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RESUMO

SOUZA GABRIEL, A. E. Progressao da lesdo de carie no esmalte dental apos aplicacao
de compostos fluoretados e irradiagdo com laser de CO,. 2009. 65p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
20009.

A presente tese foi dividida em 2 estudos cujos objetivos especificos foram: 1) Comparar in
vitro o efeito da irradiag@o do laser de CO, a compostos fluoretados na inibigdo da progressao
de lesdes de carie, e testar se o padrdo de resposta ¢ similar ao esmalte humano e bovino. 2)
Avaliar in Situ a progressao da lesdo de carie no esmalte bovino e verificar as quantidades de
flior no biofilme e no esmalte apés tratamento com verniz fluoretado associado ou nio ao
laser de CO,. No primeiro estudo, 96 fragmentos de esmalte (48 humanos e 48 bovinos)
foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=12): CO; - laser de CO; (10,6 um), VF —
verniz fluoretado a 5%, FFA — fluor fosfato acidulado a 1,23% e ST — sem tratamento. Os
espécimes foram submetidos a 14 dias de desafio cariogénico (ciclagem de pH). A
microdureza (KHN) foi medida a 30 um da superficie. Vinte fragmentos adicionais de cada
substrato receberam os mesmos tratamentos (n=5) e foram analisados em microscopia
eletronica de varredura (MEV). No estudo in Situ (cruzado e realizado em 2 fases de 14 dias
cada), 14 voluntérios (n=14) utilizaram um dispositivo palatino contendo blocos de esmalte
bovino que foram previamente submetidos a um dos 4 tratamentos: VF + CO, - verniz
Fluoretado a 5% + laser de CO,, VF- verniz fluoretado a 5%, VP - verniz placebo sem fllor,
VP + CO; - verniz placebo + laser de CO,. Biofilme dental foi acumulado sobre os blocos e 6
vezes ao dia os voluntarios gotejavam solu¢do de sacarose, simulando um desafio
cariogénico. Apos cada fase, os blocos foram removidos para avaliagdo da desmineralizagdo
do esmalte (teste de microdureza) e concentracdo de fluoreto no biofilme e esmalte apos o
desafio cariogénico. A microdureza foi avaliada pela Anélise de Varidncia e teste de Tukey e
as dosagens de fliior no biofilme e esmalte pelo teste ndo paramétrico de Friedman (o = 5%).
No estudo in vitro, verificou-se que o laser de CO, promoveu a menor perda mineral, seguido
do tratamento com VF e FFA, o desempenho inferior na inibi¢cdo da progressdo de carie foi
obtido com o grupo controle (ST) (p < 0,05), em resumo: CO, > VF > FFA > ST. O dente
bovino apresentou maiores valores de microdureza que o humano, embora o comportamento
dos substratos tenha sido o mesmo para todos os tratamentos. A MEV demonstrou presenga
de fino precipitado granuloso para o grupo VF e fusdo e fissuras para o grupo tratado com
CO:. No estudo in situ, independentemente da aplicagdo dos vernizes fluoretado ou placebo, a

microdureza do esmalte foi estatisticamente superior (p < 0,05) quando esse substrato foi



irradiado com laser de CO,. Quando a aplicacao dos vernizes nao foi seguida pela irradiagao
com laser de CO,, nao houve diferenga estatisticamente significante (p > 0,05) na
microdureza do esmalte bovino em fun¢do do uso do produto fluoretado e placebo. Ao
analisar o biofilme dental, observou-se que o grupo tratado com VF apresentou maior
quantidade de fluor, estatisticamente diferente dos demais grupos (p < 0,05), que foram
estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,05). No esmalte, a maior quantidade de flaor foi
encontrada no grupo VF + CO, (p < 0,05), que nao diferiu estatisticamente do VF (p > 0,05).
Conclui-se que: 1) O laser de CO, controlou a progressao de carie in vitro mais eficazmente
que compostos fluoretados de alta concentragdo e, que o esmalte bovino pode ser um
substituto ao esmalte humano em estudos desta natureza; 2) O laser de CO, promoveu maior
inibi¢do da progressdo de carie, em modelo in situ, independentemente da aplicagdo dos
vernizes fluoretado ou placebo. O uso do verniz fluoretado resultou em maior quantidade de
flior no biofilme dental, enquanto que, a associagdo verniz fluoretado e laser de CO,

proporcionou maior incorporacgao de fltior no esmalte.

Palavras-chave: Laser de CO,, esmalte, carie, flior e microdureza.



ABSTRACT

SOUZA GABRIEL, A. E. Progression of carieslike lesons following CO, laser
irradiation or fluoride sources in human and bovine enamel. 2009. 65p. Thesis
(Doctorate) — Ribeirdao Preto School of Dentistry, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,

20009.

This thesis was divided into 2 studies whose specific objectives were: 1) To compare the
ability of CO; laser and fluoride sources to inhibit caries-like lesions in human enamel and to
test whether a similar pattern of response would hold for bovine enamel. 2) Evaluate in situ
the progression of caries lesions in bovine enamel and to verify the amount of fluoride present
in biofilm and enamel after treatment with fluoride varnish combined with CO, laser. In the
first study, 96 enamel slabs (48 from bovine and 48 from human teeth) were randomly
distributed into 4 groups (n=12): CO, - CO; laser, FV - 5% fluoride varnish, APF - 1.23%
acidulated phosphate fluoride gel, or WT — without treatment (control). Specimens were
subjected to a 14-day in vitro cariogenic challenge. Microhardness (SMH) was measured at
30 um from the surface. Additional 20 slabs of each substrate (n=5) received the same
treatment described above and were analyzed by scanning electron microscopy (SEM). In the
in situ study (crossover and performed in 2 phases of 14 days each), 14 (n = 14) wore palatal
appliance with bovine enamel blocks that were previously submitted to one of the 4
treatments: FV + CO; - 5% fluoride varnish + CO, laser, FV — fluoride varnish, PV — placebo
varnish without fluoride, PV + CO, — placebo varnish + CO; laser. Dental biofilm was
allowed to accumulate on the blocks and 6 times a day a drop of sacarose solution was
dispensed into emamel blocks by volunteers, simulating a cariogenic challenge. After each
phase, the blocks were removed to evaluate enamel demineralization (microhardness test) and
concentration of fluoride in biofilm and enamel after cariogenic challenge. Microhardness
was evaluated by ANOVA and Tukey test, and the amount of fluoride present in biofilm and
enamel were analysed by non-parametric Friedman test (o = 5%). CO, laser promoted the
least mineral loss. Treatment with FV resulted in the second highest values, which was
followed by APF. Untreated specimens performed the worst (p < 0,05), in summary: CO;, >
FV > APF > WT. Bovine teeth presents higher values of microhardness than human, although
the performance of both substrates were the same. SEM showed a granulate precipitate on FV
group and fusion ang fissures on lased-specimens. In in Situ study, regardless of the
application of fluoride or placebo varnish, the microhardness of enamel was statistically
superior (p < 0.05) when the substrate was irradiated with CO, laser. When the varnishes

application were not followed by the irradiation of CO, laser, no significant statistical



diference were observed in the bovine enamel (p > 0.05). When analyzing the dental biofilme,
it was observed that the group treated with VF presented larger amount of fluoride,
statistically different from the other groups (p < 0.05), which were statistically similar among
themselves (p > 0.05). In the enamel, the largest amount of fluoride was found in the FV +
CO; group (p < 0.05), which was not statistically different from FV (p > 0.05). It was
concluded that: 1) CO, laser may control caries progression more efficiently than fluoride
sources and bovine teeth may be a suitable substitute for human teeth in studies of this nature;
2) CO; laser promoted larger inhibition of the caries progression, in in Stu model,
independently of the application of fluoride or placebo varnish. The use of fluoride varnish
fluoretado resulted in larger amount of fluoride in dental biofilme, while, the association of

fluoride varnish and CO; laser provided larger fluoride uptake in the enamel.

Keywords: CO; laser, enamel, caries, fluoride and microhardness.
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1. INTRODUCAO

O esmalte dental ¢ composto basicamente de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),] (HA),
em aproximadamente 96% de por¢ao mineral. Histologicamente, o esmalte ¢ constituido de
prismas circundados por 4gua e material organico (TEN CATE; FEATHERSTONE, 1991). A
principio, a composi¢ao quimica e estrutural do esmalte de todos os mamiferos ¢ igual, porém
pode haver alguma variacdo dependendo da espécie do animal (MORIWAKI et al., 1968). Os
dentes bovinos sdo comumente utilizados em estudos laboratoriais por ndo possuirem
restri¢des éticas, serem mais facilmente obtidos que os humanos e possuirem tamanho amplo
(TANAKA et al., 2008). Estudos demonstraram que apesar de ser mais poroso que o humano
(MORIWAKI et al., 1968; MELLBERG, 1992), o dente bovino possui composi¢do mais
uniforme (MELLBERG, 1992), podendo produzir resposta aos desafios cariogénicos com
menor variagdo (FEATHERSTONE; MELLBERG, 1981).

O processo de formagao das lesdes de carie se baseia na desmineralizacdo do esmalte
apds a formagdo de acidos pelo biofilme (provenientes da metabilizagdo de carboidratos
fermentaveis), bem como no reparo natural dos “defeitos” produzidos por esses acidos no
esmalte pelo fluido do biofilme e saliva, quando em pH neutro (remineralizacdo) (TEN
CATE; FEATHERSTONE, 1991). Os espagos interprismaticos do esmalte por onde os acidos
se difundem também permitem a entrada de outros ions presentes no meio bucal como o
fluoreto (CHRISTOFFERSEN et al., 1984).

Reconhecidamente, a aplicacdo de flior é o método que mais contribuiu para o
declinio da carie dental (CLARKSON, 2000; MESSER, 2000). Isso explica a vasta utilizagao
desta substancia no cotidiano, principalmente em dentifricios (CURY et al., 2004), dgua de
abastecimento publico (PARNELL et al., 2000), alimentos ¢ bebidas preparados com agua

fluoretada (CURY et al., 2001), solugdes para bochecho e agentes fluoretados de uso



Introducdo 15

profissional, como géis e vernizes (SEPPA, 2001, PAES LEME et al., 2004). Em
conseqiiéncia do declinio, a doenga carie tornou-se fortemente polarizada (SEPPA, 2001).
Cerca de 80% das superficies dentais cariadas estdo concentradas em 25% dos individuos
(POULSEN; SCHEUTZ, 1999). Nesse grupo em que a manifestacdo da doenga ainda
permanece alta, a aplicacdo topica profissional de fluor tem sido recomendada, visando
aumentar a disponibilidade do fluoreto na cavidade bucal (CHRISTOFFERSEN et al., 1984;
ZIMMER et al., 2001; MARINHO et al., 2002). Os produtos fluoretados de alta concentracao
promovem reagdo quimica do fluoreto com o tecido dental, formando fluoreto de célcio
(CaF,) ou fluor fracamente ligado, ¢ fluorapatita [Ca;o(PO4)sF2] (FAp) ou fluor fortemente
ligado, dependendo do pH e concentragio idnica do meio (SAXEGAARD; ROLLA, 1988;
TEN CATE; FEATHERSTONE, 1991).

Por muitos anos, acreditou-se que a FAp fosse o principal elemento na dinamica do
processo de carie por se incorporar a estrutura dental e diminuir sua solubilidade, se
comparada a hidroxiapatita (HA) (ROLLA et al., 1993). Na realidade, mesmo que o dente
seja enriquecido com uma grande quantidade de FAp, apenas 10% corresponde a substitui¢ao
de HA por FAp (TEN CATE, 1999). A contribui¢do da FAp para o aumento da resisténcia
dental estd no fato desta ser um mineral que tende a se precipitar mais facilmente do que a HA
em meio contendo calcio e fosfato (presentes na saliva e biofilme), e a perda mineral do
substrato é reduzida (OGAARD, 2001). Dessa forma, a presenca de um reservatorio de
fluoreto sobre o esmalte seria mais importante do que a propria deposicdo de FAp
(CHRISTOFFERSEN et al., 1984; OGAARD, 1990).

O CaF, ¢ o principal produto da reagdo do flior com a HA, que ¢ armazenado na
forma de globulos e funciona como reservatorio de liberagao lenta do fluoreto para a cavidade
bucal, pois pode ser dissociado no momento em que ocorre a queda do pH durante o processo

de desmineralizagio (ROLLA et al., 1993; OGAARD, 2001; TENUTA et al., 2008). Assim, a
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utilizacao de uma substancia capaz de permanecer por periodo prolongado em contato com o
esmalte, depositando o CaF, sobre o mesmo (como o verniz fluoretado), é relevante para o
mecanismo de inibi¢do da desmineralizagdo dental (ROLLA et al., 1993; SEPPA, 2001).

E preciso considerar ainda que a formagdo de biofilme dental bacteriano sobre a
superficie dos dentes determina a perda de minerais do esmalte para o meio bucal (TENUTA
et al., 2008). O grau de saturagdo do fluido do biofilme (por¢ao aquosa entre as bactérias e a
matriz) em relagdo a HA e FAp, sob distintos pHs, determina a dissolu¢dao ou a precipitacao
desses minerais (MARGOLIS; MORENO, 1994). Considerando que a queda de pH promove
a mobiliza¢do de minerais do esmalte para o fluido, uma maior concentra¢do de fluoreto no
biofilme pode reduzir sua cariogenicidade (TEN CATE et al., 1999). E possivel, portanto,
determinar se ocorreu desmineralizacdo ou remineralizagdo do substrato por meio da analise
das concentragdes de fluoreto no esmalte e fluido do biofilme, uma vez que essas
concentragdes controlam o grau de saturacdo dos minerais presentes na cavidade bucal
(MARGOLIS; MORENO, 1994; TENUTA et al., 20006).

Diante dessas observacdes, a otimizagdo dos métodos usuais de prevencdo da carie
dental e o desenvolvimento de novas estratégias sdo de fundamental importancia para a
promog¢do de saude bucal. Nesse contexto, a tecnologia laser vem sendo utilizada como
coadjuvante aos procedimentos preventivos (FEATHERSTONE et al, 1998;
KANTOROWITZ et al., 1998; TEPPER et al., 2004; ESTEVES-OLIVEIRA et al., 2009). O
laser (cuja sigla em inglés significa Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation,
ou seja, Amplificagdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo) ¢ um dispositivo que
capaz de produzir energia luminosa com caracteristicas especificas: monocromatica, coerente
e colimada (EINSTEIN, 1916). Estudos demonstram que a irradiagdo do esmalte dental com
laser pode promover aumento da resisténcia a desmineralizacdo decorrente de desafios

cariogénicos (CEBALLOS et al., 2000; HOSSAIN et al., 2002; CECCHINI et al., 2005;
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KWON et al., 2005). Para tal proposito, o laser de CO; parece ser o mais indicado do ponto de
vista da eficiéncia (KANTOROWITZ et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004).

Os comprimentos de onda obtidos com os lasers de CO, (A= 9,3, 9,6, 10,3 ¢ 10,6 pm)
sdo mais apropriados para a utilizagdo em esmalte dental, pois produzem radia¢do na regido
do espectro infravermelho muito proximo as bandas de absor¢do da hidroxiapatita
(FEATHERSTONE et al., 1998; KANTOROWITZ et al., 1998). A maior parte da luz ¢é
absorvida nos primeiros micrometros externos da superficie do esmalte e convertida em calor
(CHIANG et al., 2008). O efeito térmico do laser de CO, seria o responsavel por aumentar a
resisténcia do esmalte dental a agdo dos acidos (FOX et al., 1992; PHAN et al., 1999).

Ao aquecer a superficie dental, o laser de CO, causa redu¢do no conteudo de
carbonato e desnaturagdo parcial da matriz do esmalte (FEATHERSTONE; NELSON, 1987;
HSU et al., 2000), o que provoca a diminui¢do da permeabilidade, dificulta a difusdo dos
acidos e, conseqiientemente, reduz a desmineralizagdo da estrutura (CAN et al., 2008;
ESTEVES-OLIVEIRA et al., 2009). Além dessas alteracdes, o efeito térmico da irradiagao
com laser de CO, pode resultar em alteragdes morfoldgicas, como fusdo e derretimento da
superficie do esmalte, e aumento dos cristais de HA, resultando na diminuic¢ao da solubilidade
do esmalte (HOSSAIN et al., 2001; CAN et al., 2008).

A utilizag¢do do laser de CO; associado ao flior em pacientes com alto risco de carie
ou em lesodes incipientes poderia ser um recurso preventivo eficaz (SCHMIDLIN et al., 2007;
STEINER-OLIVEIRA et al., 2008), com as vantagens de uma unica aplicacdo ser suficiente
para o controle do desenvolvimento e progressao da doenca (HSU et al., 2001).

Especula-se que fluor aplicado na superficie se difunda por entre os poros
interprismaticos e, apoés a irradiacdo com laser de CO,, esta fina camada de flior e os
micrometros mais externos da superficie sejam derretidos e recristalizados para se

rearranjarem em uma nova estrutura: o mineral de FAp (PHAN et al., 1999; HSU et al.,
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2001). No entanto, de acordo com alguns pesquisadores (KANTOROWITZ et al., 1998; HSU
et al., 2000), a fusdo e o derretimento da superficie podem ndo ser necessarios para aumentar
a resisténcia acida do esmalte. FOX et al. (1992) e TEPPER et al. (2004) encontraram
resultados promissores de inibicdo de carie quando associaram o comprimento de onda 10,6
um ao fluor ou outros agentes quimicos.

Vale ressaltar que os estudos acima mencionados sdo experimentos laboratoriais. O
unico trabalho in Situ, encontrado na literatura até o momento, que envolve a utilizagdo do
laser de CO,, associada ou ndo ao uso de dentifricios fluoretados, na inibicdo da
desmineralizacdo do esmalte dental ¢ RODRIGUES et al. (2006). Neste estudo, os autores
irradiaram dentes humanos extraidos com o equipamento transversally excited atmospheric
pressure (TEA) (comprimento de onda 9,6 um), que ¢ um prototipo do laser de CO;, nao
disponivel comercialmente.

Embora os trabalhos considerem promissores o uso do laser de CO, na prevengao de
carie, ha a necessidade de se realizarem trabalhos in vitro para validar ou ndo a utilizagdo do
substrato bovino como substituto ao humano em estudos de progressao de carie apos
tratamento com laser de CO,. Além disso, nenhum estudo prévio a este teve o objetivo de
comparar in vitro o laser de CO, a diferentes formas de fltor topico em altas concentragdes
(como os géis e vernizes) quando empregados isoladamente sobre o esmalte.

O efeito da associagdo do laser de CO, aos compostos fluoretados tdpicos de alta
concentragdo na inibicdo da desmineralizagdo do substrato, bem como a incorporagdo do
fluoreto ao esmalte ou liberacdo deste ion para o biofilme também nao foram avaliados em
delineamento in Situ.

Dessa forma, torna-se necessaria a utilizagdo de modelos experimentais in vitro e in
situ que fornegam dados para avaliar o esmalte irradiado frente a desafios cariogénicos,

previamente a indicacdo do laser de CO, com a finalidade de inibir lesdes de carie dental.
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2. PROPOSICAO

A presente tese teve como objetivo geral avaliar o efeito do laser de CO; na
progressdo de cérie no esmalte dental. Para tanto, esta foi dividida em 2 estudos cujos

obj etivos especificos sdo 0s seguintes:

1. Comparar in vitro o efeito da irradiacéo do laser de CO, a aplicagdo de dois
compostos fluoretados de alta concentragdo (gel e verniz) na inibicdo da

progressao de lesdes de carie artificial, no esmalte humano e bovino.

2. Avadliar in situ a progressdo da leséo de cérie no esmalte bovino e verificar as
guantidades de flGor fracamente e fortemente ligado no esmalte e fldor total no
biofilme formado sobre este substrato apés a aplicacédo de verniz fluoretado de

alta concentrac&o associada ou ndo airradiacdo com laser de CO..
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3. MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Ribeiréo Preto da Universidade de S&o Paulo (protocolo n° 0078.0.138.000-

09).

3.1 Estudoin vitro

Delineamento experimental

Os fatores em estudo foram o substrato dental, em 2 niveis: esmalte bovino e esmalte
humano; e tratamento superficial do esmalte dental, em 4 niveis. CO; - laser de CO, com
comprimento de onda 10,6 um, VF - verniz fluoretado [2,26% de ions fltdor (F) ou 22,600
ppm como fluoreto de sodio (NaF) a5 %], FFA - fltor fosfato acidulado a 1,23% e ST - sem
tratamento (controle). A amostra do experimento foi composta por 96 fragmentos de esmalte
(48 de cada substrato) que foram distribuidos entre os 4 tratamentos de superficie (n = 12), de
acordo com um delineamento em blocos completos e casualisados. A variavel de resposta
quantitativa foi a microdureza subsuperficial (KHN) do substrato submetido ao desafio
cariogénico. Vinte fragmentos adicionais de cada substrato (n = 5) foram analisados em
microscopia €eletronica de varredura (MEV) com o objetivo de observar as caracteristicas

topogréaficas da superficie do esmalte apds os diferentes tratamentos.

Preparo dos fragmentos dentais
Terceiros molares humanos higidos, recém-extraidos, provenientes do Banco de
Dentes da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto/USP e incisivos bovinos recém-

extraidos armazenados em solugdo de timol 0,1% a 9°C (KWON et al., 2005) foram
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selecionados para o0 estudo. Os dentes foram lavados em agua corrente por 24 h para remocéo
dos tragos da solucéo e, em seguida, submetidos a raspagem e polimento com pedra pomes e
dgua. A auséncia de defeitos estruturais foi comprovada através de inspecdo em lupa
estereoscopica (Nikon Inc. Instrument Group, Melville, NY, EUA).

Os dentes humanos e bovinos foram seccionados na jungdo amelo-cementé&ria em
cortadeira de precisdo (Isomet 1000; Buehler, Lake Buff, IL, EUA) de modo a separar as
porcOes corond&rias e radiculares. Nos dentes humanos, foram obtidos 4 fragmentos
retangulares das faces vestibulares e linguais medindo 2 x 3 x 3 mm. Nos dentes bovinos, os 4
fragmentos (com as mesmas medidas do humano) foram extraidos do centro da face
vestibular.

Os fragmentos foram fixados em matrizes de Teflon utilizando cera fundida com as
subsuperficies voltadas para 0 meio externo. Em seguida, tiveram as subsuperficies polidas
em Politriz giratéria (DP-9U2; Struers S/A, Copenhagen, Dinamarca) refrigerada a &gua com
lixas d’ agua de granulagéo 1200 (Hermes Abrasives Ltd., VA, EUA) e pasta de alumina 0.3-
pum (Arotec S/A Ind. Com., S&o Paulo, Brasil) em feltro polidor (ATM, Altenkirchen,
Alemanha) (HARA et d., 2003).

Para que se obtivesse uma amostra de fragmentos padronizada, foram realizadas trés
leituras na lateral dos fragmentos (subsuperficies) distantes 30 um da superficie e a 100 um
uma da outra no microdurdometro HMV-2000 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) (HARA
et al., 2003) com penetrador de diamante para dureza Knoop (KHN) e célula de carga de 25
gramas durante 5 segundos (KLEIN et a., 2005; RODRIGUES et a., 2006). A média das 3
medidas foi utilizada como o valor de microdureza do fragmento, sendo que os fragmentos
que apresentaram valor médio superior ou inferior ao valor da média gera de todos os
fragmentos foram descartados (HARA et al., 2006). Quarenta e oito fragmentos dentais de

cada substrato foram selecionados baseados nos valores de dureza Knoop da lateral de seus
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fragmentos, uma vez que a superficie ndo recebeu polimento e foi submetida ao desafio

cariogénico.

Desafio cariogénico inicial

Com o objetivo de se obterem lesdes iniciais microscopicas de mancha branca
padronizadas, simulando pacientes com alta atividade da doenca cérie, realizou-se desafio
cariogénico artificial em todos os fragmentos de esmalte.

Para tal propdsito, os espécimes foram fixados em hastes metdlicas com cera para
fundicdo. Essas hastes foram, por sua vez, fixas a recipiente plastico, de modo que apenas as
superficies dentais ficaram expostas. Os espécimes foram ciclados durante 5 dias conforme o
protocolo descrito por FEATHERSTONE et a. (1986) e modificado por SERRA; CURY
(1992). Neste modelo, lesbes de cérie artificial sdo produzidas pela imersdo dos fragmentos
em solucéo desmineralizante (pH 5,0, por 6 h) e solucéo remineralizante (pH 7,0, por 18 h) a

37°C.

Tratamento superficial

De acordo com o delineamento de blocos completos e casualisados (sequéncia de
tratamento determinada através de sorteio aleatério), os espécimes preparados foram divididos
em 4 grupos (n = 12): CO, - laser de CO, (Opus 20; Opus Dent, Tel Aviv, Isradl), VF - verniz
fluoretado a 5% (Duraphat; Colgate-Palmolive Ind. Com. Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil), FFA -
flbor fosfato acidulado a 1,23% (DFL Ind. Com. Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e ST - sem
tratamento (controle).

O equipamento Opus 20 é um sistema que incorpora dois lasers de ata poténcia em
um Unico sistema: Er:YAG e CO,. Segundo as especificagdes do fabricante, o laser de CO,

possui comprimento de onda de 10,6 um, o modo de emissdo pode ser continuo com poténcia
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meédiade 1 a 10 W, ou pulsado com poténciaentre 1 e 6 W e a duragcdo de pulso pode variar
de 50 a 500 ms. O didmetro de saida do feixe de energia do equipamento é de 0,8 mm. A
selecdo dos paréametros de irradiacdo baseou-se em estudos preliminares bem como na
tentativa de utilizar menores densidades de energia e, assim, diminuir a possibilidade de
ocorréncia de danos teciduais e ndo ablacionar a superficie do esmalte. O equipamento Opus
20 foi calibrado por técnico especializado antes da realizagdo deste experimento (Anexo 1).

O laser de CO, fai irradiado com a ponta curva metélica (NOMELINI et al., 2009), no
modo continuo (CW) de emissdo de energia (CHIN-YING et a., 2004), com 2 W de poténcia
(HSU et al., 2001; TEPPER et a., 2004; CHIN-YING et al., 2004; KLEIN et al., 2005), 2 Hz
de frequéncia (KLEIN et al., 2005), 50 ms de duracéo de pulso (KLEIN et al., 2005;
TAGLIAFERRO et a., 2007) por 10 segundos. Durante a irradiagéo, o operador manteve a
ponta do laser perpendicular ao substrato, com disténcia ponta/substrato de aproximadamente
5 mm (KLEIN et a., 2005; TAGLIAFERRO et al., 2007). Apés a irradiagdo, os espécimes
foram mantidos em saliva artificial a 37°C.

Nos fragmentos que receberam o verniz fluoretado (Duraphat, Colgate), 0,1 g produto
(ATTIN et ., 2005) foi aplicado com microbrush (Dentsply Ind. Com. Ltda, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) na superficie seca do esmalte. Apos 4 minutos, 0s espécimes foram imersos em
sdiva artificial. Nos fragmentos que receberam o flGor fosfato acidulado 1,23% em gel
(DFL), 0,1 g do produto foi aplicada por 1 minuto (VILLENA et a., 2009) na superficie
dental também com auxilio de microbrush e, em seguida, foram lavados por 10 segundos e
armazenados em saliva artificial a 37°C. O grupo controle ndo recebeu tratamento, mas foi
também armazenado em sdliva artificia a 37°C. Apds 24 h de armazenamento, 0 verniz

fluoretado foi removido com auxilio de lamina de bisturi, simulando a escovacéo dental.
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Desafio cariogénico pés-tratamento superficial

Os espécimes foram fixados novamente nas hastes metdlicas presas ao dispositivo
plastico e todas as faces, exceto a superficie tratada, foram cobertas com cera de fundicéo.
Realizou-se a ciclagem de pH do mesmo modo descrito anteriormente, porém, desta vez o

tempo foi de 14 dias, com o objetivo de simular um alto desafio cariogénico.

Teste de Microdureza

Apés o periodo de desafio cariogénico, 0s espécimes foram seccionados
longitudinamente e, em seguida, os fragmentos foram fixados com cera fundida deixando a
parte interna (seccionada) da amostra exposta, que por sua vez, foi polida em Politriz da
mesma forma descrita acima. ApOs o polimento, os fragmentos foram observados no
microscopio oOptico para verificar a lisura superficial e submetidos a limpeza em ultra-som
(Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) por 2 minutos para a remogao dos debris. As
impressdes foram realizadas em uma das hemi-sec¢Ges mantendo o longo eixo do diamante
do penetrador paralelo a superficie externa do esmalte e utilizando carga estética de 25 g
durante 5 s (KLEIN et al., 2005; RODRIGUES et a., 2006; TAGLIAFERRO et a., 2007).
Foram realizadas 5 cinco medidas no centro do fragmento, com 100 um de distancia uma da
outra, a 30 um da superficie. A média dos 5 valores de microdureza de cada espécime foi
empregada na andlise estatistica.

A Figura 1 apresenta 0 desenho esquemético da metodologia empregada para o teste

de microdureza, apos desafio cariogénico in vitro.
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Analise Estatistica do Estudo in vitro

Os valores médios de microdureza foram analisados utilizando o software Statgraphics
Centurion XV. A homogeneidade e normalidade da distribuicdo amostral foram analisadas
pelos testes de Bartlett e Shapiro-Wilks, respectivamente. Andlise de Variancia a dois
critérios (ANOVA) foi realizada para verificar se houve efeito significativo dainteracéo entre
o tipo de esmalte e tratamento de superficie, bem como o efeito desses principais fatores.
Comparagdes multiplas entre médias foram realizadas por meio do Teste de Tukey. O nivel

de significanciafoi estabelecido em 5%.

Microscopia Eletrénica de Varredura

Vinte fragmentos de esmalte adicionais de cada substrato (esmaltes bovino e humano)
foram tratados com laser de CO,, verniz de fluoreto de sodio, gel de fltor fosfato acidulado
ou foram deixados sem tratamento (controle) (n = 5), como descrito anteriormente.

Depois de receberem os tratamentos, os espécimes foram limpos em ultra-som por 10
minutos. Para garantir que as amostras ficassem secas, estas foram armazenadas por 48 horas
a 37 °C e, em seguida, foram fixadas em stubs metdlicos com fita dupla-face de carbono (3M,
S&o Paulo, Brasil) e cobertas com uma camada de 30 um da liga ouro-paladium (Bal - Tec
SCD 005, Zurigque, Suica) em aparelho de véacuo (SDC 050, Balzers, Liechtenstein).

Os espécimes foram examinados em microscopio eletrénico de varredura (JEOL
modelo JSM 5410; Technic Jeol Co., Toquio, Japdo), operando em 15 kV. Inicialmente, as
amostras foram analisadas em visdo panoramica, e posteriormente, foram realizadas
fotomicrografias das &reas mais representativas de cada grupo com ampliagcdo padronizada

(x3500) (Figura 2).
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3.2 Estudoin situ

Delineamento experimental

Realizou-se um estudo in situ com delineamento cruzado (crossover), controlado por
placebo, randomizado e duplo cego, em 2 fases de 14 dias com intervalo de 7 dias entre cada
fase. Os fatores em estudo foram: Verniz, em 2 niveis - Fluoretado (5% NaF e 2,26% F) ou
placebo e Laser de CO, (10,6 um) também em 2 niveis — presente ou ausente. O estudo foi
realizado com réplicas. O substrato selecionado foi o esmalte bovino, em virtude do resultado
obtido com o estudo in vitro. A amostra do experimento foi composta por 56 fragmentos de
esmalte, que foram fixados em dispositivos acrilico para uso intra-oral e divididos
aleatoriamente entre os 14 voluntarios em cada uma das duas fases (4 tratamentos x 14
voluntérios). Os voluntérios foram considerados blocos estatisticos. Os trés principios basicos
da experimentacdo (aleatorizacdo, repeticdo e blocagem) foram respeitados. As variaveis de
resposta quantitativas foram microdureza subsuperficial (KHN) do substrato (esmalte
secionado longitudinalmente) e concentracdo de ions fllor [F] no esmalte e no biofilme

formado sobre este substrato ap6s desafio cariogénico in situ.

Aspectos éticos

Os voluntarios foram esclarecidos quanto a metodologia do experimento, Seus riscos e
beneficios, sendo também informados sobre seus direitos de desistirem da pesguisa em
qualquer fase da execucdo da mesma. Recebidas as informagdes, os voluntérios assinaram um
“Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Anexo 2), que atendia a Resolucdo n°196 de
10/03/1996 do Conselho Nacional de Salde (Brasilia, DF), concordando em participar e

colaborar com arealizagdo do experimento.
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Critérios de selecdo dos voluntarios

Para o presente estudo, foram selecionados 14 voluntarios de ambos os sexos, com
idade entre 22 e 34 anos (média de 28 anos), que se enquadraram nos critérios de inclusio e
ndo apresentaram os de critérios exclusdo. Previamente a execucdo do experimento, 0S
voluntérios foram submetidos a anamnese e exame clinico. Realizou-se a avaliacdo do fluxo
salivar estimulado, conforme proposto por KRASSE (1988) e o pH do meio bucal foi aferido
utilizando fita colorimétrica de papel indicador universal de pH (JProlab Comércio de
Produtos para Laboratério, S80 José dos Pinhais, Parang, Brasil). Os critérios de inclusdo e

exclusdo estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios de incluso e excluséo dos voluntérios para participacdo do experimento*

Critérios deinclusdo Critérios de exclusdo
= Disponibilidade para seguir a = Altaatividade de cérie ou doenca
programacao estabelecida para o periodontal
experimento

= Uso de medicamentos que interferem
na secrecao salivar e microbiota nos
altimos 2 meses

= Radioterapia ou quimioterapia

=  Huxo salivar estimulado >
0,7mL/min

= pH do meio buca acimade 6

= Experiénciapassada de cérie, porém - Gravidez ou lactago
sem atividade
= Proteseremoviveis, aparelho
ortoddntico ou placas oclusais

= Doencas sistémicas

* Adaptados dos critérios propostos por ZERO (1995)

Confeccao dos dispositivos intra-bucais
Cada voluntario selecionado teve suas arcadas (superior e inferior) moldadas com
hidrocolGide irreversivel de presa rapida (Tropicalgin; Zhermack, Badia Polesine, Rovigo,

Italia). Os moldes foram vazados em gesso pedra (Velmix; Sybron Kerr, Sdo Paulo, SP,
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Brasil), obtendo-se os respectivos modelos de trabalho. Foram confeccionados dispositivos
palatinos em resina acrilica autopolimerizavel transparente (Ortoclass, Belo Horizonte, MG,
Brasil) com 4 nichos (2 no lado esgquerdo e 2 no lado direito) da superficie externa medindo 6

X 6 x 5 mm, paraafixagdo dos fragmentos de esmalte.

Selecdo dos dentes

Incisivos bovinos recém-extraidos armazenados em solucdo de timol 0,1% a 9°C
(KWON et a., 2005) foram selecionados para o estudo. Os dentes foram lavados em agua
corrente por 24 h para remocao dos tracos da solugcdo e submetidos a raspagem e polimento
com pedra pomes e &gua. A auséncia de defeitos estruturais foi comprovada através de
inspecdo em lupa estereoscopica (Nikon). Os dentes foram seccionados em cortadeira de
precisdo (Isomet) de modo a se obterem 4 fragmentos retangulares do centro das faces
vestibulares medindo 3 x 3 x 4 mm.

Os fragmentos foram fixados em matrizes de Teflon utilizando com as subsuperficies
voltadas para 0 meio externo e polidos em Politriz (Struers) refrigerada com lixas d’ agua de
granulagcdo 1200 (Hermes) e pasta de alumina 0.3-um (Arotec) em feltro polidor (ATM)
(HARA et al., 2003).

A fim de se padronizar a amostra, realizou-se a selecéo de 56 fragmentos dentais
bovinos com base na microdureza média (KHN) de cada espécime. Ta procedimento foi
realizado como descrito para o estudo in vitro. Os fragmentos que apresentaram valor médio
superior ou inferior ao valor da média geral de todos os fragmentos foram descartados
(HARA et al., 2006).

Apos a selecdo, os fragmentos foram e esterilizados em 6xido de etileno (no Centro de
Esterilizagio com Oxido de Etileno da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de S&0 Paulo (THOMAS et al., 2007).
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Desafio cariogénico inicial

Da mesma maneira que realizado no estudo in vitro, os fragmentos de esmalte bovino
foram submetidos a ciclagem de pH (desafio cariogénico artificial) por 5 dias com o objetivo
de se obterem lesBes microscdpicas de cérie ativa e justificar o uso dos tratamentos. As lesdes
de cérie artificial foram produzidas pelaimersdo dos fragmentos em solucdo desmineralizante
(pH 5,0, por 6 h) e solucéo remineralizante (pH 7,0, por 18 h) a 37°C. O volume da solucéo

foi calculado baseado na &rea de esmalte exposta.

Tratamento Superficial

De acordo com o delineamento de blocos completos e casualisados, 0s espécimes
preparados foram divididos em 4 grupos (n = 14): VF + CO; - Verniz Fluoretado a 5%
(aviado na farmécia “Formula e A¢do”, Sdo Paulo, SP, Brasil) + laser de CO, (Opus 20; Opus
Dent, Tel Aviv, Isragel) VP - Verniz placebo sem flUor (controle) (aviado na farmacia
“Formula e Acdo”), VP + CO, - Verniz placebo sem fllor + laser de CO,. Os vernizes
(fluoretado e sem fluor) foram aviados em farmécia de manipulacdo especiadizada em
produtos odontol dgicos, pois foi hecessario obter um verniz placebo similar ao fluoretado.

Aplicou-se 0,1 g produto (verniz de fluoreto de sodio ou placebo) com microbrush
(Dentsply Ind. Com. Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na superficie seca dos fragmentos
esmalte. Apos 4 minutos, 0s espécimes foram imersos em saliva artificial.

Nos grupos que receberam o laser de CO,, airradiagdo foi realizada ap6s os 4 min da
aplicacdo do verniz. O laser de CO; foi irradiado nas mesmas condi¢gdes e com 0S mesmos
pardmetros empregados no estudo in vitro: modo continuo de emissdo de energia (CHIN-
YING et a., 2004), 2 W de poténcia (HSU et a., 2001; TEPPER et al., 2004; CHIN-YING et
al., 2004; KLEIN et al., 2005), 2 Hz de frequéncia (KLEIN et al., 2005), 50 ms de duracgéo de
pulso (KLEIN et al., 2005; TAGLIAFERRO et a., 2007), a 5 mm da superficie (KLEIN et

al., 2005; TAGLIAFERRO et d., 2007), durante 10 segundos..
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Faseintra-bucal
Realizou-se periodo de calibracdo (lead in) de 7 dias, onde os voluntarios foram
instruidos a utilizar a escova dental (Oral-B Indicator 35, Gillette do Brasil Ltda., Manaus,

Amazonas, Brasil) e o dentifricio (Gel Denta Colgate, Colgate-Palmolive, Divisdo da

Kolynos do Brasil Ltda., Osasco, S&o Paulo, Brasil) fornecidos pela pesquisadora (HARA et

al., 2006). Apés este periodo, foi verificada a adaptacdo intra-bucal dos dispositivos, foram
realizados os gustes, quando necess&rios, e as placas paatinas foram instaladas nos
participantes.

A sequéncia do tratamento utilizada por cada voluntério foi determinada em sorteio
aleatério. Na primeira fase do experimento, metade dos voluntérios utilizaram os 2
tratamentos com fltor (VF + CO, e VF) e a outra metade dos voluntarios utilizaram os 2
tratamentos sem fldor (VP + CO, e VP). Ao fina do experimento, todos os voluntarios
fizeram uso do dispositivo com todos os tratamentos.

Quatro blocos de esmalte foram fixados com cera em cada dispositivo palatino (2
tratamentos x 2 réplicas). No primeiro dia de cada fase, os blocos foram fixados na mesma
altura do dispositivo acrilico e os voluntarios foram instruidos a escovarem a superficie do
fragmento 3 x ao dia com 20 movimentos de vai-vem. Esta etapa teve o objetivo de remover o
excesso de verniz da superficie do fragmento, simulando as primeiras 24 h de condicédo
clinica ap0s a aplicacdo do verniz nos dentes.

No segundo dia de cada fase, os voluntarios devolveram os dispositivos a
pesquisadora. Os fragmentos foram cuidadosamente removidos dos nichos e fixados
novamente Nos mesmos, porém, desta vez, permaneciam 2 mm aguém da superficie do
dispositivo. Sobre cada um dos fragmentos foi fixada uma tela pléstica para facilitar o
acumulo de biofilme (BENELLI et al., 1993; HARA et al., 2003; CHIMELLO et a., 2008).

Essa tela tem a finalidade de aumentar da massa bacteriana e dificultar a difusdo dos
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constituintes salivares, que ndo sdo capazes de alcancar as camadas mais profundas do

biofilme em contato com a superficie do esmalte, caracterizando um alto desafio cariogénico

(ZERO, 1995) (Figura3).

1a fase
Desafio cariogénico

| Calibragio
Lead in

Intervalo
Wash out

2a fase
Desafio cariogénico

Figura 3. Desenho esquematico do delineamento cruzado (crossover) com as fases experimentais do
estudo in situ. VF + CO, = verniz fluoretado + laser de CO,, VF = verniz fluoretado, VP + CO, =
verniz placebo (sem fltor) + laser de CO, e VP = verniz placebo.

O aparelho instalado foi utilizado por 14 dias e o desafio cariogénico foi iniciado no

segundo dia de cada fase. Os voluntérios foram instruidos a remover o dispositivo palatino e

gotegjar solucdo de sacarose 20% seis vezes ao dia, em cada um dos fragmentos (as 8:00;

11:00; 15:00; 17:00; 19:00 e 21:00 horas). Cinco minutos depois, o dispositivo deveria ser re-

inserido na cavidade bucal (PAES LEME et al., 2004). Durante o periodo experimental, os

voluntarios puderam higienizar a por¢cdo do dispositivo que permanecia em contato com o
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palato. Entre cada uma das fases do experimento, foi estabelecido um periodo de 7 dias de
intervalo (wash-out), para evitar interferéncia de um tratamento no outro (efeito carry over).

Apbs o periodo de desafio cariogénico de cada uma das fases, o biofilme formado
sobre cada fragmento foi cuidadosamente coletado com espétula de madeira descartavel e
imediatamente congelado em frasco de eppendorf estéril codificado (Genuine, Axygen
quality, Axygen Scientific Inc.,CA, EUA) paraandise da[F] no fluido.

Os 4 fragmentos de esmalte foram removidos dos nichos. Dois deles foram
submetidos ao teste de microdureza e os outros 2 foram reservados para a andise da [F]

(biopsia de esmalte).

Teste de Microdureza

Os espécimes foram fixados em |&minas de plexglass e seccionados longitudina mente
no sentido cérvico-incisal em cortadeira de precisdo. Em seguida, uma das hemi-metades foi
fixada em matriz cilindrica com cera fundida deixando a parte interna (seccionada) voltada
para 0 meio externo, que, por sua vez, foi polida em Politriz da mesma forma descrita
anteriormente.

Apbs o polimento, os fragmentos foram observados no microscépio Optico para
verificar a lisura superficial e submetidos a limpeza em ultra-som por 2 minutos para a
remocao dos debris. As impressdes foram realizadas mantendo o longo eixo do penetrador de
diamante paralelo a superficie externa do esmalte e utilizando carga estética de 25 g durante 5
s (KLEIN et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; TAGLIAFERRO et al., 2007). Foram
realizadas 5 cinco medidas no centro do fragmento, com 100 um de distancia uma da outra, a
30 um da superficie. A média dos 5 valores de microdureza de cada espécime foi empregada
na andlise estatistica. A Figura 4 apresenta o desenho esquemético da metodol ogia empregada

para o teste de microdureza, apos desafio cariogénico in situ.
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Determinacdo da concentracao de fluoreto no fluido do biofilme

O biofilme coletado foi descongelado em temperatura ambiente e submetido a
secagem a vacuo por 24 h. Em seguida, o biofilme de cada frasco foi pesado individualmente
em balanca analitica de 5 digitos (Ohaus Anaytical Plus, Ohaus Corp., NJ, EUA) para
obtencdo do peso seco.

Como os valores obtidos foram menores que 1 mg (= 10 pg), adicionou-se 100 pL de
HCl 0,5 M em cada eppendorf e procedeu-se a agitacdo em agitadores de tubos (Vortex;
Phoenix Ind. Com. Equip. Cientificos LTDA, Araraquara, SP, Brasil) e homogeneizacdo em
homogeneizador sanguineo rotativo (Phoenix Ind. Com. Equip. Cientificos LTDA,
Araraguara, SP, Brasil) a 30 rpm, em temperatura ambiente por 3 h, sendo que acada 1 h, os
frascos foram agitados no agitador Vortex (TENUTA et a., 2006).

Os frascos foram entdo submetidos a centrifugacdo (10.000 g por 5 min a 4°C)
(Centrifuga modelo Spin 1; Incibras, Sdo Paulo, Brasil) para separacdo do fluido
(sobrenadante) e parte solida (precipitado) (VOGEL et a., 1997). A porcéo sobrenadante foi
coletada com micropipetas, neutralizada com NaOH 0,2 M (0,125 mL para cada 10 mg de
biofilme seco), homogeneizadas e armazenadas a 4°C. No momento da leitura da [F], o
sobrenadante foi tamponado com solugdo TISAB (Total lonic Srength Adjustment Buffer) 111
(Thermo Electron, Walthamam, MA, EUA), pH 5,0, na propor¢do 1:10 e no mesmo volume
do HCI (TENUTA et a., 2006).

A concentracdo de fluor foi determinada utilizando-se eletrodo especifico (modelo 96-
09; Orion Research, Boston, MA, EUA) acoplado a um analisador de ions (modelo EA 940;
Orion Research, Boston, MA, EUA) em circuito fechado (Figura5).

A calibracdo do sistema foi realizada com padrées de 0,125 a 64 pg/mL também
preparados em TISAB I11 (1:10). As leituras, expressas em mV, foram convertidas em pg/mL

de flUor por meio daregressdo linear da curva de calibracgo.



Material e Método 37

Estroma do Biofilme apds retirada do fluido

A 4

100 pL. HCI1 0,5 M titulado / 1 mg de biofilme seco
Agitacio em Vortex

Homogeneizagéo rotativa por 3h (Vortex a cada 1h)

Centrifugacdo - 5 min 10.000g TA

—

Precipitado
v

Sobrenadante

v

NaOH 2M (0,125 mL / 10 mg biofilme seco)
Homogeneizagfo e armazenamento

Tamponamento com TISAB III

Dosar Fluor

Figura 5. Fluxograma contendo método de
biofilme dental

extracdo para andlise da concentracdo de fldor no

Determinacdo da concentracao de fluoreto nos blocos de esmalte

= Concentragéo de fluoreto fracamente aderido (CaF>)

Os blocos de esmalte foram cobertos com cera 7, deixando-se apenas a superficie de

esmalte exposta. Foram ent&o individualmente imersos em 1,0 mL de KOH 1,0M durante

24h. Apos esse periodo, os blocos foram tamponados com 1 mL de solugdo TISAB 11 (1,0 M

tampdo acetato com pH 5,0, 1M NaCl e 0,4% de CDTA) modificada com 20 g NaOH/L. A

concentracdo de CaF, foi determinada utilizando-se eletrodo especifico (Orion) acoplado a

um analisador de ions (Orion) em circuito fechado. As leituras, expressas em mV, foram

convertidas em pg F/em? (Figura 6).
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= Concentracdo de fluoreto firmemente aderido (FAp)

Apos a extragdo com KOH, estimou-se a concentragdo de FAp por meio da remogéo
de 1 camada de esmalte. Para tal, adicionou 1 mL de HCI 0,5 M a cada amostra e agitou-se
por 30 segundos em agitador de tubos (Vortex). Sequenciamente, removeu-se o bloco de
esmalte, agitou-se a solucéo e acrescentou-se 1 mL de solucéo TISAB Il modificada com 20
g NaOH/L para neutralizagdo. A concentracdo de FAp foi determinada utilizando-se 0 mesmo
eletrodo (Orion) acoplado ao analisador de ions (Orion). As leituras, expressas em mV, foram

convertidas em pg F/mg de biofilme (Figura 7).

Analise Estatistica do Estudo in situ

As andlises foram realizadas utilizando o software Statgraphics Centurion XV. A
homogeneidade e a normalidade das distribui¢des amostrais foram analisadas pelos testes de
Bartlett e Shapiro-Wilks, respectivamente. Os vaores medios de microdureza foram
analisados por Andlise de Variancia e teste de Tukey. As dosagens de flUor presente no
esmalte e biofilme foram analisadas por meio do teste ndo-paramétrico de Friedman. O nivel

de significanciafoi fixado em 5% para todos os testes.



Material e Método 40

0l0js0) ap wabesoq 4 ‘ojaiony ap wabesoq ‘4 ‘sepeziesnau sa03n|0Ss 3 {|| gesil wod oedezijel}oN ‘a
‘sopunbas pg Jod [oH We oeslaw) ‘9 'sewioadse sop ojuaweladu] g {|eloBljul ose A
1 einbi4

Il qesi

A

IOH

SOUBIUN|OA ¥l
S0g BjUNjoA

opliape

ajuawaLwIIg _3“_.% ﬁ: O—U—.;mm - mEm-_@OXJ_H_

dyd



Resultados




Resultados 41

4. RESULTADOS

4.1 Estudo in vitro

Teste de Microdureza

Por meio do teste de Shapiro-Wilks (p < 0,05), verificou-se que os dados nao
apresentam distribuicdo normal de erros. Entretanto, como a pressuposicdo essencial a
condugdo da Analise de Variancia é a de homocedasticidade, e esta acusou homogeneidade
dos dados, prosseguiu-se com a analise paramétrica.

A Analise de Variancia ndo demonstrou efeito significativo para a interagdo entre os
fatores Substrato e Tratamento (p = 0,1717), mas houve diferenca estatisticamente
significante entre o Substrato, sendo que o esmalte bovino apresentou os maiores valores de
microdureza (p = 0,0019). Também houve diferenca estatisticamente significante para o fator
Tratamento (p < 0.0001).

Ap6s o teste de Tukey ao fator Tratamento, observou-se que todos os grupos diferiram
significativamente entre si (p < 0,05). Os substratos irradiados com laser de CO, (CO,)
apresentaram microdureza estatisticamente superior aos demais tratamentos. A menor
microdureza foi observada para o grupo controle, no qual ndo se realizou tratamento (ST). O
gel de fluor fosfato acidulado a 1,23% (FFA) e o verniz fluoretado a 5% (VF) geraram valores
intermediarios de microdureza. Portanto, evidenciou-se que: CO,> VF > FFA > ST.

A Tabela 2 exibe as médias e desvios padroes da microdureza do esmalte para os
distintos tratamentos independentemente dos substratos. A Tabela 3 mostra exibe as médias e
desvios padroes da microdureza do esmalte para os substratos (humano e bovino)

independentemente dos tratamentos.
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Tabela 2. Médias (n = 12) e desvios padrdes da microdureza (KHN) obtida para os distintos
tratamentos, independentmente dos substratos, apos desafio cariogénico in vitro

Laser de CO,  Verniz fluoretado  Gel de flaor fosfato  Sem tratamento
10,6 um (2W) a 5% (NaF) acidulado a 1,23% (controle)
(252 £ 32)a (207 £ 26)b (172 + 23)c (154 £ 20)d

Letras mindsculas distintas implicam em diferenca significativa entre tratamentos (p < 0,05).

Tabela 3. Médias (n = 12) e desvios padrdes da microdureza (KHN) obtida para ambos os substratos,
independentemente dos tratamentos, apos desafio cariogénico in vitro

Bovino Humano

(204 = 49)a (188 = 41)b

Letras mindsculas distintas implicam em diferenca significativa
entre substratos (p < 0,05).

Microscopia Eletrénica de Varredura

As fotomicrografias ndo indicaram diferenca qualitativa relevante entre o esmalte
humano e bovino.

Os espécimes tratados com gel de fluor fosfato acidulado a 1,23% exibiram superficies
de esmalte com padrdo semelhante as obtidas nos grupos que ndo receberam tratamento
(controles). Os prismas de esmalte ndo estavam expostos ¢ a maior parte da superficie estava

coberta por camada de smear (Figuras 8A, 8B, 8C e 8D).
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Figura 8. A) Esmalte humano sem tratamento (3500x), B) Esmalte bovino sem tratamento (3500x),
C) Esmalte humano apos aplicacdo de gel de fluor fosfato acidulado a 1,23% (3500x), e D) Esmalte
bovino apds aplicacdo de gel de fltior fosfato acidulado a 1,23% (3500x) — Notar auséncia de alteracao
morfologica relevante entre os grupos, além de camada de smear recobrindo a superficie.

Os espécimes tratados com verniz de fluoreto de sddio a 5% revelaram superficie
irregular com remanescente de camada de Smear. As superficies de esmalte também
apresentaram fina camada granulosa de estruturas globulares, provavelmente derivadas do
precipitado do verniz fluoretado. Esta caracteristica topografica foi mais evidente para o
esmalte bovino (Figuras 9A e 9B).

Quando a superficie foi irradiada com laser de CO, (10,6 um), as modificagdes
estruturais foram notaveis. No esmalte humano, foi possivel observar camada superficial
modificada pela acdo do laser, com coalescéncia dos cristais e formagdo de massa solida e

irregular (Figura 9C). No esmalte bovino, a irradiagao com laser de CO,
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promoveu fusdo e recristalizacdo da superficie, com aspecto uniforme. Também foram

observadas fissuras distribuidas pela superficie dos espécimes (Figura 9D).

Spm 888812

Figura 9. A) Esmalte humano apds aplica¢do do verniz de fluoreto de sddio a 5% (3500x), B) Esmalte
bovino ap6s aplica¢do do verniz de fluoreto de sodio a 5% (3500x) — Observar estruturas globulares
esparsas sobre a superficie provavelmente derivadas do precipitado do verniz. C) Esmalte humano
irradiado com laser de CO, (3500x) e D) Esmalte bovino irradiado com laser de CO, (3500x) — Notar
fusdo, recristalizacdo e fissuras na superficie.

4.2 Estudo in situ

4.2.1 Teste de Microdureza
O teste pareado revelou que ndo houve efeito residual da primeira fase na segunda,

sendo assim, o efeito de carry-over nao foi significativo (p = 0,124).
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O teste de Shapiro-Wilks (p = 0,00106223) demonstrou que os dados nédo apresentam
distribuicdo normal de erros. Entretanto, como a pressuposicdo essencial a conducdo da
Andlise de Variancia € a de homocedasticidade, e o Teste de Bartlett's (p = 0,168323) acusou
homogeneidade dos dados, prosseguiu-se com a andlise paramétrica.

A Andise de Variancia (ANOVA) a dois critérios revelou que houve efeito
significativo dainteracdo dos fatores Verniz e Laser (p = 0,0001).

Independentemente da aplicacdo dos vernizes fluoretado ou placebo, a microdureza do
esmalte foi estatisticamente superior (p < 0,05) quando esse substrato foi irradiado com laser
de CO;.

Quando a aplicagéo dos vernizes ndo foi seguida pela irradiagdo com laser de CO,,
ndo houve diferenca estatisticamente significante (p > 0,05) na microdureza do esmalte
bovino em fungdo do uso do produto fluoretado e placebo.

A Tabela 4 exibe as médias e desvios padrdes da microdureza do esmalte bovino em

cada grupo experimental e o Grafico 1 ilustra os resultados obtidos.

Tabela 4. Médias (n = 14) e desvios padrdes da microdureza (KHN) do esmalte bovino de acordo com
cada grupo experimental, apos desafio cariogénico in situ

Laser de CO, Presente Ausente
Verniz
Fluoretado (267,6 £ 10,4) Aa (199,7 + 16,2) Ab
Placebo (210,8 + 20,1) Ba (170,5+ 15,9) Ab

Letras mailsculas distintas implicam em diferenca significativa entre substratos dentro de uma mesma
coluna (p < 0,05).

Letras minUsculas distintas implicam em diferenca significativa entre tratamentos dentro de uma mesma
linha (p < 0,05).
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Gréfico 1. Microdureza do esmalte bovino seccionado longitudinalmente (KHN) apods diferentes
tratamentos da superficie e subsequente desafio cariogénico in situ.
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Andlise da concentracéo de fldor no biofilme e esmalte

Diante do ndo atendimento as pressuposicoes do modelo de analise paramétrica
(Anédlise de Variancia), foram aplicados, nos dados obtidos, testes ndo paramétricos de
Friedman e de comparag¢des multiplas por variavel (o = 0,05).

Ao analisar o biofilme dental formado sobre os blocos de esmalte apds o desafio
cariogénico, observou-se que o grupo tratado com verniz fluoretado apresentou maior
quantidade de fltior, estatisticamente diferente dos demais grupos (p < 0,05), que, por sua vez,
foram estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,05) (Tabela 5).

No esmalte, as dosagens de fluoreto fracamente aderido (CaF,) e de fluoreto
firmemente aderido (FAp), apesar das diferencas numéricas, apresentaram resultados
estatisticos com desempenho similares.

As maiores quantidade de fluor foram encontradas nos grupos tratados com verniz
fluoretado associado ao laser de CO; (p < 0,05), que ndo diferiram estatisticamente dos grupos

que receberam a aplica¢do apenas do verniz fluoretado (p > 0,05). As menores dosagens
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foram obtidas para os grupos do verniz placebo (p < 0,05), que por sua vez, ndo foram
diferentes estatisticamente dos grupos tratados com laser de CO; associado ao verniz placebo
(p > 0,05). O verniz fluoretado ndo diferiu estatisticamente do verniz placebo associado ao

laser de CO; (Tabela 5).

Tabela 5. Soma das ordens (S.0.), média e desvios padrdes (dp) da concentragdo de fliior no esmalte
(ugF/cm?) e biofilme (ugF/mg placa) e resultados dos testes de Friedman de acordo com cada grupo
experimental, ap6s desafio cariogénico in situ

CaF, FAp Fhbiofilme
SO. Médiatdp  S.O. Média+dp S.0.  Média+ dp
VP 14A  (059+053) 17A  (125+064) 23A  (0,1+0,1)
VP+CO, 30AB  (1,76+181) 25AB (1,82+1,51) 22A  (0,3+04)
VF 43BC  (397+252) 36BC (296+139) 48B  (4,7+29)

VF+CO, 53C  (697+496) 42C  (414+1,75) 27A (0,5+04)

Letras mailsculas distintas implicam em diferenca significativa entre tratamentos dentro de uma mesma
coluna (p < 0,05)

V.P. = verniz placebo, V.P. + CO, = verniz placebo + CO,, VF = verniz fluoretado ¢ VF + CO, = verniz
fluoretado + laser de CO,

CaF,: X2 = 36,60 e diferenca minima significativa (dms) = 18 (n = 14)

FAp: x> = 18,70 e dms = 17 (n=12)

Foiofime: ¥ = 22,30 e dms = 17 (n = 12)
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5. DISCUSSAO

A valorizacéo da Odontologia Preventiva contribuiu para 0 avango nas pesquisas com
laser de CO, com finalidade de inibir a formagao e/ou progressdo das lesdes de cérie (KLEIN
et al., 2005; RODRIGUES et ., 2006; TAGLIAFERRO et al., 2007; STEINER-OLIVEIRA
et a., 2008). A composi¢cdo quimica e a morfologia do esmalte dental sdo modificadas pela
acao do laser de CO; a ponto de aumentar a resisténcia acida da superficie, sem aterar o
aspecto macroscopico da estrutura dental (NELSON et al., 1987; FEATHERSTONE €t a.,
1998; KANTOROWITZ et a., 1998; HSU et al., 2001, TEPPER et al., 2004).

Diferentes métodos sdo utilizados para avaliar a capacidade de inibi¢cdo da progresséo
das lesBes de cérie no esmalte, destacando-se a andlise da microdureza da subsuperficie que
foi submetida ao desafio cariogénico (FEATHERSTONE et al., 1998; KANTOROWITZ et
al., 1998, STEINER-OLIVEIRA et a., 2008, TAGLIAFERRO et a., 2007; ESTEVES-
OLIVEIRA et d., 2009). A determinacéo da microdureza pode fornecer evidéncia indireta do
ganho ou perda mineral no tecido dental duro em estégios iniciais da lesdo de cérie
(ARENDS; TEN BOSH, 1992; ZERO, 1995). WHITE (1978) demonstrou substancial
correlacdo linear (0,94) entre mudangas observadas na microdureza e imagens obtidas por
microradiografias durante o processo de remineralizagdo da estrutura dental. Como o teste de
microdureza € adtamente sensivel as ateragcbes de conteldo mineral do substrato
(FEATHERSTONE et al., 1983), avaliou-se, no presente estudo, o efeito da irradiacéo do
laser de CO, e de compostos fluoretados na progresséo da lesdo de carie do esmalte, por meio
desse método.

O uso do esmalte bovino em substituicdo ao humano em estudos de cérie envolvendo
laser de CO, foi validado no trabalho in vitro desta tese. Apesar de o esmalte bovino tratado

com CO, ou composto fluoretado ter apresentando valores de microdureza estatisticamente
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superiores ao humano, o comportamento de ambos os substratos foi similar para os diferentes
tratamentos propostos, incluindo. O esmalte bovino é mais irregular que o humano, pois se
desenvolve mais rapidamente antes e ap6s sua erupcdo (MORIWAKI et al., 1968;
MELLBERG, 1992). TANAKA et a. (2008) relataram maior densidade do dente bovino em
relacdo ao humano, o que indica diferenca no grau de mineralizagéo dos substratos e pode,
provavelmente, explicar os maiores valores médios de microdureza encontrados para o
substrato bovino. Entretanto, a diferenca entre os substratos € apenas quantitativa e nao
qualitativa (MELLBERG, 1992).

Lesbes de cérie artificiais incipientes e padronizadas foram obtidas por meio da
ciclagem de pH, que € um método in vitro no qual o substrato dental € mantido na solugéo
desmineralizadora, composta de tampdes &cidos com cécio e fosfato em baixo pH, com o
objetivo de simular os episddios de queda de pH que ocorrem no biofilme dental e na
superficie do esmalte. O estégio de remineralizacdo € simulado com a imersdo do fragmento
dental em solugdes contendo célcio e fosfato em um grau de saturagdo semelhante ao da
saliva (TEN CATE; DUIJSTERS, 1982; FEATHERSTONE et al., 1986; TAGLIAFERRO et
a., 2007). Além da utilizacdo deste método no estudo in vitro, optou-se por redizar a
ciclagem de pH por 5 dias antes do desafio cariogénico in situ, com o objetivo de se obterem
lesBes microscopicas de carie ativa (simulando pacientes de alto risco de cérie) e justificar o
uso dos tratamentos propostos.

Os resultados obtidos no estudo in vitro demonstraram maiores valores de
microdureza do esmalte com uma Unica aplicacdo de laser de CO, (10,6 pum), se comparada
aos demais grupos, independentemente do tipo de substrato dental utilizado. Isto sugere que
houve aumento da resisténcia &cida dental e, consequentemente, inibicdo da progressdo das

lesBes de cérie. Estudos prévios também verificaram in vitro a inibicdo da formacdo e/ou
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progressao da carie quando o esmalte foi irradiado com laser de CO; (10,6 um) (FOX et a.,
1992; TEPPER et al., 2004; STEINER-OLIVEIRA et al., 2008).

Distintas explicagdes para 0 aumento da resisténcia acida no esmalte tratado com laser
de CO, tem sido sugeridas. Especula-se que a matriz de esmalte sga desnaturada
parcialmente e sua permeabilidade diminuida apos a irradiacdo com laser de CO,, 0 que
dificulta a difusdo é&cida por entre os poros do substrato, reduzindo as chances de
desmineralizacdo (FEATHERSTONE; NELSON, 1987; FOX et a., 1992; TEPPER et .,
2004; KWON et a., 2005).

Outra provavel explicagdo estd na combinacdo de permeabilidade reduzida com menor
solubilidade do substrato causada pela fusdo e recristalizagdo das microestruturas da
superficie de esmalte (RODRIGUES et a., 2004; MOSHONOQV et a., 2005; CHIANG et al.,
2008). O conteldo de &gua e carbonato do esmalte também foi descrito como reduzido
quando a superficie foi irradiada com laser de CO, (McCORMACK et al.,1995; PHAN et a.,
1999). FOX et al. (1992) atribuiram a diminuic&o da solubilidade do esmalte apos a irradiacéo
com laser de CO, as mudancas na dissolucdo da taxa de hidroxiapatita, criando um composto
Menos reativo.

No presente estudo irradiou-se a superficie do esmalte com baixos parémetros do laser
de CO; (2W, 10 s, 50 ms, 2Hz) com o objetivo de modificar a superficie do esmalte sem
realizar ablacdo do substrato, 0 que seriaindesgjavel em uma condicdo clinica. O aumento dos
parametros de irradiagéo e, consequentemente, da densidade de energia liberada, reduzem a
progressdo da carie até um limiar de inibicdo alcancado por determinada temperatura.
Ultrapassado esse limiar, a irradiacdo do esmalte pode promover modificagdes da estrutura
que acabam por tornar 0 esmalte mais solivel (FOWLER; KURODA, 1986; NELSON et al.,
1987). Nesse caso a hidroxiapatita carbonatada da estrutura € transformada em fases mais

sollveis como difosfato de tetracalcio (NELSON et al., 1987).
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A andlise das fotomicrografias revelou que a irradiacéo com laser de CO, (10,6 pm)
causou derretimento e recristalizagdo do esmalte, criando um aspecto liso, embora com
algumas fissuras distribuidas pela superficie. A fusdo dos cristais hexagonais do esmalte
irradiado com laser de CO, também foi observado por WU et a. (2002) em MEV. Porém,
outros estudos afirmam que a fuséo da superficie do esmalte ndo é necessaria para aumentar a
resisténcia a desmineralizagdo (McCORMACK et a., 1995; KANTOROWITZ et al., 1998;
HSU et al., 2001). Alteracdes quimicas nos cristais de apatita (ndo visualizadas por MEV), em
uma profundidade préxima a superficie, poderiam ser responsaveis pelo efeito antic&rie do
substrato irradiado com laser de CO, (McCORMACK et al., 1995).

Considerando-se os tratamentos fluoretados empregados no delineamento in vitro,
verificou-se gque os resultados deste estudo séo consistentes com o trabalho de YAMAZAKI
et a., (2007), os quais relataram que a progressao da lesdo de cérie foi inibida pelas solucdes
fluoretadas de alta concentragdo, em modelo artificial de ciclagem de pH.

Quando um composto contendo alta concentracdo de flUor entra em contato com a
superficie dental, ocorre dissolucdo da camada mais externa do esmalte (0,1 a 0,2 um) e o
cdcio dissolvido € precipitado na forma de CaF, (SAXEGAARD; ROLLA, 1988;
MARGOLIS; MORENO, 1990). Este composto serve como um reservatorio de flUor para ser
liberado durante os desafios cariogénicos (BRUUN; GIVSKOV, 1991; BGAARD, 2001;
TENUTA et a., 2008). O fltor é precipitado na superficie e os reservatorios permanecem por
mais tempo liberando CaF, para 0 meio, especiamente quando se utilizam substancias como
os vernizes fluoretados, cuja permanéncia na superficie dental se da por um periodo maior
(ATTIN et al., 2005). Adicionalmente, 0 uso dos vernizes permite a formacdo de depdsitos
minerais enriquecidos com flGor no interior do esmalte que podem bloquear parciamente o
transporte de &cidos no mineral (diminuicéo dataxa de difusdo), um fenémeno que reduziriaa

formac&o e/ou a progressio de lesdes de carie (MAIA et al., 2003; SEPPA, 2004).
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As fotomicrografias dos espéecimes tratados com verniz fluoretado revelaram umafina
camada de estruturas globulares de diferentes tamanhos depositados na superficie do esmalte,
provavelmente derivadas da zona de precipitacdo de CaF,. Esses achados contribuem para
explicar a superioridade nos resultados, expressa em valores de microdureza, encontradas
quando o esmalte foi tratado com verniz de fluoreto de sddio a 5% se comparado ao gel de
flGor fosfato acidulado a 1,23%.

SHOBHA et al. (1987) reportaram que ambos, o fltor fosfato acidulado e o verniz
fluoretado, inibem a desmineralizacdo da superficie, mas o verniz fluoretado a 5% foi
significantemente mais efetivo na inibicéo da progressdo das lesdes de cérie (50 vs. 30% de
reducéo) do que o fltor fosfato acidulado a 1,23%. Estudo de meta-anadlise (MARINHO et al.,
2002) e revisdo sistemética da literatura (HIIRI et a., 2006) demonstraram substancial efeito
inibitorio na progressdo das lesdes de cérie quando o esmalte foi tratado com verniz de
fluoreto de sddio a 5%. Porém, € importante enfatizar que a atuagéo do fluoreto na prevencéo
da desmineralizacdo do esmalte € dependente das condic¢des experimentais utilizadas, como a
técnica e freguéncia de aplicacdo da substancia fluoretada (MANDEL et a., 1996;
CLARKSON et al., 2000). O potencial efeito cariostatico das fontes de fluoreto testadas neste
estudo poderia ser maior setivesse sido realizada mais de uma aplicagéo.

No segundo estudo, optou-se por empregar um delineamento in situ, pois este modelo
possibilita ainteracdo do corpo-de-prova com o ambiente oral (saliva e biofilme) e o controle
das varidveis experimentais, de modo ndo alcangado com estudos totalmente clinicos (ZERO,
1995).

Dessa forma, este estudo foi projetado para reproduzir a situacdo clinica na qual a
terapia de fluoreto € combinada com tratamento de laser de CO,. Para tanto, analisaram-se as

alteracBes na microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente, a concentracdo de fldor
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no fluido do biofilme e no esmalte, permitindo estudar o efeito anticarie de maneira
padronizada e reprodutivel.

No estudo in situ, tal como no trabaho in vitro, constatou-se maior microdureza do
esmalte bovino quando da irradiagdo com laser de CO,, independentemente da aplicacéo dos
vernizes fluoretado ou placebo, o que sugere maior inibicdo da progresséo das lesdes de carie
com 0 uso do laser. Ressaltam-se aqui as mesmas justificativas relatadas anteriormente para o
estudo in vitro para o fato do laser de CO, ter apresentado desempenho superior aos demais
tratamentos.

Quando a aplicagéo dos vernizes ndo foi seguida pela irradiagdo com laser de CO,,
ndo houve diferenca significante na microdureza do esmalte bovino em fungdo do uso do
produto fluoretado e placebo. A similaridade de comportamento entre o verniz placebo e
verniz fluoretado, difere do estudo in vitro, cujo grupo tratado com verniz foi estatisticamente
superior ao sem tratamento (control€). Porém, ha de se ressalvar as diferencas metodol égicas
de ambos os estudos, especialmente no que se refere as condigcdes do meio bucal presente no
delineamento in situ.

Em situacdo clinica, a penetragdo do flGor por entre a estrutura cristalina do esmalte
pode ser um processo lento (ARENDS; CHRISTOFFERSEN, 1986). O tempo necessério para
que o flUor se torne ativo pode chegar ao dobro do requerido em lesBes artificiais, devido, em
parte, a presenca de substancias organicas e variagbes de concentracdo do meio bucal
(ARENDS; SCHUTHOF; 1980). ARENDS; GELHARD (1983) apresentaram evidéncia
experimental de que o fllor necessita de aproximadamente 90 dias para penetrar 50 um em
lesdes subsuperficiais naturais com profundidade em torno de 100 pm.

No presente estudo in situ, como o tempo decorrido entre a aplicacdo do verniz

fluoretado e a realizacdo do teste de microdureza foi de apenas 14 dias, e as indentagoes
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foram realizadas a 30 um da superficie, pode-se supor gque as leituras de microdureza tenham
sido feitas em uma profundidade do esmalte em que o fltor ndo tenha atingido.

E importante considerar também que o meio bucal apresenta flGor disponivel
proveniente dos dentifricios, solu¢Bes de bochecho, alimentos, agua e bebidas, que podem
contribuir para ainibicdo da progressdo das lesdes de carie (ARENDS; CHRISTOFFERSEN,
1986; POULSEN; SCHEUTZ, 1999). Neste estudo, visando simular a condi¢éo in vivo, todos
os voluntarios utilizaram dentifricio fluoretado mesmo nos grupos que receberam o
tratamento placebo (verniz sem fluor), o que pode ter favorecido 0 comportamento similar
entre 0s vernizes placebo e fluoretado.

Ao analisar o biofilme formado sobre os blocos de esmalte apds o desafio cariogénico,
observou-se que o grupo tratado com verniz fluoretado apresentou maior quantidade de fldor,
0 que sugere que os reservatérios de CaF, foram ativados e liberaram flUor para o biofilme
durante o periodo experimental. TENUTA et a. (2008) observaram que apds 30 min de uso
do dispositivo (desafio in situ), elevada concentracéo de flUor foi observada no biofilme dos
fragmentos tratados com flUor fosfato acidulado em comparacdo com o controle. Os autores
descrevem, portanto, evidente relacdo entre a concentragcéo de CaF, no esmalte decorrente do
uso de compostos fluoretados de alta concentracéo e o flGor encontrado no biofilme dental.

No esmalte, a combinagdo do verniz fluoretado com o laser de CO, proporcionou
maior concentracdo de fltor fracamente ligado (CaF,) e fortemente ligado (FAp), sem
diferenca estatisticamente significante do tratamento apenas com verniz fluoretado. A esse
respeito, TEPPER et a., (2004); CHIN-YING et a. (2004) reportaram que a irradiagcéo do
laser de CO, sobre esmalte pré-tratado com compostos fluoretados promoveu aumento
significante na concentracdo de fltor do esmalte, no entanto ambos estudos sGo modelos in

vitro de delineamento.
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Ha dois principais mecanismos envolvidos com o aumento da dosagem de flUor no
esmalte apés irradiacdo com laser de CO,. O primeiro baseia-se no fato de que o calor
aumenta a incorporagdo do fluoreto no esmalte, 0 que altera sua propriedade cristalina
(TEPPER et a., 2004). O calor provocado pela irradiagdo laser poderia, portanto, ter
favorecido o processo de deposicdo do flUor nos espacos interprismaticos do esmalte. O
segundo mecanismo relaciona-se com as ateragdes morfolégicas que o laser causa na
superficie, principalmente as microfissuras que favorecem a deposicéo e fixagcdo do fltor ao
substrato irradiado (ZHANG et al., 1996). Neste estudo, a irradiagdo do esmalte com o laser
de CO;, (10,6 pm) com 2W de poténcia promoveram fissuras na superficie, observadas em
MEV. ZUERLEIN et a. (1999) relataram que o efeito laser-fldor pode estar concentrado nos
primeiros 20-30 um da superficie.

Outro aspecto a ser considerado é que o pH critico (5,5) para a dissolucdo do esmalte é
reduzido para 4,8 apos a irradiacdo com laser de CO,. Quando o fllor estiver presente na
superficie irradiada, esse pH critico é reduzindo ainda mais (4,3), o que dificulta a formagao
e/ou progressdo de lesdes de carie (FOX et al., 1992).

A reducdo do pH do meio buca abaixo do limiar critico determina o inicio do
processo de desmineralizagdo da estrutura dental (ARENDS; TEN BOSCH, 1992). Se houver
flior no meio bucal no momento em que o pH do biofilme voltar a subir ou quando este for
removido pela escovagdo, ocorrera a ativagdo da remineralizagcdo, ou sgja, a precipitacdo de
mineral nos locais em que houve perda (ARENDS; TEN BOSCH, 1992; CURY et al., 2004).
Portanto, mais importante do que ter fllor em atas concentragdes no esmalte, é possuir
fluoreto disponivel na cavidade bucal para ser incorporado a estrutura dental, quando o
mineral soltivel HA for dissolvido como conseqliéncia do processo de cérie (TENUTA et d.,

2008).
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Apesar do efeito sinérgico do fltor e laser de CO, néo ter sido evidenciado no presente
estudo, essa associagdo poderia ser interessante clinicamente. O flUor ndo consegue penetrar
facilmente nas féssulas e fissuras dentais, a0 passo que o laser pode criar microfissuras na
estrutura da superficie que favorecem a penetracdo deste no esmalte. O flGor também poderia
difundir-se mais facilmente para a area interproximal, local onde o laser ndo alcancaria
(PHAN et a., 1999).

Os resultados da presente pesquisa abrem perspectivas para que estudos futuros sgjam
conduzidos com o objetivo de investigar o0 mecanismo de acdo da associacdo do flior com o
laser de CO, na estrutura dental. Cumpre ressaltar que comparactes mais apropriadas dos
resultados desta pesguisa com aqueles relatados na literatura ndo puderam ser realizadas em
virtude da falta de trabahos in situ utilizando o laser de CO, com o intuito de inibir a
desmineralizacdo dental. Ademais, os achados da literatura sdo conflitantes sob muitos
aspectos, especiadmente no que se refere a0 comprimento de onda dos equipamentos e
parametros de irradiacdo do laser de CO..

Embora o laser de CO, tenha se mostrado uma ferramenta promissora para a
Odontologia Preventiva, ainda ha muito que se investigar em torno desta tecnologia antes que

sgja utilizado na praticaclinica.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e considerando as condi¢bes empregadas neste

estudo, pode-se concluir que:

1.

2.

3.

4,

O laser de CO; evitou a progressdo das lesdes de cérie artificial mais eficientemente
gue o verniz fluoretado a 5% e gel de fllor fosfato acidulado a 1,23% no esmalte

bovino e humano.

O esmalte bovino pode ser um substituto ao esmalte humano em estudos de formagéo

e/ou progressao das lesdes de cérie envolvendo o laser de CO..

O laser de CO, promoveu maior inibicdo da progresséo de carie, em modelo in situ,

independentemente da aplicacdo dos vernizes fluoretado ou placebo.

O uso do verniz fluoretado a 5% resultou em maior quantidade de fldor no biofilme
dental, enquanto que, a associacdo verniz fluoretado a 5% e laser de CO, proporcionou
maior incorporacao de fltor (fracamente ligado — CaF, e fortemente ligado — FAp) no

esmalte.
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?w% Equipamentos e Servicos Ltda.

Rua Alfredo da Costa Figo, 280 - Campinas, SP
Tel: (19) 3256-5776  Fax:(19) 3296-5863

RELATORIO DE MANUTENCAO DE EQUIPAMENTO

| RELAT.N®: | 00291008 |
CLIENTE: UNIVERSIDADE DE RIBEIRAO PRETO - UNAERP
END:. AV. COSTABILE ROMANO, 2201
®: (16) 3603-6717 RESPONSAVEL: PROF. ALINE/ PROF. EDSON
LASER TIPO:Er/CO2 MARCA: OPUS DENT | MODELO: OPUS 20
N© DE SERIE EQ.:003-03362 FABRICACAO: DEZEMBRO/2000
DATA DE INSTALACAO: 29/01/2001 INSTALADO POR: PAULO WAGNER
DATA DO SERVICO: 28/10/2008 EXECUTADO POR: PAULO WAGNER

1 - OCORRENCIAS:

O motivo da chamada pelo cliente foi a verificagdo das condigbes de operagdo do
equipamento e informacao de perda total de poténcia do laser de CO2. Na data do
servico, foi realizada a limpeza completa do sistema 6ptico, checagem do alinhamento
Optico dos componentes, preenchimento do reservatorio de agua deionizada, utilizada
para a refrigeracdo do laser de Er:YAG e calibragdo dos laseres. O laser de Er:YAG
apresentou condi¢gdo normal de operagdo. No entanto, constatou-se, através de medidas
de poténcia optica em medidor externo, que em ambas as fibras do laser de Er:YAG
apresentavam perda de, aproximadamente, 60%, sugerindo que sejam substituidas.
Durante o procedimento de calibracdo do laser de CO,, verificou-se que a poténcia
maxima do feixe laser tanto no modo CW como no modo SP (superpulso) foi de 5W. No
procedimento de teste da fibra do laser de CO,, verificou-se que havia a perda excessiva
devido ao nado alinhamento de um dos espelhos no bloco éptico. Feita a correcdo do
alinhamento, a fibra passou a apresentar desempenho normal (perda de poténcia de
aproximadamente 30%, ja compensada pelo software do equipamento). Verificou-se,
também, que a perda nesta fibra aumenta significativamente (além do normal) enquanto
diminui o raio de curvatura da fibra. Isto impossibilita 0 uso do medidor externo do
equipamento para a calibragdo das ponteiras. A correcao desta situagdo ocorrera com a
substituicao da fibra.

2 - CONCLUSOES:

Apesar de se ter verificado a necessidade da troca das fibras, o laser de CO2 pode ser
utilizado normalmente. O mesmo nao ocorre com o laser de Er:-YAG, pois as fibras estao
muito danificadas.

3 - OBSERVACOES:

O presente servico de manutencao preventiva foi acompanhado pela Profa. Aline, onde foi
possivel o esclarecimento de algumas duvidas quanto a operagao do equipamento.




FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o voluntério , a
participar da pesquisa “ PROGRESSAO DA LESAO DE CARIE NO ESVIALTE DENTAL APOS
APLICACAO DE COMPOSTOS FLUORETADOSE IRRADIACAO COM LASER CO,”

Todas as informagBes contidas neste documento serdo explicadas verbalmente pela pos-
graduanda Aline Evangelista de Souza Gabriel (responsavel pela pesquisa), orientada pela
professora Silmara Aparecida Milori Corona, numa linguagem acessivel ao voluntario.

1

Titulo do projeto
“Progressdo da lesdo de cé&rie no esmate dental apds aplicagdo de compostos
fluoretados e irradiacdo com laser CO,”

Objetivo

Este estudo ird avaliar se 0 aparelho de laser e 0 uso do flUor sdo capazes de prevenir a
de cérie no dente. O laser é uma luz, que néo faz ruido ou vibracdo, e quando bate no
dente muda o aspecto da superficie, porém essa mudanca néo é visivel aolho nd.

Justificativa

Criancas ou adultos com alto risco de ter a carie nos dentes podem ser beneficiados com
0 uso do laser e do fllor a mesmo tempo, pois o laser pode fazer com que o fluor
penetre melhor no dente e este ficara mais forte e as bactérias que causam a carie ndo
conseguirdo penetrar no dente.

Procedimentos

O céu da boca dos voluntérios seré copiado com uma massa mole que endurece depois
de alguns segundos. Depois o dentista fard um aparelho contendo 4 pedacos de dente
esterilizados (sem nenhuma bactéria) que ficara em contato com o céu da boca durante
14 dias. Depois o0 volunt&rio ndo usard o aparelho por 7 dias e, em seguida, usard o
aparelho novamente por mais 14 dias. O voluntério receberdum kit de higiene oral
(escova, pasta e fio dental) e o dentistavai ensinar como devera ser escovado o aparelho
e os dentes. As avaliacdes serdo realizadas logo ap6s a retirada dos pedagos de dente do
aparelho.

Desconforto, riscos e beneficios esper ados

Os voluntarios poderdo sentir um leve desconforto pelo uso do aparelho. Caso isso
ocorra, deve-se avisar 0 dentista para que o aparel ho sgja levemente desgastado. Nao ha
riscos a salide geral do voluntério. Os voluntarios receberdo beneficios indiretos através
de esclarecimento de questBes importantes para a salde da boca, como métodos de
prevencéo da cérie.

Acompanhamento e assisténcia

Todos os procedimentos serdo acompanhados pelos pesquisadores. Além disso, 0s
pesquisadores sempre estdo prontos a ajudar o voluntério se o paciente tiver algum
problema relacionado ao uso do aparel ho.



7.

10.

Garantia de esclarecimentos

Os voluntérios tém garantia de que receberdo respostas a qualquer pergunta e davida
nos assuntos relacionados com a pesquisa (antes, durante ou apés a realizacdo da
mesma).

Retirada do consentimento
O voluntério tem a liberdade de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento,
sem gue isto cause qualquer penalidade.

Ressar cimento, indenizacao e recur sos financeir os

N&o haverd qualquer custo ao voluntario que participar da pesquisa, pois esta sera
totalmente custeada pelo pesquisador responsavel. Caso necessario, 0s voluntarios
receberdo agjuda em dinheiro para pagamento do transporte para comparecimento na
Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP ou Universidade de S&o Paulo - FORP. N&o
ha indenizacao prevista, pois a pesquisa ndo oferece prejuizo ao individuo.

Garantiadesdigilo
Sera mantido sigilo quanto a identidade de todos os voluntarios na divulgacdo dos
dados da pesquisa.

Qualquer davida ou problema deve ser comunicado a Aline Evangelista de Souza
Gabriel pelos telefones (16) 91020020, (16) 38778303 ou Rua Portugal, 1690 Ribeirdo
Preto. E-mail: aline.gabriel @gmail.com

Aline Evangelista de Souza Gabriel (CPF 282928788-66)

Prof2, Dr2, Silmara Aparecida Milori Corona (CPF 145399108-50)

Assinatura do voluntario



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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