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Resumo

RESUMO

A distribuicdo polarizada da experiéncia de cérie dental e o aumento da
prevaléncia da doenca na denticdo decidua em algumas localidades t€ém impulsionado o
desenvolvimento de novos métodos preventivos. Varios estudos tém demonstrado que a
irradiacdo do esmalte dental com laser de CO,, especialmente se associada ao fluor,
aumenta a resisténcia do mineral ao desafio acido. Contudo, a efetividade de tal
combinagdo no esmalte de dentes deciduos ainda nao foi investigada. Assim, o objetivo
desta pesquisa in vitro foi avaliar os efeitos do laser de CO,, comprimento de onda
10,6 um, associado ao fluor fosfato acidulado (FFA) na inibi¢ao da progressao de carie em
esmalte dental deciduo desmineralizado. Molares deciduos higidos foram seccionados
mésio-distalmente e o esmalte de 60 espécimes foi desmineralizado em solugdo tampao
acetato (pH 5,0) 50% saturada em relacdo a hidroxiapatita durante 48 h. Posteriormente, os
espécimes foram aleatoriamente divididos em 6 grupos (n=10), segundo os tratamentos:
1) grupo Cariado: armazenamento em ambiente imido; 2) grupo Controle: ciclagem de pH;
3) grupo L: laser + ciclagem de pH; 4) grupo F: FFA + ciclagem de pH; 5) grupo LF: laser
+ FFA + ciclagem de pH; 6) grupo FL: FFA + laser + ciclagem de pH. O procedimento de
ciclagem foi realizado durante 5 dias (solu¢dao desmineralizadora pH 4,6 e solugdo
remineralizadora pH 7,0). A perda mineral foi avaliada com auxilio da andlise de
microdureza e a porcentagem de inibicdo da progressdo de carie foi calculada para os
grupos L, F, LF e FL. Adicionalmente, as concentragdes de fosforo e de flaor foram
determinadas nas solugdes des- e remineralizadora apods ciclagem de pH. Os dados foram
analisados pela Analise de Variancia e pelo Teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
De acordo com os resultados, a perda mineral do grupo Controle foi significativamente
maior quando comparada as dos grupos Cariado, L, F, FL e LF, os quais, por sua vez, nao
apresentaram diferenca estatistica entre si. As porcentagens de inibicdo da progressdao de
carie obtidas foram de 67%, 60%, 97% e 87% para os grupos L, F, LF e FL,
respectivamente. A andlise quimica das solugdes desmineralizadoras mostrou que a

concentragdo de fosforo foi significativamente maior para o grupo Controle e nas solugdes
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remineralizadoras o mesmo foi observado para os grupos F e FL, quando comparados aos
outros grupos. As concentracdoes de flior em ambas as solugdes des- e remineralizadora
foram significativamente maiores para os grupos tratados com FFA comparados as dos
grupos Controle e L. Os resultados deste estudo indicam que os tratamentos L, F, LF e FL,
realizados no esmalte dental deciduo cariado, foram significativamente efetivos na inibicao
da progressao de carie. Embora a combinacao de laser de CO; e FFA tenha promovido os

valores mais altos de inibicao, este efeito adicional ndo foi estatisticamente evidenciado.



Abstract

ABSTRACT

The polarized distribution of dental caries experience and the increase of
disease’s prevalence in primary teeth observed in some localities have impelled the
development of new preventive methods. Several investigations have demonstrated that the
CO; laser irradiation on dental enamel - especially if combined with fluoride - increases the
mineral acid resistance. However, the effectiveness of this combination on primary teeth
has not been studied yet. Thus the purpose of this in vitro study was to investigate the effect
of a CO, laser at 10.6 um wavelength, in association with acidulated phosphate fluoride
(APF) on the inhibition of caries-like progression in demineralized primary dental enamel.
Sound primary molars were sectioned mesiodistally and the enamel of sixty specimens was
demineralized in acetate buffer solution 50% saturated with hydroxyapatite (pH 5.0) for
48 h. Next, they were randomly assigned in 6 groups (n=10) according to the treatments:
1) Carious group: storage in moist environment; 2) Control group: pH cycling; 3) L group:
laser + pH cycling; 4) F group: APF + pH cycling; 5) LF group: laser + APF + pH cycling;
6) FL group: APF + laser + pH cycling. The pH cycling model was performed in a 5-day
period (demineralizing solution pH 4.6 and remineralizing solution pH 7.0). Mineral loss
was assessed by means of microhardness analysis and the percentage of caries progression
inhibition was calculated for the L, F, LF and FL groups. In addition, the phosphorus and
fluoride concentrations were determined in both de- and remineralizing solutions after pH
cycling. The data were analyzed by ANOVA and Tukey Test at a 5% level of significance.
According to the results, the mineral loss of the Control group was significantly higher than
that of Carious, L, F, LF and FL groups, which, on the other hand, were not statistically
different. The percentages of inhibition of caries-like lesion progression were 67%, 60%,
97% and 87% for the L, F, LF e FL groups, respectively. Chemical analysis of
demineralizing solutions showed that phosphorus concentration was significantly higher for
Control group and in remineralizing solutions the same was observed for F and FL groups
compared to other groups. Fluoride concentrations in both de- and remineralizing solutions

were significantly higher for the groups treated with APF compared to Control and L
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groups. The results of this study indicate that the treatments L, F, LF and FL carried out on
the carious primary dental enamel were significantly effective on the inhibition of caries
progression. Although the combination of CO; laser and APF provided the highest caries

inhibition rates, this additive effect was not statistically evidenced.
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1. INTRODUCAO

As condigdes de saude bucal das criangas de paises desenvolvidos tém
melhorado ao longo dos ultimos anos (Messer, 2000). O declinio da prevaléncia de carie
dental tem sido atribuido principalmente a utilizacdo de substincias contendo fluor
(Cury, 2001), como os dentifricios, a agua de abastecimento publico, os alimentos e
bebidas preparados com agua fluoretada, as solu¢des para bochecho e os géis fluoretados.
Estes ultimos tém sido indicados para os individuos de alto risco a carie (Clarkson &
McLoughlin, 2000), sendo os mais conhecidos na pratica odontologica o fluoreto de sodio e

o fluor fosfato acidulado (Cury, 1992; Narvai et al., 2002).

Em conseqiiéncia do declinio, a doenga cérie tornou-se fortemente polarizada
(Seppi, 2001). Cerca de 80% das superficies dentais cariadas estdo concentradas em apenas
25% das criangas e adolescentes de paises ocidentais industrializados (Kaste et al., 1996;
Poulsen & Scheutz, 1999). Esta tendéncia também foi constatada por Mattos-Graner
et al. (1996) que, ao estudar uma populacdo infantil brasileira com idade de 6 a 36 meses,
observaram que 17% das criangas apresentavam 46% do total das lesdes de carie

detectadas.

Adicionalmente, a ocorréncia da doen¢a na denticdo decidua tem mostrado
indicios de progressdo em algumas regides do mundo como Reino Unido (Downer, 1994),
paises Nordicos (von der Fehr, 1994), Ontario no Canada (Speechley & Johnston, 1996) e
Chandigarh na India (Chawla et al., 2000). Vigild ef al. (1996) também verificaram que no
Kuwait a experiéncia de carie em criangas de 4 ¢ 6 anos aumentou no periodo de 1982 a
1993. Da mesma forma, a prevaléncia da doenca em criangas de 5 anos, na Noruega,

aumentou significativamente entre 1997 e 2000 (Haugejorden & Birkeland, 2002).

Diante dessas observagdes, a otimizagdo dos métodos usuais de prevengdo € o

desenvolvimento de novas estratégias preventivas sao de fundamental importancia.

Neste contexto, varios estudos tém avaliado os efeitos do laser de didxido de

carbono (CO;) na prevencdo da carie. Os relatos da literatura tém demonstrado que a
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irradiacdo do esmalte dental com laser de CO,, utilizando densidades de energia de 0,3 a
12,5 J/em® tem promovido reducdo significativa da perda mineral (Featherstone
et al., 1998; Kantorowitz et al., 1998; Tange et al., 2000; Klein, 2002) e, quando associada
a agentes preventivos, como o fliior, o efeito de inibicdo de cérie pode ser potencializado
(Featherstone et al., 1991; Nobre dos Santos et al., 2001). Varias teorias tém sido propostas
para explicar os mecanismos pelos quais o esmalte dental irradiado com laser de CO, ¢
mais resistente ao desafio cariogénico. De acordo com Featherstone (2000), o laser de CO,
produz radia¢do na regido do espectro infravermelho muito proximo as bandas de absor¢ao
da apatita. Conseqiientemente, a maior parte da luz é absorvida pelo esmalte e convertida
em calor, aquecendo a hidroxiapatita na superficie e na subsuperficie proxima a uma
temperatura superior a 400°C. O efeito térmico pode resultar em redugdo do conteudo de
carbonato (Kuroda & Fowler, 1984; Nelson et al., 1987; Phan et al., 1999; Zuerlein et al.,
1999), aumento do tamanho dos cristais de hidroxiapatita (Kantola et al., 1973; Ferreira
et al., 1989; McCormack et al., 1995), derretimento (Kuroda & Fowler, 1984; Nelson et al.,
1987; Ferreira et al., 1989; Meurman et al., 1992; McCormack et al., 1995; Tsai et al.,
2002), fusdo e recristalizacao (Kantola et al., 1973) do esmalte irradiado, resultando na

diminui¢ao da solubilidade do mineral frente ao desafio acido.

A utilizagao da tecnologia laser associada ao flior em criangas com alto risco
de cérie ou lesdes incipientes na denti¢do decidua poderia ser um recurso preventivo
efetivo, com as vantagens de uma unica aplicagdo ser suficiente para o controle do
desenvolvimento e progressdo da doenga, além de ser um método indolor e ndo invasivo.
Entretanto, ndo hé& na literatura relatos sobre os efeitos preventivos decorrentes da
combinagdo de laser de CO, e fluor no esmalte de dentes deciduos. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da associacdo de laser de CO,, com comprimento de onda
10,6 um, e aplicacdo de fluor fosfato acidulado na inibi¢do da progressdo de carie no

esmalte dental deciduo desmineralizado, submetido a desafio cariogénico in vitro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo procurou-se revisar a literatura com relagdo aos efeitos do laser
de CO, no esmalte dental e na prevencdo da carie, bem como redigir consideragdes a
respeito dos métodos empregados na presente pesquisa. Assim, 0s assuntos pertinentes ao

estudo foram divididos conforme segue:

2.1. Efeitos do laser de CO, no esmalte dental e na prevencao da cérie

2.1.1. Laser de CO, associado ao flaor

2.2. Consideragdes sobre os métodos empregados

2.2.1. Ciclagem de pH

2.2.2. Anélise de microdureza

Algumas informagdes sobre o laser e os principais comprimentos de onda

utilizados em Odontologia encontram-se no Apéndice.
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2.1. EFEITOS DO LASER DE CO, NO ESMALTE DENTAL E NA PREVENCAO DA
CARIE

Os primeiros pesquisadores a estudar os efeitos do laser de CO, sobre os
tecidos dentais duros foram Lobene et al. (1968). Os autores irradiaram com laser de CO,,
comprimento de onda (A) 10,6 um, em modo continuo, esmalte de dentes humanos
extraidos e hidroxiapatita sintética pulverizada. No experimento foram utilizados os
seguintes parametros: poténcia de 20 W, exposi¢do variando de 0,1 a 5 s, diametro do feixe
de 1 a 4 mm, densidade de energia total de 15 a 12000 J/cm®. Sec¢des dentais foram
avaliadas por microscopio de luz e microrradiografia de contato e a hidroxiapatita em pé foi
analisada pela difracdo por raios-X. Na regido da exposi¢do ao laser o esmalte estava
fundido, duro, fragil e com aspecto de giz, no entanto, sem evidéncias de fechamento das
fissuras ou fusdo completa da hidroxiapatita sintética. Numerosas fendas estendendo-se da
superficie do esmalte a juncdo amelodentindria também foram observadas. As alteragdes,
segundo os autores, resultaram provavelmente do aumento da temperatura no local da

irradiagao.

Kantola et al. (1973) procuraram elucidar, com auxilio da difragdo por raios-X,
a natureza cristalografica das mudangas induzidas pela irradiagdo no esmalte dental com
laser de CO,. Para tanto, dentes higidos foram irradiados com os seguintes parametros:
poténcia de 100 W, tempo de irradiagio de 2 a 3 s e densidade de energia de 10* a
10° J/em®. A irradiagdo causou fusdo e recristalizagdo do esmalte, bem como aumento do
tamanho dos cristais quando se comparou com a hidroxiapatita ndo irradiada. Além disso,
pode-se observar nas amostras irradiadas a presenca de ortofosfato a-calcico, composto

ausente na hidroxiapatita, formado no esmalte sob alta temperatura devido a irradiacao.

Procurando analisar as mudangas decorrentes da irradiagdo laser sobre o
esmalte dental humano, Kuroda & Fowler (1984) irradiaram superficies vestibulares de
incisivos higidos com laser de CO, A 10,6 um, em modo continuo, sob os seguintes
parametros: diametro do feixe de 0,5 mm, tempo de irradiacdo de 1 s e poténcia de 20 W.

No local irradiado foi produzida uma cratera cujo material foi removido, triturado a po e
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analisado pela difragdo por raios-X e espectroscopia de infravermelho. O material derretido
e solidificado era composto por pequenas partes de fosfato a-tricalcico e fosfato
tetracalcico, bem como uma fase principal de apatita modificada indicando que, durante a
irradiagdo, foram atingidas temperaturas superiores a 1400°C. Também foram observados
reducdo no conteudo de agua, proteina, carbonato e cloreto, possivel incorporagdo de 6xido
substituindo alguns ions hidroxilas e tragos de didoxido de carbono e cianato na apatita. A
microscopia eletronica de varredura revelou a presenca de crateras cujas superficies

aparentavam aspecto liso, de derretimento e de recristalizagao.

No ano seguinte, Stewart et al. (1985) procuraram incorporar hidroxiapatita
sintética ao esmalte natural objetivando um potencial selamento de fossulas e fissuras. Os
pesquisadores utilizaram dentes extraidos que foram submetidos ao ataque 4cido e cobertos
com uma fina camada de hidroxiapatita sintética. A irradiacdo com laser de CO, A 10,6 um,
em modo continuo, foi realizada com os seguintes parametros: densidade de energia de 21 a
316 J/cmz, poténcia de 1,5 a 3 W e tempos de irradiagao de 0,125 a 1 s. Os dentes foram
submetidos a testes de ciclagem térmica e de penetragdo de corante. Os pesquisadores
verificaram que, dentro de parametros bioldgicos seguros, a hidroxiapatita sintética pode
ser incorporada ao esmalte. No entanto, altas densidades de energia (maiores que 24 J/cm?)

tenderam produzir microfendas na superficie do mineral.

De acordo com Fowler & Kuroda (1986), as mudancas induzidas pelo laser no
esmalte dental supostamente resultam do aquecimento localizado. Assim, os pesquisadores,
embasados em resultados de estudos prévios em que o esmalte dental foi progressivamente
aquecido em fornos convencionais, correlacionaram as principais mudangas induzidas no
esmalte pela elevacdo da temperatura com os provaveis efeitos na solubilidade do mineral.
Segundo os autores, o aquecimento do esmalte entre 100°C e 650°C promove diminui¢do
do contéudo de agua e de carbonato, sendo que a aproximadamente 350°C ocorre a
decomposi¢do protéica. De 650°C a 1100°C, ha recristalizagdo térmica com aumento do
tamanho dos cristais de hidroxiapatita, formagao de fosfato B-tricalcico, perda de agua e de
carbonato. Temperaturas maiores que 1100°C levam a formagdo de fosfato tetracalcico e a

conversao de fosfato B-tricalcico em fosfato a-tricalcico, compostos substancialmente mais
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soluveis em acido que fosfato B-tricalcico, esmalte dental e hidroxiapatita e, portanto,
podem aumentar marcadamente a solubilidade da superficie do mineral. Os pesquisadores
sugeriram que as condi¢des de irradiagdo com laser que produzam temperaturas localizadas

acima de 650°C podem ter efeitos deletérios na solubilidade do esmalte.

Também em 1986, Nelson et al. procuraram investigar, na regido infravermelha
do espectro eletromagnético, os comprimentos de onda mais indicados a inibi¢do da
formacao de lesdes de carie in vitro. Para tanto, irradiaram o esmalte de dentes humanos
com laser TEA-CO; (TEA = transversely excited atmospheric pressure), comprimentos de
onda 9,3 um, 9,6 um, 10,3 um e 10,6 pm, sob as seguintes condi¢des: taxa de repeticdo de
0,67 Hz, densidade de energia de 10-50 J/cm?, duracdo de pulso de 100 a 200 ns e tempo de
exposicdo de 1, 3 ou 10 min. Apds a irradiagdo, as amostras foram imersas em solucao
desmineralizadora (pH 5,0) durante 14 dias para formar lesdes de cérie. A andlise de
microdureza demonstrou que os comprimentos de onda 9,3 um e 10,6 um foram os mais
efetivos na inibi¢do de carie. Lesdes significativamente mais rasas € menos
desmineralizadas foram encontradas nas amostras irradiadas com o A 9,3 um, chegando a
reduzir em 50% a desmineralizagdo quando comparadas as do grupo controle. A andlise
quimica das solugdes desmineralizadoras demonstrou menores concentragdes de calcio e
fosforo por unidade de area que o grupo controle, confirmando os resultados obtidos na
microdureza. Segundo os autores, as alteragdes causadas no esmalte pela irradiacdo
influenciaram a permeabilidade e a hidratagdo do mineral, alterando seu comportamento de

solubilidade durante a formacao da lesdo de carie artificial.

No ano seguinte, o estudo de Nelson et al. (1987) examinou a morfologia e a
cristalografia da superficie do esmalte humano, bem como o aspecto histologico das lesdes
de carie produzidas artificialmente apo6s tratamento com laser TEA-CO,. Os autores
utilizaram 51 dentes humanos, entre molares e pré-molares, 20 dos quais foram imersos por
14 dias em solugdo desmineralizadora (pH 5,0) para formar lesdes de carie apos a aplicagao
do laser. A irradiagdo foi efetuada com os comprimentos de onda 9,3 pm, 9,6 um, 10,3 pm
e 10,6 um seguindo os parametros: duracdo de pulso de 100 a 200 ns, densidade de energia

de 10-50 J/em® e taxa de repeticio de 0,67 Hz para 400 pulsos. Adicionalmente, a
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temperatura alcangada na superficie do esmalte durante a irradiagdo com densidade de
energia de 50 J/cm® foi mensurada, com auxilio de um pirdmetro infravermelho.
Considerando a méxima densidade de energia utilizada (50 J/cm®), os picos de temperaturas
foram de 1050+40°C, 980+30°C, 835+30°C e 810+30°C para os comprimentos de onda
9,3 um, 9,6 um, 10,3 um e 10,6 um, respectivamente, ¢ a condutibilidade ficou limitada a
10-20 um sob a superficie derretida. As profundidades médias das lesdes formadas no
esmalte irradiado, analisadas pela microscopia de luz polarizada e pela microrradiografia
transversal, foram menores que as lesdes do grupo controle, chegando a exibir reducdes de
até 40% em profundidade. Sob microscopia de luz refletida, o A 10,6 um nao causou
qualquer rugosidade significativa na superficie; em contrapartida, 9,6 um e 9,3 um
produziram, na parte central da regido irradiada, uma area de aproximadamente 2 mm de
didmetro bem mais rugosa. A microscopia eletronica de varredura demonstrou que o
A 10,6 um produziu no esmalte uma zona de derretimento cuja area central aparentava
superficie vitrea derretida, fina e lisa. A espectroscopia de infravermelho revelou que as
amostras irradiadas com o A 9,6 um apresentaram menor conteido de carbonato (0,59%)
que aquelas ndo irradiadas (1,63%). Segundo os autores, a irradiagdo com laser de CO,
pode ter resultado na redugdo da permeabilidade e da solubilidade do esmalte, levando a

inibi¢ao da formacgao de lesdo de carie.

Ferreira et al. (1989) examinaram as mudangas ultra-estruturais induzidas no
esmalte dental pela irradiacio com laser de CO, em modo continuo, por meio da
microscopia eletronica e do teste de dureza Vickers. Assim, molares permanentes e pré-
molares foram cortados em duas orientagdes, paralela ou perpendicular a jun¢ao amelo-
dentinaria (JAD) e as sec¢Oes foram lixadas até espessuras de 550 a 590 um. As amostras
foram irradiadas com o A 10,6 um, densidades de energia de 0,8 a 200 J/em?, densidades de
poténcia de 6,6 x 10° a 5.2 x 10° W/cm® e tempo médio de irradiagdo de 6 a 520 ps. A
microscopia eletronica de varredura revelou dois tipos distintos de alteracao: a) esmalte
fissurado (EF1) que, apesar da presenca de uma rede de fendas/fissuras na superficie, exibiu
transparéncia similiar aquela encontrada no esmalte ndo irradiado; b) esmalte fissurado e

com crateras (EFiC) que mostrou, juntamente com as fissuras, uma rede de crateras.
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Adicionalmente, regidoes de esmalte rugoso exposto foram verificadas tanto em EFi como
em EFiC. A irradiacdo com baixas densidades de energia (aproximadamente 1,5 J/cm?)
provocou, principalmente proximo a JAD, rugosidades no esmalte, as quais foram ausentes
proximo a superficie dental. Os achados obtidos na microscopia eletronica de transmissao
denotaram a presenca de um novo cristal de apatita com formato diferente e tamanho maior
no EFiC quando comparado ao esmalte original, indicando que ocorreu derretimento e
cristalizacdo. No teste de dureza Vickers, o esmalte irradiado com 1,5 Jem? e 13 J/em? foi
consistentemente mais macio que o esmalte adjacente ndo submetido a irradiacao,
especialmente o EFiC devido a sua maior porosidade, introduzida pela presenga de crateras
e lacunas. Apesar de todas essas alteragdes, um melhoramento da ultra-estrutura do mineral
ndo foi verificado. Entretanto, os autores concluiram que o maior tamanho dos cristais de
apatita e a perda da estrutura prismatica em areas fissuradas e com crateras poderiam,
parcialmente, explicar prévias observagdes de reduzida desmineralizagdo subsuperficial em

esmalte irradiado com laser.

Watanabe et al. (1990) estudaram os efeitos do laser de CO, em modo
continuo, poténcia de 10 W durante 0,2 s, no esmalte dental deciduo com auxilio da
microscopia eletronica de varredura. Segundo os autores, a irradiacdo levou a formagdo de
um sulco longitudinal raso, contendo linhas sucessivas em forma de “ondas”, e de inimeras
goticulas de esmalte fundido sobre a area vitrificada. Além disso, fissuras na superficie do

esmalte também foram observadas.

Em 1992, Meurman et al. pesquisaram as alteracdes causadas pela irradiago
com lasers de CO;, Nd:YAG (neodimio:itrio-aluminio-granada) ou a combinacao CO;-
Nd:YAG, na estrutura cristalina da hidroxiapatita. Para tanto, aliquotas de 20 mg de
hidroxiapatita sintética, contendo aproximadamente 0,23% de carbonato, foram irradiadas
por 20 s com laser de CO; em modo continuo, CO,-Nd:YAG (50% de cada) e Nd:YAG
plano com as seguintes densidades de energia: 500, 1000 e 3230 J/cm®. Como controle,
foram usadas apatitas ndo irradiadas. As amostras foram avaliadas com auxilio da
microscopia eletronica de varredura e de transmissdo, da difracdo eletronica, da difracao

por raios-X e em experimentos de dissolucdo. As alteracdes morfologicas na apatita
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irradiada com o laser de CO,, avaliadas pela microscopia eletronica, comecaram a aparecer
a partir da densidade de energia de 500 J/cm?, destacando-se o derretimento que foi obtido
por completo quando do emprego de 1000 J/em®. Em contrapartida, a irradiagio Nd:YAG
ndo causou derretimento do mineral. O efeito da combinagdo dos lasers (CO,-Nd:YAG)
transformou o pd de apatita em solidos com forma de pérola cuja superficie irregular
apresentou ranhuras e fossulas profundas. O composto fosfato a-tricalcico foi identificado
somente nas amostras irradiadas pela combinacdo dos lasers. Em experimentos de
dissolugio, as amostras irradiadas com densidades de energia de 3230 J/cm® dissolveram
mais rapido que as ndo irradiadas pela combinagdo CO,-Nd:YAG. Os autores sugeriram
que a irradiagdo com laser de CO, foi a principal responsavel pela formagdo de fosfato
tricalcico, composto altamente soltivel, visto que o uso isolado do laser Nd:YAG ndo

causou quaisquer mudangas mensuraveis na estrutura cristalina da hidroxiapatita.

Os efeitos do laser de CO, sobre o esmalte dental também foram avaliados por
McCormack et al. (1995) com auxilio da microscopia eletronica de varredura (MEV).
Secgdes (aproximadamente 1 a 2 mm de espessura) de esmalte humano e bovino polidas e
blocos de esmalte humano ndo polidos foram irradiados com os comprimentos de onda
9,3 um, 9,6 um, 10,3 um e 10,6 pm em modo pulsado. Os pardmetros utilizados foram os
seguintes: a) 25 pulsos com 100 ps de duragdo, densidades de energia de 2, 5, 10 e 20 J/cm?
por pulso e taxa de repeti¢ao de 10 Hz para as secc¢des polidas; b) 5, 25 ou 100 pulsos, com
50, 100, 200 ou 500 ps de duragdo, densidade de energia de 10 J/cm? e taxa de repeticdo de
10 Hz para os blocos dentais nao polidos. A MEV foi realizada no meio da area irradiada
que geralmente corresponde ao centro da zona de derretimento. As mudangas fisicas no
tamanho e forma do cristal seguiram um padrdo distinto e o tipo de esmalte irradiado
(bovino ou humano) ndo pareceu afetar significativamente os efeitos da irradiacdo. Antes
de alcancgar a temperatura para o derretimento, os cristais de esmalte mantiveram a forma
de agulha e o tamanho do esmalte normal (aproximadamente 40 nm em didmetro). Assim
que a temperatura na superficie alcancou o valor para o derretimento, os cristais
coalesceram em formas indefinidas e aumentaram em didmetro. Apds a temperatura

exceder o estagio de derretimento, os cristais de esmalte fundiram-se em cristais poliedros
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grandes (de 200 a 400 nm) e, em temperaturas mais altas, formaram uma massa so6lida, com
limites pouco distinguiveis. Estas modificacdes foram dependentes do comprimento de
onda utilizado. O A 10,6 pum com densidades de energia de 5 ou 10 J/em® ndo produziu
derretimento do esmalte e fusdo dos cristais da superficie, porém promoveu a formagdo de
fendas superficiais distintas associadas com o stress térmico criado pela interagdo com o
laser. Segundo os autores, este A pode ter alterado a composi¢ao quimica e estrutural dos
cristais de esmalte. Por sua vez, o calor gerado pelos comprimentos de onda 9,3 um ou
9,6 um e, em menor extensdo 10,3 um, foi suficiente para causar rapido derretimento da
superficie e fusio dos cristais de esmalte em densidades tdo baixas quanto 5 J/cm® por
pulso. Segundo os pesquisadores, pulsos mais longos, mantendo constante a densidade de
energia, reduziram a extensdo do derretimento superficial e da fusdo dos cristais de
hidroxiapatita. O numero de pulsos, em contrapartida, ndo influenciou significativamente as

alteracdes na superficie.

Featherstone et al. (1998) procuraram determinar os parametros otimos da
irradiagdo com laser de CO, que efetivamente potencializariam a inibi¢do de carie no
esmalte. Para tanto, coroas de molares e pré-molares foram irradiadas com um dos quatro
comprimentos de onda: 9,3 pm, 9,6 um, 10,3 um e 10,6 um. A taxa de repeticdo foi de
10 Hz, o didmetro do feixe de 1,6 mm, a densidade de energia de 1 a 12,5 J/em? por pulso,
o nimero de pulsos de 25 e a duracdo de cada pulso de 100 ps. Apos a irradiagdo, as
amostras foram submetidas ao processo de ciclagem de pH realizado durante 9 dias
(solugdes: desmineralizadora pH 4,3 e remineralizadora pH 7,0). A andlise de microdureza
revelou que as maximas inibi¢cdes de carie foram de 85%, 73%, 71% e 68% para os
comprimentos de onda 10,6 um, 10,3 pm, 9,6 um e 9,3 um, empregando as densidades de
energia de 12,5 J/em?, 10 J/em?, 5 J/em® e 5 J/crnz, respectivamente. Estes resultados,
segundo os autores, foram comparaveis com a inibicao de carie produzida por tratamentos

diarios com dentifricios fluoretados no mesmo modelo in vitro.

Também em 1998, Kantorowitz et al. conduziram um estudo com o objetivo de
avaliar o potencial preventivo de varias condigdes de irradiagdo, explorar o efeito do

numero de pulsos usados e correlacionar a inibi¢do de carie com as mudangas na superficie

17



Revisdo da Literatura

do esmalte por meio da analise de microdureza e da microscopia eletronica de varredura.
Coroas de molares inclusos apresentando uma area de esmalte exposta foram irradiadas
com laser de CO, ajustavel e pulsado. A fim de isolar o efeito do niimero de pulsos, os
autores mantiveram todos os outros parametros constantes: duracdo de pulso de 100 ps e
taxa de repeticdo de 10 Hz. Para os comprimentos de onda 9,6 um e 10,6 um, a energia de
cada pulso foi de 100 mJ e 240 mJ, enquanto a densidade de energia foi de 5 J/em® e
12 J/em? por pulso, respectivamente. O niimero de pulsos foi de 1, 5, 25 ou 100 para ambos
os comprimentos de onda. Apds a irradiagdo, uma ciclagem de pH foi realizada durante
9 dias (solugdes: desmineralizadora pH 4,3 e remineralizadora pH 7,0). A microscopia
eletronica de varredura revelou a presenca de alteragdes morfologicas na maior parte das
superficies irradiadas com o A 9,6 um, as quais pareceram estar fundidas e compostas por
novos cristais maiores que os do esmalte normal. Por sua vez, as éareas tratadas com o
A 10,6 um mostraram pouca ou nenhuma mudanc¢a morfoldgica, com poucos pontos de
fusdo, recristalizacao ou expulsdo do esmalte. Na analise de microdureza, todos os grupos
tratados com laser apresentaram lesdes de carie significativamente menores quando
comparadas as do grupo controle, chegando a promover de 48% a 87% e de 28% a 59% de
inibi¢do de carie para os comprimentos de onda 10,6 um e 9,6 um, respectivamente.
Segundo os autores, os melhores resultados obtidos com o A 10,6 um indicaram que o
derretimento da superficie e a fusdo ndo sdo necessarios para aumentar a resisténcia do
esmalte ao desafio dcido. Adicionalmente, o efeito inibitoério dependeu do niumero de pulsos
utilizados e, para os dois comprimentos de onda testados, menos de 25 pulsos foi

considerado ideal.

Zuerlein et al. (1999) procuraram determinar a profundidade da decomposi¢ao
do esmalte induzida termicamente, isto €, a perda de carbonato, utilizando parametros tidos
como ideais na irradiacdo com laser de CO,. Blocos de esmalte dental bovino foram
irradiados com os comprimentos de onda 9,6 um e 10,6 um. A perda de carbonato,
calculada por espectros infravermelhos, foi iniciada a temperaturas maiores que 400°C e s6
se completou quando da repeticio da irradiacdo com energia acima do limiar de

derretimento. Os autores demonstraram ainda que a perda do carbonato, tanto em

18



Revisdo da Literatura

quantidade quanto em profundidade, foi superior com o comprimento de onda 10,6 pm

comparado ao 9,6 um, empregando pulsos com duracgao de 2 ps.

Hsu et al. (2000) investigaram os efeitos da irradiagdo com laser de CO, sobre a
desmineralizacdo do esmalte humano com ou sem matriz organica. Molares humanos
hemiseccionados foram separados em dois grupos: a) esmalte normal (EN), com matriz
organica; b) esmalte sem matriz organica (ESMO). Para remocdo da matriz orgénica, duas
extracoes lipidicas (imersdao em cloroférmio/metanol na propor¢ao de 2:1, por 96 ou 15 h)
intercaladas por uma extragdo protéica (imersdo em hipoclorito de sddio com 10% a 13%
de cloro por 4 h) foram efetuadas. Duas areas de esmalte foram isoladas, uma delas serviu
como controle e a outra foi tratada com laser de CO, sob os seguintes parametros:
densidade de energia de 0,3 J/cm?, 2 W de poténcia, 5 ms por pulso, taxa de repeti¢io de
20 Hz e didmetro de feixe de 0,8 mm. Segundo os autores, um estudo piloto utilizando
densidades de energia maiores que 3 J/cm® demonstrou haver formagdo de crateras e lascas
na superficie do esmalte. Apds a irradiagdo, as amostras foram submetidas a ciclagem de
pH (solugdes: desmineralizadora pH 4,6 ¢ remineralizadora pH 7,0) durante 4 dias. Na
microscopia de luz polarizada, os autores observaram que as amostras irradiadas
permaneceram negativamente birrefringentes, sugerindo que a temperatura induzida pelo
laser ndo alcangou 400°C. A microscopia eletronica de varredura ndo evidenciou quaisquer
derretimento superficial, formagdo de cratera ou elevagdo das superficies de esmalte nos
grupos irradiados. A extragdo organica nao pareceu afetar a morfologia da superficie do
esmalte desmineralizado. Por sua vez, a microrradiografia de contato revelou que a
irradiagdo promoveu reducao da perda mineral superior a 98% no EN e de 70% no ESMO,
demonstrando significativa interacdo da matriz organica com o laser, resultando em efeito

carie-protetor com relacdo a perda mineral e profundidade de lesdo.

Tange et al. (2000) analisaram in vitro os efeitos preventivos do laser pulsado
TEA-CO, sobre o esmalte dental deciduo e permanente. Os autores irradiaram molares
deciduos e permanentes com o A 9,6 pm sob os seguintes parametros: 25 pulsos por ponto,
duragdo do pulso de 5 ps, taxa de repetigao de 0,5, 10 e 15 Hz, didmetro do feixe de

1774 pm e densidade de energia por pulso de 1,0 e 1,5 J/em®. Apbs a irradiagdo, realizaram
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ciclagem de pH (solugdes: desmineralizadora pH 4,3 e remineralizadora pH 7,0) durante
5 dias, avaliando, em seguida, as lesdes de carie com auxilio da anélise de microdureza. De
acordo com os resultados, todos os grupos tratados com laser exibiram lesdes
significativamente menores quando comparadas as do grupo controle, tendo sido obtida
inibi¢do de carie variando de 29% a 57%. Ao considerar as mesmas condi¢des de
irradiacdo, a inibi¢do no esmalte deciduo foi significativamente maior se comparado ao

permanente, sendo de 54% e 49%, respectivamente.

Klein (2002) investigou in vitro o efeito do laser de CO, A 10,6 pm, em modo
pulsado, sobre a inibi¢do da desmineralizagdo do esmalte ao redor de restauragdes de resina
composta. Assim, preparos cavitarios padronizados foram realizados em blocos de esmalte
dental humano provenientes de terceiros molares inclusos. A margem do angulo cavo-
superficial dos espécimes foi submetida 4 irradiagio com densidades de energia de 5 J/cm®
ou 10 J/cm® associada ou ndo a aplicagdo posterior de condicionamento 4cido + adesivo.
Outros parametros da irradiagao foram mantidos constantes: tempo de exposicao por pulso
de 50 ms com intervalos de 500 ms e taxa de repeticdo de 2 Hz. Apds os tratamentos, 0s
preparos foram restaurados com resina composta e os espécimes submetidos as ciclagens
térmica ¢ de pH (solugdes: desmineralizadora pH 4,6 ¢ remineralizadora pH 7,0). A
desmineralizacdo do esmalte ao redor das restauragdes foi quantificada pela andlise de
microdureza. De acordo com os resultados, as porcentagens de inibi¢do de carie variaram
de 42,79% a 53,84% para os grupos irradiados com 5 J/em® e de 46,12% a 57,12% para
aqueles irradiados com 10 J/cm®. O autor concluiu que o uso de laser de CO, (A 10,6 um)
foi efetivo em inibir a desmineralizacdo adjacente a restauragdo de resina composta em

situacdes de alto desafio cariogénico.

Tsai et al. (2002) testaram a efetividade dos lasers de CO, e de Nd:YAG
pulsados sobre a resisténcia acida in vitro do esmalte dental. Os autores empregaram 10
pré-molares que foram divididos em 3 partes sendo uma controle, outra irradiada com laser
de CO», A 10,6 um empregando 1 W de poténcia, duragdo de pulso de 667 us, didmetro do
feixe de 0,3 mm e a terceira parte com laser Nd:YAG utilizando 6 W de poténcia, duracio

de pulso de 800 us e didmetro do feixe de 0,6 mm. A densidade de energia utilizada para os
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dois lasers foi de 83,33 J/em’. Apds a irradiacio, os espécimes foram imersos
individualmente em solu¢do desmineralizadora (pH 4,5) por 24 ou 72 h. Por meio da
microscopia de luz polarizada, os autores verificaram reducgdes de 46,1% e 23,9% na
profundidade da lesdo para os grupos tratados com laser de CO; e de 28,1% e 27,4% nas
amostras irradiadas com o laser Nd:YAG apds os desafios acidos de 24 e 72 h,
respectivamente. A microscopia eletronica de varredura revelou que as superficies tratadas
com laser apresentaram-se com ablagdo, derretimento e rachaduras. O laser de CO, foi mais
efetivo que o Nd:YAG no aumento da resisténcia do esmalte, considerando a mesma
densidade de energia. De acordo com os pesquisadores, o tratamento com laser pode ser
usado na prevencao da carie desde que a formagdo de crateras e fissuras no esmalte

irradiado possa ser resolvida.

2.1.1. Laser de CO, associado ao fliior

Os estudos que avaliaram a associagdo de laser de CO; e fltior na inibig¢do de
carie empregaram, principalmente, o fluoreto de s6dio (NaF) e o flior fosfato acidulado
(FFA). Alguns trabalhos mostraram que a aplicacdo isolada destes compostos no esmalte,
previamente a desafios acidos in vitro, pode promover redugdo da perda mineral da ordem
de 35,9% a 55% (Chow et al., 1992; Takagi et al., 2000; Delbem & Cury, 2002). Por
conseguinte, os efeitos da combinagdo destes agentes e laser de CO; na prevencdo da carie

dental tém sido avaliados por varias pesquisas que sdo descritas a seguir.

Featherstone ef al. (1991) produziram lesdes de carie incipientes no esmalte de
molares e pré-molares, imergindo-os por 24 h em tampao lactato (pH 5,0). Posteriormente
as amostras foram irradiadas com laser TEA-CO, A 9,3 um, em modo pulsado, sob os
seguintes parametros: taxa de repeticdo de 40 pulsos por min, duragdo dos pulsos de 100 a
200 ns, 15 ou 25 mJ por pulso. O tratamento com fluor, isoladamente ou apés a irradiagao,
consistiu da aplica¢do de fluor fosfato acidulado (FFA) a 1,23% em gel por 5 min. Em
seguida os grupos experimentais foram submetidos a ciclagem de pH por 5 dias (solugdes:

desmineralizadora pH 4,3 e remineralizadora pH 7,0). A microscopia eletronica de
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varredura mostrou que, quando um maior nivel de energia ¢ um maior tempo de exposi¢ao
foram utilizados (25 mJ por pulso, 400 pulsos), algumas amostras apresentaram
derretimento da superficie e remocdo da camada superficial mais externa das lesdes de
carie, expondo cristais subjacentes e abrindo dramaticamente os poros dentro da lesdo. Por
sua vez, niveis de energia mais baixos (15 mlJ) e tempos de interacdo mais curtos
(200 pulsos) nao promoveram maiores danos superficiais. Na analise de microdureza, o
grupo tratado somente com laser ndo diferiu significativamente dos grupos que ndo foram
irradiados, enquanto o grupo tratado somente com FFA mostrou redu¢do da progressao da
lesdo de aproximadamente 60%. A perda mineral das amostras tratadas com a combinagao
de laser e FFA nao diferiu significativamente daquela referente ao grupo que nao sofreu
ciclagem de pH. Assim, o emprego do laser de CO, com baixa energia, juntamente com
uma unica aplicagdo de fliior, promoveu total inibicdo da progressdo de lesdes de

carie incipientes.

Fox et al. (1992) irradiaram blocos de esmalte humano com laser de CO,
A 10,6 pm, em modo continuo, poténcia de 50 W para periodos de 2 ou 4 s e densidades de
energia de 65 e 130 J/cm®, respectivamente. Apos a irradiagio, os blocos foram submetidos
ao desafio acido por 24 h em solugdes desmineralizadoras (pH 4,5) que continham agentes
quimicos redutores da dissolucao do esmalte: fluoreto de sodio (NaF), dodecilamina HCI
ou etano-1-hidroxi-1-difosfonato (EHDP). A andlise por microrradiografia quantitativa
demonstrou que a irradiagdo com maior densidade de energia (130 J/ecm?®) resultou em
aproximadamente 25% menos perda mineral que a exposi¢cdo com densidade mais baixa
(65 J/em?®). Adicionalmente, a combinacdo de irradiacdo com maior densidade de energia
(130 J/em?) e agentes quimicos propiciou quase completa protegio contra o desafio acido
severo. O efeito inibitdrio de dissolucdo do flaor também foi melhorado pelo pré-
tratamento com laser. Sob as condi¢des empregadas no estudo, os autores concluiram que o

laser e os agentes quimicos utilizados agiram sinergicamente.

Visando a transformacdo da hidroxiapatita (HA) em fluorapatita por meio da
irradiagdo com laser de CO,, Meurman et al. (1997) misturaram HA sintética com fluoreto

de sodio (NaF) na propor¢do 10:1 e irradiaram a mistura com laser de CO, em modo
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continuo, segundo as seguintes densidades de energia: 21, 38, 54, 105, 225 e 500 Jem?®. As
estruturas cristalinas foram investigadas com auxilio da difragdo por raios-X e da
espectroscopia de infravermelho. De acordo com os resultados, o contetido de carbonato
nos espécimes irradiados variou de 0,4% a 1%, enquanto nas amostras ndo irradiadas
(apenas p6 de NaF-HA) tal composto ndo foi detectado. Adicionalmente, picos de difragao
marcando somente fluorapatita foram observados apenas nas amostras irradiadas com
densidades de energia iguais ou superiores a 38 J/em®, o que demonstrou ser possivel
transformar cristais de hidroxiapatita em fluorapatita instantaneamente na presenga

de fluor.

Hsu et al. (1998) avaliaram os efeitos do laser de CO, associado ou ndo a
solucdes fluoretadas sobre a desmineralizagdo do esmalte dental humano. Os autores
irradiaram blocos de esmalte com laser de CO, A 10,6 um, em modo continuo, poténcia de
50 W, didmetro do feixe de 14 mm e densidades de energia de 42,5 a 170 J/cm®. Apds a
irradiacdo as amostras foram expostas durante 24 h a uma solu¢do desmineralizadora
(pH 4,6) contendo ou ndo 0,2 ppm de flior. Secgdes de esmalte foram examinadas pela
microscopia Otica e pela microrradiografia quantitativa. A irradiacdo com laser induziu
significativa redu¢do da desmineralizagdo do esmalte, devido primariamente a diminui¢ao
da solubilidade do mineral, alcan¢ando a completa inibi¢ao quando foi utilizada densidade
de energia de 170 J/em®. Quando as amostras foram imersas em solugdes contendo flior, a
reducdo da perda mineral variou de 37,3% a 100%, suportanto o conceito de sinergismo

entre os efeitos do laser e solucao de flior na desmineralizagao do esmalte.

Phan et al. (1999) testaram a hipotese de que o laser de CO; associado ao fluor
poderia efetivamente transformar a apatita carbonatada (AC) em fluorapatita (FAP). Blocos
de esmalte bovino, com esmalte higido ou desmineralizado artificialmente, foram
previamente tratados com flaor fosfato acidulado (FFA) a 1,23%, durante 5 min,
isoladamente ou associado ao laser TEA-CO; A 9,6 um em modo pulsado. A irradiagdo
seguiu os pardmetros: densidade de energia de 1 J/em®, duragdo do pulso de 4 ps, taxa de
repeticao de 1 Hz e diametro do feixe de 1 mm. Os espécimes foram submetidos ao desafio

acido em solug¢do desmineralizadora (pH 4,5) e a cada 2 min os perfis minerais de calcio,
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fosforo e flior eram determinados. Além disso, as amostras foram avaliadas por meio da
espectroscopia de infravermelho e da resssonancia magnética nuclear. Os resultados
mostraram ter havido perda de carbonato do mineral irradiado devido principalmente as
modifica¢des térmicas causadas pelo laser de CO,, com densidade de energia de 1 Jem?®. A
incorporacdo de flior no mineral higido irradiado ndo foi muito diferente daquela
observada no mineral ndo irradiado. Em contrapartida, no esmalte desmineralizado
irradiado a incorporagdo de fluor foi até 45 vezes superior a do grupo controle, indicando
que a dureza superficial do esmalte higido retardou a difusdo do flior, enquanto que, no
esmalte desmineralizado, a porosidade da superficie permitiu melhor difusdo e deposicao
do ion. O mecanismo de transformagao da AC em FAP, segundo os autores, ¢ que durante a
aplicacdo de flaor em gel, os ions difundiram por entre os poros interprismaticos formando
uma camada de fluor que cobre todos os prismas de esmalte. Apds a irradiacdo com laser
de CO,, esta fina camada e os micrometros mais externos da superficie do esmalte foram
termicamente derretidos e recristalizados para se rearranjarem em uma nova estrutura, o

mineral de FAP.

Hsu et al. (2001) investigaram os efeitos da interag@o entre laser de CO,, fluior e
matriz orgénica sobre a desmineralizacdo do esmalte humano. Para isso, sec¢des de molares
humanos foram separadas em dois grupos: a) esmalte fluoretado (EF); b) esmalte fluoretado
ndo-organico (EFNO). Todas as amostras deste ultimo grupo foram submetidas a duas
extragdes lipidicas intercaladas por uma extracdo protéica, conforme ja descrito
previamente (Hsu et al., 2000). O esmalte dental de todas as amostras foi tratado com gel
de fluoreto de sodio (NaF) a 2% por 4 min. A irradiacdo com laser de CO, foi realizada
utilizando os seguintes parametros: duracdo do pulso de 5 ms, taxa de repeti¢do de 20 Hz,
diametro do feixe de 0,8 mm e poténcia de 2 W, com poténcia de pico de 0,346 W medida
por potenciometro. Um esquema de ciclagem de pH (solugdes: desmineralizadora pH 4,6 ¢
remineralizadora pH 7,0) foi realizado sob agitacdo durante 4 dias. A microscopia
eletronica de varredura revelou auséncia de crateras ou elevagdes incomuns na superficie
das amostras do grupo EF irradiado, inexisténcia de derretimento e a extragdo de lipidios e

proteinas pareceu ndo afetar a morfologia da superficie do esmalte desmineralizado. A

24



Revisdo da Literatura

combinacdo de flaor e laser mostrou, na andlise microrradiografica, ser efetiva na
prevencao da desmineralizacdo do esmalte, reduzindo a perda mineral em 98,3% no EF e
95,1% no EFNO quando comparados com o esmalte higido. Ao comparar a perda mineral
obtida no EFNO irradiado com aquela do esmalte ndo-organico irradiado, isto ¢, sem fluor,
redugdes significativas de 96% e 74% foram obtidas, respectivamente. De acordo com os
autores, quando a matriz organica foi removida, houve um aumento da efetividade do flaor
em virtude, possivelmente, da incorporacdo deste ion na superficie do cristal. Assim, o
estudo demonstrou que o efeito reduzido da irradiagcdo laser sobre o esmalte sem matriz

organica poderia ser compensado pela presenca de flior durante a irradiagao.

Nobre dos Santos et al. (2001) procuraram verificar os efeitos da associagdo de
fltor e irradiagdo do esmalte dental com laser TEA-CO, A 9,6 um, em modo pulsado, na
inibi¢do da progressdo da lesdo de carie. Para realizar o estudo, os pesquisadores
mantiveram 30 blocos higidos e 80 foram imersos em solugdo tampao lactato (pH 5,0) por
48 h. O tratamento com laser foi realizado antes ou apos a aplicacdo de fluor fosfato
acidulado (FFA) sob a forma de gel por 5 min. A irradiacdo foi efetuada com os seguintes
parametros: 25 pulsos por ponto, duragdo do pulso de 5 ps, taxa de repeticdo de 10 Hz,
didmetro do feixe de 1,5 mm e densidades de energia de 1 e 1,5 J/cm® por pulso. Um
esquema de ciclagem de pH foi realizado durante 5 dias a fim de simular um alto desafio
cariogénico. A andlise microrradiografica dos espécimes demonstrou que, na auséncia do
flaor, a porcentagem de inibicao de cérie variou de 35% a 42%, enquanto que, na presenga
do ion, uma inibicdo de 49% a 76% foi alcancada, sendo o melhor resultado observado
quando o esmalte desmineralizado foi tratado com o fluor antes do laser. Os autores
concluiram que a combinacdo do laser TEA-CO, e aplicagdo de FFA produziu um efeito
protetor significativo contra a progressao da lesdo no esmalte dental desmineralizado e isto
foi conseguido com densidade de energia bastante baixa e pequeno niimero de pulsos por

ponto irradiado.
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2.2. CONSIDERACOES SOBRE OS METODOS EMPREGADOS

Este topico teve por objetivo abordar algumas consideragdes relativas a

ciclagem de pH e a anélise de microdureza, métodos empregados no presente estudo.

2.2.1. Ciclagem de pH

A ciclagem de pH se refere a um modelo in vitro de desenvolvimento de carie
em que o substrato (esmalte/dentina) ¢ exposto a combinagdes de desmineralizagdo e
remineralizacdo, designadas para simular as varia¢cdes dindmicas na satura¢do do mineral e
no pH associadas com o processo natural de carie (White, 1995). E esta dindmica do
método que o diferencia de outros modelos de inducao de lesdo de carie artificial como a
imersdo em solucdo tampao de acetato ou lactato; imers@o em meio de cultura de bactérias
acidogénicas e contato com gel acidificado cujo comportamento estatico simula uma
condicdo de ataque acido bastante diferente do que ocorre no ambiente bucal. Dessa forma,
quando o substrato dental ¢ mantido na solu¢do desmineralizadora, composta de tampodes
acidos com calcio e fosfato em pH baixo, mimetizam-se os varios momentos de decréscimo
de pH que ocorrem no biofilme dental e na superficie do esmalte diariamente. O estagio de
remineralizacdo, por sua vez, ¢ simulado com o emprego de solugdes contendo célcio e

fosfato em um grau de saturacao semelhante aquele da saliva.

De acordo com White (1995), lesdes de 100-250 pm de profundidade, formadas
em periodos tdo curtos quanto dias ou semanas nos modelos in vitro, representam uma
progressdo clinica da lesdo de 6 a 12 meses. Portanto, os sistemas in vitro aceleram a
dindmica mineral associada ao processo de desenvolvimento e reversao da lesdo cariosa
dentro de periodos muito menores dos que ocorrem in vivo. Ainda segundo este autor
(White, 1992, 1995), os modelos in vitro permitem avaliar os mecanismos envolvidos nos
processos de desmineralizacdo e remineralizagdo com habilidade de quantificar efeitos
sobre uma simples variavel, mantidas as outras constantes. Por outro lado, apresentam

algumas limitagdes como a inadequada simulagdo das condigdes intra-bucais complexas e
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diversas que contribuem para o desenvolvimento da carie; a dificuldade de simular o
volume e a composi¢ao salivar em relacao a area do dente encontrada na remineralizagao in
vivo, os artefatos associados com a escolha do substrato; e as condi¢des do teste, em

especial os periodos de imersao na solugdo desmineralizadora ou remineralizadora.

O modelo pioneiro de ciclagem de pH foi proposto por ten Cate & Duijsters,
em 1982. Os pesquisadores imergiram dentes bovinos com lesao de carie subsuperficial em
solugdes desmineralizadora (DES) e remineralizadora (RE), alternadamente. A solugdo
DES era constituida por 2,2 mmol/L de célcio, 2,2 mmol/L de foésforo e 50 mmol/L de
acido acético em pH 4,7 e a solugdo RE continha 1,5 mmol/L de céalcio, 0,9 mmol/L de
fosforo, 130 mmol/L de cloreto de potassio e 20 mmol/L de tampao cacodilato em pH 7,0.
Adicionalmente, foram acrescentados 2 ppm de flior nas solu¢des usadas para alguns
grupos. A ciclagem foi realizada durante 10 dias e os espécimes foram mantidos na solucao
DES por 3 ou 8 h diarias. Determinagdes de calcio, fosforo e flior foram realizadas nas
solugoes ¢ as lesdes foram avaliadas com auxilio da analise de microdureza ¢ da
microrradiografia. De acordo com os autores, as condigdes experimentais do estudo foram
semelhantes as do ambiente oral, comparadas com estudos de des- e remineraliza¢ao

conduzidos em separado.

Varios pesquisadores propuseram alteragdes nesse modelo, seja na composicao
ou no pH das solug¢des, no tempo de imersao dos espécimes, no volume de solugdo por area

dental exposta ou na duracdo da ciclagem, de acordo com o delineamento experimental.

Featherstone et al. (1986) desenvolveram um modelo in vitro que apresentava
correlagdo com experimentos in vivo. Na pesquisa in vitro, os espécimes de esmalte dental
humano permaneciam 6 h em 40 mL de solu¢dao DES (pH 4,3) e aproximadamente 17 h em
20 mL de solu¢do RE (pH 7,0). A composi¢ao das solugdes era a mesma daquela usada por
ten Cate & Duijsters (1982), entretanto, a concentracdo molar na solu¢do DES era menor
para célcio (2 mmol/L) e fosfato (2 mmol/L) e maior para tampao acetato (75 mmol/L),
enquanto na solugdo RE era maior para cloreto de potassio (150 mmol/L). O processo de

ciclagem de pH era repetido durante 14 dias consecutivos sendo que, nos finais de semana,
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0s espécimes permaneciam na solucdo RE. Antes da imersdo na solugdo RE, os espécimes
foram tratados por 5 min com produtos fluoretados. No experimento in vivo, braquetes
foram fixados em pré-molares que seriam extraidos por razdes ortodonticas em
20 pacientes. Protocolos de uso dos produtos fluoretados foram entregues aos voluntarios e,
apos 20 dias, os dentes foram extraidos e analisados pela microdureza em corte transversal,
assim como os espécimes utilizados no estudo in vitro. Os resultados mostraram que a
profundidade e a extensdo da desmineraliza¢do ocorrida no modelo in vitro foi muito
similar aquela observada no estudo in vivo de um més e, desta forma, possibilitaria, ao

menos para produtos fluoretados, uma razoavel predicao da eficacia clinica.

Argenta et al. (2003) modificaram o modelo de ciclagem de pH proposto por
Featherstone ef al. (1986) com o objetivo de preservar a superficie do esmalte e de produzir
lesdes iniciais que pudessem ser avaliadas pela andlise de microdureza. Para isso,
realizaram algumas alteragdes como a adi¢ao de fluor em baixa concentragdo nas solugdes
desmineralizadora e remineralizadora, a elevacdo do pH da solugdo remineralizadora para
7,4, a diminuic¢do do periodo de permanéncia dos espécimes na solucdo desmineralizadora
para 3 h diarias, a redu¢do do numero de ciclos que passou a ser 5 e a permanéncia dos
espécimes na solugdo remineralizadora por 2 dias, depois de finalizados os ciclos. Os
autores observaram que a profundidade da lesdo formada no esmalte foi similar aquela
encontrada por Featherstone et al. (1986) e concluiram que o modelo possibilita avaliar as
variagoes de mineral ocorridas nas camadas mais externas do esmalte durante o

desenvolvimento de carie.

2.2.2. Analise de microdureza

A determinacdo das alteracdes do conteudo mineral, resultantes da
desmineralizacdo e remineralizacdo nos tecidos dentais duros, é importante em varios
estudos na odontologia, especialmente na area de cariologia. Dentre os diversos métodos de

quantificacdo mineral no esmalte destaca-se a microdureza em corte transversal, ou
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microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente, que indiretamente evidencia a perda

e/ou ganho mineral.

No teste de microdureza, um penetrador ¢ levemente pressionado contra a
superficie a ser testada usando carga e tempo pré-definidos. H4 dois tipos de penetradores
utilizados em pesquisas na area de cariologia: o diamante Vickers e o diamante Knoop, que
produzem impressoes em forma de quadrado e losango, respectivamente (ten Bosch &
Angmar-Ménsson, 1991). O comprimento das impressdes na amostra ¢ determinado
microscopicamente em micrdmetros € se o valor aumenta, o tecido perdeu mineral,
contrariamente, se diminui em magnitude, muito provavelmente o tecido ganhou mineral

(Arends & ten Bosch, 1992).

Featherstone et al. (1983) verificaram, em estudo comparativo, que a
porcentagem de volume mineral (%vol) determinada pela microrradiografia, uma técnica
quantitativa, também pode ser calculada por meio da microdureza em corte transversal
aplicando-se a seguinte formula: %vol = 4,3 x (KHN)I/2 + 11,3 onde KHN (Knoop
hardness number) ¢ o nimero de dureza Knoop. O coeficiente de correlagdo encontrado foi
de 0,919 e os pesquisadores concluiram que a técnica de microdureza pode ser utilizada nao
somente na comparacio de alteracdes de dureza, bem como uma medida de perda/ganho

mineral resultante de processos de desmineralizacdo e remineralizacao.

Kielbassa ef al. (1999) também observaram relacdo linear (r* = 0,915) entre a
raiz quadrada do KHN e a %vol e, segundo eles, os valores de microdureza podem ser

convertidos em %vol usando a seguinte equagao: [21,19 + 3,66 x (KHN)” 7.
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3. PROPOSICAO

Avaliar in vitro o efeito da associagdo de laser de didéxido de carbono (CO,),
comprimento de onda 10,6 um, e flaor fosfato acidulado na inibigdao da progressao de carie

em esmalte dental deciduo desmineralizado, submetido a ciclagem de pH.

30



Material e Métodos

4. MATERIAL E METODOS

4.1. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi conduzido apés aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
FOP-UNICAMP, conforme Protocolo n°® 146/2001 (Anexo 1). O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido foi assinado pelos pais ou responsaveis dos doadores de dentes

deciduos e o Termo de Doagdo de Dentes pelos Cirurgides-dentistas.

4.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para avaliar o efeito in vitro da associacdo de laser de CO, ¢ fluor fosfato
acidulado (FFA) na inibicdo da progressdo de carie em esmalte dental deciduo
desmineralizado, um delineamento experimental inteiramente casualizado com 6 grupos e

10 repeticdes foi empregado, conforme descrito a seguir:

Grupo Cariado: 10 espécimes com esmalte cariado, mantidos em ambiente imido;
Grupo Controle: 10 espécimes com esmalte cariado, submetidos a ciclagem de pH;
Grupo L: 10 espécimes com esmalte cariado, submetidos a irradiagdo com laser de

CO,, seguida pela ciclagem de pH;

Grupo F: 10 espécimes com esmalte cariado, submetidos a aplicagdo de FFA,
seguida pela ciclagem de pH;

Grupo LF: 10 espécimes com esmalte cariado, submetidos a irradiagdo com laser de
CO,, seguida pela aplicagao de FFA e ciclagem de pH;

Grupo FL: 10 espécimes com esmalte cariado, submetidos a aplicagdo de FFA,
seguida pela irradiagdo com laser de CO; e ciclagem de pH.

31



Material e Métodos

Os procedimentos experimentais empregados neste estudo estdo

esquematicamente representados na Figura 1. A Figura 2 ilustra as diversas etapas do

experimento, desde o preparo dos espécimes até a realizagdo das analises.

MOLARES DECIDUOS SECCIONADOS MESIO-DISTALMENTE

60 ESPECIMES (4 mm® de esmalte exposto)

PRODUGAO DE CARIE ARTIFICIAL

GRUPO GRUPO
CARIADO | | CONTROLE | | CGRUPOL GRUPOF GRUPOLF | | GRUPOFL
n=10 n=10
LASER CO, FFA
AMBIENTE LASER CO, FFA (106 ym. 5 Jiem’) (4 min)
UmMIDO (10,6 pm, 5 Jicm?) (4 min) FEA LASER CO,
(4 min) (10,6 pm, 5 Jicm’)
CICLAGEM DE pH (5 dias, solugdes: DES pH 4,6 e RE pH 7,0)
ANALISE DAS [P] E [F] NAS SOLUGOES DES E RE

MICRODUREZA DO ESMALTE SECCIONADO LONGITUDINALMENTE

Figura 1. Fluxograma representando os procedimentos experimentais adotados no estudo.
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Figura 2. a) Molares deciduos higidos; b) Sec¢do mésio-distal; ¢) Area de esmalte
exposta (4 mm?); d) Produgio de carie artificial; ) Opus 20 (lasers
COy/Er:YAGQG); f) Irradiagdo do espécime; g) Aplicagdo de FFA;
h) Ciclagem de pH - solugdo DES; 1) Ciclagem de pH - lavagem com
agua destilada e deionizada; j) Ciclagem de pH - solugcdo RE;
k) Microdurometro para analise de microdureza; 1) Espectrofotdometro
para analise de fosforo; m) Eletrodo especifico e analisador de ions para
analise de fluor.
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4.3. OBTENCAO DOS DENTES E PREPARO DOS ESPECIMES

Foram coletados 42 molares deciduos humanos higidos, extraidos por razdes
que ndo as desta pesquisa. Os dentes foram armazenados em solugdo de timol 0,1% pelo
periodo minimo de 30 dias, apds limpeza com cureta (n° 11 '5), explorador (n°5) e
holemback (n° 3) e remocao dos remanescentes radiculares com disco flexivel diamantado
dupla face (ref. 7020 - KG Sorensen) em motor de baixa rotacdo. Uma sec¢do no sentido
mésio-distal das coroas foi realizada em cortadeira Isomet 1000 (Buehler) com disco
diamantado n°® 11-4253 (Buehler), totalizando 84 metades dentais. Posteriormente, os
espécimes foram submetidos a profilaxia com escova Robinson em baixa rotacdo e pasta de
alumina (5 pm) (Buehler) durante 30 s e a dois banhos de ultra-som (Unique) de 30 s cada.
Em seguida, foram cuidadosamente examinados com lupa, selecionando-se aqueles cujo
esmalte estava integro e livre de manchas brancas, trincas ou outras imperfeicdes. Cada
espécime foi recoberto, no terco médio da face vestibular ou lingual, com verniz 4cido-
resistente, deixando-se uma area de esmalte dental exposta (janela) medindo 2x2 mm
(Figura 2a,b,c). Sessenta espécimes foram selecionados para o experimento e os restantes

foram utilizados em estudos pilotos.

4.4. PRODUCAO DE LESAO DE CARIE ARTIFICIAL NO ESMALTE

Para produzir a lesdo de cérie, cada espécime foi mantido individualmente em
25 mL (6,25 mL de solucio/mm’ de esmalte exposto) de solugdo tampdo acetato 0,05 M
pH 5,0 (Paes Leme et al., 2003) 50% saturada em relagdo a hidroxiapatita (ref. F500),
durante 48 h a 37°C (Figura 2d). O periodo de exposicao foi determinado em estudo piloto
com auxilio da andlise de microscopia de luz polarizada que evidenciou, no esmalte dental
deciduo, a presenca de lesdo de cérie subsuperficial com 50 pm de profundidade, em
média. A concentragdo de calcio encontrada na solucdo foi de 66,3 pg/mL, tendo sido
determinada pela espectrometria de absor¢do atdmica com chama em espectrofotometro
modelo 506 (Perkin Elmer). A concentracdo de fosforo foi de 32 pg/mL tendo sido
determinada por meio do método colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925) em

espectrofotometro modelo 800M (Analyser) ajustado a 660 nm.
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4.5. TRATAMENTO DO ESMALTE COM LASER DE CO, PULSADO

A irradiacdo do esmalte dental deciduo desmineralizado foi realizada no
Laboratério Especial de Laser em Odontologia (LELO), da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo usando um laser de CO, pulsado, comprimento de onda de
10,6 um (Opus 20 n° de série AS 3101004; Figura 2e). Segundo as especificacdes do
aparelho, o0 modo de emissdo pode ser continuo com poténcia média de at¢ 10 W, ou
pulsado com poténcia de até 6 W, enquanto a duragdo de pulso pode variar de 50 a 500 ms
(Anexo 2). A selecdo dos pardmetros da irradiacdo baseou-se em estudo prévio de
Klein (2002), sendo o tempo de exposi¢ao por pulso de 50 ms com intervalos de 500 ms e a
taxa de repeti¢do de 1 Hz. O didmetro do feixe foi de 0,8 mm. A poténcia ajustada no
aparelho foi de 1 W, mas a medi¢@o por meio de potenciometro (Coherent Radiation - Palo
Alto Model - 201) indicou que a poténcia efetivamente empregada foi de 0,5 W,
determinando uma densidade de energia de 5 J/em® por pulso. Um dispositivo
confeccionado com fio ortoddntico foi fixado junto a ponta do laser com o objetivo de
padronizar a distancia de 5 mm para a irradiacdo (Figura 2f). Todos os espécimes dos
grupos L, LF e FL foram irradiados com laser de CO,, realizando-se uma varredura da area
de esmalte exposta. Considerando o didmetro do feixe e a area a ser irradiada, o tempo total

de irradiagdo foi de aproximadamente 30 s por espécime.

4.6. TRATAMENTO DO ESMALTE COM FLUOR FOSFATO ACIDULADO (FFA)

Os grupos F, FL e LF foram submetidos a aplicagdo topica de fluor fosfato
acidulado em forma de gel (Odahcam — Dentsply) contendo 1,23% de fltor e pH 3,5. O
tratamento foi realizado sobre o esmalte dental deciduo desmineralizado durante 4 min,
utilizando-se aplicadores descartaveis (KG Sorensen), como ilustra a Figura 2g. Em
seguida, os espécimes foram lavados com 4gua destilada e deionizada por 15 s e secos com
papel absorvente. A aplica¢do do gel de fluor foi realizada antes (grupo FL) ou ap6s (grupo

LF) o tratamento com laser.
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4.7. CICLAGEM DE pH

Para a realizagdo da ciclagem de pH foi utilizado o modelo proposto por
Featherstone et al. (1986), acrescido de algumas modificacdes realizadas por Argenta ef al.
(2003). Cada espécime permaneceu imerso individualmente, durante 3 h, em 20 mL
(5 mL/mm’ de esmalte exposto) de solugdo desmineralizadora (DES), contendo 2 mmol/L
de célcio, 2 mmol/L de fosfato e 75 mmol/L de acetato em pH 4,6 (Figura 2h) que foi
estabelecido por meio de estudos pilotos. Os espécimes eram removidos desta solucdo,
lavados com dgua destilada e deionizada por 10 s (Figura 2i) e secos com papel absorvente.
Em seguida, eram imersos individualmente, durante aproximadamente 21 h, em 10 mL
(2,5 mL/mm’ de esmalte exposto) de solucdo remineralizadora (RE) pH 7,0, contendo
1,5 mmol/L de célcio, 0,9 mmol/L de fosfato, 150 mmol/L de cloreto de potassio e
20 mmol/L. de tampdo cacodilato (Figura 2j). A composi¢do quimica desta solucdo
aproxima-se do grau de saturacdo dos minerais da apatita encontrados na saliva, sendo
semelhante a usada por ten Cate & Duijsters (1982). Ambas as solugdes continham cristais
de timol para evitar o crescimento bacteriano e foram preparadas usando os mesmos
reagentes como fontes de calcio e fosfato. As concentragdes de célcio, fosforo e fluor das

solugdes DES e RE encontram-se no Quadro 1.

Quadro 1. Concentracao de céalcio, fosforo e flior (ng/mL) encontrada nas solu¢des DES e

RE antes da ciclagem de pH.

Solucdo Concentracao ionica (ng/mL)
Cilcio Fosforo Fluor
DES 88,59 59,22 0,016
RE 63,65 30,37 0,016

O procedimento de ciclagem iniciou-se com a solucdo RE e foi repetido durante
5 dias consecutivos, havendo, a partir de entdo, um periodo de 48 h de imersao na solucao

RE. Durante todo o processo, os espécimes permaneceram em estufa ajustada a 37°C,
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exceto nos intervalos de lavagem e alternancia das solugdes. Terminada a ciclagem de pH,
os espécimes foram lavados com jatos de dgua destilada e deionizada durante 10 s, secos
com papel absorvente e mantidos em ambiente fechado, imido e sob refrigeragdo até o

preparo para leitura de microdureza.

4.8. ANALISE DE MICRODUREZA

4.8.1. Obtencao dos corpos de prova

Cada espécime foi fixado com cera pegajosa em placa de resina acrilica
(40x40x4 mm) e seccionado longitudinalmente, passando pelo inicio da janela de esmalte,
utilizando-se cortadeira elétrica Isomet 1000 (Buehler) e disco diamantado n°® 11-4253
(Buehler). O embutimento foi realizado em resina de poliestireno autopolimerizavel
(Piraglass). Para isto, a face seccionada de cada espécime foi pressionada contra fita
VHB™ dupla-face de espuma acrilica e de adesivo transferivel (3M) colada em placa de
vidro. Para o acondicionamento da resina, um cano de policloreto de vinila (pvc) de
2 polegada, medindo aproximadamente 2 cm de altura, foi posicionado sobre a fita, de
modo que o espécime ficasse ao centro. A manipulacdo da resina seguiu as orientagdes do
fabricante e um intervalo minimo de 12 h foi mantido até o acabamento e polimento,
realizados em politriz elétrica rotativa (Arotec APL-4) em alta velocidade. Para o
acabamento, lixas abrasivas de 6xido de aluminio refrigeradas a 4gua e de granulagdo 400,
600 e 1200 foram utilizadas por 20 s, 30 s e 1 min, respectivamente. O polimento foi
efetuado com discos de feltro, pastas diamantadas (Arotec) de 6 um e 3 um durante 20 s
cada, além de suspensdo de diamante de 1 um (Buehler) por 1 min. Entre a troca das lixas
todos os espécimes foram submetidos a banho de ultra-som (Unique) com agua destilada e
deionizada, durante 3 min, e entre as pastas/suspensdo com detergente liquido comum
diluido em &4gua, durante 5 min. Em seguida, foram lavados abundantemente em agua
destilada e deionizada corrente e armazenados em ambiente umido, fechado e sob

refrigeracao.
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4.8.2. Microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente

Para verificar os efeitos dos diversos tratamentos na inibi¢do da progressdao da
lesdo de carie, todos os espécimes foram submetidos a analise de microdureza do esmalte

seccionado longitudinalmente.

O aparelho utilizado foi o microdurometro HMV-2 (Shimadzu, Figura 2k) com
penetrador do tipo Knoop. As impressdes foram realizadas mantendo o longo eixo do
diamante do penetrador paralelo a superficie externa do esmalte e utilizando carga estatica
de 25 g durante 5 s, em pontos distintos, porém com distancias padronizadas. Trés fileiras,
distanciadas entre si em 100 pm e com 12 impressdes cada, foram executadas a partir de
10 um da superficie do esmalte, seguindo até a profundidade de 180 um, com intervalos de
10 um entre as 6 primeiras impressdes e de 20 um entre as restantes, conforme ilustra a

Figura 3.

Superficie do esmalte
]

10 pm
20 ym
30 pm
40 pm
50 pm
60 pm

80 pm
100 ym
120 pm

140 ym
160 pm

AR
TENRXRI RS

AEE Y

180 ym

I

100 pm

Figura 3. Ilustracdo representativa das impressdes realizadas nos espécimes durante
analise de microdureza.
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4.8.3. Calculo da perda mineral

Para o calculo da perda mineral, as médias dos valores de dureza Knoop
obtidos em cada profundidade foram transformadas em porcentagem de volume mineral

(%vol) pela formula proposta por Featherstone et al. (1983):
%vol = 4,3 x (KHN)"? + 11,3

onde KHN (Knoop hardness number) é o nuimero de dureza Knoop médio em cada uma das

profundidades analisadas.

Os valores obtidos foram plotados em grafico de forma que a ligacdo entre os
pontos permitiu tragar uma curva. O perfil mineral foi determinado por meio do calculo da
area sob a curva construida. A Figura 4a ilustra o perfil mineral do esmalte desmineralizado
(Zep) e a Figura 4b o perfil mineral do esmalte considerado higido (Zgy), obtido pela
projecdo da porcentagem de volume mineral média encontrada nas profundidades de 100,
120, 140, 160 ¢ 180 um. A diferenca entre Zgy € Zgp resultou no pardmetro AZ (Figura 4c¢)

que corresponde, em Ultima analise, a perda mineral do esmalte.

Adicionalmente, a porcentagem de inibicdo da progressdo de carie foi calculada

para os grupos L, F, LF e FL, utilizando-se a média AZ, por meio da formula:

% de Inibicao = (AZ Controle - AZ Cariado) - ( AZ Tratamento - AZ Cariado) x 100
(AZ Controle - AZ Cariado)
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Figura 4. Ilustracdo do pardmetro AZ: a) Perfil mineral do esmalte desmineralizado;
b) Perfil mineral do esmalte higido; ¢) Perda mineral (AZ) do esmalte.
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4.9. DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE FOSFORO E DE FLUOR NAS
SOLUCOES DA CICLAGEM DE pH

Com o objetivo de avaliar o ganho ou a perda de mineral dos espécimes, foram
determinadas as concentragdes de fosforo e de flior em cada uma das solucdes

desmineralizadora (DES) e remineralizadora (RE) que participaram da ciclagem de pH.

4.9.1. Concentracao de fosforo

A determinagdo da concentracdo de fosforo nas solu¢des DES e RE foi
conduzida utilizando-se o método colorimétrico de Fiske & Subbarow (1925), cujo
principio ¢ a transformag¢do do fosforo em fosfomolibdato o qual, por sua vez, é reduzido
pelo écido alfa-amino-naftol sulfénico a um produto de cor azul. Para obter-se a
absorbancia das solugdes foi utilizado um espectrofotometro modelo 800M (Analyser)
ajustado a 660 nm (Figura 21) e previamente calibrado com solugdes padrdes contendo
0,6 a 4,8 pg/mL de fosforo. As leituras foram convertidas em pg/mL de fésforo por meio da

regressdo linear da curva de calibracdo.

4.9.2. Concentracao de flaor

A concentragdo de fluor foi determinada nas solugcdes DES e RE utilizadas na
ciclagem de pH utilizando-se eletrodo especifico modelo 96-09 (Orion) acoplado a um
analisador de ions modelo EA 940 (Orion), ilustrados na Figura 2m. A calibragdo do
sistema foi realizada com padrdes de 0,015 a 0,5 pg/mL de fluor preparados em TISAB 111,
pH 5,0 na propor¢do de 1:10. As leituras, expressas em mV, foram convertidas em pg/mL

de flaor por meio da regressao linear da curva de calibragao.
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4.10. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis respostas analisadas foram a perda mineral, representada pelo
parametro AZ, e as concentracdes de fltior e de fosforo nas solugdes DES e RE da ciclagem
de pH, tendo os tratamentos do esmalte como fontes de variacdo. Utilizando-se do pacote
estatistico Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2001), as seguintes analises

foram realizadas:

- Verificagdo das pressuposi¢des necessarias para Andlise de Variancia. Os dados
referentes as variaveis perda mineral (AZ) e concentragdo de fosforo nas solugdes
DES e RE apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias. Por
sua vez, a variavel concentragcdo de fluor na solucdo DES apresentou problemas na
normalidade, na escala medida e heterogeneidade de varidncias, tendo sido
transformada utilizando-se o método “poténcia oOtima de BOX-COX” em
([F] DES)". A variavel concentragdo de flior na solugdo RE também apresentou
problemas na normalidade e na escala medida, heterogeneidade de variancias, tendo
sido também transformada utilizando-se o método “poténcia 6tima de BOX-COX”

em ([F] RE)";

- Observacao dos dados potencialmente discrepantes para analisar sua real excessiva
influéncia e, se necessario, sua exclusao. Um valor extremo (“outlier”) foi excluido
para cada uma das seguintes variaveis: concentracdo de fosforo na solu¢do RE e

concentragdo de fluor na solugdo RE;

- Comparagoes multiplas entre médias, por meio do Teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.

Adicionalmente, empregou-se o teste ¢ de Student ao nivel de significancia de
5%, utilizando-se do programa estatistico BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2003), para comparar
as concentragdes de fosforo e de flior encontradas nas solugcdes DES e RE antes e apds a

ciclagem de pH.
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5. RESULTADOS

Resultados

Os resultados sdo apresentados quanto aos efeitos dos tratamentos na perda

mineral (AZ (%vol x pm)) e nas concentragcdes idnicas das solugdes desmineralizadora

(DES) e remineralizadora (RE) ap6s ciclagem de pH.

5.1. EFEITO DOS TRATAMENTOS NA PERDA MINERAL (AZ) E NA INIBICAO DA

PROGRESSAO DE CARIE

O valor de AZ (%vol x um) para cada tratamento, bem como a porcentagem de

inibi¢do da progressdo de carie para os grupos L, F, LF e FL estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio padrao (n=10) da perda mineral (AZ (%vol x um)) e porcentagem

de inibicdo (%) da progressdao de carie no esmalte dental deciduo cariado apds

ciclagem de pH.
AZ Inibiciao da
GRUPO
(%vol x pm) progressao de carie
Cariado (apenas esmalte cariado) 1552,45+ 676,39 b

Controle (esmalte cariado + ciclagem de pH)

L (esmalte cariado + laser + ciclagem de pH)

F (esmalte cariado + FFA + ciclagem de pH)

LF (esmalte cariado + laser + FFA + ciclagem de pH)

FL (esmalte cariado + FFA + laser + ciclagem de pH)

3077,40 £ 513,67 a

2053,76 + 814,77 b

2160,63 £ 646,89 b

1592,89 £+ 474,25 b

1748,81 £469,80 b

67%

60%

97%

87%

Meédias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ( p<0,05).
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Na presente pesquisa, observou-se inibicdo da progressdo de cérie de 60% a
97%. A andlise da Tabela 1 também evidencia que a perda mineral (AZ) do esmalte dental
deciduo cariado submetido a irradiagdo com laser de CO; ou a aplicacdo de FFA, ou ainda,

a associa¢do de ambos foi estatisticamente menor (p<0,05) que aquela do grupo Controle.

Adicionalmente, verifica-se que a perda mineral (AZ) dos grupos L, F, LF e FL
nao diferiu significativamente (p>0,05) daquela ocorrida no grupo que nao foi submetido a
ciclagem de pH (grupo Cariado), ou seja, os tratamentos preventivos empregados foram
efetivos na inibi¢do da progressdo da lesdo. Por outro lado, ndo foram observadas

diferencas significativas nos valores de AZ (p>0,05) entre os grupos L, F, LF ¢ FL.

A Figura 5 ilustra a perda mineral média e a Figura 6 os tracados
representativos dos valores médios de AZ, obtidos com auxilio da andlise de microdureza,

para cada grupo do experimento.

4000 -
3500 +
3000 +
2500 -
2000 +

1500 ~

Perda mineral (%vol x pm)

1000 ~

500 -

0 - T T
Cariado Controle L F LF FL

Grupo

Figura 5. Representagao grafica da perda mineral média de acordo com os grupos.
As barras de erro representam o desvio-padrao.
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100 100
E 90 4 E 90 —
- 80 2= 80
—-_ 70 —-_— 70
E I 5 . Az
c 50 c 50
= @ =
@ 30 1 ® 30
E 201 E 20
E 10 4 2 10
(=] 0 T T T T T T o 0 T T T T T T T T
> 10 20 30 40 50 60 80 100 120 140 160 180 > 10 20 30 40 50 60 80 100 120 140 160 180
Profundidade (um) Profundidade (um)
c) Grupo L d) Grupo F
100 q 100 q
o % o %
i 80 i 80
= " AZ = " AZ
; 60 ; 60
[ 50 1 c 50
E 40 1 E 40
@ 30 @ 30
E 201 E 20
2 10 1 2 10
(] 0 o 0 T T
> 10 20 30 40 50 60 80 100 120 140 160 180 > 10 20 30 40 50 60 80 100 120 140 160 180
Profundidade (pm) Profundidade (um)
e) Grupo LF f) Grupo FL
100 100
= 90 = 90
i 80 E 80
= AZ = " AZ
; 60 'q—, 60
o 50 7 [ 50 1
= @ = @
o 30 9 @ 30 9
E 204 E 204
E 10 1 2 10 1
(=] 0 (=] 0 T T T T
> 1020 30 40 50 60 80 100 120 140 160 180 > 10 20 30 40 50 60 80 100 120 140 160 180
Profundidade (um) Profundidade (um)
Figura 6. Ilustragdo representativa da perda mineral média (AZ (%vol x um)) de esmalte

dental deciduo cariado, de acordo com os tratamentos: a) Esmalte cariado
mantido em ambiente imido; b) Esmalte cariado + ciclagem de pH; c) Esmalte
cariado + laser + ciclagem de pH; d) Esmalte cariado + FFA + ciclagem de pH;
e) Esmalte cariado + laser + FFA + ciclagem de pH; f) Esmalte cariado + FFA +
laser + ciclagem de pH.
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5.2. EFEITO DOS TRATAMENTOS NAS CONCENTRACOES IONICAS DAS
SOLUCOES DESMINERALIZADORA (DES) E REMINERALIZADORA (RE)

5.2.1. Concentracao de fosforo

Ao se comparar as solugdes antes ¢ apos a ciclagem de pH, observou-se
aumento significativo (p<0,05) da concentracao de fosforo nas solu¢des DES para todos os
grupos. Por sua vez, uma reducdo significativa (p<0,05) da concentracdo do ion foi
detectada nas solugdes RE para os grupos Controle, L, LF e FL. As concentragdes de
fosforo encontradas nas solugdes DES e RE apds a ciclagem, expressas em pug/mL, sdo

descritas na Tabela 2 e ilustradas na Figura 7.

Tabela 2. Média e desvio padrao (n=107) da concentragdo de fosforo (ng/mL)* encontrada

nas solucdes desmineralizadora e remineralizadora, ap6s ciclagem de pH.

Solucio Solucao
GRUPO
desmineralizadora remineralizadora
Controle (esmalte cariado + ciclagem de pH) 64,52 + 0,85 a 23,79+2,58b
L (esmalte cariado + laser + ciclagem de pH) 62,94 +1,38b 2424+142b
F (esmalte cariado + FFA + ciclagem de pH) 62,24 +1,87b 29,60 £ 2,26 a
LF (esmalte cariado + laser + FFA + ciclagem de pH) 61,69 +0,72b 25,51+2,60b
FL (esmalte cariado + FFA + laser + ciclagem de pH) 62,37+0,81b 28,68 +1,49 a

T Grupo F, solug@o remineralizadora: n=9.

*Concentragdo de fosforo antes da ciclagem de pH: 59,22 pg/mL para solucdo desmineralizadora e 30,37 pg/mL para
solugdo remineralizadora.

Meédias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Os resultados da Tabela 2 mostram que a concentracao de fosforo encontrada
na solucdo DES do grupo Controle foi significativamente maior (p<0,05) que aquela dos
grupos L, F, LF e FL. Adicionalmente, a auséncia de diferenga estatistica entre os grupos L,
F, LF e FL confirmou os resultados obtidos pela perda mineral (AZ). A andlise das solugdes
remineralizadoras demonstrou que concentragdes significativamente menores (p<0,05) de

fosforo foram encontradas nas solu¢des dos grupos Controle, L e LF quando comparadas as
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Figura 7. Representagdo grafica das concentracdes de fosforo encontradas nas solucdes
desmineralizadora e remineralizadora ap6s ciclagem de pH, de acordo com os
grupos. As barras de erro representam o desvio-padrao.

5.2.2. Concentracao de flaor

Ao se comparar as concentracdes de fluor nas solugdes DES e RE antes e apos
a ciclagem de pH, observou-se um aumento significativo (p<0,05) da concentragdo do ion
nas solucdes DES para os grupos F, LF e FL, enquanto nas solu¢des RE o aumento foi
detectado para os grupos L, F, LF e FL. As concentragdes de flior encontradas nas solugdes
DES e RE apos a ciclagem, expressas em pg/mL, sdo apresentadas na Tabela 3 e ilustradas
na Figura 8. Os resultados indicam que os grupos tratados com FFA apresentaram

concentragdes de fluor significativamente maiores (p<0,05), em ambas as solugdes.
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Tabela 3. Média e desvio padrao (nZIOT) da concentracao de fltior (ug/mL)* encontrada

nas solu¢des DES e RE apo6s ciclagem de pH.

Solucio Solucao
GRUPO
desmineralizadora remineralizadora
Controle (esmalte cariado + ciclagem de pH) 0,015+0,002 b 0,019 +£ 0,004 ¢
L (esmalte cariado + laser + ciclagem de pH) 0,017 £ 0,002 b 0,038 £ 0,004 b
F (esmalte cariado + FFA + ciclagem de pH) 0,052+ 0,019 a 0,231+ 0,068 a
LF (esmalte cariado + laser + FFA + ciclagem de pH) 0,045 +0,020 a 0,160 + 0,044 a
FL (esmalte cariado + FFA + laser + ciclagem de pH) 0,050+ 0,015a 0,180+ 0,054 a

T Grupo FL, solugdo remineralizadora: n=9.
*Concentragdo de fluor antes da ciclagem de pH: 0,016 pg/mL para as solu¢des desmineralizadora e remineralizadora.
Meédias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 8. Representacdo grafica das concentracdes de fllior encontradas nas solucdes
desmineralizadora e remineralizadora apds ciclagem de pH, de acordo com os
grupos. As barras de erro representam o desvio-padrao.
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6. DISCUSSAO

Estudos t€ém mostrado que os lasers de CO; podem ser usados efetivamente
para modificar a composi¢do quimica e/ou a morfologia da superficie do esmalte dental e
inibir in vitro a progressao de lesdes de carie (Nelson et al., 1987; Featherstone et al., 1998;
Kantorowitz et al., 1998; Hsu et al., 2000, 2001; Tsai et al., 2002). Durante a irradiacao do
esmalte dental com laser de CO, ha eficiente conversao da luz laser em calor, aquecendo a
hidroxiapatita na superficie e na subsuperficie proxima a uma temperatura superior a 400°C
(Featherstone, 2000). Isto pode promover desde a reducdo do conteido de carbonato até o
derretimento e a recristalizagdo da hidroxiapatita (Kantola et al., 1973; Kuroda & Fowler,
1984; Nelson ef al., 1987; Ferreira et al., 1989; Meurman et al., 1992; McCormack et al.,
1995; Phan et al., 1999; Zuerlein et al., 1999; Tsai et al., 2002), reduzindo a dissolu¢ao do
esmalte durante o desafio acido. O laser de CO, apresenta quatro principais comprimentos
de onda no espectro infravermelho: 9,3 um, 9,6 um, 10,3 um ¢ 10,6 um. Dentre eles, os
mais indicados para uso na prevencdo da carie, por serem mais bem absorvidos pelo
esmalte, sdo 0 9,3 um e 0 9,6 um, com duracdo de pulso de 100 ps ou menos, a uma
densidade de energia por pulso menor que 4 J/cm®. Até o momento, entretanto, nio ha laser
comercial disponivel que possa produzir tais condi¢des (Featherstone, 2000), de modo que

as pesquisas realizadas com estes parametros utilizaram prototipos.

Assim, varios estudos tém empregado o comprimento de onda 10,6 pm que esta
presente na maioria dos aparelhos disponiveis no mercado. Quando emitido em modo
pulsado hé periodos de relaxamento térmico, inexistentes no modo continuo, o que resulta
em elevagdo localizada da temperatura até a profundidade de 10 a 20 um da superficie
(Nelson et al., 1987) e, conseqiientemente, menor probabilidade de ocorréncia de injaria
pulpar. Logo, densidades de energia bem menores do que aquelas necessdrias ao modo
continuo promovem alteragdes no mineral de hidroxiapatita sem ablacdo e aquecimento
indesejavel da subsuperficie (McCormack et al., 1995). Lenz et al. (1982), citados por
Fowler & Kuroda (1986), realizaram estudos in vivo a fim de estabelecer condi¢des de
irradiagdo seguras com o comprimento de onda 10,6 pm. Os autores observaram que

densidades de energia < 50 J/cm® ndo causaram injiria pulpar detectivel em dentes de
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macaco. Em acréscimo, verificaram que, ao empregar 9 a 16 J/cm?, uma maior efetividade
na reducdo de desmineralizagdo subsuperficial no esmalte humano pode ser obtida. De fato,
estudos em que foram utilizadas densidades de energia de 0,3 a 50 J/cm® tém mostrado
inibicdo de carie da ordem de 40% a 98% (Nelson et al., 1986, 1987; Featherstone et al.,
1998; Kantorowitz et al., 1998; Hsu et al., 2000). Estes resultados, juntamente com a
possibilidade de utilizar essa tecnologia disponivel no mercado na prevengdo da cérie, vém

estimulando o desenvolvimento de novas pesquisas com o A 10,6 pm.

Desta forma, empregou-se no presente estudo o laser de CO,, comprimento de
onda 10,6 um em modo pulsado, do aparelho Opus 20, um sistema que incorpora dois
lasers cirtirgicos em um tUnico aparelho: Er:YAG e CO,. Conforme citado em Material e
Métodos, a selecdo dos pardmetros de irradiagdo baseou-se em estudo prévio de
Klein (2002). Este autor observou, nos espécimes irradiados com 5 ou 10 J/em?, inibicdo de
carie adjacente a restauragdo de resina composta da ordem de 42,79% a 57,12%. Assim,
poténcia de 0,5 W, quantificada por potencidmetro, tempo de exposi¢ao por pulso de 50 ms
com intervalos de 500 ms, taxa de repeticio de 1 Hz e densidade de energia de 5 J/cm®

foram as condig¢des utilizadas nesta pesquisa.

A irradiacdo promoveu, no esmalte dental deciduo cariado, significativa
inibicdo da progressao de carie quando comparada aquela do grupo Controle, que ndo foi
submetido a qualquer tratamento preventivo (Tabela 1). Vérios pesquisadores evidenciaram
o efeito protetor do laser de CO, no esmalte dental submetido a desafios cariogénicos in
vitro (Featherstone et al., 1998; Kantorowitz et al., 1998; Hsu et al., 2000; Tange et al.,
2000; Klein, 2002; Tsai ef al., 2002). E importante salientar, contudo, que a comparagio
direta dos resultados desta pesquisa com aqueles relatados na literatura pode ser dificil,
visto que as condi¢des de irradiacdo empregadas sdo bastante distintas, com diferentes
densidades de energia, duragdes de pulso, taxas de repeti¢ao, etc. Apesar disso, verifica-se
que os achados deste estudo (67% de inibicdo) ratificam relatos anteriores em que a
inibicdo de desmineralizagdo no esmalte tem variado de 40% a 98% com emprego do
A 10,6 pm a densidades de energia de 0,3 a 50 Jem? (Nelson et al., 1986, 1987,
Featherstone ef al., 1998; Kantorowitz et al., 1998; Hsu et al., 2000; Klein, 2002).
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Viarias sdo as teorias que explicam o aumento da resisténcia acida do esmalte
dental irradiado com laser de CO,. A redugdo do conteudo de carbonato promovida pela
irradiacdo com laser de dioxido de carbono (Kuroda & Fowler, 1984; Nelson et al., 1987;
Phan et al., 1999; Zuerlein et al., 1999) pode resultar em menor solubilidade da
hidroxiapatita (Featherstone, 2000). O aumento do tamanho dos cristais (Kantola
et al., 1973; Ferreira et al., 1989; McCormack et al., 1995), o derretimento (Kuroda &
Fowler, 1984; Nelson et al., 1987; Ferreira et al., 1989; Meurman et al., 1992; McCormack
et al., 1995; Tsai et al., 2002), a fusdo e a recristalizacdo (Kantola et al., 1973) do esmalte
irradiado também poderiam reduzir a dissolucdo da superficie do esmalte frente ao desafio
acido. Por outro lado, de acordo com alguns pesquisadores (Kantorowitz et al., 1998; Hsu
et al., 2000), o derretimento e a fusdo da superficie podem ndo ser necessarios para
aumentar a resisténcia dcida do esmalte. O emprego de densidades de energia entre 0,3 e
12 J/em® com o A 10,6 pm, em modo pulsado, tem causado pouca ou nenhuma mudanga
morfologica (Kantorowitz et al., 1998), auséncia de derretimento (Hsu et al., 2000, 2001)
ou formagdo de crateras nas superficies de esmalte avaliadas ao microscopio eletronico de

varredura (Hsu et al., 2000) e a inibi¢ao de carie tem sido de 48% a 98%.

Na presente pesquisa a aplicagdo de FFA foi realizada durante 4 min. Embora
varios estudos tenham demonstrado nao haver diferengas significativas na inibi¢cao (Delbem
& Cury, 2002) ou na reducdo da profundidade da lesdo de carie (Garcia-Godoy et al.,
1994), bem como na incorporacdo de fluor ao esmalte (Hebling et al., 1995; Delbem &
Cury, 1996; Mendes et al., 1996) com tempos de aplicacao de 1 ou 4 min, optou-se por este
ultimo, visto que os trabalhos que avaliaram a associacdo de laser e flior tém relatado
periodos de 4 ou 5 min (Featherstone et al., 1991; Phan et al., 1999; Hsu et al., 2001; Nobre
dos Santos ef al., 2001). Assim, uma Unica aplicagdo de FFA durante 4 min sobre o esmalte
deciduo cariado impediu em 60% a progressdo da lesdo (Tabela 1), corroborando os
achados de Featherstone et al. (1991). Garcia-Godoy et al. (1994) verificaram redugdes
significativas (37-40%) na profundidade da lesdo de carie apods aplicagdo de FFA no
esmalte humano submetido ao desafio acido. Outros estudos demonstraram que o
tratamento do esmalte com FFA por 4 min reduziu em 55% (Takagi et al., 2000) e em

35,9% (Delbem & Cury, 2002) a desmineralizagdo in vitro. Tem sido relatado que quando
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uma solugdo ou gel contendo alta concentragao de flior entra em contato com a superficie
dental, ocorre dissolu¢do da camada mais externa do esmalte (0,1 a 0,2 um) e o célcio
dissolvido ¢ reprecipitado na forma de fluoreto de calcio (Margolis & Moreno, 1990). Este
composto serve como um reservatorio de fllior para ser liberado durante os desafios
cariogénicos (Bruun & Givskov, 1991; @gaard, 2001). Adicionalmente, a formagdo de
depositos minerais enriquecidos com flior no interior do esmalte poderia bloquear
parcialmente o transporte de acidos no mineral (Takagi ef al., 2000), um fendmeno que

reduziria a formacao e/ou a progressao de lesdes de carie.

A associacdo de irradiagdo laser e FFA também mostrou ser significativamente
efetiva na inibi¢ao da progressao de carie quando comparada ao grupo Controle (Tabela 1).
Uma inibi¢do quase completa da perda mineral (97%) foi observada quando o esmalte
dental deciduo cariado foi irradiado com laser de CO, e, posteriormente, submetido a
aplicacao de FFA. Na literatura, varias pesquisas tém analisado os efeitos da combinacao
de laser de CO; e fltor, embora nenhuma delas tenha empregado esmalte deciduo cariado.
Confirmando os resultados do presente estudo, Hsu et al. (2001) também encontraram
expressiva reducdo da perda mineral do esmalte (98,3%) quando combinaram fliior na
forma de NaF a irradiacdo com A 10,6 um, em modo pulsado, e densidade de energia de
0,3 J/em®. Nobre dos Santos et al. (2001) obtiveram inibigdo de carie variando de 49% a
76% quando associaram aplica¢do de FFA por 5 min a irradiagdo do esmalte com A 9,6 um
com densidade de energia de 1 e 1,5 J/cm®. Por outro lado, a auséncia de diferenca
estatistica entre os grupos L, LF e FL (Tabela 1) ndo permitiu inferir que existe sinergismo
entre fluor e laser. Hsu et al. (2001) também nao observaram efeito significativo do flior
no esmalte higido irradiado. Phan et al. (1999), da mesma forma, demonstraram nao haver
diferencas estatisticas na redu¢do da dissolu¢do de célcio e fosfato entre grupos tratados
somente com laser e grupos tratados com laser ¢ FFA. Por sua vez, Featherstone
et al. (1991) e Nobre dos Santos et al. (2001) verificaram que a perda mineral do esmalte
tratado com laser e FFA foi estatisticamente menor que aquela do grupo submetido
somente a irradiagdo. Quando uma superficie de esmalte tratada com fluor na forma de gel
¢ irradiada com laser, pode ocorrer o derretimento e a recristalizagdo dos micrometros mais

externos da superficie, que, juntamente com uma fina camada de fltior que cobre os prismas
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de esmalte, reorganizam-se formando uma nova estrutura, o mineral de fluorapatita (Phan
et al., 1999). Featherstone et al. (1991) observaram que a irradiacdo do esmalte com lesao
de carie inicial fundiu os cristais do mineral, produzindo poros maiores que, segundo os
autores, permitiriam a entrada rapida e efetiva de fllior em alta concentragao para o interior
da lesdo subsuperficial, inibindo a subseqliente progressdo de carie. Adicionalmente, Fox
et al. (1992) destacaram que, enquanto a irradiagdo com laser de CO; reduz a solubilidade
do esmalte, transformando o controle de dissolucdo de um sitio de dissolugao mais instavel
para um menos instavel, o fluoreto atua por meio do efeito do ion comum sobre a superficie
do complexo fluorapatitico, controlando a dissolu¢do do mineral. No presente estudo, a
associacao dos tratamentos (laser ¢ FFA) mostrou tendéncia em impedir mais efetivamente
a progressao da lesdo de carie (87% e 97% de inibi¢do, Tabela 1) quando comparado ao
emprego isolado do laser (67% de inibicdo, Tabela 1). Entretanto, tal diferenca ndo foi
estatisticamente evidenciada, possivelmente devido a variabilidade inerente ao substrato,
acrescida da variabilidade introduzida pela produgdo de carie artificial e irradiacdo do
esmalte dental. De qualquer forma, parece que os efeitos potencializadores € o mecanismo
de acdo da associagao de laser de CO, e fluor na inibi¢do de carie ainda ndo estao

completamente estabelecidos.

A ordem dos tratamentos, LF (laser + FFA) ou FL (FFA + laser), nao
influenciou significativamente a reducdo da perda mineral (Tabela 1). Por outro lado,
Nobre dos Santos et al. (2001) encontraram melhores resultados quando o FFA foi aplicado
antes do laser. E importante ressaltar, entretanto, que os substratos analisados, o
comprimento de onda utilizado e as condi¢des de irradiacdo com laser ndo foram os
mesmos do presente estudo. Segundo McCormack et al. (1995), a aplicacdo de flaor antes
da irradiacdo do esmalte dental com laser de CO; pode resultar no aprisionamento do
fluoreto de calcio e da apatita fluoretada devido aos processos de derretimento e fusdo do
esmalte. Meurman et al. (1997) transformaram cristais de hidroxiapatita sintética em
fluorapatita, mas somente com densidades de energia iguais ou superiores a 38 J/cm® e
emissdo em modo continuo. Considerando que no presente estudo foi empregado 5 J/em®

em modo pulsado, supde-se a auséncia de formacao de fluorapatita.
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A determinacgdo das concentragdes idnicas de fosforo e de fluor nas solugdes
desmineralizadora (DES) e remineralizadora (RE), antes e apo6s a ciclagem de pH, foi

realizada para avaliar as perdas ou ganhos destes ions.

A Tabela 2 demonstrou ter ocorrido um aumento significativo da concentracao
de fosforo nas solugdes DES de todos os grupos apos a ciclagem de pH, comprovando a
dissolugdo do esmalte nesta condigdo acida. Observou-se também que, quando comparados
ao grupo Controle, os demais grupos apresentaram concentracdes de fosforo
significativamente menores. Além disso, ndo houve diferenca significativa das
concentragdes de fosforo entre os grupos L, F, LF e FL. Tais resultados concordam com os
de perda mineral (AZ), obtidos com auxilio da analise de microdureza (Tabela 1). Por outro
lado, com excegdo do grupo F, todos os demais apresentaram concentragdes de fosforo nas
solugdes RE (Tabela 2) significativamente menores apds a ciclagem, provavelmente devido
a incorporacdo de ions pelo esmalte durante a permanéncia dos espécimes nesta solugdo.
Segundo Cury (1992), o desenvolvimento de uma lesdo de carie ¢ um processo dindmico
que se caracteriza por periodos alternados de des- e remineralizagdo que ocorrem
constantemente no ambiente bucal. Durante a desmineralizacdo, varias fases minerais de
ions calcio, fosforo e fluor sdo dissolvidas e liberadas no meio bucal. Dessa forma, na
ciclagem de pH do presente estudo, as solugdes DES ganharam minerais provenientes da
desmineralizagdo do esmalte e as solugdes RE perderam minerais para os espécimes,

simulando as fases de des- e remineralizacdo que ocorrem in vivo.

As concentragdes de fluor nas solu¢cdes DES foram significativamente maiores
nos grupos tratados com FFA, em comparagcdo aos outros tratamentos (Tabela 3) e a
concentragdo do ion na solucdo antes da ciclagem de pH. Estes resultados podem ser
explicados pela dissolu¢do do fliior fracamente ligado ao esmalte, formado durante o
tratamento com o gel fluoretado. Quanto a solugdo RE (Tabela 3), tendéncia semelhante
pode ser verificada. E importante lembrar que o processo de ciclagem de pH foi iniciado
pela imersao dos espécimes nas solugdes remineralizadoras a fim de se evitar a formacao de
micro-cavitagdes no esmalte deciduo que ja se encontrava desmineralizado, o que poderia

explicar o aumento da concentrag¢ao de fllior nestas solugdes.
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram, com auxilio da analise
de microdureza, que com uma unica aplicacdo de laser de CO, pulsado A 10,6 pm,
associada ao fluor fosfato acidulado, expressiva inibigdo da progressdo da lesdo de cérie
(97%, Tabela 1) foi obtida quando o esmalte foi submetido a um modelo de ciclagem de
pH. Por outro lado, o uso isolado de laser ou de FFA ndo diferiu estatisticamente da
associacao de tratamentos. Phan et al. (1999) relataram que a associacao de fluor e laser
poderia superar as limitagdes de um Unico tratamento, visto que o ion ndo consegue
penetrar nas fossulas e fissuras e o laser poderia facilmente modificar a estrutura da
superficie, aumentando a inibi¢cdo de carie. Em contrapartida, o flior poderia difundir-se
mais facilmente para a area interproximal, local onde o laser ndo alcancaria, e proteger a
superficie dental. Assim, para aquele segmento da populagdo que apresenta um grande
nimero de lesdes de céarie, ¢ possivel que o tratamento das superficies com laser de CO,

associado ao fluor seja uma medida preventiva efetiva.

Considerando os resultados da presente pesquisa, sugere-se que estudos futuros
sejam conduzidos com o objetivo de investigar o0 mecanismo de a¢do da associagdo de laser
de CO; e fluor. Adicionalmente, a utilizagdo de modelos in situ, que fornecam dados
complementares para uma avaliagdo mais ampla do comportamento do esmalte irradiado

frente a desafios cariogénicos, torna-se necessaria.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e considerando as condigdes empregadas

no presente estudo, pode-se concluir que:

e o laser de CO; A 10,6 um e a aplicacdo de flior fosfato acidulado, empregados
isoladamente ou em associagdo, promoveram significativa inibicdo da progressao de

carie no esmalte dental deciduo cariado;

e embora a associagdo de laser de CO, e fllior fosfato acidulado tenha promovido as
maiores inibigdes da progressio de carie, este efeito adicional ndo foi

estatisticamente evidenciado.
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ANEXO 2

Operating i co

Mode Er:YAG 2

Laser type Er:YAG CC,

Wavelength 2.94 microns 10.6 microns
Emission Pulsed CW, SuperPulse
mode

Exposure Continuous, burst Continuous, pulse,
mode repeat

Average Up to 12 watts CW: Up to 10 watts

P

ower SP: Up to 6 watts

Pulse 7-12 pulses 13-15 PPS 16-20 PPS

repetition rate per second

(PPS)

Pulse Upto1.0J Upto0.7] | Upto0.57

Energy

Pulse 400 micro- | 300 micro- | 250 micro- | On-time: 50-500 ms
Duration seconds seconds seconds Off-time: 50 - 500 ms
3-12 PB 3180110 Rev. B
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APENDICE

I) CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A LUZ LASER

A descoberta do laser

A palavra laser ¢ sigla da expressao inglesa Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation que significa amplificagdo da luz por emissdo estimulada de
radiagdo. A base conceitual para a amplificagdo da luz vem das teorias propostas por
Einstein sobre a emissdo estimulada de energia radiante (Einstein, 1917 citado por
Sulewski, 2000). O primeiro trabalho sobre laser foi publicado pelo fisico inglés Theodore
Maiman em 1960. Este autor relatava uma técnica de bombeamento 6tico na qual um cristal
de rubi, ao ser irradiado por uma ldmpada brilhante de alta poténcia, produzia temperaturas
negativas e emissdo Otica estimulada a um comprimento de onda de 6943 A

(Maiman, 1960).

Componentes do laser

No laser um intenso feixe de fotons coerentes € produzido gragas a emissao
estimulada (Tipler, 1995). Os componentes 6ticos estdo relacionados com a criagdo de
fotons e incluem o meio ativo, a fonte externa de energia, a cavidade Otica, os refletores de
fotons (Figura 9), as lentes e filtros (Bagnato, 2001) e, dentre os componentes mecanicos,
merecem destaque os sistemas de refrigeracao e de entrega do feixe (Klein, 2002), descritos

a seguir:

Meio ativo: pode ser gasoso, s6lido ou liquido, e contém os dtomos ou moléculas cujos

elétrons, ao saltar entre os niveis de energia, emitem fotons que constituirdo o laser;

Fonte externa de energia: promove a excitacdo dos elétrons do meio ativo. Quando a
maioria dos adtomos apresenta elétrons no estado excitado, o fenomeno ¢ denominado de

“inversdo de populacdo”, estagio fundamental para a produgdo do laser;
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Cavidade otica ou ressonador: ¢ um tubo que abriga o meio ativo e os refletores de fotons;

Refletores de fotons: sdao dois espelhos, localizados nas extremidades da cavidade otica, que
provocam a reflexdo dos fotons, estimulando os 4&tomos a liberarem mais fotons idénticos o

que resulta na amplificacdo da luz e criagdo do feixe de laser;

Lentes e filtros: as lentes sdo usadas para focar o feixe de laser e os filtros 6ticos sdao
especificos ao comprimento de onda e inibem a propagag¢do da luz, absorvendo-a ou

refletindo-a;

Sistema de refrigeragdo: previne o sobreaquecimento do tecido alvo por meio de
ventiladores ou jatos continuos de dgua dispostos internamente, ou ainda por uma fonte

externa;

Sistema de entrega: ¢ o dispositivo que transmite a energia da ponta do laser ao tecido alvo.
Os exemplos incluem fibras dticas, bracos articulados, guias de onda e

micromanipuladores.

CAVIDADE OTICA

ESPELHO DE REFLEXAO TOTAL l ESPELHO DE REFLEXAO PARCIAL

Ly

MEIO ATIVO
LUZ LASER

FONTE EXTERNA
DE ENERGIA

Figura 9. Diagrama dos componentes basicos de um laser.
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Producao de luz no laser

A producdo de luz no laser se inicia quando uma fonte externa de energia atua
no meio ativo promovendo o fendmeno chamado de “inversdo de populagdo”, ou seja, a
maioria dos atomos passa do estado fundamental para o estado excitado. Quando um destes
atomos emite um foton, mais luz ¢ adicionada a porcao ja existente. Estes fotons se
refletem nos espelhos da cavidade 6tica e voltam para o sistema, provocando mais emissao
estimulada. Uma por¢do desta luz emerge do conjunto constituindo o feixe da luz laser

(Bagnato, 2001).

Caracteristicas da luz laser

As principais caracteristicas da luz laser sdo a monocromaticidade, a alta
intensidade, a coeréncia e a colimagdo (Brugnera Jr. et al., 1991; Coluzzi, 2000;

Bagnato, 2001):

Monocromaticidade: os fotons da luz laser possuem o mesmo comprimento de onda,
diferentemente das ldmpadas incandescentes ou fluorescentes, formadas por varios

comprimentos de onda;

Alta intensidade: a poténcia da luz laser pode atingir ordens de tera (10'%) W, especialmente

em lasers pulsados, onde a energia ¢ emitida em diminutos intervalos de tempo, da

ordem de 1072 S;

Coeréncia: propriedade Unica caracterizada pela propagac¢do unidirecional e simultanea dos

fotons no tempo e no espago;

Colimagao: os feixes de luz laser apresentam tamanho e forma constantes.

Modo de irradiacio

A emissdo da energia laser pode ser realizada por trés modos basicos: continuo,
pulsado e interrompido. No modo continuo, o feixe ¢ emitido continuamente. A emissao

pulsada produz grandes picos de energia por um tempo extremamente curto, usualmente em
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us, seguido por um periodo relativamente longo no qual o laser ¢ desligado. Finalmente, o
modo interrompido ¢ conseguido pela abertura e fechamento alternados de um obturador

mecanico em frente ao trajeto do feixe continuo (Coluzzi, 2000).

Parimetros dosimétricos

Para se calcular a dose de energia aplicada em uma determinada area, alguns

parametros dosimétricos serdo brevemente descritos, conforme Brugnera Jr. ef al. (1991):

Poténcia: é a quantidade de energia depositada por unidade de tempo, sendo o watt (W) sua

unidade de medida. E determinada pela formula: P = Energia (J) / Tempo (s);

Densidade de energia: ¢ a quantidade de energia depositada em uma determinada
superficie, sendo medida em J/cm®. E calculada pela formula: DE = Energia (J) / Area do

feixe (cm?);

Taxa de repeti¢do: ¢ a quantidade de pulsos por segundo, sendo medida em hertz (Hz).

Interacdo com a matéria

A energia da luz laser pode sofrer reflexdo, absor¢ao, transmissdo ou dispersao

ao atingir o tecido alvo (Coluzzi, 2000):

Reflexdo: ¢ o redirecionamento do feixe de laser para fora da superficie tecidual, sem efeito

sobre o tecido alvo;

Absorg¢do: ocorre quando ha interagdo da luz laser com os atomos do tecido, geralmente se
convertendo em calor. A quantidade de energia que ¢ absorvida depende das caracteristicas

do tecido, do comprimento de onda e do modo de emissao do laser;

Transmissdo: € quando a energia passa através do tecido sem causar qualquer efeito, sendo

altamente dependente do comprimento de onda;
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Dispersdo: ¢ a interacdo que enfraquece a energia e possivelmente ndo produz efeito
biologico util, podendo causar transferéncia de calor aos tecidos adjacentes ao sitio

cirirgico e injurias térmicas indesejaveis.

Classificacao

De acordo com Eduardo et al. (2002), inicialmente os lasers eram conhecidos
por “soft lasers” e “hard lasers”. No presente, lasers de baixa intensidade sdo também
chamados de lasers frios, ndo térmicos ou ndo cirurgicos e¢ os de alta intensidade sdo os

lasers cirtrgicos, aqueles que resultam em efeito térmico.

Os lasers de baixa intensidade possuem poténcia fixa, expressa em mW,
emitem luz na regido entre o vermelho e o infravermelho proximo e como exemplo estdo o
Ga-Al-As e He-Ne. Por sua vez, lasers de alta intensidade apresentam poténcia e energia
variaveis, expressas em W e mJ respectivamente, freqiiéncia em Hz, largura de pulso de pus
a ms e diversos sistemas de entrega, desde o braco articulado até as fibras Oticas.
Destacam-se os lasers de CO, Nd:YAG, Nd:YAP, Nd:YLF, Er:YAG, Er:YSGG,
ErCr:YSGG, Ho:YLF, Ho:YAG, excimer, argénio e outros (Eduardo, 2002).

Seguranca quando do uso do laser

Algumas normas devem ser seguidas quando da utilizacdo dos lasers,
destacando-se o uso de oculos de protecdo especificos para cada comprimento de onda; a
manuten¢do do aparelho em modo stand-by quando nao estiver em uso; a protecao
cuidadosa do tubo endotraqueal em caso da utilizagdo de anestesia geral e de todos os
tecidos orais que ndo serdo tratados pelo laser; o acesso limitado e a sinalizacdo do local de
trabalho; a protecdo de todo material inflamavel e a disponibilidade de sugador de alta
poténcia para evacuar fumacga formada pela possivel ablacdo tecidual (Brugnera Jr.

et al., 1991; Wigdor et al., 1995; Coluzzi, 2000).
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II) LASERS EMPREGADOS EM ODONTOLOGIA

Apo6s a descoberta do laser de rubi por Maiman em 1960, varios estudos foram
conduzidos na odontologia utilizando esta tecnologia. De acordo com alguns pesquisadores,
o laser de rubi causava fusdo vitrea/transparente do esmalte que passava a mostrar
birrefringéncia reduzida sob luz polarizada (Stern & Sognnaes, 1964) e provocava
destruicao superficial da coroa dental com formacdo de pequenas crateras na estrutura do
mineral (Goldman et al., 1965). Adicionalmente, Lobene & Fine (1966) observaram um
aumento de 80°C a 90°C acima da temperatura ambiente no interior da cdmara pulpar

vazia. O laser de rubi, portanto, poderia causar injurias ao 6rgao pulpar.

Dessa forma, outros tipos de lasers também foram investigados e, atualmente,
ha varios comprimentos de onda que podem ser aplicados em odontologia, como ilustra o

Quadro 2.

Quadro 2. Principais lasers empregados em odontologia (adaptado de Myers, 2000).

Tipo Comprimento de onda Principal uso
Argonio 488; 514,5 nm Polimerizagao; Tecido mole
Diodo 800-830; 950-1010 nm Tecido mole; Periodontia
Nd:YAG 1,064 um Tecido mole; Periodontia
Er:YSGG 2,79 pm Tecido duro
Er:YAG 2,94 um Tecido duro

CO; 10,6 um Tecido mole
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Adicionalmente, outras aplicacdes e outros instrumentos estdo sendo
investigados, como o laser excimer para a remocdao de carie, ablacdo de esmalte,
dentina/osso e endodontia; o laser de alexandrite de freqiiéncia dupla, para a ablacdo
seletiva de calculos; os lasers de CO,, argénio, Nd:YAG, Ho:YAG, para dessensibilizagao
da dentina hipersensivel; o laser de Nd:YAG pulsado, para analgesia, clareamento dental e
endodontia; o laser de Nd:YAP, para ablagdo de carie e endodontia; o laser de Ho:YAG,
para ablacdo de osso e remodelacdo de cartilagem; os lasers de diodo (nivel baixo) e de
hélio-nednio, para bioestimulacdo; o laser de érbio, para ablacdo dssea e, por fim, os lasers
de Nd:YAG, argonio e CO,, para aumentar a resisténcia do esmalte ao desenvolvimento de

lesdes de carie (Sulewski, 2000).

Laser de CO,

A energia emitida pelo laser de CO, ¢ bem absorvida pela dgua, apresenta
profundidade de penetracdo rasa e ¢ especialmente util em cortar tecido fibroso denso.
Dentre os lasers usados em odontologia, ¢ o que apresenta a mais alta absor¢do pela

hidroxiapatita (Coluzzi, 2000).

E um laser cujo meio ativo é constituido por uma mistura de gases: diéxido de
carbono, hélio e nitrogénio. Apresenta quatro principais comprimentos de onda no espectro
infravermelho: 9,3 ym, 9,6 um, 10,3 pm e 10,6 pm que estd presente na maioria dos
aparelhos comercialmente disponiveis. Em adi¢do, hda o TEA-CO, (TEA= transversely
excited atmospheric pressure), laser que emite radiacdo com altissima energia em pulsos de
0,1 a 2,0 us e ¢ bastante eficiente em tecido duro, por apresentar fluxo transverso de gases e
operar a pressdes mais altas que outros lasers cujo meio ativo seja gas
(Wigdor et al., 1995). A liberagdo do feixe de luz, em modo continuo ou pulsado, ¢
realizada por meio de um condutor de onda oco acoplado a uma peca de mao e a energia ¢é
conduzida através do guia de onda at¢ o local alvo em modo de ndo-contato

(Coluzzi, 2000).
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