de 100

pgm a 200 pm.
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Figura 2 - Subtracdo radiografica. A: Imagem inicial; B:
Imagem Desmineralizado; C: Sobreposi¢cdo das imagens e selegéo

das areas teste e controle.

Anélise estatistica

Na avaliagcao radiografica, os dados foram analisados por analise de
variancia de medidas repetidas, seguido de comparagdo multipla pelo teste
Bonferroni, sendo a diferenca na densidade O6ptica teste/controle nas trés
imagens subtraidas considerada a variavel dependente e o tratamento a
variavel independente. A partir dos dados de delta Z foram plotados graficos
para verificar se os resultados em ambas as metodologias de avaliagéo
apresentavam o mesmo comportamento. Os grupos desmineralizados e
tratados foram comparados por analise de variancia de um fator, seguido de

teste Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

A TAB. 1 apresenta os valores da diferenga na densidade O&ptica
teste/controle nas trés imagens subtraidas de cada grupo experimental, de
dentes deciduos e permanentes. Nos dois substratos, foram verificadas
diferencgas tanto entre os tratamentos quanto entre as imagens subtraidas (IS),

dependendo da interagao das variaveis (TAB. 2).
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TABELA 1- Valores médios da diferenca teste/controle nas imagens subtraidas, em

cada tratamento, nas amostras de dentes deciduos e permanentes.

Imagens subtraidas

Substrato Tratamento
I-D D-R I-R
DF -5,36+1,20 2,60+0,36 -2,85+1,01
DF + 1 ATF -4,65+0,70 2,73+0,40 -2,39+0,48
Permanentes
DF + 4 ATFs -4,90+0,81 3,71+0,53 -1,73+0,73
Total -4,95+0,93 3,02+0,66 -2,31+0,86
DF -4,84+0,93 2,24+0,44 -2,75+0,70
DF + 1 ATF -4,77+0,66 2,45+0,38 -2,53+0,51
Deciduos

DF + 4 ATFs -4,81+0,93 3,41+0,63 -1,85+0,54
Total -4,81+0,83 2,70+0,71 -2,37+0,69

TABELA 2 - Valores de significancia* obtidos em cada substrato de

acordo com as variaveis analisadas (5%).

Variaveis Permanentes Deciduos
Tratamento (independente) <0,0001 <0,0001
IS (dependente) <0,0001 <0,0001
IS x Tratamento (interagao) 0,051 0,021

* Anova de medidas repetidas

Na imagem I-D n&o foi observada diferenga significativa entre os blocos
desmineralizados que seriam designados para cada tratamento, indicando que
a desmineralizacdo ocorreu de forma homogénea. Ja na imagem D-R, que
compara os blocos desmineralizados com remineralizados e indica 0 aumento
na densidade 6ptica, o grupo DF + 4 ATFs apresentou valores mais altos que o
grupo DF (FIG. 3).

48



A imagem I|-R apresenta a comparagao entre os blocos higidos com
remineralizados e indica a diminuicdo na densidade optica residual apds o
tratamento com fluoretos. Observou-se diferengca significativa entre os
tratamentos, sendo os valores absolutos mais baixos obtidos no grupo DF+4
ATFs (FIG. 3).
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D-R I-R
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-4 I 01 DF + 4 ATFs
-6
I-D D-R -R

FIGURA 3 - Médias da diferenga teste/controle em cada par de
imagens subtraidas, de acordo com o tratamento (P:

permanentes; D: deciduos).

Letras iguais indicam semelhanca estatistica entre os tratamentos.

Na avaliacdo da perda mineral (delta Z) pelo teste de microdureza
transversa, observaram-se diferengas significativas entre o0s grupos
experimentais (FIG. 4), em permanentes (p<0,001) e deciduos (p<0,001).
Todos o0s grupos de tratamento apresentaram valores inferiores em
comparagao ao grupo desmineralizado e o grupo DF + 4 ATFs apresentou os

menores valores absolutos.
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FIGURA 4 - Médias de delta z nos grupos experimentais
(P: permanentes, p<0,001; D: deciduos, p<0,001).

Letras iguais indicam semelhanca estatistica.

Discussao

As alteracdes determinadas por desmineralizagao e remineralizagao dos
tecidos dentarios estdo diretamente ligadas a perda ou ao ganho mineral.
Diversas metodologias sao relatadas na literatura para avaliar estas
modificagdes, tais como microrradiografia, microdureza e luz polarizada
(Arends e ten Bosch, 1992). Recentemente introduzida na odontologia
(Grondahl et al., 1983) a subtracdo radiografica tem sido testada na
investigacdo de pequenas mudangas no conteudo mineral (Eberhard et al.,
2000; Jeffcoat et al.,, 1996). Esta técnica permite a identificagdo de
modificagdes em duas imagens radiograficas de forma quantitativa, com a
mensuracao dos tons de cinza, além da analise visual.

Neste estudo, a técnica de subtragao radiografica detectou modificagcbes
ocorridas nos blocos de dentina tanto na desmineralizagdo quanto na

remineralizagéo, e foi capaz inclusive de verificar diferengas de ganho mineral
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entre os tratamentos com fluoretos. A sobreposi¢cao das imagens possibilita a
eliminagao de caracteristicas semelhantes, identificando apenas as diferengas
entre elas, além de padronizar o local da mensurag&o. A grande vantagem com
relagao a outras técnicas, como avaliacido da microdureza, é a possibilidade de
analises de uma mesma amostra ao longo do tempo. Desta forma, 0 mesmo
bloco foi avaliado no periodo inicial, desmineralizado e remineralizado,
diminuindo a possibilidade de vieses causados pelas diferencas inerentes aos
blocos, que foram obtidos de diferentes dentes.

A andlise da desmineralizagdo e da remineralizagédo foi realizada pela
comparagao da densidade 6ptica de uma area teste (no centro do bloco) com
uma area controle (margem do bloco). Desta forma, possiveis diferengas entre
as imagens radiograficas que podem ter ocorrido durante a obtencdo da
imagem (por exemplo, exposi¢cao) foram eliminadas. O valor utilizado para as
comparagdes entre as imagens subtraidas e entre os tratamentos nao foi o
valor da densidade 6ptica em si, mas sim a modificacdo ocorrida na area teste
com relacdo a area que nao sofreu alteragdes devido aos periodos in situ.

A possibilidade de detectar desmineralizagdo pela subtragéo radiografica
€ suportada por outros estudos, tanto em esmalte (Ricketts et al., 2007) quanto
em dentina. Em um modelo microbioldgico, foi verificado que a progressao da
lesdo em dentina pode ser verificada por esta técnica (Maggio et al., 1990).
Mesmo in vivo, quando as variaveis relativas a padronizagdo das imagens
radiograficas sado mais criticas, foi relatado que a subtragcdo radiografica
apresenta maior sensibilidade na detec¢éo de progressao de lesdes proximais
que o exame visual de pares de radiografias (Martignon et al., 2006).

A maior alteracdo no volume mineral foi identificada na sobreposi¢cao das
imagens Inicial — Desmineralizado. Este resultado é consistente com o que foi
observado no teste de microdureza, no qual o delta Z, que indica a perda
mineral integral, apresentou maior valor no grupo desmineralizado.

O delta Z dos grupos DF, DF+1ATF e DF+4ATFs indicam a perda
mineral residual, ou seja, o volume mineral que nao foi recuperado pelo
tratamento em comparagdo com o padrdo higido. Estes valores podem ser
verificados na subtragdo radiografica das imagens Inicial-Remineralizado, e
novamente s&o verificados resultados semelhantes nas duas metodologias. O

grupo DF apresentou o maior valor de delta Z e também a maior diferenga com
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relacdo a zona controle na subtragdo. DF+1ATF apresentou valores
intermediarios e DF+4ATFs valores mais baixos de delta Z e menores valores
de diferencga teste/controle na imagem Inicial e Remineralizado.

No teste de microdureza, a comparagao entre desmineralizado e
remineralizado precisa ser realizada em amostras diferentes, devido as
caracteristicas da metodologia. Ja na técnica de subtracdo, essa comparagao
pode ser realizada pela obtengdo de imagens do mesmo bloco em momentos
diferentes. Essa imagem indica quanto a densidade 6ptica aumentou com o
tratamento (quanto houve de ganho mineral), e verificou-se que o maior
aumento absoluto ocorreu no grupo DF+4ATFs. A identificacdo de
remineralizagdo em dentina por meio de subtracdo radiografica também foi
relatada por outros estudos (Halse et al., 1990; Maggio et al., 1990) e tem
como vantagem a possibilidade de identificar aumento na densidade mesmo
em areas nas quais o exame visual de duas radiografias ndo permite a
deteccao de diferencas (Halse et al., 1990).

Com relagao aos tratamentos para remineralizagao, os resultados foram
consistentes com o que € relatado na literatura em analises utilizando
diferentes metodologias. O uso isolado de dentifricios tem capacidade de
remineralizar lesbes em dentina (Arends et al., 1989; Mellberg e Sanchez,
1986), e o aumento da concentragdo do agente fluoretado aumenta o grau de
ganho mineral (Arends et al., 1989; Baysan et al., 2001). Estes resultados
foram observados tanto em dentes deciduos quanto em dentes permanentes,
indicando que mesmo com as diferencas existentes entre os substratos, ambos
séo beneficiados pelo uso de agentes fluoretados mais concentrados.

Este estudo mostrou que a técnica de subtracdo digital € uma
metodologia util na pesquisa de alteragbes no volume mineral da dentina de
dentes deciduos e permanentes, tanto com relagédo a desmineralizagado quanto
remineralizagdo, apresentando resultados semelhantes aos obtidos com a

analise de volume mineral pela microdureza transversa da dentina.
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6 Conclusao geral

Os resultados obtidos a partir das metodologias utilizadas permitem

concluir que:
1.

A remineralizagao de lesbes cariosas dentinarias pode ser obtida

por meio do uso de fluoretos de aplicagcao topica;

. O uso de quatro aplicacbes topicas de fluor fosfato acidulado

promove maior grau de remineralizacdo que o uso regular de
dentifricio fluoretado trés vezes ao dia, isoladamente ou acrescido
de uma aplicacao topica de fluor fosfato acidulado, num periodo
de 28 dias;

A remineralizagao pode ser verificada pela técnica de subtragao
radiografica digital, com resultados semelhantes aos obtidos com

a metodologia de microdureza transversa da dentina.

. O tratamento nao invasivo de lesdes cariosas dentinarias € uma

opcgao coerente de tratamento, quando for verificada a auséncia

de fatores que indiquem o tratamento restaurador.
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7 Anexos
7.1 Anexo 1

Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSC
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7.2 Anexo 2

ORIENTAGOES AOS PARTICIPANTES

INTRUGOES GERAIS:

o Utilizar o dispositivo intrabucal diuturnamente, inclusive para dormir,
removendo apenas durante as refeigbes.

o Durante QUALQUER tipo de refeicdo ou bebida (exceto agua), remover o
aparelho, mantendo-o envolvido em gaze Uumida. Isso € muito importante para
nao ressecar os blocos. Isso também deve ser feito caso seja necessario
manter o aparelho fora da boca por algum tempo (mas por favor, evite para nao
prejudicar o estudo).

0 A sua alimentacdo n&o precisa ser alterada devido ao estudo. No entanto,
lembre-se de que para mascar chicletes ou balas é necessario remover o
aparelho da boca, e se isso ocorrer com demasiada freqliéncia o estudo sera
comprometido. Por favor, colabore!

o Para a higiene bucal e higiene do dispositivo na parte em contato com o palato,
utilize o dentifricio fornecido pelo pesquisador e a escova dental de sua
preferéncia. O seu habito de higiene bucal ndo precisa ser modificado por
causa do estudo, porém nao podem ser utilizados produtos antissépticos ou
fluoretados para bochechos durante o experimento. NAO ESCOVAR A AREA
DA TELA, nem lavar com agua corrente, somente com agua destilada.

0 Aplicar a sacarose (o suficiente para embeber cada tela,
aproximadamente 3 gotas) 6 vezes ao dia, em intervalos aproximados de
2 horas. Apds deixar o aparelho descansar por 5 minutos e a seguir lavar
com agua destilada e recolocar em boca.

0 Sugestao de horarios: 8h, 10h, 12h, 14h, 16h, 18h. Pode ser alterado, mas
nao modificar muito os intervalos entre as aplicagées. Nao esquecer que
mesmo apos a ultima aplicagao, o aparelho deve ser mantido em boca.

o0 O acumulo de placa é bastante delicado, portanto evite jatos de agua em
cima das telas para ndao remover a placa.

o O Kit é composto por: dois frascos conta-gotas de solugido de sacarose e

dois frascos de agua destilada.

Agradeco pela sua colaboragao!!!! Sem a sua participacao, este estudo n&do poderia

ser realizado.
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Qualquer duvida, entre em contato:
Carla Moreira Pitoni
(51) 84112702
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7.3 Anexo 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa

Tratamento de les6es de carie em dentina: Efeito de fluoretos de aplicacao topica.
Pesquisadores responsaveis

Carla Moreira Pitoni e |1zabel Cristina Santos Almeida (professora orientadora)
Objetivos da pesquisa

Estudar a possibilidade de remineralizagcao de lesdes de carie em dentina de dentes
deciduos e permanentes, submetidas a diferentes tratamentos com fluoretos tépicos.
Justificativa

A possibilidade de remineralizacdo de lesdes ativas em esmalte ja € consagrada na
literatura. Quanto a lesbes em dentina, existem estudos tanto in vitro quanto in situ
mostrando a influéncia de fluoretos na progressao das lesdes de carie em dentina. No
entanto, apesar de clinicamente ser observada a remineralizagdo de lesdes
dentinarias, sdo raros os estudos in situ que abordam a inativagdo destas lesdes,
assim como a influencia da freqiiéncia e concentracao de fluoretos no tratamento de
lesdes dentinarias superficiais, tanto de dentes permanentes quanto de dentes
deciduos.

Procedimentos

Sera realizado um estudo in situ, com o uso de dispositivo intra-bucal palatino
contendo blocos de dentina humana, que envolvera duas fases: Desmineralizacao (21
dias) e Remineralizagdo (28 dias). A fase desmineralizacdo sera realizada com
gotejamento de sacarose a 20% 6 vezes ao dia. A fase remineralizagao compreendera
3 tratamentos:

Tratamento 1: aplicagdo de solugdo fluoretada simulando dentifricio fluoretado (DF) 3
vezes ao dia;

Tratamento 2: aplicagdo de DF 3 vezes ao dia e uma aplicagéo topica de gel de fluor
(ATF);

Tratamento 3: aplicacao de DF 3 vezes ao dia e 4 ATFs.

A aplicacao de DF sera realizada pelo préprio participante e a ATF pelo pesquisador
responsavel.

Desconfortos e riscos

O dispositivo intra-bucal pode causar um leve desconforto, semelhante ao desconforto
causado por um aparelho ortodéntico removivel. Uma discreta halitose pode ser
sentida durante o periodo experimental, o que é facilmente resolvida com adequada

higiene do dispositivo intra-bucal.
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Beneficios

O beneficio sera indireto, pois os participantes estardo contribuindo para o
conhecimento sobre a remineralizacdo de lesdes em dentina, que pode ser
futuramente utilizado em prol da populagéo no tratamento de lesdes de carie.
Acompanhamento e assisténcia

Os pesquisadores envolvidos na pesquisa estardo a disposigdo para o ajuste no
aparelho intra-bucal a fim de minimizar qualquer desconforto.

Direito de desisténcia

Os participantes tém o direito de desistir da participagcdo na pesquisa, a qualquer
momento, sem nenhum énus nem necessidade de explicagao.

Garantia de esclarecimento

Os pesquisadores estardao a disposicdo para qualquer esclarecimento quanto aos
procedimentos realizados durante o estudo.

Formas de ressarcimento

Sempre que for conveniente, os participantes serdo ressarcidos de eventuais
despesas para o comparecimento para a realizagdo das aplicacdes de fluor.

Formas de indenizagao

Nao ha danos previsiveis decorrentes desta pesquisa.

Garantia de sigilo

Os pesquisadores asseguram a sua privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa. Todas as informacdes obtidas neste estudo serdo utilizadas
com finalidade cientifica, sem divulgacao das pessoas envolvidas.

Consentimento

Declaro ter lido e compreendido integralmente as informagdes acima antes de assinar
este documento, ndo restando duvidas quanto ao conteudo deste termo. Assim, livre
de qualquer forma de constrangimento e coacgéo, aceito participar deste estudo.

Nome do participante:

Assinatura:
Data:

A sua participagao em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Qualquer divida quanto

aos seus direitos, converse com 0s pesquisadores responsaveis.
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7.4 Anexo 4

Fig. 1: Esquema das

microdureza Knoop.

indentagdes para calculo da
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7.5 Anexo 5

Graficos ilustrativos das médias de microdureza transversa nos diferentes
grupos experimentais, de acordo com a profundidade da indentagao (distancia

da superficie).
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Graf. 1: Médias de microdureza dos grupos experimentais, de

acordo com a profundidade (dentes permanentes).
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Graf. 2: Médias de microdureza dos grupos experimentais, de

acordo com a profundidade (dentes deciduos).
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