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POTENCIAL DE INIBIGAO DA PROGRESSAO DE CARIE ARTIFICIAL POR
IRRADIACAO SUB-ABLATIVA COM LASER DE CO; PULSADO EM ESMALTE
DENTAL BOVINO.

MARCELLA ESTEVES OLIVEIRA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a irradiagdo sub-ablativa de
esmalte bovino com laser de CO; (10,6um) pulsado é capaz de produzir redugéo
da susceptibilidade do esmalte & desmineralizacdo, tendo assim um potencial
efeito preventivo de cérie. As coroas de 51 incisivos bovinos, incluidas em resina
e lixadas até exposicdo de superficie plana de esmalte, foram utilizadas. As
amostras foram cortadas em blocos de 10x10 mm e recobertas com esmalte de
unha acido resistente deixando-se exposta apenas uma janela de 16mm?. Trés
grupos (n=17) foram formados: grupo controle (GC) em que as amostras nao
foram irradiadas; grupo laser A (LA) e grupo laser B (LB) em que os dentes foram
irradiados. As condig6es foram: para LA 60 mJ, 100Hz, 0,3 J/cm? e 135 mdJ, 74 Hz
e 0,7 J/cm? para LB. Duas amostras de cada grupo foram submetidas a analise
em MEV e quinze foram submetidas & desmineralizagdo em 3 ml de solucdo de
acetato tampao (0,1 mol/)de pH 4,5 a 37°C por 24h, sob agitagdo constante.
Removidas as amostras da solugao, o contetido de calcio e fésforo dissolvido foi
medido em espectrometria de emiss&ao 6ptica com plasma de argonio e mais duas
amostras de cada grupo foram submetidas a analise em MEV. As médias das
concentragGes calcio e fosforo em pg/ml e a razao molar Ca/P obtidas foram: GC
(367,88 + 33,47; 168,91 + 14,55; 1,70 + 0,07), LA (372,70 + 41,70; 161,46 +
15,26; 1,79 + 0,07) e LB (328,87 + 24,91; 145,02 + 11,04; 1,77 + 0,05). A analise
estatistica ANOVA revelou haver diferenga estatistica entre os grupos para as
medidas de [Ca], [P] e Ca/P (p<0,05). O teste de Tukey mostrou que tanto para as
quantidades de calcio quanto de fésforo, as médias do grupo LB foram
estatisticamente menores que dos demais grupos (p<0,001), e entre LA e controle
nao existe diferenga significante. J& a comparacgio da razao molar Ca/P, revela
que as médias dos grupos LA e LB s&o estatisticamente maiores que a do grupo
controle (p<0,01) ndao havendo diferenga significante entre os dois grupos
iradiados. As observagbes em MEV revelaram nas amostras irradiadas,
superficies mais lisas e menos porosas que as do grupo controle. Apds
desmineralizagao, as superficies controle e irradiada com 0,3 J/icm? apresentaram
nitidamente um aumento da porosidade do esmalte e maior dissolugdo dos
prismas. Na superficie irradiada com 0,7 J/em? a dissolugao dos cristais se mostra
mais branda e com poucas porosidades, porém apresentando aparentemente a
formagdo de cristais de apatitas deficientes em calcio. A partir dos resultados
obtidos é possivel concluir que a irradiagao de esmalte bovino com /aser de CO,
(10,6 pm) pulsado com 0,7 Jlcm? é capaz de reduzir a solubilidade acida do
esmalte, com auséncia de danos na superficie, sendo portanto um potencial
método de inibigao da carie.

COSSA0 NACIOMAL D EReRal NUCLEAR/SP-IPiRe)



POTENTIAL OF SUB-ABLATIVE PULSED CO, LASER IRRADIATION ON
INHIBITION OF ARTIFICIAL CARIES-LIKE LESION PROGRESS IN BOVINE
DENTAL ENAMEL

MARCELLA ESTEVES OLIVEIRA

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate whether sub-ablative pulsed
CO; laser (10,6 pm) irradiation is capable of reducing the susceptibility of the
dental enamel to demineralization, and thus achieving a potential caries-protective
effect. The crowns of 51 bovine front teeth, embedded in acrylic resin and polished
until exposure of flat enamel surface, were used. The samples were cut in cubes
of 10x10 mm, and totally coated with acid-resistant nail varnish, except for an
enamel exposed window of 16 mm square. Three groups (n=17) were obtained:
control group (CG) not irradiated; group laser A (LA) and group laser B (LB) where
the samples were irradiated. The conditions were 60mJ, 100 Hz, 0,3 J/cm” for LA
and 135 mJ, 10 Hz, 0,7 J/cm? for LB. Two samples of each group were submitted
to SEM analysis and fifteen to demineralization in 3 ml acetate buffer solution
(0,1mol/L) with pH 4,5 for 24h at 37 °C, with regular agitation. After the specimens
were removed from the solution, the calcium and phosphorous content were
measured with an inductively coupled plasma optical emission spectrometer and 2
more samples of each were submitted to SEM analysis. The obtained Ca and P
means in ug/ml and the calculated Ca/P molar ratio were: CG (367,88 + 33,47;
168,91 + 14,55; 1,70 + 0,07) ; LA (372,70 + 41,70; 161,46 + 15,26; 1,79 + 0,07) e
LB (328,87 + 24,91; 145,02 + 11,04;: 1,77 + 0,05). The ANOVA statistical test
revealed statistically significant difference for [Ca], [P] e Ca/P content between the
groups (p<0,05). The Tukey test results showed that LB had significantly lower
means of Ca and P content in demineralization solution than the other groups
(p<0,01), and between LA and control there wasn't statistically significant
difference. For the Ca/P molar ratio LA and LB means were significantly higher
than the control (p<0,01) and there wasn't statistical difference between the two
irradiated groups. SEM observations of the irradiated samples showed less porous
and smoother surfaces than the control. After demineralization the control and LA
samples showed greater porosity and higher enamel rods dissolution. At the LB
mild surface dissolution, presenting less porosity and with formation of crystals
suggesting the presence of Ca-deficient apatites. In summary, it can be concluded
that the 0,7J/cm? pulsed CO, laser irradiation of bovine enamel was capable of
reducing the enamel acid solubility without causing damage to the surface and
therefore is a potential method of caries prevention.
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1. INTRODUGAO

A carie dental € uma doenga infecciosa complexa que afeta uma larga
por¢do da populagdo mundial, independente de género, idade e etnia, com
tendéncia a afetar mais individuos com um status sécio-econémico baixo. Além
disso continua sendo o maior problema de saGde oral, na maioria dos paises
industrializados, afetando de 60 a 90% das criangas e a grande maiorias dos
adultos’ 2.

A doenga vem apresentando um forte declinio em criancas e
adolescentes, porém o mesmo néo tem sido observado em adultos e idosos. O
porcentual de idosos edéntulos esta sofrendo uma consideravel redugao, porém
os dentes remanescentes acabam apresentando maior o risco de
desenvolvimento de novas les6es de carie, principalmente na superficie
radicular®.

Muito se avangou no conhecimento da doenca e de sua etiologia, com o
estabelecimento de seu carater infeccioso e multifatorial. Porém, mesmo com o
conhecimento deste conjunto de fatores que, se presentes de forma concomitante
€ com certa freqli€ncia no tempo, levam ao aparecimento de lesées, ainda nio foi
possivel a erradicagdo da doenga *.

Diante desta etiologia multifatorial, muitos métodos preventivos t&m sido
propostos. Alguns atuando no fator bacteriano, portanto tentando reduzir ou
eliminar a microbiota cariogénica (controle quimico da placa), outros com foco na
dieta, objetivando introduzir adogantes menos cariogénicos que a sacarose e, por
fim, os que tem como alvo o aumento da resisténcia do hospedeiro (dente),
através da diminuigdo da solubilidade do esmalte. Entre estes tltimos, pode-se
citar o uso do fltior, das recentemente sugeridas pastas de hidroxiapatita sintética,
e dos Jasers % &7

O laser como método preventivo atua no fator hospedeiro susceptivel
(dente), buscando mudangas na estrutura do esmalte que possam torna-lo menos
susceptivel a desmineralizagido, que em ultima instancia € o que provoca a
cavitacao.

Os primeiros estudos avaliando o uso dos /asers na prevengao da carie
foram realizados na década de 60 % % '°. Neste periodo os fasers utilizados foram

0s fasers de rubi e de CO,, porém mais tarde outros comprimentos de onda como
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os dos lasers de neodimio, argdnio e holmio foram testados com o mesmo
intuito'" 2 '*. Atualmente, os lasers de érbio (Er:-YAG e Er,Cr'YSGG) e os de CO,
pulsados tem sido os mais intensamente pesquisados, devido a maior afinidade
destes pelos componentes do esmalte 415 16.17. 18

Sabe-se que para que o /aser promova efeitos no tecido é preciso que
parte da sua energia seja absorvida, e no caso dos efeitos de alta fluéncia,
transformados em calor '°. Portanto, quanto maior a absorgdo maiores seriao os
efeitos. Por esse motivo, acredita-se que os /asers de CO,, que tém
comprimentos de onda (9.3, 9.6, 10.3 e 10.6 um) altamente absorvidos pela
hidroxiapatita e agua, possam promover com uma maior efetividade os efeitos
preventivos desejados.

Os efeitos das alteragbes térmicas na solubilidade acida do esmalte
dental sdo bastante estudados, e também explicam os efeitos do laser. O
aquecimento do esmalte entre 300 e 400°C, revela diminuicio da solubilidade do
esmalte e menores profundidades de desmineralizagdo 2 2'. Porém, o efeito
6timo de inibicdo de carie pode ser atingido entre 600-1000°C ou em torno de
800°C, pelo aquecimento da superficie de esmalte por laser %> %,

Existem varias possibilidades para se obter a redugdo da solubilidade
acida do esmalte ap6s aquecimento. Uma delas € a redugdo da permeabilidade
do esmalte, justificada por evidéncias de menor permeabilidade do esmalte a

agua apods aquecimento 2!

. Outra forma pode se dar, pela ocorréncia de
alteragOes quimicas que tornam o esmalte menos sollivel. Neste caso, a presenca
de alguns ions esta alterada, com uma maior presenga de hidroxidos e
pirofosfatos e menor de carbonatos, apés a irradiagdo laser 2* ?° . Esta perda de
carbonato tem sido diretamente correlacionada redugéo da solubilidade acida, em
esmalte irradiado por /aser.

Embora, o0 mecanismo exato pelo qual a irradiagao /aser pode reduzir a
susceptibilidade do esmalte a desminerallizagéo ainda esteja em fase de estudo,
os lasers podem representar uma excelente ferramenta na prevengao da doenca
carie. Uma vez que o fltor, principal agente utilizado na prevencgao da doenca, foi
capaz de promover um forte declinio na prevaléncia de caries, mas nao foi capaz
de erradica-la. Além disso, nem todos os sitios de desenvolvimento da doenca
tem sido igualmente afetados por esse declinio, sendo que as caries oclusais tem

mostrado um declinio mais lento, que as de superficies lisas * 2°. Portanto,
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parece razoavel que a utilizagéo dos lasers possa vir a contribuir com a redugéo
do indice de caries, principalmente nestes locais menos protegidos pela utilizagao
do flaor.

O laser escolhido para este propdsito foi o laser de CO, devido a sua
grande absor¢do pela hidroxiapatita e, portanto pela maior possibilidade de
produzir os efeitos desejados. O aparelho escolhido permite a emissdo de um
feixe pulsado da ordem de centenas de microsegundos, que pode trazer grandes
vantagens no que diz respeito a seguranga de sua utilizagao in vivo. Dado que o
intervalo entre seus pulsos podem permitir o relaxamento térmico do tecido,
limitando o aquecimento as camadas superficiais 2.

Apesar da absorcado da hidroxiapatita no comprimento de 10,6 um ser
cerca de 10 vezes menor (800 cm™), que em 9,6um (8000 cm™), comprimento
mais absorvido do espectro eletromagnético, e de a maior parte dos estudos de
prevengado de caries com /aser ter se concentrado neste comprimento de onda
mais absorvido, alguns estudos ja relataram melhores resultados de diminuigao
da solubilidade do esmalte com a irradiagdo em A=10,6 um. Dessa forma, tanto
pela menor exploragdo dos possiveis efeitos deste comprimento, quanto pelos
indicios de melhor efetividade, o comprimento de 10,6um do /aser de CO; foi
escolhido para este estudo 27+ 2%,

O equipamento utilizado ainda nao apresenta configuragdes proprias
para condigdes clinicas, pois foi inicialmente desenvolvido com propositos
industriais. Portanto, estes sdo os primeiros passos na busca de parametros que

permitam sua utilizagdo clinica.
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2. OBJETIVOS

O -objetivo deste estudo foi avaliar se a irradiagdo sub-ablativa de
esmalte dental bovino com um protétipo de /aser de CO; (10,6 um) pulsado €

capaz de produzir redugao na susceptibilidade do esmalte a desmineralizagao.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 O dente

O dente é uma estrutura composta, que apresenta em sua composigao
tecidos duros e tecidos moles. Dentre os tecidos duros estdo o esmalte, camada
mais externa que recobre a coroa, a dentina que se situa sob o esmaite na regiao
da coroa e sob o cemento na regido da raiz e o cemento, camada mais externa
que recobre a raiz. Na porgao mais interna do dente esté localiza a polpa, tecido

vivo em que estao presentes vasos sanguineos e nervos.
3.1.1 Composigao e estrutura do esmalte

Dentre os tecidos mineralizados atualmente conhecidos, o esmalte é o
mais densamente mineralizado, apresentando em sua constituicdo cerca de 95%

30. 31 Esse contetdo

de mineral, 2% material organico e 3% de agua em peso
mineral constitui-se basicamente de cristais de hidroxiapatita, também
encontrados em ossos, cartilagens calcificadas, dentina e cemento.

Os cristais presentes no esmalte estdo dispostos de maneira muito

organizada em longos prismas na forma de bastées. Esses bastées apresentam
formato aproximadamente cilindrico e a maior parte dos cristais no seu interior, se
apresenta disposta paralela ao eixo longitudinal do bastido. Na regido entre os
bastbes, os cristais sao orientados em uma diregéo diferente daquela do bastao.
Em corte transversal estas estruturas tém uma aparéncia de "buraco de
fechadura" 3> 3,
Os prismas s@o a maior unidade deste tecido, apresentando didmetro
de aproximadamente 5 um, enquanto os cristais, que o formam, possuem
aproximadamente 1000 nm de comprimento e 40 nm de diametro®. Entre os
cristais existem estreitos espagos preenchidos com material organico e agua, que
formam uma fina rede para difusao e trocas®.

Os prismas tendem, em geral, a seguir uma trajetoria perpendicular
tanto & superficie do dente quanto ao limite amelo-dentinario. Na regio central da
parte superior do cilindro (cabega do prisma) os cristais encontram-se paralelos
entre si e ao longo eixo do prisma. Ja na porgéo inferior do cilindro ("cauda” do

prisma) esses cristais se inclinam desviando-se do alinhamento com o eixo.
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Sendo assim, os cristais da regido da cabeca, sao dirigidos perpendicular mente a
superficie do esmalte enquanto que na regiao da cauda eles se posicionam
obliguamente a superficie do esmalte.

A apatita € o nome genérico para uma classe de minerais com arranjo
cristalino caracteristico. Por conseqiiéncia, a hidroxiapatita € apenas um exemplo
da classe desses minerais de apatita.

Genericamente, os cristais de fosfato de calcio presentes na estrutura
do esmalte tem sido denominados de hidroxiapatita e representados pela férmula
basica Caio(PO4)s(OH), , porém a estrutura do esmalte ndo é composta
puramente de hidroxiapatita, mas também de outras fases, como as
hidroxiapatitas carbonatadas, ou seja, apatitas que apresentam carbonato (CO3?)
substituindo o grupo OH, [Ca;o(PO.)s CO3]13" .

Além do carbonato, maior impureza que representa cerca de 3,5% da
hidroxiapatita, outros ions podem atuar como substituintes na sua foérmula
quimica. Os ions sodio, potassio e magnésio podem ser observados como
substituintes do calcio e os ions fltior, HPO,2, cloro e agua podem ser observados
como substituintes do fosfato 2 %

Como o esmalte apresenta quantidade consideravel de carbonato em
sua composigdo, o que pode ser visto na Tabela 1, alguns autores preferem
caracterizar sua estrutura mineral como uma hidroxiapatita carbonatada. Além
disso, a denominagdo hidroxiapatita pode levar a distorgdes simplistas e de
homogeneidade de composigdo que ndo condizem com a complexa estrutura
quimica desses minerais® .

A composi¢do do esmalte na maturidade vai depender da concentragao
dos ions presentes nas varias etapas do seu desenvolvimento. Sendo um sistema
quimicamente ativo, o esmalte participa de uma série de reagdes, incluindo troca
de ions com a saliva, que fazem com que sua composic¢ao varie tanto de individuo
para individuo quanto dentro de um mesmo dente®.

A distancia da superficie dentaria também pode provocar variagdes na
composigao da estrutura, sendo, por exemplo, a concentragao de flior maior nas
camadas mais proximas da superficie e, inversamente, a concentragdo de
carbonato menor a medida que se dirige da jungdo amelo-dentinaria para a
superficie do dente®.

. COMRSSAO NACIONAL DE ENERGIA HUCLEAR/SP-PER)
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Tabela 1- Comparagéo entre a composi¢ado do esmalte e a das apatitas puras.

Adaptado de ¥'

1 % em Peso Ca/P

Cristal ca
Ca Mg Na P Co;

Hidroxiapatita
carbonatada 37,78 030 083 18,00 3,3 1,65
Hidroxiapatita 3884 0.0 0.0 1852 00 67
pura

A presenga do carbonato leva a alteragdes importantes da estrutura
cristalina do esmalte, pois, sendo o contetdo de carbonato na apatita
inversamente proporcional ao tamanho do cristal, quanto maior for o contetido de
carbonato, menor serd o tamanho do cristal de apatita formado. Além disso,
também ocorre um aumento da solubilidade dessas apatitas frente aos acidos, o
que € relevante do ponto de vista clinico, pois pode levar a uma maior
susceptibilidade deste esmalite a desmineralizagao®" *.

A hidroxiapatita carbonatada ap6s desmineralizagdo pode se
remineralizar formando a hidroxiapatita pura, ou, na presenga de ions flior,
fluorapatita. Essas remineralizages tornam a estrutura cada vez mais acido
resistente, pois a hidroxiapatita pura é mais resistente a dissolugao acida do que
a carbonatada e a fluorapatita é mais resistente do que as duas anteriores. Cabe
ressaltar, que a fluorapatita também forma cristais maiores e mais estaveis
quimicamente que ambas hidroxiapatitas. Fica claro, dessa forma, que o
carbonato e o fliior apresentam efeitos antagonistas tanto na estrutura cristalina
como na solubilidade do esmalte®': 3% 3940

3.2 A carie dental

A doenca carie € de natureza infecciosa, porém multifatorial e dinamica.
O processo de cérie depende da interagdo entre quatro fatores: microorganismos
(bactérias acidogénicas), hospedeiro susceptivel (caracteristca da estrutura
dental, saliva e hospedeiro), substratos (carboidratos fermentaveis da dieta) e o
tempo. Portanto, a presenca isolada de qualquer um dos fatores ndo é capaz de
levar ao desenvolvimento da doenga. Mesmo, a existéncia dos trés primeiros
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fatores concomitantemente, ndo resulta em perda mineral instantanea, pois ainda
assim, € necessario que essa situagdo perdure por algum tempo para que ocorra
desmineralizagao®® 4'.

A desmineralizagdo em si € provocada pela simples presenga de acidos
na placa, que causa queda de pH e perda de mineral dos dentes para a saliva. No
entanto, o conceito atual com relagao a formagao de carie € que a lesao,
clinicamente visivel ou detectavel, € o resultado do acimulo de inumeros
episodios de desmineralizagdo e remineralizagdo, ao invés de um processo
unidirecional de desmineralizagao*?*>.

A colonizagdo bacteriana € fundamental para que se instale a carie.
Animais totalmente livies de microorganismos, mesmo na presenca de dieta
altamente cariogénica, e em auséncia de remogao da placa, nao desenvolvem
carie. As bactérias capazes de fermentar carboidratos, produzir acidos como
subproduto e ainda sobreviver no meio acido criado, sao os Streptococcus
mutans e os Lactobacillus. Em lesbes de cérie ativas, estes microorganismos s&o
encontrados em grande nimero 4 45 46.47,

Uma grande variedade de microorganismos, incluindo os acima citados,
coloniza a superficie do dente formando uma massa mole, concentrada e
aderente, chamada placa dental. Na placa também estao presentes proteinas,
lipideos, agua e alguns minerais, como Ca, P, K, Mg, Na, Zn, Cu, Pb, Fe, Li, Sr, F,
Al. Do ponto de vista da sobrevivéncia bacteriana, as superficies duras
preferencialmente colonizaveis sao aquelas que nao estdo continuamente
expostas ao desgaste mecanico e as forgas de cisalhamento durante a fungao
oral. Portanto, os acimulos acontecem preferencialmente no esmalte ao longo da
gengiva e nos sulcos e fissuras da oclusal dos dentes, sendo estes ultimos
também os locais mais susceptiveis a ocorréncia de lesdes cariosas®®, °.

Os carboidratos da dieta sao a principal fonte de energia das bactérias
(via de produgdo de ATP) e se constituem em substratos essenciais para a
sintese de polissacarideos extracelulares utilizados como material de reserva.
Tanto os carboidratos de residuos alimentares que permanecem na cavidade oral
quanto aqueles liberados por glicoproteinas salivares podem ser facilimente
utilizados pelas bactérias para obtengao de energia. As bactérias metabolizam a
glicose e frutose através de vias fermentaveis, devido ao meio ambiente

anaerébio no qual a maioria dessas bactérias cresce > “%.
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Atualmente, o mecanismo de formagdo da carie € bem conhecido,
apesar dos diversos aspectos envolvidos. Visto que essa é uma doenga
multifatorial e que ainda nao pode ser completamente evitada, o estudo sobre
qualquer um dos principais fatores envolvidos permite que novos métodos de
prevengao sejam explorados.

3.2.1 Carie de subsuperficie de esmalte

A primeira evidéncia de carie pode ser vista, macroscopicamente, no
esmalte sob o aspecto de uma mancha branca. A superficie do esmaite, nestes
casos encontra-se intacta, ndo sendo possivel distingui-la do esmalte sadio
adjacente, a nao ser pela opacidade aumentada. Porém, abaixo dessa superficie
o esmalte ja se encontra desmineralizado %.

Esse tipo de lesdo apresenta quatro zonas. A zona transltcida (40pum
espessura), primeira regido a apresentar alterages em relagdo ao esmalte sadio,
apresentando 1% de porosidades; zona escura, onde o volume dos poros
presentes na zona anterior ja esta aumentado, perfazendo um total de 5%: a zona
denominada corpo da lesdo, em que é observada maior desminarilizagao (25%) e
aumento da parte organica; por fim a zona de superficie intacta, que corresponde
ao esmalte superficial intacto apenas com seu indice de birefringéncia alterado®’.

Esse tipo lesdo é reprodutivel em laboratério através de protocolos de
desmineralizagio &cida, seguidos ou ndo de remineralizagdo. Neste estudo, este
sera o tipo de lesao utilizado, leses incipientes. Como, mesmo as grandes lesdes
de carie, se iniciam como uma lesdo incipiente, este estudo se concentrara na

prevencao deste tipo de lesao.

3.2.2 Produgao de acidos na placa bacteriana

E comprovado que a produgao de ions hidrogénio (acido), pelas
bactérias da placa, apresenta um papel essencial na etiologia da carie.
Entretanto, a natureza dos acidos formados é importante para a compreenséo do
processo carioso, pois se sabe que quanto maior a constante de dissociagao do
acido formado (KA) maior sera a taxa de dissolugéo do esmalte 2.

Algumas das bactérias da placa, presente na superficie dos dentes,

produzem acidos como subprodutos do seu metabolismo, e sdo conhecidas como
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bactérias acidogénicas. Os acidos produzidos por elas, quando metabolizam
carboidratos fermentaveis sado, predominantemente, acido latico, acético e
propiénico 3% 33 %4. 55

Na verdade, a placa em repouso, ndo exposta a alimentos pelo menos
por duas horas, contém principalmente os acidos volateis, acético e propidnico,
apreéentando pH levemente acido. Ambos is6meros do acido latico representam
10% do total de acidos detectaveis. Porém, cinco minutos apos exposi¢dao a
sacarose ou glicose, as concentragbes de 4&cido latico aumentam
consideravelmente, perfazendo 60% do total de acidos detectaveis %% 7.

Os trés acidos citados sdo particularmente os causadores da carie,
porque se difundem para dentro do esmalte e entdo se dissociam em ions
hidrogénio. A quantidade real de acido dependera da rapidez pela qual ele €
removido pelas espécies Veillonella, bactérias consumidoras do mesmo, e que
também podem estar presentes na placa. O ion hidrogénio interage com o
bicarbonato, e bases salivares e se ainda fica em excesso, causa queda do pH.
Um pH baixo seleciona bactérias acidogénicas, como o S. mutans e Lactobacillus,
e promove a solubilizagao do esmalte .

A presenga destes microorganismos capacita a placa a continuar
gerando acido em pHs que s&o inibidores de membros da flora ndo-cariogénica.
Portanto, forma-se um ciclo vicioso, onde quanto mais cai o pH, maior € o
favorecimento das bactérias que mais produzem acido *° .

O pH reduzido cria condigbes para o acido ndo dissociado de se
difundir para dentro do esmalte onde solubiliza a hidroxiapatita, liberando ions
calcio e fosfato. O ion lactato forma complexos com o caicio, nas camadas da
superficie do esmalte, enquanto os ions menores de hidrogénio se difundem para
as camadas mais profundas, causando a desmineralizagao caracteristica da lesao
incipiente®.

O contelido de acido na interface esmalte-placa-saliva é regulado pela
freqiiéncia da ingestao da sacarose, pela composigdo da microbiota da placa, por
agentes neutralizantes presentes na saliva e pelo proprio dente. E somente
quando os mecanismos homeostaticos da saliva e do dente sdo sobrepujados por
uma produgao elevada de ions hidrogénio, que a perda mineral do dente progride
para o estagio de cavitagao.
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Os cristais de hidroxiapatita dissolvem-se no acido segundo a seguinte
reagao:

Cato(POs)s (OH), 4> 10 Ca® +6P0,° +20H" (11

3.2.3 Fendémeno de desmineralizagdo — remineralizagao

A integridade fisico-quimica do esmalte dental dentro do ambiente oral
depende totalmente da composigdo e do comportamento quimico dos fluidos
adjacentes. Os principais fatores que controlam a estabilidade da apatita do
esmalte sdo o pH e as concentragdes ativas livres de calcio, fosfato e flior em
solucao.

A saliva e o fluiido da placa, em condigdes normais, ficam
supersaturados em relagao a apatita, do esmalte, o que nao evita apenas que 0
esmalte se dissolva, mas tende até a precipitar a apatita, parte na forma de
calculo e parte em crescimento de cristal na superficie do esmalte das lesbes
cariosas. Apesar da supersaturagdo da saliva, o deposito mineral no esmaite
intacto e livre de placa nao ocorre normalmente. Isso porque proteinas salivares,
como a estaterina, inibem a precipitagdo espontanea e a provocada pela saliva
supersaturada®.

Em condigdes de equilibrio existe uma saturagao normal da saliva.
Porém ocorrendo desequilibrio duas situagdes podem acontecer: a subsaturacao
e a supersaturagdo. A subsaturagdo da saliva em relagao a apatita promovera a
dissolugio do dente. Ja a supersaturagao levara ao crescimento de cristais .

Qutro aspecto importante com relagdo ao processo de des e
remineralizagao é o pH da placa. A medida que o pH diminui a solubilidade do
fosfato de calcio aumenta, sendo que na faixa de pH entre 4 e 7, a solubilidade da
apatita do esmalte aumenta aproximadamente 10 vezes cada vez que o pH é
reduzido em uma unidade®.

O pH critico, ou seja, aguele no qual a saliva é exatamente saturada no
que se refere a apatita do esmalte, se situa em torno de 5,3-5,5. A queda do pH
abaixo do pH critico, pode levar a dissolugdo do esmalte enquanto que o
aumento, acima do valor critico, tende a promover a remineralizagao do
esmalte®.
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A presenga dos ions fosfato e calcio na saliva apresenta um papel
importante no processo de des-remineralizagdo. Em pH normal, de 6 a 8, a saliva
esta supersaturada em relagéo a hidroxiapatita, porém abaixo do pH critico de 5,5
os ions P04 se juntam ao hidrogénio livre formando HPO,” e, assim, o fosfato
abandona a superficie do esmalte para que o equilibrio quimico seja mantido,

como pode ser observado nas equagoes [2] e [3] o,

pHS.S

PO, +H" <« HPO, 2+ H’ [2]
pH3

HPO,2+H' <4—» H,PO2+H" [3]

O estado de equilibrio & atingido quando o acido produzido pela
metabolizagdo dos polimeros de reserva € neutralizado pelos tampdes salivares €
o mineral que deixa o dente. A medida que o pH retorna a neutralidade, o fluxo
de ions célcio e fosfato do dente & favorecido °.

Nesta fase de remineralizagéo, a produgao de acido na placa & minima
ou inexistente, de modo que estas condigdes favorecem a difusdo continua de
ions de calcio e fosfato para o dente. O ion fluoreto, encontrado invariavelmente
em baixos niveis na placa, migra com os ions de calcio e fosfato e aumenta a
formagao de hidroxiapatita e fluorapatita na camada superficial do esmalte. Ciclos
sucessivos de desmineralizagdo — remineralizagao levam a um fortalecimento da
camada superficial do esmalte com fluorapatita, que, por sua vez, confere a esta
camada uma resisténcia adicional & desmineralizagao acida. Se os periodos de
remineralizagdo predominam em relagdo aos periodos de desmineralizagao, a
lesdo da subsuperficie se mineralizara e a lesdo de carie serd interrompida.
Entretanto, se a freqiiéncia de consumo de sacarose & grande e o S. mutans e/ou
Lactobacillus vém a dominar a flora da placa, o processo de desmineralizagao

predomina e ocorre a cavitagdo *> .
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3.3 Prevencgido da carie

Segundo dados da Organizgdo Munidal de Saude (OMS) a carie
continua sendo o maior problema de satde oral, afetando cerca de 60 a 90% das
criangas e maior parte dos adultos, nos paises industrializados, Asia e América
latina 2. |

No Brasil o ultimo levantamento das condigbes de saide bucal da
populagdo brasileira realizado pelo Ministério da Saide com o apoio do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 60% das criangas de até cinco anos
de idade, 70% das criangas de 12 anos e cerca de 90% dos adolescentes (15 a
19 anos) apresentam pelo menos um dente permanente com carie 62

Dentre a populagéo idosa, a carie também tem apresentado uma alta
prevaléncia, sendo considerada o principal problema de saude bucal das pessoas
com mais de 60 anos®. O acentuado declinio da carie em criangas e
adolescentes ndo tem sido observado em adultos e idosos. Pois, apesar do
porcentual de idosos edéntulos estar sofrendo uma consideravel redugao, os
dentes remanescentes acabam apresentando maior o risco de desenvolvimento
de novas lesées de carie, principalmente na superficie radicular. Com isso, nao
ocorre uma redugdo do indice CPOD, que passa a ter menor participagao do
componente "Perdido" e maior participagdo do(s) componente(s) "Cariado” e/ou
"Obturado” > 4.

Para que se chegasse a esses hiveis mais baixos de prevaléncia de
carie muitas posturas e filosofias anteriormente consagradas tiveram que ser
alteradas. Desde de que foi demonstrado que a carie era uma doenga bacteriana
infecciosa e transmissivel, na década de 60, comegou a ocorrer uma mudanga na
filosofia de tratamento dessa patologia®" ®°. Praticamente ao mesmo tempo, foi
identificado o carater infeccioso das duas doengas bucais mais prevalentes, o que
abalou os alicerces da Odontologia puramente curativa/restauradora.

Percebeu-se a necessidade de identificagdo e controle das verdadeiras
causas, isto &, dos agentes etiopatogénicos. Ficou claro que a mera remogao
fisica do tecido afetado, seguida de sua substituigdo por um material restaurador,
ndo era um procedimento com forga suficiente para controlar os niveis de

infeccdo e a atividade cariogénica presente no ecossistema da boca e,
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Também a idéia, equivocada, de que uma vez iniciada uma lesdo
cariosa, ela continuaria a se desenvolver inexoravelmente até que fosse feita uma
restauragéo ou, em ultimo caso, uma extragao, foi derrubada. Os conhecimentos
atualmente disponiveis sobre o processo carioso demonstram que o
desenvolvimento de uma lesdo depende do nivel de atividade metabdlica das
bactérias cariogénicas e também dos varios fatores que podem afetar o sistema
saliva-placa-dente 4> **

Ainda que, a maioria desses fatores esteja comumente presente na
boca dos individuos, € preciso que haja uma interagdo em condigbes criticas
entre eles, por um dado periodo de tempo, para que possam dar origem a lesdes
de carie. Sob esse aspecto, a freqiiéncia e a duragdo dos episédios de
desmineralizagao sao os fatores que, em Gltima andlise, vao determinar se as
superficie dentarias permanecerao intactas, se sofrerdo lesGes cariosas ou se
terdo paralisadas as lesdes previamente desenvolvidas®® *% * ¢ portanto, fica
clara a natureza infecciosa, multifatorial e dinamica do processo satide-doenga
carie, que também é fortemente influenciado pelas condigGes sociais, econémicas
e culturais dos individuos.

Além disso, ja foi demonstrado em diversos estudos epidemioldgicos,
inclusive em paises industrializados, que a tentativa de melhorar a satde bucal da
populagdo optando-se por técnicas puramente "curativas", resulta somente na
producdo de mais restauragdes, proteses, cirurgias periodontais e extragoes,
levando a um ciclo restaurador repetitivo, onde cada vez sdo maiores as
"necessidades" de tratamento, e as reais causas da doenca permanecem
intocadas®’- 68 69. 70
Como conseqiiéncia de todas essas evidéncias, a Odontologia
brasileira e mundial passam por mudancas filosoficas, que estdo permitindo a
transicdo de uma abordagem fortemente concentrada em procedimentos
invasivos (que se convencionou chamar de "tratamento curativo") para uma
abordagem cada vez mais voltada a promogdo de salde e a prevengdo de
doengas ™,

Pautados nessa filosofia de maior énfase a prevencao da doenca carie,

cresce a idéia de se utilizar, também os /asers com essa finalidade.
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3.3.1 Meétodos de prevengio da carie

Apesar de haver controvérsias, grande parte dos especialistas acredita
que a atual tendéncia de queda na prevaléncia e incidéncia da doenga carie se
deve, pelo menos em parte, ao aumento da disponibilidade de flGor tanto na agua
fluoretada, como em cremes dentais e/ou em aplicagdes clinicas’".

O conceito que prevalecia no passado era de que o efeito inibitério do
fldor se devia basicamente a sua incorporagao na estrutura mineral do dente
durante os estagios de desenvolvimento ou anteriormente a sua erupgao. Porém,
atualmente é sabido que o principal efeito do flior na prevengéo da carie & pos-
eruptivo, acontecendo através das aplicagdes topicas, que interferem no equilibrio
dinamico da interface denteffluidos orais 4>

Em solugdes supersaturadas, em que o fitior esta disponivel juntamente
com ions calcio e fosforo, os ions flior sdo prontamente incorporados na estrutura
da apatita, através de precipitagdo. A substituicdo do OH™ pelo F, provoca um
forte aumento na estabilidade quimica da estrutura, reduzindo a sua solubilidade.
Porém tem sido demonstrado, que os ions fllior do meio induzem apenas curtos
periodos de aumento de remineralizagio, sendo seu principal efeito preventivo
obtido pela protegao a desmineralizagao durante desafios acidos "°.

No entanto, atencdo deve ser dada ao fato, de pesquisas
epidemiologicas terem demonstrado que a ingestao de agua fluoretada € capaz
de reduzir a incidéncia caries, mas nao de erradica-la %,

Atualmente, as caries de sulcos e fissuras representam a maior parte
das caries observadas nos paises ocidentais. Essa ocorréncia tem sido
relacionada ao fato de o fliior, tanto utilizado em agua como em outros produtos
fluoretados, nao ser tao efetivo em superficie oclusais como em superficies lisas ’

Sendo assim, um método de prevengao, tal como a utilizagdo dos
lasers, que pudesse atuar especificamente nestes sitios, poderia trazer grandes

contribuigdées para um maior declinio da incidéncia de caries.

3.4 Interacao laser tecido

A luz laser ao atingir o tecido alvo pode sofrer quatro fendmenos,
reflexdo, transmissao, espalhamento e absorgdo. Na reflexao, a luz ao atingir ¢
tecido alvo € refletida, sem penetrar ou interagir com a superficie. Na transmisséo,
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a luz atravessa o tecido, sem causar nenhum efeito, como se este fosse
totalmente transparente. No espalhamento, ocorre a penetragio e o
espalhamento da luz no tecido, sem que produza efeitos notaveis. Por fim, na
absorgao a luz € absorvida por algum componente do tecido e a energia da
mesma é transferida ”°.

Apesar de no diagndstico de caries por tomografia de coeréncia Optica
o efeito necessario ser o espalhamento (retro espalhamento) na maior parte das
aplicagdes clinicas dos /asers o efeito desejado é a absor¢do’®.

A ocorréncia de absorgdo promove uma atenuagio da intensidade da
onda eletromagnética incidente. A absorgao ocorre devido a conversao parcial da
energia da luz em calor ou em certas vibragdes moleculares no tecido. Um meio
em que a radiagéo incidente € praticamente reduzida a zero € chamado de opaco.
Contrariamente, um meio que permite que a radiagéo da luz penetrando e saindo
do tecido sejam praticamente a mesma € chamado de transparente 2777

A possibilidade de um tecido absorver a radiagido eletromagnética
depende de vérios fatores tais como a constituigdo da estrutura, o comprimento
de onda, a espessura da camada de absorgdo e a concentragdo dos
absorvedores. A lei que descreve o efeito da espessura do tecido na absorgdo €
Lei de Beer-Lambert que é expressa pela seguinte equagso’’:

I(z) = lo exp(-az) [4]

Nesta equacdo z corresponde ao eixo Optico, / (z) a intensidade na
distancia z , /p a intensidade incidente, o é o coeficiente de absor¢do do meio.

Resolvendo esta equagao tem-se:

a= 1 [5]

z
Como z é expresso em unidades de distancia, o coefeciente de

absorgdo dos tecidos pode ser expresso por cm™. Portanto, da equagao [5] é
possivel observar que quanto maior o coeficiente absorgdo de um dado tecido
menor a profundidade de penetragao da luz no mesmo.

No caso dos lasers de alta intensidade, atuando por efeitos
fototérmicos uma alta absorgdo é extremamente desejavel, pois permite que
grande quantidade de calor possa ser gerada, mas restrita a pequenas
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profundidades no tecido, o que pode garantir seguranga da sua utilizagéo. Dentre
os efeitos fototérmicos nos tecidos incluem-se a vaporizagdo, utilizada em
cirurgias, a ablacdo, utilizada para realizagdo de preparos cavitarios e o
condicionamento da superficie, com intuito de prevengéo da carie 3> 78 7% &

No caso especifico da aumento da resisténcia do esmalte com intuito
de prevengao da céarie, a maior absorgdo de um dado comprimento de onda no
esmalte permite que as altas temperaturas necessarias para promogao deste
efeito (entre 400 e 1200°C) sejam produzidas, mas apenas em camadas
superficiais, permitindo minima elevacgéo da temperatura pulpar (< 5°C) % 1%°.

Os efeitos fototérmicos sdo observados em fluéncias elevadas (1 a
10.000 J/icm?) e tempos de exposicdo curtos (1 a 10° s). As interagdes
fototérmicas podem ser atingidas através da utilizagdo dos /asers de alta
intensidade, dos mais variados comprimentos de onda. Porém, o coeficiente de
absorgdao de cada comprimento de onda no tecido deve ser inicialmente
observado, para que os demais parametros que influenciam na interagdo da
irradiagao, tais como a densidade de energia, densidade de poténcia, modo de
operagao, largura de pulso e freqiéncia possam ser devidamente ajustados e os
efeitos obtidos 77, 78

Alguns dos /lasers de alta intensidade capazes de interagir com o tecido
através de efeitos fototérmicos, disponiveis comercialmente para uso em
odontologia sdo: os /asers de diodo (arseneto de galio aluminio e arseneto de
galio - GaAlAs e GaAl)’, Nd:YAG (6xido de itrio e aluminio dopado com neodimio
- Y3Als012), EYAG (6xido de itrio e aluminio dopado com érbio - Y3Al5012),
Er'YSGG (6xido de itrio escandio galio dopado com érbio e codopado com cromo
Y3S¢,Gay1012 ) € CO; (dioxido de carbono)®'.

3.4.1 Lasers de CO,

O laser de CO; é um laser gasoso, que tem no seu meio ativo o gas
diéxido de carbono, e que possui varias aplicagdes em odontologia. Esse /aser
pode emitir, nos comprimentos de onda 9.3, 9.6, 10.3 e 10.6um, situados na

regido do infravermelho distante do espectro eletromagnético.

* Os lasers de diodo podem emitir desde o ultravioleta até infravermelho proximo, porém os
comprimentos disponiveis comercialmente. para uso em odontologia emitem na reglao do
vermelho e do infravermelho proximo, sendo os mais comuns os de GAAIAs e GaAs.
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Esses comprimentos de onda sdo altamente absorvidos pela agua e
hidroxiapatita (Figura 1). Por esse motivo, as primeiras aplicagdes dos /asers de
CO; em odontologia, foram testadas tanto em tecidos moles, como em tecidos
duros. Contudo, devido aos riscos de danos térmicos na polpa as aplicagdes em
tecidos duros permaneceram em estudo enquanto que as aplicagdes cirtrgicas
em tecidos moles foram, ja na década de 80, utilizadas clinicamente 5% 8% %,

Na interagdo do /aser de CO, com os tecidos moles, a alta absorgéo faz
com que a maior parte da energia do feixe seja absorvida em algumas centenas
de micrometros da superficie. A energia do feixe quando absorvida pela agua do
tecido € transformada em calor. Nesse processo, temperaturas acima de 65°C
causam coagulagdo sanguinea e acima de 100°C, o tecido & vaporizado °°.
Apesar do faser de CO,, junto com o laser de Nd:YAG terem sido os mais
utilizados incialmente em procedimentos cirdrgicos, atualmente varios outros
comprimentos de onda tém sido utilizados com este propdsito.

A aplicagao dos /asers de CO, em tecidos duros sera abordada de

maneira mais detalhada no item nimero 3.4.2.

3.4.2 Lasers de CO; na Prevengao da Carie

A idéia da utilizagao do /aser na prevengao da carie, ao contrario do que
se pode pensar, € contemporanea a propria invengao do equipamento. O primeiro
laser foi desenvolvido em 1960, e ja em 1965, Sognnaes e Stern, publicaram o
primeiro estudo relatando aumento da resisténcia acida do esmalte, apés
irradiagéo com laser de rubi & .

Como o primeiro laser produzido foi um /aser de rubi, também os
primeiros estudos em prevengao foram realizados com este tipo de equipamento.
Porém, em 1972 pesquisadores introduzem a utilizagdo de um Jaser de CO;

pulsado %1°.

]

COMISSAO HACIONAL DE ENERGIA MUICLEAR/SP-IPENY
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Figura 1 - Espectro de absorgcdo de dos diversos componentes dos tecidos
biolégicos. A agua e a hidroxiapatita apresentam picos de absorgao
que coincidem com o comprimento de onda dos /asers de CO,?’.

Nessa época ja se sabia, que o esmalte dental humano possuia um
pico de absorgdo que se aproximava bastante do comprimento de onda dos
lasers de dioxido carbono. Fato importante do ponto de vista da redugdo da
quantidade de energia, necessaria para provocar o mesmo efeito, ou seja, neste
comprimento de onda ha uma maior absorgdo em superficie, portanto menor
perda de energia, através de reflexdo ou transmissédo. Dessa forma, os primeiros
estudos com /aser CO; puderam utilizar densidades de energia que eram apenas
um décimo das utilizadas com o /aser de rubi'®.

A fim de avaliar o potencial dos /asers na prevencao da carie, muitos
estudos optaram pela utilizagdo de lasers de CO, operando no modo continuo.
Avaliando a utilizagao de /asers de CO, no selamento de sulcos e fissuras, com
irradiagdes de 2 a 5 W (1,27 a 2,55 J/lcm?®) foi observado fusdo das fissuras

oclusais na maioria dos espécimens sadios, porém a irradiagdo em sulcos e
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fissuras ja cariados revelou em maior aumento, a presenca de pequenos poros,
no limite entre o esmalte nao irradiado e o irradiado®®.

A temperatura pulpar atingida com irradiagdes deste tipo, continuas, se
mantém em mesmo nivel ou menores que 2°C, quando a poténcia utilizada é de
até 10 W em irradiagdes de meio segundo (636 J/cm?)%°.

Segundo trabalho classico de Zach e Cohen®, a elevagdo da
temperatura pulpar acima de 11 °C e 5,5 °C causa danos irreversiveis a polpa em
60% e 18% dos casos respectivamente. No entanto, com elevagoes de até 2,2°C
nao existe evidéncia de danos pulpares irreversiveis. Portanto irradiagbes que
elevem a temperatura pulpar até este nivel (2,2°C) sao consideradas seguras.

A irradiagdo com Jasers de CO, continuos, em dentes humanos,
demonstra redugdo da desmineralizagdo do esmalte em diversos estudos.
Entretanto as densidades de energias sio geralmente muito elevadas, entre 636
e 1911 J/lcm?, estando na faixa em que o risco de ocorréncia de danos pulpares
irreversiveis é elevado®" %2 %,

O modo de operagdo continuo tende a causar aumentos de
temperatura no tecido, maiores do que o modo pulsado. isso porque, & medida
que a energia do feixe € depositada no esmalte, ela causa um aumento de
temperatura na superficie que se dissipa para o interior do tecido. A chegada
continua de mais calor ndo permite que a temperatura de superficie diminua
muito, pois as camadas subjacentes que poderiam resfrid-la ja estdo quentes.
Sendo assim, aumenta o calor dissipado para o interior do tecido, que tende a
atingir uma profundidade cada vez maior *.

Essa temperatura elevada de superficie que também se extende para
as camadas mais internas aumenta muito o risco desse aquecimento ser elevado
em camadas profundas, como no interior da camara pulpar ?°. Dessa forma, a
utilizacao de /asers pulsados, com centenas de ps de largura de pulso, parece ser
mais segura, pois permite o relaxamento térmico do tecido e, portanto, uma
menor dissipagdo do calor para o interior da estrutura *.

Na década de 80, dois estudos utilizando /asers de CO, pulsados
apresentaram resuftados conflitantes. O primeiro demonstrou que nas densidades
de energia necessdrias para promover fusdo, nao houve redugido da

permeabilidade do esmalte a diversos ions *. Porém, Nelson e colaboradores
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(1986) observaram que a irradiagdo com /aser de CO;, 9,3 pm, promoveu redugéo
de 50% de desmineralizagdo do esmalte em relagéo ao controle .

Atualmente, sabe-se que a irradiagdo com /asers de CO; operando no
modo pulsado, com qualquer um dos quatro principais comprimentos de onda, €
capaz de inibir a desmineralizagdo do esmaite quando em solugbes acidas > 22,28,
29. 98, 99, 100, 101, 102, 103 poram  a porcentagem dessa inibigio varia para cada
comprimento.

O comprimento de 9,3um e 9,6um tem demonstrado redugdo de
desmineralizagdo do esmalte entre 50 e 70%, em irradiagdes com de 5 J/cm? de
densidade de energia. Ja as irradiagdes com 10,6um produzem redugao de 85 a
87%, embora com uma densidade de energia cerca de duas vezes maior (12,5
Jlcm?), que tende a aumentar a temperatura pulpar 2 %.

O melhor resultado do comprimento de 10,6um tem sido observado
com cautela, pois nesta fluéncia (12,5 J/lcm?), a temperatura 2 mm abaixo da
superficie indica aumento em torno de 10°C. Em fluéncias mais baixas, nas quais
o riscos de elevagao da temperatura pulpar € menor, este comprimento de onda
ainda é capaz de reduzir a susceptibilidade do esmalte a desmineralizagao,
porém em niveis mais baixos, cerca de 42% para uma fluéncia de 5 Jicm? 2 1%,

Com fluéncias ainda mais baixas, 0,3 J/cm? apesar de néo existir a
identificagdo do comprimento de onda utilizado, outros autores encontraram cerca
de 98% de redugdo de perda mineral e 93% de redugdo de profundidade de
lesao, ap6s irradiagao com faser de CO, 2.

Contrariamente, estudo recente utilizando fluéncias muito maiores, 83
Jicm?, com comprimento de 10,6pm, também observaram redugao da dissolugédo
acida do esmalte e da profundidade das lesbes formadas (46%). Porém com esta
fluéncia alta, foi possivel observar em microscopia, sinais de ablagao '%.

Nao foram localizados na literatura até a data da defesa desta
disssertagao, trabalhos especificos, avaliando o aumento de temperatura pulpar
apés irradiagdo do esmalte com /asers de CO, 10,6um, operando nho modo
pulsado, em parametros subablativos. A maior parte dos trabalhos observa o
aumento de temperatura em /asers de CO, operando no modo continuo, ou em

parametros de preparos cavitarios "% 128,
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Modificagdes da mircrocirculagdo pulpar, foram observadas, in situ,
utilizando o comprimento de onda de 10,6 pm, mas com densidades de energia
muito superiores as que serao utilizados neste estudo. Com irradiagdes de 304 a
1440 J/cm?, foi possivel observar aumento transitério da microcirculagéo pulpar,
sem evidéncia de danos pulpares irreversiveis '%".

A avaliagdo histologica, dos possiveis danos na polpa apoés irradiagao
da superficie oclusal de terceiros molares humanos, in vivo, com laser de C0,9,6
um (1,5 Jicm?®) revelou auséncia de sinais de inflamagdo em todos os cortes
histologicos, e em todos os periodos observados, imediato, apés uma semana e
um més. Além disso, nenhum paciente tratado relatou sensibilidade apoés
irradiagao 18,

Os possiveis mecanismos pelos quais o laser é capaz de aumentar a
resisténcia acida do esmalte a desmineralizagio estdo fortemente relacionados
com a interagdo da luz com o tecido de maneira eficiente. Sendo assim, quanto
maior a absorg¢ao da luz pelo tecido maior a probabilidade de se produzirem os
efeitos desejados.

A hidroxiapatita, principal mineral do esmalte, apresenta um pico de
absorgao entre 9-11um que coincide com a faixa de comprimento de onda de
emissao dos lasers de CO,. Portanto na faixa de emissdo destes /asers a luz
tende a ser predominantemente absorvida e a conversdo em calor, na regiao
superfical pode ser esperada (Figura 2) ',

Os efeitos das alteragbes térmicas na solubilidade acida do esmalte
dental ja foram estudados, e também explicam os efeitos de laser '®. O
aquecimento do esmalte entre 300 e 400°C, revela diminuigao da solubilidade do
esmalte e a menores profundidades de desmineralizagao, e entre 600-1000°C um
efeito 6timo de inibigao pode ser atingido 2% ?'. A temperatura de 400°C em que ja
ha menor desmineralizagdo do esmalte, € a mesma em que tem inicio a perda de
carbonato, e a faixa de efeito 6timo compreende a temperatura em que se tem a
completa eliminagao do carbonato da estrutura 800°C > %, Portanto a perda de
carbonato, que também leva a formagdo de cristais maiores € mais estaveis
quimicamente, tem sido um dos fatores fortemente correlacionados com o

aumento da resisténcia acida do esmalte 2 %'
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Figura 2 - Espectro de transmissdo do esmalte dental, mostrando as bandas de
absorgdo da agua, radical hidroxila, carbonato e fosfato. A posigao dos
lasers de di6xido de carbono coincide com as bandas de absorgao dos
ions fosfato presentes na hidroxiapatita ''°.

Existem varios possiveis mecanismos para a redugdo da solubilidade
acida do esmalte apés aquecimento. Podendo ser pela redugdo da
permeabilidade do esmalte, justificada por evidéncias de menor permeabilidade
do esmalte a agua ap6s aquecimento 2. De outra forma pode se dar, pela
ocorréncia de alteragdes quimicas que tornam o esmalte menos soltvel. Sendo
que, neste caso, a presenga de alguns ions esta alterada, com uma maior

presenga de hidroxidos e pirofosfatos e menor de carbonatos, apés irradiagao

laser 24 28,

Porém, existe uma outra possibilidade baseada na alteracido da matriz
organica. Como a matriz organica esta localizada basicamente, nos espagos inter
e intraprismatico, e sendo este o exato caminho percorrido pelos fons no processo
de desmineralizagdo, a irradiagao /aser pode levar a destruicdo dessa matriz e os

produtos da sua decomposi¢do podem bloquear a passagem dos ions durante o
processo de desmineralizagao %.
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No entanto, embora ndo esteja completamente claro 0 mecanismo pelo
qual os lasers podem reduzir a susceptibilidade do esmalte a desminerallizagao,
estes podem representar uma excelente ferramenta na prevengao desta doenga.
Visto que, nem todos os sitios de desenvolvimento da doenga tem sido
igualmente afetados pelo seu declinio e as caries oclusais tem mostrado um
declinio mais lento, que as de superficies lisas ?°. Portanto, parece razoavel que
a utilizagao dos /asers possa vir a contribuir com a redugéo do indice de caries,
principalmente nestes locais, menos protegidos pela utilizagao do fluor.

Nas irradiagdes com intuito de prevencao de caries, espera-se que a
largura de pulso ideal seja proxima ao tempo de relaxamento térmico do tecido.
Como, no esmalte, este tempo é de aproximadamente 80 us, larguras de pulso
entre 50 e 100us tem sido sugeridas como efetivas e, por esse motivo, foram
escolhidas para este estudo 2 """,

Dentro do espectro eletromagnético, apesar do comprimento de onda
do /aser de Er:YAG também apresentar elevada absorg¢éo, os comprimentos de
onda emitidos pelos /asers de CO, sdo os mais absorvidos na hidroxiapatita. Pela
Tabela 2 e Figura 3 é possivel observar, que dentre esses lasers, o comprimento
de onda mais absorvido é o de 9,6 pm (8000 cm™) e 0 menos absorvido o de 10,6
um (825 cm™) 112,

Porém, o comprimento de 10,6 um que é cerca de dez vezes menos
absorvido, também apresenta uma perda de energia por reflexdo, cerca de trés
vezes menor que o de 9,6um %. Além disso, a perda de carbonato, fortemente
relacionada com maior resisténcia do esmalte & desmineralizagdo, se mostra
maior no esmalte irradiado com o comprimento de 10,6um do que com 9,6um 2
28,26

Pelos motivos citados acima e pelo fato de a maior parte dos estudos
da literatura se concentrar nos comprimentos de 9,3 e 9,6um, o comprimento de

10,6 pm do laser de CO, foi escolhido para ser testado, neste estudo.
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Tabela 2 — Coeficientes de absorgdo do esmalte nos diversos comprimentos de

onda que compreendem a emissdo de /asers. Refletdncia dos
comprimentos de onda dos /asers de CO,. Adapatdo de > '*.

Regiao do Espectro  Comprimento de Onda Coeficiente de Refletancia
Eletromagnético Absorgao (cm™) esmalte (%)
Visivel 450-700 nm <1 -
Nd:YAG = 1064 nm <1 -
Ho:YAG = 2,10um <20 -
infravermelho préximo
Er.YSGG =2,79 um 450 -
ErYAG =2,94 um 770 -
CO; =9,3um 5500 37,7
CO; = 9,6um 8000 49,4
infravermelho distante
CO,; =10,3 um 1125 15,8
CO;, =10,6um 825 13,2
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Figura 3 — Espectros de absorcdo de esmalte, dentina e hidroxiapatia nos
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostras

Foram utilizados 51 dentes incisivos bovinos recém extraidos,
armazenados em agua destilada (pH= 6,8) logo ap6s a extragéo e durante todo o
estudo. Todos os dentes tiveram as raizes cortadas com um disco diamantado
sob refrigeragdo. As coroas, devidamente limpas, foram visualmente
inspecionadas a fim de assegurar a auséncia de caries e de defeitos estruturais.

Todos os dentes foram incluidos individualmente em resina acrilica e
lixados em politriz (Ecomet 3, Buehler Ltd., EUA) até exposigao de superficie
plana e lisa de esmalte com a sequéncia de lixas n® 240, 400 e 600, sob
refrigeragao com agua.

Para a delimitagdo da area a ser irradiada foram confeccionados
perfuradores de papel circulares de inox, com didmetro de 5 mm. Estes
dispositivos permitiram que sessenta e seis etiquetas de papel circulares jacomo
diametro padronizado fossem obtidas e entdo coladas nas superficies de esmalte.
A area ao redor da etiqueta foi recoberta com esmalte cosmético vermelho. Com
0 esmalte ja seco, todas as etiquetas foram removidas, de forma que em todas as
amostras havia apenas uma janela circular de 5 mm de diametro, de esmalte
exposto.

Em estudo piloto verificou-se ndo haver diferenga no contetido de calcio e
fosforo, na solugdo de desmineralizagéo, de superficies de esmalte limpas com
algodao ou com alcool. Por esse motivo e pelo fato de o alcool ser mais agressivo
ao esmalte cosmético, todas as superficies foram limpas apenas com algodao, a
fim de remover possiveis residuos da cola da etiqueta.

Essa area de irradiagéo foi determinada a partir do didmetro do feixe laser
na amostra, na distancia escolhida para irradiagdo, que neste caso era de 5 mm
de didmetro.

As amostras foram divididas em trés grupos de 17 dentes cada, sendo que
duas de cada grupo foram utilizadas apenas para observagdo em microscopia
eletrnica de varredura (MEV). As amostras do controle (GC), ndo foram
irradiadas, as dos grupos laser A (LA) e as do grupo laser B (LB) foram irradiadas

pelo /aser de CO, 10,6um pulsado, parametros descritos no item nimero 42.
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Depois de irradiados todas as amostras foram cortados em blocos de 10 x
10 x 2 mm (largura, altura e espessura), sendo que todas as superficies,
excetuando-se a superficie de esmalte vestibular, foram recobertas com esmalte
cosmetico incolor (Figura 4).

A superficie vestibular novamente recoberta com etiquetas de papel
circulares, porém dessa vez com 4.5 mm de didametro, foi recoberta com nova
camada de esmalte vermelho. Isso permitiu que a area de esmalte anteriormente
exposta fosse reduzida, e assim a desmineralizagdo poderia ocorrer em uma area
semelhante a utilizada na literatura internacional. Assim como na primeira
delimitagado de area, depois de removidas as etiquetas todas as superficies foram

limpas com algodao.

Figura 4 — Representagao dos blocos de esmalte obtidos dos dentes bovinos
incluidos em resina

10 mm

4.2 Parametros laser

O Jaser utilizado foi um laser gasoso de CO, emitindo em 10,6 pm
(modelo Rofin SC x 30, Rofin-Sinar Laser GmbH, Hamburgo, Alemanha). As
condigbes de irradiagao estdo descritas na Tabela 3.

A irradiagdes foram feitas com 70 cm de distancia de trabalho, o que
determinava um feixe de 5 mm de didmetro incidindo nas amostras. A densidade
de energia do feixe /aser, no local das irradiagdes foi determinada previamente ao
inicio do experimento, utilizando-se medidor de poténcia (Coherent FieldMaster
GS + Detetor LM45; Coherent, USA).

"LOMRSSAO NACIONAL DE EHIRGIA %;z.zasmsp@
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Tabela 3- Dados técnicos do laser e parametros utilizados nos respectivos grupos

Laser de CO,

Grupo LA Grupo LB
Comprimento de onda 10,6 um 10,6 um
Freqiiéncia“ 100 Hz 74 Hz
Largura de pulso 50 ps 100 ps
Energia por pulso (medida) 60 mJ 135 mJ
Poténcia Média 6W 10W
Fluéncia (calculada) 0,3 Jicm? 0,7 Jicm?
Diametro do feixe na amostra 5mm 5mm
Perfil do feixe TEMoo TEMoo

Figura 5 — A - Equipamento laser de CO, (10,6pm) utilizado na irradiagédo das amostras;
B — amostra sendo irradiada, presa em suporte de mesa.

4.3 Desmineralizagcao das amostras

As amostras de esmalte bovino foram desmineralizadas em 3 mi de
solugao de acetato tampao (0,1 mol/L), possuindo pH 4,5.

O preparo da solugéo foi feito utilizando-se 5,5 ml acido acético glacial
100% (Merck & Co., Inc., NJ, EUA) e 8,203 g acetato de sédio anidro p.a. (Merck
& Co., Inc, NJ, EUA).

A vidraria utilizada para o experimento foi limpa da seguinte forma, para
garantir auséncia de contaminagao:

e Lavagem com detergente Extran 0,1% (15 min) em ultrassom

e Lavagem com agua comum
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e Lavagem com acido nitrico 1:1 por 30 min
¢ [avagem com agua bidestilada

e lLavagem com agua Mili Q

e Secagem

Todas as amostras, depois de inseridas nos potes de vidro contendo 3
mi da solugdo tampao, permaneceram em incubadora (Incubadora Refrigerada
com Agitagado Orbital, Marconi LTDA, Brasil) por 24 horas a 37°C, sob agitagdo
constante de 300 rpm.

Terminado este periodo, todas foram retiradas dos vidros, sendo estas
entdo enviadas para analise de célcio e fosforo. A fim de se saber quanto do
conteido destes elementos era realmente proveniente dos dentes
desmineralizados, também foram feitas cinco analises somente da solugdo

tampéao, submetidas as mesmas condigdes. Estas solugdes foram chamadas de
branco.

4.4 Analise das concentragdes de calcio e fésforo

A anadlise da quantidade de calcio e fésforo liberados pelo esmalte
dental na solugdo desmineralizante foi realizada por Espectrometria de Emisséo
Optica com Plasma de Argénio — ICP OES" (modelo Spectro Flame M 120,
Spectro Analytical Instruments GmbH & Co. KG, Kieve, Alemanha).

Neste espectrémetro, a amostra em solugéo, por meio de nebulizagao,
transforma-se em aerosol o qual, apés desolvatacgio, passa a particula seca que,
por volatizacao-dissociagdo, vai para a forma de vapores-atdmicos vapores-
i6nicos, os quais sao excitados na forma de atomos-ions. O mecanismo de
excitagao € colisional. A tendéncia dos elétrons excitados é de voltarem ao estado
fundamental e ao fazerem-no, devolvem a energia por emissdo. Como os
comprimentos de onda sdo caracteristicos da cada elemento, e a intensidade da
linha de emissdo €& proporcional a concentragdo do mesmo consegue-se
determinar se os elementos procurados estio presentes, € em quais quantidades
115

Para introdugdo das solugbes no espectrometro foi utilizado um

nebulizador do tipo Meinhard. A solugéo era introduzida por um tubo capilar para

* ICP — OES, & uma sigla da lingua inglesa para Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry :
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uma regido de baixa pressao criada pelo fluxo rapido do gas no fim do capilar. A
baixa pressao e alta velocidade do gas permitiam a transformagéo da solugédo em
aerosol.

Para a determinagdo dos dois elementos de interesse foram,
inicialmente, elaborados programas analiticos. O equipamento utilizado dispoe de
recursos em seu programa que permitem fazer uma escolha criteriosa das linhas
de emissao a serem utilizadas para cada elemento.

Utilizou-se o método da curva analitica na determinacdo dos
elementos, através do uso de solugbes-padrao (Merck & Co., Inc, NJ, EUA) de
calcio e fosforo rastredveis a um padrao da NIST™". Os coeficientes de correlagao,
limite de detecgdo utilizados para analise dos metais estao descritos na Tabela 4,
assim como as curvas analiticas, na Figura 6. Ressalta-se que para cada amostra
o equipamento realizou trés leituras de calcio e trés de fésforo a fim de assegurar
a seguranga das medidas.

O limite de detecgdo instrumental é definido com a concentracao do
elemento que fornece uma resposta igual a trés vezes o valor do desvio padrao
do branco, o qual, no presente trabalho, foi calculado pelo software do
equipamento. Para maior seguranga, foram usados valores de limite de detecgéo

praticos ou limites de quantificagcdo, que diferem de 3,7 vezes do limite de
deteccao instrumental 16,

Tabela 4- Coeficiente de correlagao, limite de detecgao e de quantificagdo dos analitos.

Faixa de Limite de Limite de
A Coeficiente . e o
Elemento concentragao Detecgao Quantificagao
(nm) 4 de Correlagado 4 4
(ng mi”) (ng ml’) (ng mi”)
Ca 370,603 0,007 - 60,0 0,999 0,0069 0,02553
P 177,500 0,002 -12,0 1 0,0017 0,00629
Condicoes de operacgdo do sistema
Gas refrigerante 141min~"
Gas auxiliar 0,5 I min™
Pressdo do Nebulizador 3,2 bar
Poténcia do plasma 1200 W
Fluxo da amostra 1 mi min”

™ NIST - Sigla de National Institute of Standard and Technology . Agéncia federal norte-americana
que desenvolve medidas, padrdes e tecnologia para a industria. '
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A Curva Analitica de Calcio ! 'B Curva Analitica de Fésforo
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Figura 6 — A - Curva analitica de célcio; B — curva analitica e de fésforo.

4.5 Microscopia eletronica de varredura

Dois dentes bovinos de cada grupo foram preparados somente para
analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV), com o intuito de se

observar as possiveis alteragdes provocadas pelo /aser na superficie do esmalte

e compara-las com a estrutura do esmaite normal, nao irradiado.

Além disso, apos o processo de desmineralizagdo descrito na se¢ao

3.3, mais duas amostras de cada grupo foram aleatoriamente, escolhidas para

observagdo em MEV. O protocolo de preparo das amostras para estas

observagdes foi o seguinte:

1. Fixagao dos dentes em glutaraldeido 2,5%, por duas horas
2. Trés lavagens de 5 minutos cada, com Tampéo Fosfato 0,1 M

3. Desidratacao das amostras na seqiiéncia de aicoois:

e Alcool 30%, duas lavagens de 5 minutos
e Alcool 50%, duas lavagens de 5 minutos
e Alcool 70%, duas lavagens de 5 minutos

e Alcool 90%, duas lavagens de 5 minutos

Alcool 96%, duas lavagens de 5 minutos

o o b

Alcool absoluto, quatro lavagens de 5 minutos
Fixagdo em Hexametil-Disilazane (HMDS) por 20 minutos

Evaporagao do HMDS em capela por 2 horas

Depois de desidratadas as amostras foram coladas em stubs metalicos,

identificadas e cobertas por uma fina camada de ouro.
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4.6 Calculos de temperatura na superficie

Com intuito de estimar a temperatura produzida pelas irradiagées na

superficie do esmalte, foram feitos calculos utilizando a equagéao 6,

AT= E [ 6]
pAzc

onde, E é a energia depositada no tecido, p € densidade do esmalte = 2,9 g/cms,
A ¢ area da superficie, z é a profundidade de penetragéo da luz no tecido e ¢ &
capacidade térmica do esmalte = 0,75 J/g . °C %

Para os célculos, assumiu-se o coeficiente de absorgdo do esmalte
como sendo 825 cm™ para laser de CO, 10,6um e irradiagdo de pulso tnico com
0,3 ou 0,7 Jicm®. A profundidade de absorgao foi entdo calculada levando-se em

consideracéo a Lei de Beer-Lambert (Equacao 4).



5. RESULTADOS

5.1 Resultados anailise das concentragdes calcio e fosforo
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Os resultados, de contetido de caicio e fésforo liberados pelas 45

amostras de esmalte na solugdo desmineralizante, foram obtidos em microgramas

por mililitros (ug/ml) e representam uma média das trés leituras realizadas pelo

equipamento mais o desvio padrao (Tabela 5).

Tabela 5 — Médias (desvio-padrzo) das trés leituras de Ca e P (ung/ml) e razéo
Ca/P molar calculada por grupos.

Ciontrole Laser A LaserB
a za Razao
Ca P TEm| ca P Teae| ca P Cap
1 317.1 (4,3) 147,8(1,7) 1,66 |392,5(3,9) 1652(1,8) 1,84 |353,5(1,6) 1598 (1.0) 1,71
2 |318,8(3,1) 147,2(1,7) 1,94 |370,1(2,1) 158,3(1,5) 1,82 [302,6(1,4) 1389 (1,8) 1,83
3 |3145(3,4) 1482(1,5) 1,64 |330,5(1,8) 137,8(1,1) 1,86 |3557(18) 1594 0,7 173
4 |4053(3,5) 1855(1,8) 1,69 [413,0(2,5) 179,1(2,1) 179 |333,7(1,1) 1467 (0,4) 1,76
5 13525(0,9 1659(0,7) 165 |449,5(0,4) 1845(1,7) 1,89 }331,0(1,4) 146,8 (0,6) 1,75
6 |384,3(2,4) 180,3(0,7) 1,65 |446,3(1,3) 183,4(0,2) 1,89 |336,7(1.8) 1506 (0,8) 1,73
7 |395,0(3,5 1764 (0,2) 1,74 |338,6(1,6) 156,0(1,4) 1,68 {3153 (3,9 142,3(0,1) 1,72
8 |3358(3,1) 154,0(0,3) 1,69 |318,1(2,4) 134,7(1,2) 1,83 |307,7(1,8) 138,1 (1,0) 1,73
9 |3920(25 176,0(0,3) 1,73 |357,1(3,7) 154,0(1,9) 1,80 }316,3(2,9) 139,5(14) 1,76
10 |403,0(3,5) 184,3(2,4) 1,69 |327,5(2,9) 152,2(08) 1,67 |353,0(03) 1518 (1,4) 1,80
11 |401,3(3,4) 1849 (24) 1,68 |338,0(4,2) 150,0(1,7) 1,75 |3350(273) 160,0(1.4) 1,73
12 |401,7 (0,4) 187,1(29) 1,66 |409,1(3,8) 178,7 (1,7) 1,77 |332,5(2.5) 14453,2) 1,78
13 | 373,1(1,3) 168,1(1,0) 1,72 |359,5(2,5) 1586 (1,7) 1,76 |2651(2,9) 1140 (0,3) 1,80
14 |361,3(1,8) 162,6(0,3) 1,72 |377,6(3,1) 166,8(1.8) 1,75 {3616(3,3) 152,9(1,4) 1,83
15 |362,5(2,9) 1653 (1,5) 1,70 | 362,6 (17) 1626 (1,6) 1,73 |333,4(3,3) 1400 (1,3) 1,85
Média| 3679 168,9 1,70 3727 161,65 1,79 328,9 145,0 1,77
D.P. 33,5 14,6 0,07 417 15,3 0,07 249 11,0 0,05

A partir das médias de contetdo de céicio e fésforo obtidas, a relagao
entre esses dois elementos foi calculada. Todos estes dados foram entdo
submetidos a analise estatistica, que segue abaixo descrita.

5.1.1 Analise descritiva

Ha4, uma preocupagédo com a acuracia das medidas realizadas para
a contagem de calcio e fosforo (em pg/ml) nas unidades amostrais. Sendo assim,
temos nasFigura 7 e Figura 8 os graficos das médias das trés medicdes e seus
respectivos desvios-padrdo. Observa-se que a magnitude dos desvios das

medicdes é praticamente nulo, se comparado com a magnitude de variabilidade




dos dados, o que nos leva a concluir — embora por inspegéo grafica — que o
impacto da variabilidade das medigbes na variabilidade dos dados nao é

significante, ou seja, nao é significante a propagagdo de erros por conta da

sensibilidade do apareiho de medigao.
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Figura 7 - Grafico representando a média das trés medidas de célcio feitas em

cada amostra e seus respectivos desvios —padrao, para os trés grupos.
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Figura 8 - Grafico representando a média das trés medidas de fosforo feitas em
cada amostra e seus respectivos desvios —padrao, para os trés grupos.

Dessa forma, prosseguiu-se com as analises das médias das medigbes
e, para efeito de simplificacéo da escrita, suprimiremos o termo média quando nos
referirmos novamente as respostas envolvidas.

A Figura 9 representa os boxplots dos dados da quantidade de calcio
em pg/ml separados por grupos. Analogamente, os mesmos graficos para a
quantidade de fosforo e para a razéo molar Ca/P estéo representados nas Figura
10 e Figura 11. A Tabela 6 apresenta as estatisticas descritivas para as
respostas, separadas por grupos.
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Figura 9 — Gréfico representando a variagdo da medidas de calcio e a mediana de
cada grupo.
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Figura 10 - Grafico representando a variagdo da medidas de fésforo e a mediana
de cada grupo.
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- Figura 11 - Gréafico representando a variagdo dos valores calculados da razio
molar calcio e fésforo e da mediana de cada grupo.
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Tabela 6 — Estatisticas descritivas para as respostas Ca, P, Ca/P

Variavel Grupo N Média g:::gg Minimo Mediana Maximo
Controle 16 168,91 14,55 147,20 168,10 187,10
P Laser A 15 161,46 1526 134,70 158,60 184,50
Laser B 15 14502 11,04 114,00 146,70 159,80
Controle 15 367,88 33,47 314,50 373,10 405,30
Ca Laser A 15 372,70 41,70 318,10 362,60 449,50
Laser B 15 328,87 24,91 265,10 33340 361,60
Controle 15 1,70 0,07 1,64 1,69 1,74
Ca/lP Laser A 15 1,79 0,07 1,67 1,79 1,89
Laser B 15 1,77 0,05 1,71 1,76 1,85

Observa-se que, tanto para as respostas de calcio quanto para as
respostas de fosforo, o grupo que possui maior assimetria nos dados € o grupo
LaserA. Além disso, identifica-se, na Figura 10, uma unidade amostral com
quantidade de fésforo muito abaixo dos demais valores. Nos Anexos - A (Figura
22) esta o grafico com a dispersdo das respostas de calcio por fésforo, em que
observa-se que a medida em que a quantidade de fésforo aumenta, ha uma
tendéncia de aumento também na quantidade de calcio. O ponto com valor baixo
de fosforo foi identificado e percebe-se que seu correspondente valor para calcio
também foi baixo e que ele pertence ao grupo LB.

O impacto desse ponto foi observado em analise especifica (regressao
linear univariada) apenas com o carater descritivo. Com isso foi possivel observar
que as conclusdes, assim como as estimativas, sobre os parametros do modelo
nao sofrem alteragdes, com ou sem a unidade amostral discrepante (Anexos B -
Tabela 8 e Tabela 9, Figura 23 e Figura 24). Por esse motivo, optou-se pela nao
exclusao dos dados discrepantes.

Como introdugdo ao que sera feito na analise inferencial, foram
construidos graficos das médias de calcio e fosforo, com o intuito de comparar os

grupos, ainda que de forma descritiva (Figura 12).

.
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Figura 12 — Gréfico do comportamento das médias e desvios-padrao das leituras
de calcio e fésforo nos grupos.

Da Figura 12 vemos que a redugao de calcio no grupo LB sugere ser
estatisticamente diferente, o que aparentemente nao ocorre na quantidade de
fésforo. O comportamento das médias e desvios-padrao, com relagdo a razao
Ca/P podem ser observados na Figura 13 indicando que a quantidade
proporcional de calcio perdido, em relagdo ao fésforo, € menor, a medida que a

fluéncia do feixe aumenta.
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Figura 13 — Grafico das médias e desvios-padrao dos grupos para a razdo molar
Cal/P.

5.1.2 Analise Inferencial

As comparagdes entre as médias das respostas dos grupos foram feitas

com base em testes estatisticos paramétricos e com coeficiente de confiangca
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fixado em 95%. Para cada uma das respostas de calcio, fosforo e da razéo Ca/P
separadamente, foi utilizada a técnica de analise de varidncia univariada
homocedastica. A verificagdo da homocedasticidade dos valores se encontra
descrita nos anexos - Figura 25, Figura 26, Figura 27.

Os resultados dessa analise mostraram que houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos e estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Analises de variancia para o conteido de Ca e P medidos em ug/mi e
da razao Ca/P calculada.

GL Soma Quadrgdo E Niv_e!
' Quadrados Médio Descritivo
oo oo, 5 ERC e ows
FOSO0  poddwes 42 7omzs  see M4 <0001
CaP  povauos 42 o oooss T <000

Para verificagao da influéncia dos pontos discrepantes, observados na
analise descritiva, nos resuiltados também foi realizada uma andlise de variancia
removendo-se estes pontos (Anexos C - Tabela 10). Os resultados desta analise
mostraram as mesmas conclusdes da analise acima. Portanto, a remogéao das
observagdes discrepantes nao influencia na conclusao do teste.

Foi possivel observar, ao nivel de significancia 95% que ha diferencas
entre as respostas dos grupos Controle, LA e LB, nas respostas de quantidade de
célcio, quantidade de fosforo e razdo Ca/P. Comparando-se os grupos pelo teste
de Tukey, em nivel de 1% de significancia, verifica-se que, para as quantidades
de calcio e fosforo, a média das respostas do grupo LB séo estatisticamente
menores que dos demais grupos (p—valores 0,002 e <0,001), e entre os grupos
LA e controle néo existe diferenga significante. J& a comparagéo da razéo Ca/P,
revela que as médias dos grupos LA e LB s&o estatisticamente maiores que a do
grupo controle (p<, 0,01) ndo havendo diferenga significante entre os dois grupos
irradiados. Nas Figura 14 e Figura 15 sdo apresentados os contrastes para as

respostas de calcio e fésforo nos grupos.



Grupo N Média D.P.
Controle 15 367,88 33,46
Laser B 15 328,87 24,91
Laser A 15 372,67 41,72
Intervalos de Confianga individuais (95%)
(m===-- I )
(=== Fomm oo )
_______ e )
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Figura 14 — Intervalos de Confianga (95%) para as quantidade de calcio

Grupo N Média D.P.
Controle 15 168,91 14,55
Laser B 15 145,02 11,04
Laser A 15 161,46 15,26
Intervalos de Confianca individuais {95%)
(=—--- oo )
(=== Fmm—— )
(====- Fmmm )
144 156 168 180

Figura 15 — Intervalos de Confianga (95%) para as quantidade de fésforo
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5.2 Resultados Microscopia Eletronica de Varredura

5.2.1 Amostras Antes da Desmineralizagio

A analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), da superficie
de esmalte controle (nao irradiado), antes da desmineralizagao, mostra em menor
aumento (Figura 16-A) aparéncia caracteristica de esmalte lixado. Do lado
esquerdo, dessa mesma figura, é possivel observar uma faixa de esmalte nao
lixado devido a convexidade do dente. Em maior aumento, a area lixada, revela
somente grandes estriagdes, porém a area de esmalte natural, n3o lixado, (Figura
16-B) mostra caracteristicas inerentes ao tecido como irregularidades e pequenos
poros (menores que 2um), provenientes dos esforgos mecanicos e quimicos aos
quais os dentes sdo submetidos quando estdo em funcao.

As micrografias das superficies de esmalte irradiadas com 0,3 e 0,7
Jicm? em menor aumento (aumento original 20 x - Figura 16 - C e E) mostram
superficies lisas com auséncia de sinais de fusao, ablagdo ou trincas, indicando
que as alteragbes, provocadas pela irradiagdo com laser de CO,, foram bastante
discretas. Nestas imagens é possivel observar quase toda a area irradiada e,
portanto € interessante notar que as superficies se encontram bastante
homogéneas, inexistindo areas, visivelmente, mais afetadas do que outras, pela
irradiag&o. Em maior aumento, (aumento original 2000 x -Figura 16 — D e F) essas
superficies se mostram mais regulares e com maior oclusdo dos poros que a
superficie controle, nao irradiada.

Apesar de na micrografia da superficie irradiada com 0,3 J/cm?, na
Figura 16 -D, ser possivel observar que a superficie, de um modo geral, se
apresenta ligeiramente mais lisa que a irradiada com 0,7 J/cm? (Figura 16 —F),
existe pouca diferenca entre as alteragbes ocorridas nessas duas superficies.
Além disso, € possivel observar um padrdo bastante diferente das superficies
comumente observadas ap6s irradiagdo com laser em densidades de energia
mais altas (acima de 10 J/icm?) 299% 125,
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Figura 16 - Micrografias eletronicas de esmalte ndo irradiado e irradiado com /aser de
CO; 2=10,6um com fluéncias de 0,7 e 0,3 J/lcm?. As respectivas superficies se

mostram lisas, com pouca alteragdo em relagdo ao controle. Em maior
aumento, parece haver nas superficies
rugosidade do esmalte e maior oclusdo d
imadiagdo promoveu alteragées bastante

iradiadas uma diminuigdo da
0s microporos, indicando que a
discretas destas superficies. Na

micrografia A, % indica o esmalte lixado e [ indica esmalte natural, ndo

lixado.
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5.2.2 Amostras Apés a Desmineralizagdo

As micrografias eletronicas das amostras apods desmineralizagao
revelam padrdes diferentes de dissolugdo do esmalte. Nas superficies controle
(Figura 17 — A e B, Figura 18 - A e B) e irradiada com 0,3 J/cm? (Figura17 -Ce
D, Figura’ 18 — C e D) é nitido, um aumento da porosidade do esmalte e maior
dissolugéo dos prismas.

Porém, a superficie que se mostra, de modo geral, mais porosa é a do
esmalte néo irradiado (Figura 17 — A e B, Figura 18 e A e B). Na micrografia
eletrénica da Figura 17 —-B, o esmalte nao irradiado parece ter sofrido uma
dissolugao seletiva, levando a uma maior dissolucéo do centro do que da periferia
dos prismas e mais da dos espagcos intra do que interprismaticos. Na periferia dos
prismas, os cristais parecem preservar uma orientagcdo paralela, enquanto que
nos espagos interprismaticos eles se apresentam desorganizados.

Ainda com relagdo ao esmalte controle, as porosidades aparentemente
mais extensas observadas em menor aumento (Figura 18 — A), foram confirmadas
em maior aumento pela presenga de poros com mais de 5 um (Figura 18 -B).

As micrografias eletrénicas do esmalte irradiado .com 0,3 J/cm?
apresentam algumas &areas em que houve forte aumento de porosidades,
observado tanto em menor quanto em maior aumento (Figura 17 - C e D). Porém,
também apresentam dareas em que a dissolugdo foi mais discreta se
assemelhando ao padrdo de esmalte condicionado (para procedimentos
adesivos), apresentado dissolugdo mais superficial, maior no centro do que na
periferia dos prismas(Figura 18 C e D) .

O esmalte irradiado com 0,7 J/cm? revelou, em microscopia eletronica
de varredura, superficies menos porosas (Figura 17 E e F, Figura 18 E e F). Em
maior aumento, a micrografia eletrénica da Figura 17 F, mostra a presencga de
cristais em formato de agulha dispostos de maneira intercruzada, diferentes da
formagao caracteristica dos cristais de hidroxiapatita. As caracteristicas desses
cristais formados s&o muito semelhantes aos cristais de apatitas deficientes em
calcio e de fosfato de tricalcio na forma B (3-TCP)'. A presenca desses cristais
nao foi observada em todas as regides do esmalte irradiado com 0,7 J/cm?, como
pode ser observado na Figura 18 F. Porém a prevaléncia de uma superficie com
menos € menores porosidades, se manteve.
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Figura 17 - Micrografias eletrénicas de esmalte ndo iradiado e irradiado com faser de

CO; 24=10,6um com fluéncias de 0,7 e 0,3 Jicm?, apds desmineralizacdo em
acetato tamp&o. As superficies controle e irradiada com 0,3 J/cm? apresentam
nitidamente um aumento da porosidade do esmalte e maior dissolugdo dos
prismas de esmalte. Na superficie irradiada com 0,7 J/cm? a dissolugio dos
cristais se mostra mais branda e com poucas porosidades, porém
apresentando aparentemente a formacgdo de cristais de apatitas deficientes
em calcio ou de B-TCP(seta).
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Aumento Original 500 X Aumento Original 5000 X

roIe

Controle

Laser A - 0,3 Jlcm?® Laser A - 0,3 J/icm?

Figura 18 — Micrografias eletrénicas de esmalte n&o irradiado e irradiado com faser de
CO; A=10,6um com fluéncias de 0,7 e 0,3 J/cm?, apds desmineralizagado
em acetato tamp&o. A superficie controle se mostra bastante porosa com
poros maiores que 5um. O esmalte irradiado com 0,3 J/cm? apresenta
padrao caracteristico de maior dissolugdo do centro dos prismas. Na
micrografia B a seta indica a periferia dos prismas preservada. No esmalte
iradiado com 0,7 J/cm® (E), observa-se novamente superficie menos
poros, porém, em maior aumento (F), esta regido nio revela ocorréncia de
cristais como pdde ser observado na Figura 17 F.
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5.3 Resultados das estimativas de temperatura de superficie

As temperaturas de superficie calculadas para um pulso nas duas
condigbes de irradiagdo, em fungdo da profundidade de penetragdo da luz no

tecido foram plotadas em um gréfico (Figura 19).
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'\ —=—Laser B - 0,7 Jicn?
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A
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i 0 ) 3 i i i i
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Temperaturas {°C)

Figura 19 - Temperaturas calculadas em fungdo da profundidade de penetragéo
da luz no tecido, assumindo o = 825 cm™ para laser de\COZ 10,6um,
em irradiagbes de pulso unico com 0,3 (laser A) e 0,7 Jicm? (laser B) .
A faixa destacada em azul compreende as temperaturas relacionadas

a perda de carbonato da estrutura do esmalte.

O aumento de temperatura 2 mm abaixo da superficie também foi
estimado e foi de aproximadamente 0,7 °C e 1,5 °C para as irradiagdes com 0,3 e
0,7 Jlcm? respectivamente. Portanto, estima-se que a temperatura na polpa tenha
se mantido em niveis seguros (<5,5°C)%®.

Toa"% Y 3 P
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6. DISCUSSAO

Diversos estudos tém utilizado dentes bovinos em simulagao de caries,
in vitro.- As vantagens observadas na utilizagdo destes sdo a possibilidade de
obtencdo de maiores areas planas de esmalte e a maior disponibilidade dos
mesmos em relacdo aos dentes humanos. Além disso, estes dentes apresentam
estrutura e propriedades Opticas bastante semelhantes aos seus similares

humanos % 117,118

Porém, deve-se observar que, apesar do mecanismo de formacdo de
céries ser 0 mesmo, a taxa de progressdo das desmineralizagdes é
comprovadamente maior ''°. Por essa razdo, o protocolo de desmineralizagéo
estabelecido para dentes humanos'?, testado em estudo piloto com dentes
bovinos (Apéndices A - Figura 21), provocou desmineralizagbes excessivas e,

portanto precisou ser substituido por um mais adequado indicado pela literatura

recente'?

O fator determinante, da maior velocidade de progresséo das lesdes em
esmalte bovino, parece ser o maior volume de poros presentes na juncdo dos
prismas. Isso porque, nestes dentes, o espago interprisméatico (outra érea
sugerida como caminho para desmineralizagdo) ap{esenta grande concentragéo
de prismas e os cristais se mostram agrupados de forma tdo densa quanto no
corpo dos mesmos '8,

No processo de desmineralizagdo dos dentes utilizado, com intuito de
se produzir lesdes de carie artificiais, semelhantes as que ocorrem in vivo, foi
utilizado acetato tamp&o. Essa solugdo apresenta em sua composigdo &cido
acético, que é um dos trés principais acidos produzidos pela placa cariogénica e
portanto tende a preservar o padrdo de desmineralizacdo desejado 53,55

Segundo dados da literatura, o acetato tampao (0,1 mol/l) em pH=4,5
produz, apés 24 horas de desmineralizacdo, lesdes de subsuperficie com
profundidade entre 50 e 100 um, no esmalte humano >3. Como no esmalte bovino
a progressdo das lesdes é cerca de trés vezes mais rapida, é provavel que as
lesbes formadas, no presente trabalho, sejam da ordem de 150-300um de

profundidade, apesar de nao terem sido medidas ''°.
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Os resultados de menor desmineralizagdo do esmalte observados neste
estudo sugerem um efeito benéfico do /aser de CO2 (A= 10,6um — pulsado,
largura temporal = 100 ps) na prevencdo de caries, de forma similar a outros
estudos utilizando-se outras metodologias * % % % Um dos parametros /aser
testados foi capaz de diminuir a perda de ions calcio e fosforo, do dente, na
presenca de solugéo acida, apesar da redugdo ter sido de apenas 10% para o
calcio e 14% para o fésforo.

Os recentes estudos avaliando a perda de mineral de esmalte irradiado
por laser de CO; também observaram redugdo da desmineralizagdo ap6s
irradiag&o, apesar das fluéncias utilizadas ndo terem sido mencionadas. Além
disso, estes utilizaram os /asers operando no modo continuo, o que in vivo, pode
trazer complicagbes devido ao maior risco de elevagédo da temperatura pulpar "
92,93 .

Estudo utilizando um /aser de CO, com mesmo comprimento de onda e
mesmo modo de operagdo utilizados no presente trabalho, porém com uma
densidade de energia muito superior, cerca de 83,33 J/cm?, demonstrou, no grupo
irradiado com /aser, uma redugao significativa tanto no contetido caicio quanto na
profundidade de lesdo formada. A reducdo média do conteldo de calcio
dissolvido foi de 12,6% e de profundidade de lesdo foi de 46,1%, ambos em
relacdo ao grupo controle. Porém, apesar de ter sido alcangada uma menor
desmineralizag&o do esmalte no grupo tratado com /aser, os parametros utilizados
revelaram em microscopia, sinais de ablagdo do tecido, efeito indesejado quando
se pensa em prevengao de cérie e, portanto, preservagao de estrutura intacta '%.

A ocorréncia da diminuigédo da solubilidade, somente em um dos grupos
tratados com /aser, parece estar relacionada a maior densidade de energia e
targura de pulso (0,7 Jlcm?® e 100 ps, respectivamente) utilizadas neste grupo.
Tem sido demonstrado que o aumento da densidade de energia até o limiar de
ablag&o (~8J/cm?)'? aumenta a temperatura de superficie e a inibigio de céries
112,28

Além disso, pulsos mais longos (até 100us), apesar de proporcionarem
temperatura pico menor, fazem com que a temperatura permanega por mais
tempo em um patamar alto (entre 400 e 1200°C) interessante para a perda de

carbonato. Neste caso, também o calor e os efeitos decorrentes, se estendem a
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uma profundidade maior (maximo 20um), o que pode aumentar a faixa de esmalte
modificada e, possivelmente, a resisténcia a dissolugéo acida. No entanto, pulsos
mais longos, muito acima do tempo de relaxamento térmico do esmalte (maiores
que 100 ps) tendem a aumentar o calor residual no tecido, o que pode ser danoso
caso este aquecimento se difunda até a polpa. A amplitude dos picos de
temperatura atingidos também parece aumentar com o aumento de pulsos
incidentes, no mesmo local da amostra '2 1%,

Apesar do aumento de temperatura na superficie, medido com este
comprimento de onda em outros estudos, chegar a ultrapassar por alguns
instantes o ponto de fusdo da hidroxiapatita (1200°C), a temperatura meédia fica
abaixo deste ponto e o aumento de temperatura na polpa se mantém dentro dos
limites seguros '°. Isto acontece, pois este comprimento de onda é altamente
absorvido pela hidroxiapatita, fazendo com que as camadas superficiais (12um -
profundidade de absorgdo para o CO; 10,6um %) absorvam a maior parte da
energia proveniente do feixe e também porque este aquecimento ocorre apenas
em pequenas fragdes de segundos, permitindo assim o relaxamento térmico da
estrutura '%.

Muito embora, o mecanismo pelo qual o /aser promove aumento da
resisténcia acida do esmalte dental ndo esteja completamente claro, a teoria mais
aceita atualmente, relaciona os efeitos do /aser, aos ocorridos quando do
aquecimento do esmaite por outros métodos.

O que acontece € que com 0 aquecimento do esmalte a temperaturas
em torno de 400°C tem inicio da perda de carbonato presente na hidroxiapatita, e
ao atingirem-se temperaturas acima de 800°C este composto pode ser totaimente
eliminado da estrutura 2'© %, A perda de carbonato tende a tornar o esmaite
menos soltvel, devido a formagdo de cristais maiores e mais estaveis
quimicamente®” '®. Como foi mencionado anteriormente, temperaturas dessa
ordem ou mesmo maiores, s3o facilmente atingidas com a irradiagdo com /aser de
CO., mesmo em baixas fluéncias (<4 Jicm?)*.

A estimativa das temperaturas atingidas na superficie do esmalte
irradiado, mostraram que o grupo que apresentou maior redugéo da solubilidade
acida do esmaite foi também o que apresentou maior aumento de temperatura e

temperaturas na faixa interessante para perda de carbonato, entre 400 e 1200°C
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(Figura 19). Ja a estimativa do aumento de temperatura 2 mm abaixo da
superficie foi de apenas 0,7 °C e 1,5 °C para as irradiagdes de pulso Gnico com
0,3 e 0,7 Jicm? respectivamente. Portanto, estima-se que a temperatura na polpa
tenha se mantido em niveis seguros (<2,2 °C).

Os lasers de CO, emitem em diversos comprimentos de onda, porém
os principais séo 9,3; 9,6; 10,3; 10,6 um. Os comprimentos de 9,3 e 9,6 um séo os
absorvidos em maior intensidade pelo esmalte. Porém, apesar do coeficiente de
absorcdo em A=9,6um ser cerca de dez vezes maior que em A=10.6um, Zuerlein
e colaboradores (1999) utilizando espectrémetro de transformada de Fourier
observaram maior perda de carbonato no esmailte irradiado com /aser de CO;
emitindo em 10.6um. Isso se deu, provaveimente devido a irradiagdo neste
comprimento de onda ter mantido a temperatura de superficie acima do ponto de
fusdo da hidroxiapatita por mais tempo. Ao contrério da irradiagéo em 9.6 pm que
promoveu um aumento inicial cerca de duas vezes maior (~ 2400°C), mas que
decaiu para temperaturas abaixo do ponto de fus&o em menos de 15us %

Neste trabalho o aumento da relaggo Ca/P medido nos dois grupos
tratados com /aser, se deu de forma diferente nos dois grupos. No grupo irradiado
com 0,7 J/cm? houve uma diminuigio maior do contetdo de fosforo do que 0 de
calcio em relagéo ao controle. No grupo irradiado com 0,3 Jicm? o aumento maior
da relagdo Ca/P, apesar de n&o ter sido estatisticamente diferente do grupo
anterior, se deu por ter ocorrido tanto um aumento na quantidade de calcio, como
uma diminuicdo na quantidade fosforo perdido em relagéo ao controle.

Como o grupo irradiado com a menor fluéncia néo apresentou diferenca
significante em relag&o ao controle, quando comparadas, separadamente, as
medidas de calcio e fésforo presentes na solugdo, a relagdo Ca/P
estatisticamente maior provavelmente se deve ao comportamento inverso do
contetido de calcio (+1,3%) e de fosforo (- 4%) neste grupo. No grupo irradiado
com a maior fludncia houve uma menor perda de célcio (-10,6%) em relagéo a
perda de fosforo (-14,4%).

No entanto, as variagdes encontradas na razdo Ca/P (molar) neste
estudo (1,7 a 1,8) variaram dentro de valores bastante préximos e dentro dos
valores comumente encontrados na literatura, para a razéo molar de diversas

apatitas biolégicas o que indica que houve desmineralizagéo destes compostos,
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porém n&o permite identificagdo exata de quais cristais de apatita permaneceram
no esmaite "3,

As imagens feitas através de microscopia eletrénica de varredura
revelaram auséncia de sinais de fusdo, ablagdo ou microfissuras nas amostras
tratadas com /aser. Nos dois parémetros de irradiacdo /aser testados, as
superficies se apresentaram bastante regulares e muito semelhantes ao esmalte
n&o irradiado. Porém, no grupo irradiado com 0,7 J/cm? algumas amostras
apresentavam, a olho nu, ligeiros escurecimentos do tecido indicando perda de
compostos organicos, mudanga no indice de refragéo e eventual carbonizagdo
(Figura 16 E e F).

Apesar das poucas alteragdes morfolégicas da superficie, a irradiagéo
com 0,7 Jlecm?, foi capaz de provocar reducdo da desmineralizagdo do esmalte, o
que se comprovou morfologicamente pela presenga de menos porosidades na
superficie apds a desmineralizagao (Figura 17- E e F, Figura 18 - E e F). Estes
resultados esté&o de acordo com outro trabalho da literatura, em que nas amostras
irradiadas com o comprimento de onda de 10,6 um (12 J/icm? que nao
apresentavam, em MEV, alteragbes de superficie tais como fusdo e
resolidificagio, houve uma alta porcentagem de inibicdo de caries de 60 a 86%.
Ja nas irradiadas com 9,6um (5 Jlcm?), que apresentaram em MEV, sinais de
fusdo, houve uma inibicéo de apenas 47-59% .

O aspecto do esmalte natural, ndo irradiado e néo lixado (Figura 16-A e
B) é semelhante ao observado por outros autores 32 124125 A desmineralizacao
das amostras irradiadas com 0,3 J/cm? ocorreu de duas formas diferentes. Em
algumas regibes, apresentando uma desmineralizagdo acentuada, com presenca
de muitas porosidades (Figura 17 C e D) e, em outras (Figura 18 C e D), apenas
uma desmineralizag&o parcial, com dissolugdo seletiva do centro dos prismas.
Esses padrées de desmineralizagdo podem ser comumente observados na
literatura, sendo que, o ultimo, reflete o padrdo de desmineralizagbes mais
brandas, como as observadas em condicionamento de esmalte com finalidade
adesiva, ou preparagdes especificas para observagdo dos prismas 5" 1% 1%,
Nesta regido é provavel que, devido a distribuicdo desigual de energia no feixe, o
laser tenha interagido mais com o tecido e, portanto, o esmalte se apresentou
mais resistente a desmineralizagéo.
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O surgimento de cristais em formato de agulha, como mostrado na
Figura 17-F pdde ser observado também por Malmstrém e colaboradores (2001),
ap6s irradiagbes de 2,6 Jicm? 200ps e 200 Hz de 0,5 s de duragéo. Os cristais
também apareceram em aumento original de 5.000 x e puderam ser encontrados
tanto em esmalte oclusal quanto apical e em dentina. Porém, as amostras de
esmalte nao foram desmineralizadas, apenas irradiadas com /aser de CO», o que
poderia indicar que a formagao destes cristais seja um efeito do /aser 128

A estrutura desses cristais formados, nas amostras irradiadas com 0,7
Jicm® ap6s desmineralizagdo, se assemelha bastante & observada nas apatitas
sintéticas deficientes em caélcio (cristais intercruzados em formato de aguiha -
Figura 20-A) e ao fosfato de tricaicio na forma B (B-TCP) *'. As apatitas
deficientes em calcio apresentam grande variabilidade na sua razdo molar Ca/P,

(entre 1,21- 1,64) e a sua estrutura pode ser representada pela seguinte férmula:

Caiox (HPO4)x (PO4)ex(OH)2x (7

O cristal de B-TCP geralmente se forma no esmalte aquecido a
aproximadamente 600°C, apresenta uma relagdo Ca/P molar de 1,5 e pode se
formar como resultado da pirdlise (decomposigdo térmica) de apatitas deficientes

em calcio. A estrutura do B-TCP € representada pela formula:

B - Cas(PO4)2 [8]

O processo de desmineralizagio e remineralizagéo do esmalte pode ser
regulado por muitos fatores, entre eles as propriedades fisicas e quimicas de sua
fase mineral. Neste sentido, quanto maior o produto de solubilidade dos minerais
presentes no esmalte, maior sera a sua dissolugdo acida'®. Os cristais de p-TCP
apresentam um produto de solubilidade préximo ao da hidroxiapatita sintética, em
torno de 3,6 x10™® que é menor que o do esmalte natural (produto de solubilidade
= 55 x10%) '™ Sendo assim, na presengca de B-TCP o processo de
desmineralizagdo tem inicio apenas em presenga de pH mais acido do que ©

necessario para desmineralizagao do esmalte natural'®. Dessa forma, a formag&o

COMISSAO NACICISL DX 21236k KUCLEAR/SP-IFERG
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destes cristais também sob o aspecto quimico esta fortemente relacionada a uma
menor solubilidade do esmalte frente aos acidos.

Figura 20 - A-Micrografia de apatita deficiente em calcio produzida
sinteticamente, mostrando cristais em formato de agulha e com
disposigdo intercruzada, produzida por LeGEROS, 1991 3'. B-
Microscopia eletrénica de alta resolugdo, mostrando
desmineralizagdo e remineralizacdo de cristais de esmalte,
ocorrendo no mesmo campo de observacdo. Podem ser
observados muitos pequenos cristais recém-formados (indicados
por A) e centro de cristais, inicialmente dissolvidos, sendo
restaurados (indicados por =»), nas proximidades de cristais
desmineralizados (indicados por =). Os asteriscos indicam areas
completamente desmineralizadas, com auséncia de cristais.
Micrografia realizada por YANAGISAWA e MIAKE, 2003 '%,

Porém, é sabido que durante o processo de remineralizacéo de lesdes
cariosas pode haver crescimento de cristais, por pelo menos trés maneiras.
Recentemente, foi demonstrado que esse crescimento de cristais pode ser
observado mesmo em amostras de esmalte, sofrendo desmineralizagdo (solugéo
de acido acético, pH=4,0), para produgdo de céries artificiais (Figura 20 — B). Os
cristais resistentes produzidos em simulagdes de céries, assim como os cristais
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produzidos na desmineralizagdo natural do esmailte, sdo mais espessos e mais
extensos do que os cristais de esmalte sadio .

A remineralizagio dos cristais de esmalte requer um aporte de ions
célcio e fésforo, normalmente provenientes da saliva. No entanto, em lesGes
artificiais, esses ions necessarios, s&o supridos ndo pelo ambiente externo, mas
sim pelos fons célcio e fosforo liberados na desmineralizagao %'

Essas recentes descobertas, também podem explicar a presenga
dessas formacdes cristalinas, caracteristicas de apatitas deficientes em céicio e -
TCP, que puderam ser observadas nas amostras irradiadas com 0,7J/cm? (Figura
18-F), e também a estrutura cristalina observada ao redor das grandes
desmineralizagbes do esmalte controle.

Os resultados deste trabalho, parecem indicar que o aumento da
resisténcia acida do esmalte, ap6s irradiagdo com /aser, esteja mais relacionado
com perda de carbonato, transformagbées de fase ou alteracdes na matriz
organica do que com alteragdes de superficie do tipo fusdo % %,

No grupo LB, tanto a maior densidade de energia, quanto a maior
largura de pulso podem ter contribuido para a maior resisténcia do esmalte a
solubilidade acida. Apesar deste grupo também apresentar uma menor
frequéncia, esta parece estar dentro de um valor razoavel, visto que os melhores
efeitos neste grupo ndo foram inibidos, com a utilizagéo deste parametro.

No entanto estes resuitados devem ser interpretados com cautela e
nenhuma variavel pode ser considerada, por si s6, responsavel pela menor
desmineralizag&o, ocorrida no grupo LB. Para que os efeitos de cada variavel
possam ser melhor observados, novas condigdes precisam ser testadas,
variando-se apenas um dos parametros e avaliando seu efeito na inibigdo de
caries.

Como a largura de pulso utilizada neste grupo estd mais proxima do
tempo de relaxamento térmico do tecido (~ 80us), inicialmente esta poderia ser
uma das varidveis fixada para permitir a observagdo do comportamento das
demais.

A escolha dos parametros utilizados nesta dissertacdo foi feita
observando-se os parametros relacionados aos melhores efeitos de redugdo de

solubilidade do esmalte observados na literatura 2 1!,
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O parametro que apresentou o melhor resultado (0,7 Jicm? de
densidade de energia, 100us de largura de pulso e 74 Hz de frequéncia) parece
apresentar uma possivel indicagdo clinica, pois além de reduzir a susceptibilidade
do esmalte a desmineralizagéo, apresentou superficie livre de sinais de ablagao,
‘fusao ou trincas.

Atualmente, existem diversos estudos avaliando o potencial dos /asers
de CO; pulsados para prevencéo de céries, porém o efeito das muitas variagdes
possiveis dentro dos parametros de irradiagéo e da sua associagao com o fitior
ainda n&o foram completamente explorados. Novas condigdes de irradiagéo
devem ser testadas assim como seus efeitos na a elevagéo da temperatura pulpar
e no conteudo mineral do esmalte. Além disso, os efeitos da interacdo desta luz
com o tecido ainda precisam ser aprofundados, para que fique clara a auséncia
de efeitos deletérios, tais como trincas de subsuperficie, que possam ser
incongruentes com uma aplicagdo em prevengéo de lesdes cariosas.

Portanto, novos estudos devem ter como foco os parémetros de
emiss&o do /aser e a observagdo mais aprofundada do tecido irradiado, a fim de
se estabelecer um protocolo que possa ser testado clinicamente com resultado

eficiente e, ao mesmo tempo, seguro.
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7. CONCLUSOES

A seguinte conclusdo pode ser feita a partir deste estudo:

A irradiagdo com /aser de CO2 emitindo em 10,6 um com 0,7 Jicm? de
densidade de energia, 100us de largura de pulso e 74 Hz de frequéncia é capaz

de diminuir a solubilidade acida do esmalte dental bovino.

COMISSAO MACIONAL DX ENZRGIA KUCLEAR/SP-EERE)
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APENDICE A — Microscopia de luz polarizada de esmaite bovino

Figura 21 — Amostras de esmalte bovino vistas em microscopia de luz polarizada,
revelando que o protocolo de desmineralizagdo comumente utilizado em
dentes humanos %, produz nestes dentes perda de superficie de esmalte
intacta e cavitagdo. Portanto, inviabilizando a sua utilizagdo para
observacéo de lesbes de cérie incipientes ou de subsuperficie.




70

ANEXO A - Gréfico da dispersao das leituras de calcio e fosforo.
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Figura 22 — Grafico da disperséo das leituras de célcio e fésforo dissolvidos na solugéo

desmineralizante, em que observa-se que a medida que a quantidade de
fosforo aumenta também ha uma tendéncia no aumento das medidas de
calcio.
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Tabela 8 — Regressdes lineares ajustadas para quantidade de Calcio em fungdo da
quantidade de fosforo

. . Nivel
Coeficiente Desvio Padrao T Descritivo
Regressao 1 Constante 13,909 19,560 0,711 0,481

Fésforo 2,162 0,123 17,610 <0,01
Regresséo 2 Constante 10,4898 21,7133 0,483 0,632
Fésforo 2,1826 0,1355 16,104 <0,001
Regresséo 3 Constante 40,7124 18,4866 2,202 0,0335
Fésforo 1,9809 0,1163 17,036 <0,001
Tabela 9 — Identificag@o dos pontos influente e de alavanca
Obs P Ca Ajustado Erro Padrao Residuo
28 114 265,1 260,35 5,83 4,75 *
35 185 4495 412,76 3,79 36,74 R
36 183 446,3 410,38 3,68 35,92 R
*: Ponto supostamente influente
R: Pontos supostamente de alavanca
QéficodeOspersao GaxP Regressao Cax P
1 Pt N
40 ¢ 8 (184,5.449,5)
- 7] @
¢ s T mpee
‘ .
. Y
e — .I. ‘ l'-
RS LAL 8
LI LY
)

Figura 23 - Diagrama de dispers3o das
médias de célcio e fosforo

dos pontos das trés regressoes.

Figura 24 - Representacgio grafica do ajuste
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ANEXO C - Analise estatistica removendo-se pontos discrepantes

Tabela 10 — Analises de variancia para calcio e fésforo removendo as observagdes
influente (2) e influente e de alavanca (3), mostrando que as observagdes
discrepantes néo influenciam na concluséo do teste.

G.L. Soma Quadrado F Nivel

Quadrados Médio Descritivo
a2 . & 12;3‘2’;3 ?ggg:g 6,064 0,005
Cas R(e;sriliiﬁ):(z)s 329 391436245,60 %332,'23 5,892 0,006
P2 posies ggg?:g 11?3?233 10,368  <0,001
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