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RESUMO

RAUCCI-NETO W. Analise da alteracdo de temperatura no preparo cavitario e
eficiéncia na remocédo de tecido cariado com Er:YAG. 2009. 82 p. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao

Paulo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a alteragdo de temperatura durante preparo
cavitario em dentina cariada e higida e a eficiéncia na remocgéo de tecido cariado
com Er:YAG. Foram utilizados 30 terceiros molares humanos higidos, doados pelo
Banco de Dentes da FORP-USP, os quais tiveram suas raizes removidas e as
coroas seccionadas, obtendo-se 60 fragmentos de 2,5mm de espessura. Os
espécimes foram divididos em 2 grupos (n=30): dentina cariada e dentina higida
(controle) e em 3 subgrupos (n=10), de acordo com as frequéncias de laser
aplicadas (4, 6 e 10Hz). Foi empregada energia constante de 200mJ no modo nao-
contato, focado e sob refrigeracdo. A indugdo das lesbes artificiais de carie foi
realizada pelo modelo bacteriano, no qual foram utilizadas cepas de Streptococcus
mutans. O registro da temperatura foi realizado antes do inicio da irradiagdo, apos
10 segundos e ao final do preparo. Apos este procedimento, os fragmentos foram
analisados por DIAGNOdent® e microscopia optica de luz, utilizando-se o software
Axio Vision 4.3 LE, para quantificar a remog¢ao de dentina cariada. Para a analise
morfologica, 5 espécimes de cada grupo foram aleatoriamente selecionados e
preparados para microscopia eletrénica de varredura. Os dados foram submetidos a
Anadlise de Variancia a=5% e, quando apropriado, ao teste de Fisher. Os resultados

mostraram que todas as frequéncias do laser Er:YAG promoveram aumento gradual
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e significante da temperatura durante o preparo cavitario, independente do
substrato. Com relagao as frequéncias de laser empregadas, observou-se que
apenas a de 10Hz promoveu aumento diferencial de temperatura, sendo observado
neste subgrupo o maior acumulo de calor, em ambos os substratos. A analise por
Diagnodent® revelou que a remocdo de tecido cariado foi semelhante entre os
subgrupos de 4 e 6Hz, e maior no de 10Hz. Contudo, por microscopia 6ptica de luz,
os subgrupos de 6 e 10Hz foram estatisticamente iguais e o de 4Hz apresentou os
menores valores de remocdo de tecido cariado. A avaliagdo morfolégica da
superficie e subsuperficie dos espécimes revelou a presenca de tecido dentinario
desmineralizado em todos os subgrupos estudados. Contudo, em preparos
realizados com 4Hz, foi observado que a dentina cariada remanescente apresentava
sua estrutura colagena desnaturada. Assim, conclui-se que o aumento da freqténcia
do laser Er:YAG promove aumento gradativo e significante da temperatura em
funcdo do tempo, independentemente do substrato, ndo atingindo niveis nocivos ao
tecido pulpar e uma ablacdo mais eficiente do tecido dentinario cariado e que a
irradiacao do tecido dentinario cariado resulta em uma superficie mais uniforme em

relacédo ao tecido dentinario higido.

Palavras-Chave: Remocao de carie, Laser Er:YAG, Alteracao térmica.
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ABSTRACT

RAUCCI-NETO W. Assessment of thermal alteration during cavity preparation
and caries removal efficiency using Er:YAG laser. 2009. 82 p. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao

Paulo.

The aim of this study was to evaluate the thermal alterations during cavity
preparation with sound and caries dentin and dentin caries removal efficiency using
Er:YAG laser. Thirty humans molars, donated by FORP-USP Teeth Bank, had the
root removed and the crown sectioned getting sixty fragments with 2.5-mm thick. The
fragments were assigned into two groups (n=30): artificial dentin caries and sound
dentin (control group) and 3 subgroups (n=10), according to the irradiation frequency
used (4, 6, or 10Hz) at a constant energy level of 200mJ, focused-mode and under
refrigeration. The artificial caries lesion was obtained by the bacterial model with was
used Streptococcus mutans. Before irradiation, a thermocouple, adapted to the tooth
fragment, recorded the initial temperature value (°C); then, the temperature was
measured at every 10s during irradiation and after finishing irradiation. A caries
detection system (DIAGNOdent™) and a light microscopy software (Axion Vision™)
was employed to evaluate the demineralized dentin removal. The morphologic
analyses used 5 fragments randomly selected from each group and processed for
the accomplishment scanning electron microscope. Data were analyzed by ANOVA
and Fisher’s tests (0=5%). The results revealed that the temperature increased
gradually over time for all groups, independent the type of substrate. Concerning the

frequencies it was observed that irradiation with 10Hz promoted the highest
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temperature values for both substrates and it was statistical different of remaining
frequencies. The caries detection system revealed that the caries removal was
similar with 4 and 6Hz, and was superior with 10Hz. However with the light
microscopy software the frequency the caries removal was similar with 6 and 10Hz
and the frequency of 4Hz presented the lowest caries removal values. The surface
and subsurface morphologic analyses revealed the presence of demineralized dentin
in all frequencies studied. However in the preparation carried through with 4Hz, the
remaining dentine beyond demineralized, presented its collagen structure
disorganized. It can be concluded by the present study that the Er:-YAG laser
frequency increase provides a higher temperature increase for sound and caries
dentin, however without reaching harmful levels to the dental pulp, as well a greater
caries dentin removal and the caries dentin irradiation provides a regular surface

compared with sound dentin.

Key-words: Thermal alteration, Caries removal, Er:YAG laser.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem sido crescente a preocupacao dos profissionais da
saude em preservar as estruturas biolégicas, assim como suas funcoes
(MURDOCH-KINCH; MCLEAN, 2003). Na odontologia, esse principio deu origem a
Odontologia Minimamente Invasiva, que consiste em uma filosofia de tratamento
cujo objetivo é preservar a estrutura dental, mantendo sua saulde, integridade e
funcdo (CHALMERS, 2006; MURDOCH-KINCH; MCLEAN, 2003).

Para atingir esse conceito, a Odontologia passou por uma mudanca de
filosofias de tratamento ao longo do tempo, evoluindo de um pensamento
experimental, ou empirico, para conceitos baseados em evidéncias clinicas e
cientificas (CHALMERS, 2006). A partir dos estudos de Black, no inicio do século
XX, 0 empirismo comecgou a ser substituido por principios baseados no cientificismo
(TYAS et al., 2000, CHALMERS, 2006). A filosofia de tratamento proposta por Black
envolvia a confeccdo de preparos cavitarios de acordo com a necessidade de
retencdo dos materiais disponiveis na época, como 0 amalgama e o cimento de
silicato, sem considerar o desenvolvimento da doenca carie e sua interacdo com 0s
tecidos (MOUNT, 2007).

Somente a partir da década de 70, passou-se a praticar uma filosofia de
tratamento baseada na preservacdo da estrutura dental, em funcdo do
desenvolvimento de novos materiais restauradores e da compreensao da doenca
carie (TANNER, 1970; MONDELLI et al., 1972; JACOBSEN; ROBINSON, 1980;

PICKARD, 1980). Através destes estudos, foi constatado que a remocao de tecido
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dental leva ao enfraquecimento desta estrutura e, associado a falta de materiais
restauradores adesivos, culminava em uma alta incidéncia de fraturas dentais e das
restauracdes (CHALMERS, 2006). Estes fatores promoviam o0 aumento da
substituicdo de restauracdes, que por sua vez acabavam exigindo novo desgaste de
estrutura dental, formando assim o ciclo restaurador repetitivo (CHALMERS, 2006).

A lesédo de cérie se forma por um processo dinamico, que ocorre através do
biofilme formado na superficie dental (PITTS, 2004). A metabolizacdo de acgucares
por microrganismos do biofilme leva a producdo de acidos, que promovem uma
flutuacéo do pH. Esta flutuacdo pode acontecer a qualquer hora do dia ou da noite, e
suas consequéncias podem ser observadas em niveis quimicos e/ou ultraestruturais
(subclinicos), até que a perda constante de mineral com a dissolucédo dos tecidos
dentais resulte em uma lesdo clinicamente visivel (KIDD; FEJERSKOV, 2004;
FEJERSKOV, 2004; PITTS, 2004).

A alta cariogenicidade da espécie Streptococcus mutans € amplamente
conhecida na literatura, e suas caracteristicas incluem acidogenicidade, potencial
acidurico e uma alta capacidade de adesado e reorganizacdo na superficie dental,
através da sintese de polissacarideos extracelulares provenientes da fermentacao
da sacarose (WRIGHT et al., 2002; ARANIBAR et al., 2003; BANAS, 2004; LEMOS;
BURNE, 2008). Este microrganismo também se utiliza da sacarose para produzir
glucanos, principalmente dextrano e mutano, que séo responsaveis pela sintese de
polissacarideos intracelulares e pela adesdo a superficie dental (WRIGHT et al.,
2002).

Lesdes iniciais em esmalte visiveis clinicamente (lesbes de mancha branca)
formam-se apos duas semanas de exposicao a um biofilme intacto e sdo facilmente

identificadas apdés a secagem da regido afetada (KIDD; FEJERSKOV, 2004). Em
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estagios mais avancados, pode ocorrer a formacdo de uma cavidade, sendo que
neste momento o biofilme acumulado ndo pode ser mais removido pela escovacgao
(PITTS, 2004). Se o processo nao for interrompido neste estagio, a lesdo entrara em
um estagio de franca progresséo, atingindo rapidamente o complexo dentino-pulpar
(KIDD; FEJERSKOQV, 2004).

A dentistica operatoria tem um papel importante no controle da carie, pois, ao
realizar preparos cavitarios e restauracOes, restabelece a integridade da estrutura
dental, proporcionando ao paciente condi¢cdes para reduzir ou paralisar a progressao
da lesdo através de uma higienizacdo eficiente (KIDD; FEJERSKOV, 2004).
Entretanto, existem divergéncias na literatura com relacdo a remocdo da dentina
cariada, uma vez que, atualmente, a necessidade da remocéo da totalidade deste
tecido é questionada (KIDD, 2004; PADICK et al., 2005).

Segundo Kubori, Ohghusi e Fusayama (1977), a dentina cariada apresenta
duas camadas. A camada mais externa, ou dentina infectada, € macia, contaminada
por bactérias e apresenta matriz colagena necrotica, desorganizada e nao passivel
de remineralizacdo, uma vez que a estrutura de colageno se encontra desnaturada
de modo irreversivel. A camada interna, ou dentina afetada, apresenta pouca ou
nenhuma contaminacdo bacteriana e € composta por uma matriz colagena que
mantém a sua ultraestrutura original, passivel de remineralizacdo, com a presenca
de processos odontoblasticos como na dentina sadia (TEN CATE, 2001,
TACHIBANA et al., 2008).

Com base neste conceito, atualmente se preconiza a remocao seletiva da
camada de dentina infectada (KIDD, 2004). Frente a esta opcdo de tratamento
restaurador, tém sido realizados diversos estudos sobre o comportamento de

materiais restauradores em dentina desmineralizada, buscando alguma relacao
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entre a situacdo morfolégica da dentina e a capacidade adesiva e seladora dos
materiais (NAKAJIMA et al., 1995; NAKORCHAI et al., 2005; SATTABANASUK et
al., 2006; TACHIBANA et al., 2008).

A realizacdo do preparo cavitario para a remocao do tecido cariado é,
tradicionalmente, baseada em principios mecanicos e envolvem o corte ou desgaste
da estrutura dental com instrumentos manuais, como curetas ou brocas de aco
adaptadas em turbinas de baixa e alta-rotacdo. Entretanto, estes instrumentos quase
sempre causam desconforto e estresse ao paciente, por proporcionarem vibracao,
presséao e ruido, que freqientemente sdo acompanhados de dor (BADER; KREJCI,
2006). E importante considerar também o fato de que este método exige habilidade
técnica do profissional para que ndo ocorra desgaste excessivo da estrutura dental,
visto que ndo se tem o controle sobre o tipo de tecido a ser excisado (BANERJEE;
WATSON; KIDD, 2000).

Pesquisas com novas tecnologias para a realizacdo de preparos cavitarios
vem sendo desenvolvidas com o objetivo de reduzir o desconforto do paciente,
minimizar o desgaste de estrutura dental sadia e potenciais efeitos deletérios ao
tecido pulpar, e proporcionar uma superficie mais adequada para a adesdo dos
materiais restauradores (PALMA-DIBB et al., 2002; RAMOS et al., 2002; TAKAMORI
et al., 2003; MONGHINI et al., 2004; SOUZA et al., 2006; PARKER et al., 2007).

O laser € uma das tecnologias emergentes para o preparo cavitario (ATTRILL
et al., 2004; CHINELATTI et al., 2004; CHINELATTI et al., 2006; BERTRAND et al.,
2006; RAUCCI-NETO et al., 2007; TACHIBANA et al., 2008) e, atualmente, um dos
equipamentos que apresentam grande aplicabilidade clinica, promovendo uma

ablacao efetiva dos tecidos dentais sem causar efeitos térmicos ou mecanicos
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deletérios. Entre os principais tipos de laser aplicados para este fim, estdo os de
Erbio (Er:YAG) e Erbio-Cromo (Er,Cr:YSGG) (PARKER, 2007).

O laser Er:-YAG possui como meio ativo um cristal de itrio-aluminio-granada
(Ytrium-Aluminum-Garnet), dopados com ions de érbio, que quando estimulado por
uma lampada de flash dentro de um ressonador, emite um comprimento de onda de
2,94 um. A aplicacdo deste laser em tecidos biologicos (KUMAZAKI et al., 1998;
GIMBEL, 2000; PARKER, 2007) baseia-se no fato de que o comprimento de onda
emitido pelo laser coincide com o pico maximo de absorcédo da agua e dos radicais
hidroxila presentes nos tecidos dentais. Assim, a exposicdo ao laser promove
vaporizacdo da agua e dos componentes hidratados dos tecidos, causando um
rapido aquecimento seguido por microexplosdes resultantes do aumento da pressao
interna das moléculas teciduais, que leva a ejecdo do substrato em forma de
particulas microscopicas, gerando um efeito fotomecanico (KELLER; HIBST, 1995;
MATSUMOTO et al., 1996).

O processo de ablacéo da estrutura dental consome a maior parte da energia
irradiada, sendo liberada uma fracdo aos tecidos dentais remanescente que resulta
em um aquecimento desse tecido (MATSUMOTO et al., 1996; HOSSAIN et al.,
1999). Contudo, diversos estudos demosntram que, desde que usado sob
refrigeracao ideal, o laser Er:YAG nao causa danos térmicos a polpa dental (AOKI et
al., 1998; HIBST, 2002; KIM et al., 2003; ATTRILL et al., 2004; GERALDO-MARTINS
et al., 2005; RAUCCI-NETO et al., 2007).

Devido ao maior conteudo de agua na dentina, sua ablacdo é mais intensa do
que a do esmalte quando se utiliza a mesma densidade de energia (HIBST,;
KELLER, 1989; JELINKOVA et al., 1996; ARMENGOL et al., 1999; MERCER,;

ANDERSON; DAVIS, 2003). Notadamente, a ablacéo da dentina intertubular € maior



28

do que da peritubular, uma vez que esta estrutura apresenta maior quantidade de
agua e hidroxiapatita (VISURI et al.,, 1996; ARMENGOL et al., 1999; SULEWSKI,
2000; MONGHINI et al., 2004; BACHMANN et al., 2005). Da mesma forma, alguns
estudos relatam maior ablacdo da dentina cariada, uma vez que este tecido
apresenta alta permeabilidade e, consequentemente, € mais Umido do que a dentina
higida (HIBST; KELLER, 1989; AOKI et al., 1998).

Um dos aspectos importantes para a utilizacdo do laser Er:YAG na remocao
do tecido cariado € a possibilidade de sua remocéao seletiva, podendo remover todo
o tecido dentinario infectado, sem a presenca residual de bactérias no preparo
(EBERHARD et al., 2005a). Além disso, durante a remocéo de tecido cariado com
laser Er:-YAG, pode-se apresentar menor desgaste de dentina quando comparado
com o método convencional (EBERHARD et al., 2008).

Em relacdo aos parametros do laser Er:YAG empregados para 0 preparo
cavitario, a frequéncia merece destaque por estar diretamente relacionada ao
aumento da temperatura, pois, com o aumento da taxa de repeticdo de pulsos,
ocorre uma maior liberacdo de calor. Parte desta energia € dissipada e resulta em
deposicdo de calor residual, que pode provocar areas de fusdo e recristalizacao
(HSU et al., 1994; CECCHINI et al., 2005; RAUCCI-NETO et al., 2007).

A literatura demonstra que a energia empregada pelo laser Er:-YAG esta
diretamente relacionada a capacidade de ablacdo do substrato dental (MERCER,;
ANDERSON; DAVIS, 2003; MONGUINI et al., 2004; CORONA et al., 2008) e a
resisténcia adesiva dos materiais restauradores (MARTINEZ-INSUA et al., 2000;
CEBALLOS et al., 2002; RAMOS et al., 2002; BRULAT et al., 2008). Ainda, podem
ser encontrados alguns estudos realizados com o intuito de padronizar valores de

energia e frequéncia do laser Er:-YAG que promovem uma ablacado ideal e segura
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dos tecidos dentais mineralizados (LI; CODE; VAN MERWE, 1992; JELINKOVA et
al.; 1996, KATAUMI et al.; 1998; CORONA et al., 2008). Contudo, estudos avaliando
a remocéao de dentina cariada e a alteracao térmica produzida pelo laser Er:YAG séo
escassos e as metodologias e parametros empregados sao diferentes, tornando-os
insuficientes para que se possa chegar a uma conclusao a respeito da consisténcia
das cavidades e o efeito térmico produzidas por esse laser.

Estudos por microscopia eletrbnica de varredura revelaram que, apos
irradiacdo com laser Er:YAG, a superficie dentinaria apresenta aspecto irregular
(VISURI et al., 1996; MARTINEZ- INSUA et al., 2000; RAUCCI-NETO et al., 2007;
CORONA et al., 2008) e exposicao dos tubulos dentinarios, com auséncia de smear
layer (VISURI et al., 1996; AOKI et al., 1998; RAUCCI-NETO et al., 2007). Além
disso, diferentemente dos acidos, o laser ndo desmineraliza a dentina, nem amplia a
embocadura dos tubulos (MARTINEZ-INSUA et al., 2000, CEBALLOS et al., 2002),
podendo fusionar a rede de fibras colagenas da regido basal da superficie irradiada,
0 que a torna destituida de espacos interfibrilares (CEBALLOS et al., 2002).
Entretanto, poucos estudos realizaram uma analise morfoldégica da superficie
dentinaria cariada irradiada com o laser Er:YAG e seus resultados ainda nédo séo
conclusivos.

Tendo em vista as implicacdes do laser Er:-YAG sobre a estrutura dental, &
importante um estudo sobre as influéncias da alteracdo térmica sobre os tecidos
dentais, como a alteracdo na solubilidade do esmalte, a carbonizacdo dos tecidos

dentais e a efetividade da remocé&o de dentina cariada.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar o efeito da irradiagdo com laser
Er:YAG em diferentes frequiéncias na alteracdo de temperatura durante a remocao
de dentina higida e cariada, na eficiéncia da remocao de tecido cariado, e nos

aspectos morfologicos da cavidade.
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3 MATERIAL E METODO

Aspectos éticos
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP (processo 2006.1.1042.58.8),

sendo que os dentes foram doados pelo Banco de Dentes Humanos da FORP-USP

Delineamento experimental

Os fatores de estudo envolvidos neste trabalho foram: Dentina, em dois niveis
(cariada e higida), e frequéncia de preparo, em trés niveis (4, 6 e 10Hz). A amostra
do experimento teve 60 corpos-de-prova divididos de acordo com o tipo de dentina
em 2 grupos (n=30) e subdivididos em 3 subgrupos (n=10), pela combinacdo dos
niveis dos fatores Dentina e Frequéncia de preparo. O estudo foi realizado
obedecendo a um delineamento em blocos completos casualizados, com dez
repeticbes de cada subgrupo experimental por bloco. A variavel de resposta
quantitativa foi a alteracdo de temperatura, em graus Celsius; e o0 grau de
desmineralizacdo da dentina remanescente, determinado pelas medidas da
subsuperficie dos espécimes obtidos pela anélise das imagens da microscopia de
luz e pela quantificacdo da fluorescéncia induzida por laser. A variavel de resposta
qualitativa foi a morfologia dos substratos, por microscopia eletrénica de varredura e

microscopia de luz.



Selecédo dos dentes

Os dentes foram limpos com curetas (Duflex-SSWhite, Rio de Janeiro, Brasil),
para remover todo e qualquer residuo de tecido gengival aderido a superficie dental,
e com pasta de pedra pomes e agua aplicada com escovas de Robinson (Microdont,
Socorro, SP, Brasil). Posteriormente os espécimes foram examinados sob lupa
estereoscopica (Carl Zeiss, Alemanha) com aumento de 10 vezes, descartando-se
agqueles com trincas ou anomalias de estrutura. A desinfeccdo dos dentes foi
realizada com solucdo de formaldeido a 10% (pH 7,0) preparada com tampéao
fosfato, na qual ficaram imersos durante uma semana. Decorrido este periodo os
elementos dentais foram lavados abundantemente com agua esterilizada por uma
semana e entdo armazenados em agua deionizada a 4°C durante todo o periodo de

preparacao dos espécimes.

Preparo dos corpos-de-prova

Os dentes tiveram suas raizes seccionadas 2mm abaixo da juncdo amelo-
cementaria, utilizando-se um disco diamantado (#7015, KG Sorensen, Barueri,
06454-920, Brazil) montado em maquina de corte (Minitom, Struers A/S,
Copenhagen, DK-2610, Denmark), sob refrigeracdo, e a seguir foi realizada a
remocao dos restos pulpares com auxilio de limas endoddénticas (Dentisply Maillefer)
e curetas (Duflex-SSWhite, Rio de Janeiro, Brasil). As coroas foram fixadas com
cera utilidade (Epoxiglass, Diadema, SP, Brasil) em um suporte de acrilico o qual foi
adaptado na mesma maquina de corte para a seccédo dos dentes no sentido mésio-
distal, obtendo-se fragmentos vestibulares e linguais/palatinos de cada elemento
dental. Os fragmentos vestibulares foram selecionados para o grupo de dentina

higida, e os linguais/palatinos para o grupo de dentina cariada.
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A seguir, os fragmentos dentais foram fixados com cera fundida para
escultura (Parsom Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) em uma matriz cilindrica
de resina. Foram levados a uma Politriz (DP-9U2, Panambra/Struers, A/S) para
exposicdo da dentina e padronizacdo da espessura de dentina remanescente,
empregando-se lixas d'agua (Norton Abrasivos Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) com
granulacdo de 280 a 1200, aplicadas em ordem decrescente de abrasividade, sob
refrigeracdo constante. Primeiramente, o esmalte superficial de todos os fragmentos
foi removido até a exposicdo da dentina abaixo da juncdo amelodentinaria. A porcéo
radicular também foi lixada para a regularizacéo do fragmento, e com auxilio de um
paquimetro digital (Myamoto, Toquio, Japéo), foi realizado o desgaste até a
espessura desejada (2,5mm da superficie oclusal até a camara pulpar) obtendo-se
semi-discos de dentina. Os espécimes foram cuidadosamente identificados e
armazenados separadamente em recipiente com agua deionizada a 4°C, durante 24
horas, com o objetivo de reumidificar o substrato.

Decorrido este periodo, foram separados 0s espécimes que se manteriam
higidos (porcdo vestibular) e os que receberam inoculacdo de S.mutans (por¢cao
lingual/palatina) para o desenvolvimento das lesGes de carie. Para a delimitacao da
area a ser realizado o preparo cavitario foram utilizadas fitas adesivas recortadas
nas dimensdes de 2mm X 3mm (6mm?), as quais foram coladas na regi&o central da
superficie oclusal dos espécimes. Apos este procedimento, todos os fragmentos
(vestibulares e linguais/palatinos) tiveram as superficies vestibular, mesial, distal,
radicular e palatina/lingual protegidas com um esmalte cosmético (Colorama, Brasil),
restando apenas dentina exposta na area de 6mm? demarcada para a irradiagéo na
superficie oclusal. Apés a completa secagem dos fragmentos estes foram colocados

em embalagens ADD-PAK em papel grau cirdrgico e filme azul laminado pet
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associado a polipropileno (Addison Industria e Comércio Ltda, Bom Jesus dos
Perddes, SP, Brasil), e submetidos ao ciclo de esterilizagdo com oOxido de etileno
(Figura 1).

A eficiéncia da esterilizacdo dos fragmentos foi determinada em estudo
preliminar. Para isso os espécimes estéreis foram imersos em meio de cultura e
mantidos em estufa por 7 dias, no qual foi observado a inexisténcia de crescimento
microbiano, indicando que o 6xido de etileno promoveu a adi¢cdo de grupos alcalinos
nos constituintes celulares das bactérias, o que impede seu desenvolvimento
(MENDES; BRANDAO; SILVA, 2007).

Uma vez finalizado o processo de esterilizagdo por Oxido de etileno os
fragmentos do grupo B foram levados ao Laboratério de Microbiologia para a
inoculacdo com S.mutans. As cepas do microrganismo utilizadas no presente estudo
foram ATCC 25175. Os fragmentos durante todo o periodo de inoculacdo foram
manipulados dentro do fluxo para cultura microbiologica para a manutencdo da
cadeia asseéptica, evitando a contaminacdo dos corpos-de-prova por outros
microrganismos. Os espécimes foram retirados das embalagens de papel ADD-PAK
e colocados em tubos de ensaio 16/100 contendo cepas do microrganismo em 5ml
de meio de cultura, sendo mantidos em estufa a uma temperatura de 37°C durante
seis semanas para a formacédo de lesGes cariosas com 1mm de profundidade. O
meio de cultura utilizado no presente estudo foi a solu¢cdo conhecida como CaSa B,
a qual é constituida por 0,20g de L-cisteina; 0,10g de sulfito de sédio; 20,0g acetato
de sbdio.7H,0; 59 de extrato de levedo; 159 de casitona; 200g de sacarose e 1000,0
ml de 4gua destilada. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias apés a observacgao

da adeséo de microrganismos e formacéao do biofilme (Figuras 2 e 4).



37

Os fragmentos que constituem o grupo de dentina higida (grupo A) também
foram manipulados dentro do fluxo para cultura microbiologica. Contudo os
espécimes deste grupo foram colocados em tubos de ensaio 16/100 contendo 5ml
de agua esterilizada e mantidos em estufa também por 6 semanas. A agua
esterilizada do grupo higido foi trocada a cada 3 dias (Figuras 3 e 5). Decorrido as 6
semanas foi removido o meio de cultura dos fragmentos cariados e a agua
esterilizada dos fragmentos higidos, e entdo os espécimes foram imersos em 5ml de
solucdo de glutaraldeido tamponado para a desinfeccdo e fixacdo dos
microrganismos. O grupo de dentina higida foi submetido a imersdo em solucéo de
glutaraldeido tamponado ndo com o intuito de promover uma desinfeccdo dos
fragmentos, mas sim para submeter ambos os grupos (cariados e higidos) aos
mesmos procedimentos.

ApoOs o preparo dos grupos A e B os espécimes foram fixados com cera em
laminas de plexiglass, e com o auxilio de um paralelometro (ELQuip, Sdo Carlos,
SP, Brasil) a superficie a ser preparada (dentina oclusal) foi posicionada paralela ao
plano horizontal da lamina. As laminas de plexiglass utilizadas foram confeccionadas
nas dimensdes de 2cm X 5cm, sendo que a regido central apresenta um orificio de
0,785mm? de area pelo qual o termopar foi adaptado a porcdo radicular do
fragmento. Para a correta adaptacdo do termopar e impedir sua movimentacéo
durante a irradiacdo foi realizado um pequeno orificio na porcéo radicular, e dessa
forma o sensor pode ser posicionado exatamente atras da regido em que o preparo
cavitario com o laser Er:-YAG foi realizado. Para este procedimento foi utilizado uma
broca esférica 1/2 (KG Sorensen, Sado Paulo, Brasil) que possui 0,006mm de

diametro, portanto compativel com o diametro do sensor termopar (Figura 6).
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Para impedir qualquer possibilidade da passagem de agua da regido do
preparo para o termopar no momento de aferir a temperatura, foi vedada a interface
entre a cera e a lamina de plexiglass com selante de silicone com cura acética
(Bluestar Silicones Brasil Ltda, Santo André, SP, Brasil). Ap6s a completa cura do
selante de silicone os espécimes foram imersos em agua deionizada e mantidos

assim por 1h com o objetivo de reumidificar os fragmentos.
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Figura 1 — Esquema representativo do preparo dos corpos-de-prova.

Figura 2 - Inducéo de cérie pelo modelo bacteriano: A- meio de cultura e cepas S.mutans.
B- inoculacado da solucdo nos fragmentos. C- fragmentos no primeiro dia de cultura.
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Figura 3 — Grupo controle imerso em agua esterilizada: A- agua esterilizada. B- imersdo dos
fragmentos. C- fragmentos no primeiro dia de imerséo.



Figura 4 — Cultura de S.mutans por seis semanas. A- aspecto do fragmento na primeira
semana. B- segunda semana. C- terceira semana. D- quarta semana. E- quinta semana. E-
sexta semana.

Figura 5 — Grupo controle imerso em agua por seis semanas. A- aspecto do fragmento na
primeira semana. B- segunda semana. C- terceira semana. D- quarta semana. E- quinta
semana. F- sexta semana.
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Figura 6 — Esquema representativo do preparo dos corpos-de-prova para a realizagdo dos
testes de remocé&o do tecido cariado e andlise de temperatura.

Realizac&o dos preparos cavitarios

Os fragmentos foram divididos de acordo com o tipo de dentina em 2 grupos
(Dentina cariada e higida / n=30) e de acordo com a frequéncia do laser Er:-YAG
(Kavo Key Laser 2, Kavo Co., Biberach — Alemanha) utilizada para o preparo
cavitario em 3 subgrupos (4, 6 e 10Hz / n=10). Todos os fragmentos, independente
do substrato e frequéncia utilizadas, foram irradiados com uma energia de 200mJ,
no modo n&o-contato, focado (distancia de 12mm), por meio de varredura da
superficie durante 20 segundos. A padronizacdo da distancia de irradiacao entre o
laser e o fragmento, foi possivel pela adaptacdo um fio ortodéntico adjacente a ponta
do laser Er:YAG que distanciava 12mm do fragmento (modo focado). Durante a
irradiacdo, o spray de agua/ar foi ativado e a regulagem do fluxo de agua foi de

2,5mL/min para a refrigeracdo do tecido dental, ajustada por meio de uma valvula



42

localizada na parte superior da peca de méo (#2051) conectada ao equipamento por

meio de uma fibra oOptica.

Medida da alteracdo de temperatura

ApoOs a fixacdo das amostras, foi adaptado na porcao radicular (referente a
camara pulpar) através do orificio da lamina de plexiglass, um receptor de um
Termopar, que foi adaptado a um Multimetro (DMM916, Tektronix Inc, Beaverton,
Oregon, Estados Unidos). O controle da temperatura ambiente, foi padronizado em
25°C pelo sistema de refrigeracdo do local (Springer Minimax 12000, Springer
Carrier, Brasil) onde o equipamento de laser Er:'YAG Kavo Key Laser 2 esta
instalado. A temperatura aferida foi registrada antes do inicio, apés 10 segundos e
ao final do preparo. Apés a realizacdo dos preparos cavitarios os fragmentos foram
removidos da lamina de plexiglass, limpos (remocdo do esmalte que delimitou o
preparo cavitario) e armazenados em agua deionizada para a realizacdo da proxima

analise.

Quantificacado da fluorescéncia tecidual

Foi utilizado o aparelho Kavo DIAGNOdent 2095 (Kavo Co., Biberach —
Alemanha), o qual possui um laser de diodo que emite uma luz vermelha de 655nm.
Este aparelho tem demonstrado bons resultados na deteccdo de lesGes cariosas,
uma vez que a luz emitida é absorvida pelos componentes organicos e inorganicos
do tecido dentario, de modo que a regido desmineralizada exibe maior fluorescéncia
que a sadia, permitindo a quantificacdo do grau de desmineralizacdo da lesao

(LUSSI et al., 2004; BADER; SHUGARS, 2004; LUSSI et al., 2006).



43

Os fragmentos foram retirados da agua e removido o0 excesso de umidade
com o auxilio de uma gase estéril. Para a realizacdo das medidas foi realizada a
calibracdo do aparelho com a parte higida do fragmento, para cada ponto analisado,
mesmo para os fragmentos do grupo de dentina higida. O preparo cavitario foi
analisado em 5 pontos diferentes, na regido central e em cada extremidade da
cavidade. Os dados obtidos foram registrados e obteve-se a mediana dos valores

para cada espécime analisado.

Microscopia Optica de Luz

As amostras foram seccionadas longitudinalmente utilizando um disco
diamantado (7015, KG Sorensen, Barueri, 06454-920, Brazil) montado em maquina
de corte (Minitom, Struers A/S, Copenhagen, DK-2610, Denmark), sob refrigeracao
obtendo-se seccdes de 0,5mm de espessura. As seccbes foram planificadas e
polidas manualmente utilizando lixas d’agua (Norton) de granulacdo 400 a 1200, até
chegar a uma espessura entre 80-100um. As secc¢des foram entdo observadas em
um microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Alemanha) utilizando agua
deionizada como meio de embebicdo. As imagens foram capturadas e digitalizadas
para analise da superficie adjacente a irradiacdo e com auxilio do software Axion
Vision® LE 4.3 (Carl Zeiss, Alemanha) foi medida a dentina alterada, caso tenha
permanecido tecido cariado. Para esta analise foi utilizado o aumento de 5 vezes do
microscopio e realizada 5 medidas em um, sendo uma da regidao central e outras
duas adjacentes a esta, contemplando assim toda a superficie irradiada, foi entdo
realizada a média de cada amostra para posterior analise. Apos a finalizacdo das
medicdes as amostras foram fotografadas para a avaliacdo da morfologia da

subsuperficie da dentina.



Microscopia Eletronica de Varredura

Foram selecionados aleatoriamente 5 fragmentos mesiais de cada grupo para
esta andlise. Os espécimes foram lavados abundantemente, secos com papel
absorvente e, com o auxilio de um paralelémetro, fixados com cera fundida em uma
matriz de resina e entdo levados para o polimento de sua subsuperficie. Este
procedimento foi realizado em uma Politriz com lixas 600, 1000, 1200 e feltro com
pasta de alumina, até a obtencdo de uma superficie lisa e brilhante.

Os fragmentos foram preparados de acordo com o seguinte protocolo:
imersédo em solucéo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com solucao de cacodilato
de sbdio a 0,1M com pH 7,4 (Merck KGaA, Darmstadt, D-64293, Alemanha) em
temperatura de 4°C; lavagem com agua destilada, seguida de imersdo em agua
destilada; aplicacdo de gel de EDTA por 30 segundos; lavagem abundante com
spray ar/agua destilada; limpeza em ultra-som (Ultrasonic Cleaner T-1449-D,
Odontobras, Ribeirdo Preto, SP, Brasil); remocéo e lavagem com agua destilada;
secagem com papel absorvente; desidratagdo em graus ascendentes de etanol
(Labsynth Ltda., Diadema, SP, Brasil): 25% a 100%. ApOs a desidratacdo, 0s
espécimes foram imersos em solucdo de HMDS (Merck KgaA, Darmstadt, D-64293,
Alemanha).

Depois da secagem, os corpos-de-prova foram fixados em stubs e a cobertura
com ouro foi realizada em aparelho de metalizacdo a vacuo (SDC 050, Bal-Tec AG,
FL9496, Balzers, Liechtenstein). Os espécimes foram levados ao microscopio
eletrénico de varredura (Philips XL30 FEG, Eindhoven, Holanda) pertencente ao
Laboratério Multi-Usuarios do Departamento de Engenharia de Materiais da

Universidade Federal de Sao Carlos. Foi realizada a varredura de toda a superficie e
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subsuperficie do espécime e, em seguida, foi fotografada a area mais representativa

de cada grupo em diferentes aumentos.

Andlise dos dados

Para a variavel de resposta quantitativa (grau de desmineralizacdo da dentina
remanescente em um, valores do DIAGNOdent® e alteracéo de temperatura em °C)
foi verificada a distribuicdo dos dados pelos testes de Levene e de Shapiro-Wilks,
apresentando-se normal e homogénea. Desta forma, os dados foram
individualmente submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), considerando o nivel
de significancia de a=5%, com 1 fator para grau de desmineralizacdo da dentina
remanescente e valores do DIAGNOdent® e com dois fatores de variacdo para
alteracdo de temperatura (substrato e frequencia) sendo que foi analisado
individualmente o tempo. O teste de Fisher LSD foi aplicado para detectar eventuais
diferencas significativas entre as médias. A andlise estatistica foi realizada utilizando
o software de andlise de dados Origin 8 (Origin Lab Data Analysis and Graphing
Software. OriginLab Corporation - Northampton, MA 01060 USA).

Para a variavel de resposta qualitativa (MEV e microscopia oOptica de luz) foi

realizada uma analise descritiva dos achados.
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Figura 7. Esquema representativo da realizagdo do preparo cavitario, analise da
alteracdo de temperatura, quantificacdo da dentina cariada remanescente, microscopia
de luz e microscopia eletrénica de varredura.
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4 RESULTADOS

As médias e o0s respectivos desvios-padrbes dos grupos e subgrupos
estudados estdo dispostos nas Tabelas 1, 2 e 3. As medianas encontram-se

dispostas nas Figuras 8, 9 e 10.

Alteracéo de temperatura

A anadlise dos dados revelou um aumento gradativo e significante (p<0.05) da
temperatura através do tempo para todos os grupos estudados, independente do
substrato. Porém, ndo houve diferenca no aumento de temperatura entre dentina
cariada e higida (Figura 8).

Entre as frequéncias observou-se que ndo houve diferenca estatistica
significante entre o aumento de temperatura obtido com os preparos utilizando 4 e
6Hz, contudo o grupo de 10Hz apresentou os maiores valores de temperatura

sendo estatisticamente diferente dos demais, para ambos substratos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo / mediana da alteracdo de temperatura (°C) entre
os diferentes grupos (substrato) e subgrupos (freqiiéncias) estudados.

Dentina Higida (°C) Dentina Cariada (°C)
4 Hz 1,19+0,64 /1,25 a 1,25+0,59 /1,23 A
6 Hz 1,18+0,59/1,20 a 1,34+0,99/1,25 A
10 Hz 2,08+0,87/ 2,15b 2,38+1,14/2,15B

* Letras iguais similaridade estatistica — comparacao na coluna.
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Figura 8. Mediana dos valores da alteracdo de temperatura (°C) obtidas com os diferentes
grupos (substratos) e subgrupos (freqiiéncia em Hz) durante todo o tempo (segundos) de
preparo cavitario.

Remocao de tecido cariado

A analise dos dados obtidos pelo sistema de quantificacdo da fluorescéncia
emitida pelos tecidos dentais (DIAGNOdent®) revelou que a remocdo de tecido
cariado foi similar quando se utilizou 4 e 6Hz de frequéncia para o preparo cavitario.
O grupo que utilizou 10Hz para o procedimento apresentou 0os menores valores do
equipamento, indicando uma maior remocdo do tecido desmineralizado, sendo

estatisticamente diferente dos demais (Tabela 2 e Figura 9).

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo da quantificagdo da fluorescéncia tecidual obtida
com o DIAGNOdent®.

Frequéncia (Hz) DIAGNOdent®
4 86.80 (+10.04)a
6 79.36 (+14.64)a
10 59.90 (£21.75)b

* Letras iguais similaridade estatistica — comparacao na coluna.
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Figura 9. Mediana dos valores da quantificacdo da fluorescéncia tecidual obtida com o
DIAGNOdent® ap6s a remocdo da dentina cariada com as diferentes frequiéncias do laser
Er:YAG estudadas.

A andlise dos dados da quantidade de tecido cariado remanescente no
preparo cavitério, revelaram que a remoc¢do deste tecido foi semelhante entre os
grupos de 6 e 10Hz. O grupo de 4Hz apresentou 0s menores valores de remocao de
tecido cariado, ou seja o0os maiores valores de tecido desmineralizado na

subsuperficie adjacente ao preparo cavitario (Tabela 3 e Figura 10).

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo dos valores da quantidade de tecido
desmineralizado remanescente apds o0 preparo cavitario.

Frequéncia (Hz) Remanescente desmineralizado(um)
4 445,43 + 109,07 a
6 270,25+ 148,20 b
10 196,49 + 174,06 b

* Letras iguais similaridade estatistica — comparacao na coluna.
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Figura 10. Mediana dos valores da quantidade de tecido desmineralizado remanescente
(um) apds o preparo cavitario, para as frequiéncias estudadas.

Andlise morfoldgica

Através da andlise das imagens obtidas pela microscopia eletrdnica de varredura
foi observado que independente da frequéncia do laser utilizada para o grupo de dentina
higida a superficie irradiada apresentou-se irregular, com os tubulos dentinérios abertos,
sem a presenca de smear layer e maior ablacdo da dentina intertubular, apresentando
um aspecto protruido da dentina peritubular (Figura 11 A, B e C). Para o grupo de dentina
cariada (Figura 11 D, E e F) pode-se observar um aspecto mais uniforme de toda a
superficie com auséncia fissuras e irregularidades na superficie, indicando que
provavelmente a ablacéo do tecido cariado foi mais intensa.

A analise da subsuperficie dos preparos cavitarios pela microscopia eletrénica
de varredura permitiu observar que todos os subgrupos do grupo -cariado
apresentaram remanescente de tecido dentinario desmineralizado, no qual a rede de
fibras colagenas permanecia com sua estruturacdo original (Figura 12 A e B).
Contudo alguns espécimes irradiados com 4 Hz, a dentina remanescente além de

desmineralizada apresentava sua estrutura colagena desnaturada (Figura 12 C e D).



respectivamente, observa-se maior remocao dentina intertubular e aspecto protruido da
dentina peritubular com presenca de fendas (setas); D, E e F — Dentina cariada nas
frequéncias 4, 6 e 10Hz respectivamente, observa-se remoc¢ao uniforme da dentina, sendo
apenas em 10Hz observado o aspecto ténue da protrusdo da dentina peritubular. (2.000x)
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Figura 12. Analise de superficie e subsuperficie: A - Dentina desmineralizada remanescente na
frequéncia de 10Hz (2.000x). B - Dentina desmineralizada remanescente na freqiéncia de 6Hz,
observar organizacdo das fibras coldgenas (16.000x). C e D — Dentina desmineralizada
remanescente apds irradiacdo com 4Hz, observar fibras colagenas desnaturadas.
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Através da andlise da subsuperficie dos espécimes pela microscopia de luz
foi possivel observar que com o aumento da frequéncia do laser utilizada a remocéo
do tecido cariado foi mais efetiva. Foi possivel observar que a frequéncia de 4Hz
promoveu uma remocao superficial do tecido cariado, no qual toda a extensdo da
subsuperficie do preparo cavitario apresentou remanescente dentinario cariado
(Figura 13 A). Contudo quando foram utilizadas as frequéncias de 6 e 10Hz o tecido
cariado foi removido quase na sua totalidade, uma vez que pode-se observar
auséncia de tecido cariado em mais de uma regido do preparo cavitario (Figura 13 B
e C).

A analise das fotografias da subsuperficie dos espécimes ainda permitiu
constatar que a remocao da dentina cariada foi irregular para todas as frequéncias
de preparo cavitario, contudo quando utilizadas as frequéncias de 6 e 10 Hz pode-se
observar a presenca de dentina cariada e higida ao longo de toda a extensdo do
preparo cavitario, indicando uma ablacdo nao-seletiva do tecido dentinario para

estes parametros, principalmente com a frequéncia de 10Hz (Figura 13 B e C).



Figura 13. Imagens obtidas através de microscopia de luz com aumento de 5 vezes. A -
Dentina cariada irradiada com 4Hz, apresentando maior quantidade de tecido cariado
remanescente. B - Dentina higida irradiada com 4Hz. C - Dentina cariada irradiada com 6Hz.
D - Dentina higida irradiada com 6Hz. E - Detina cariada irradiada com 10Hz, observar
menor quantidade de tecido cariado remanescente. F - Dentina higida irradiada com 10 Hz.
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5 DISCUSSAO

A utilizacdo do laser Er:-YAG para ablacionar o substrato dental de
forma clinicamente adequada depende da interacao entre o feixe e a superficie a ser
preparada, da energia, do numero de pulsos e taxa de repeticdo utilizada (MEHL et
al., 1997; CORONA et al.,, 2007; PARKER, 2007). Contudo, parte da energia
irradiada € liberada para a estrutura dental remanescente, 0 que provoca um
agquecimento deste tecido (HOSSAIN et al., 1999; GERALDO-MARTINS et al., 2005;
RAUCCI-NETO et al,. 2007). Portanto, quando ultrapassado o valor 6timo para estes
parametros pode ocorrer um aumento da temperatura intra-pulpar, o que tornaria o
procedimento inadequado (LI et al., 1992; FIROOZMAND et al., 2008).

Uma caracteristica importante do laser Er:YAG que deve ser destacada, é
que o0 tempo necessario para a realizacdo do preparo cavitario com este
equipamento é muito maior do que o tempo gasto com instrumentos rotatérios
convencionais (AOKI et al. 1998; CELIBERTI; FRANCESCUT; LUSSI, 2006;
RAUCCI-NETO et al., 2007; DOMMISCH et al.,, 2008). A reducdo do tempo de
preparo cavitario com o laser Er:YAG poderia ser obtida com a alteracdo dos
parametros deste equipamento, como o aumento da energia e/ou frequéncia. No
presente estudo, pode-se constatar que a ablacdo da dentina cariada, apresentou
uma relacdo direta com a frequéncia, ocorrendo maior remoc¢ao deste tecido quanto
maior a taxa de pulsos utilizada. A maior capacidade de abla¢c&o do tecido dentinério
com o aumento da frequéncia do laser Er:-YAG ja foi relatada anteriormente por
Raucci-Neto et al. (2007) e Corona et al. (2008), entretanto estes autores verificaram

este comportamento do preparo cavitario somente em tecido dentinario sadio. A
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relacdo da freqiiéncia com a taxa de ablac&do provavelmente ocorre, pois, 0 aumento
na taxa de repeticdo dos pulsos do laser resulta em maior quantidade de energia
que atinge o substrato dental por unidade de tempo, proporcionando maior nimero
de microexplosdes, conseqiientemente maior é quantidade de substrato removido
(HIBST; KELLER 1989; MERCER; ANDERSON; DAVIS, 2003; CORONA, 2008).

Os efeitos causados pela alteracdo da temperatura, gerada em funcéo dos
procedimentos realizados na superficie dental, vem sendo amplamente discutidos
nas pesquisas odontolégicas (ZACH; COHEN, 1965; LLOYD et al,. 1978; JEFFREY
et al.,, 1990; JOST-BRINKMANN et al., 1997; EBERHARD et al.,2005; CORREA-
AFONSO et al., 2008). Os primeiros relatos dos efeitos da alteracdo de temperatura
sobre o substrato dental foram realizados por analises histologicas, que tinham por
objetivo avaliar alteracbes morfolégicas, principalmente no tecido pulpar (ZACH;
COHEN, 1965; ADRIAN, BERNIER, SPRAGUE 1971). Nos ultimos anos, diversos
recursos como a utilizacdo de analise termografica (YAMADA et al.,, 2001;
GERALDO-MARTINS et al., 2005), o uso de sensores téermicos (MEHL et al., 1997;
ARMENGOL, JEAN, MARION, 2000; RAUCCI-NETO et al.,, 2007) e analise
morfolégica por microscopia eletrbnica de varredura e microscopia 6ptica de luz
(HOSSAIN et al., 1999; FREITAS et al., 2007), foram utilizados para estudar os
efeitos da alteracdo de temperatura sobre os tecidos dentais.

No presente estudo, avaliou-se a alteracdo de temperatura durante a
irradiacdo com laser Er:-YAG por meio de um sensor térmico adaptado ao fragmento
dental, como descrito anteriormente (MEHL et al.,, 1997; ARMENGOL; JEAN;
MARION, 2000; RAUCCI-NETO et al., 2007 e CORREA-AFONSO et al., 2008).

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram que o laser Er:-YAG

promoveu um aumento gradativo e significante da temperatura no tecido dentinario
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em funcdo do tempo para todos os grupos estudados, sendo que a frequéncia de
10Hz proporcionou 0 maior acumulo de calor sobre a estrutura dental. Portanto,
qguando se aumenta a frequiéncia do laser utilizada para o preparo cavitario, ocorre
um maior aumento da temperatura no substrato dental. Este fato foi também
observado por Keller e Hibst (1995), Attrill et al. (2004) e Raucci-Neto (2007), os
quais concluiram que a freqiéncia € o fator que mais influencia no aumento de
temperatura nos tecidos dentais.

Trabalhos anteriores avaliando o aumento de temperatura gerado durante a
ablacdo dos tecidos dentais pelo laser Er:YAG ratificaram que este ndo produz
danos irreversiveis ao tecido pulpar, demonstrando a seguranca na utilizacdo deste
equipamento para o preparo cavitario (KELLER; HIBST, 1995; MEHL et al., 1997;
ATTRILI et al.,, 2004; GERALDO-MARTINS et al.,, 2005; FREITAS et al.,, 2007;
RAUCCI-NETO et al., 2007; FIROOZMAND et al., 2008). Entretanto, a elevacao da
temperatura de 36°C para 38°C (2°C) é capaz de estimular a sintese de mediadores
inflamatorios pelas células pulpares humanas (EBERHARD et al., 2005b). Como os
resultados do presente estudo evidenciaram que a frequéncia de 10Hz promove um
aumento médio de 2,38°C na temperatura, durante a remocao de dentina cariada,
sugere-se que este aumento na temperatura poderia resultar em uma reacao
inflamatoria mais intensa no tecido pulpar subjacente a regiao irradiada. Além disso,
deve ser considerado que os demais procedimentos realizados durante a
restauracdo do elemento dental podem proporcionar um estimulo térmico adicional
(BAGIS et al., 2008). Entretanto, pode-se observar que a alteracdo de temperatura
nao atingiu niveis nocivos a polpa, uma vez que o acumulo de calor foi inferior a
5,5°C, que segundo Zach e Cohen (1965) dificilmente causaria dano irreversivel ao

tecido pulpar.
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O aumento da temperatura gerada durante a remocao de tecido dentinario
cariado foi semelhante ao observado na remocao de tecido dentinario higido. Estes
resultados ndo foram os esperados, uma vez que a dentina cariada € mais umida do
que a higida (HIBST;KELLER, 1989; AOKI et al., 1998). Como o0 processo de
ablacdo esta relacionado com quantidade de &gua presente no substrato,
teoricamente, durante a irradiacdo do tecido cariado, a maior parte da energia
deveria ser consumida neste processo, restando assim, uma pequena fracdo de
energia para produzir o aumento de temperatura. No tecido higido, por outro lado,
devido a sua menor quantidade de agua, a energia consumida na ablacao deveria
ser menor. Desta forma, o conteddo de energia dissipada ao tecido dental higido
seria maior, apresentando uma alteracdo da temperatura mais elevada em relacéo
ao tecido cariado. Entretanto, como o processo ablativo foi mais intenso no tecido
cariado, a cavidade produzida foi mais profunda que no substrato higido, esta
diferenca na espessura de dentina remanescente poderia explicar parcialmente os
resultados encontrados.

A inducéo artificial de lesbes de céarie tem grande importancia para as
pesquisas cientificas, uma vez que seu desenvolvimento almejou aproximar o
modelo de estudo in vitro para a condicdo clinica in vivo (SIDAWAY et al., 1964). A
lesédo de carie pode ser induzida pelo modelo quimico ou bacteriano. No modelo
quimico os elementos dentais sdo submetidos a alteracdo do pH por meio de ciclos
de desmineralizacéo e remineralizacdo para o desenvolvimento de lesdes cariosas.
Este modelo permite um controle adequado do meio experimental e é relativamente
simples, porém o tipo de lesdo formada ndo € capaz de simular a leséo in vivo tdo
bem quanto o modelo bacteriano (GILMOR et al., 1993; GILMOR, EDMUNDS;

NEWCOMB 1997; LOBO et al., 2005). Além disso, as lesdes artificiais desenvolvidas
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pelo modelo quimico ndo podem ser analisadas pelos sistemas de quantificacdo da
fluorescéncia tecidual como o QLF® ou DIAGNOdent® (DINIZ et al., 2009). No
modelo bacteriano os dentes sdo submetidos a culturas com microrganismos
especificos de formacao das lesbes cariosas, permitindo avaliacdes sobre o efeito
bacteriostatico de materiais restauradores (LOBO et al., 2005), além de possibilitar a
analise pelos sistemas de quantificacdo da fluorescéncia tecidual (DINIZ et al.,
2009). Entre os varios microrganismos envolvidos na formacéo das lesdes cariosas
0 S. mutans é o mais observado neste tipo de lesdo (BALAKRISHNAN et al., 2000;
NOMURA et al.,, 2006; GAMBOA et al.,, 2008; SAXENA et al., 2008), assim este
microrganismo foi selecionado para a cultura microbiana no presente estudo.
Entretanto, € necessario ressaltar que este modelo de inducdo ndo mimetiza
totalmente o processo de desenvolvimento da lesdo céarie, uma vez que € impossivel
realizar estudos que simulem também a reacdo da polpa frente a agressao sofrida,
em gue ocorre a formacdo de uma dentina reacional adjacente a lesdo de carie,
mais mineralizada, bem como o esclerosamento dos tubulos dentinarios, que podem
interferir no processo ablativo da dentina.

Diversos autores relataram que os valores obtidos pelo DIAGNOdent®
refletem preferencialmente as mudancas no material orgéanico da dentina
relacionadas a presenca de bactérias e os produtos de sua metabolizacdo, do que
no contetido inorganico (HIBST et al., 2002; BADER; SHUGARS, 2004; KUHNISCH
et al., 2004; LUSSI et al., 2006; SHIGETANI et al., 2008). Portanto a relacéo entre a
presenca de bactérias e a emissao de fluorescéncia na dentina permite a utilizacéo
desse aparelho como guia durante a remocao seletiva do tecido cariado, ou seja, a
remocao exclusiva da dentina infectada (YONEMOTO et al., 2006). Assim, no

presente estudo o DIAGNOdent® foi utilizado para identificar a quantidade de dentina
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infectada remanescente apds a realiza¢do do preparo cavitario e foi observado que
com o aumento da frequéncia houve maior remocao de tecido cariado. Entretanto,
na maior freqiiéncia utilizada, 10Hz, o valor médio do DIAGNOdent® foi de 59,9,
valor insatisfatorio para remocédo da dentina infectada, pois segundo Yonemoto et
al., (2006) para completa remocdo desta camada os valores obtidos com o
DIAGNOdent® devem estar entre 11 e 20. Portanto, verificou-se que o tempo
empregado na atuacdo do laser utilizados neste estudo foi insuficiente para a
completa remocé&o do tecido cariado infectado.

Os resultados da quantificacdo de tecido cariado remanescente no preparo
cavitario, por microscopia de luz, revelaram que a remocdo deste tecido foi
semelhante entre os grupos de 6 e 10Hz. Estes resultados divergiram dos obtidos
com o DIAGNOdent®, provavelmente pelo fato de que para a andlise em
microscopia Optica de luz foi utilizada apenas a seccéo da regido central do preparo,
enquanto que para a andlise com o DIAGNOdent® foram realizadas cinco medidas
em toda a extensdo do preparo cavitario. Porém, em ambas as analises, foram
observadas que o grupo de 4Hz apresentou os menores valores de remocao de
tecido cariado, ou seja os maiores valores de quantidade de tecido cariado na
subsuperficie adjacente ao preparo cavitario.

A analise da subsuperficie dos espécimes pela microscopia de luz permitiu
observar que com o aumento da frequéncia do laser utilizado a remoc¢éo do tecido
cariado foi irregular para todas as frequéncias de preparo cavitario, sendo que nas
freqUéncias de 6 e 10 Hz pode-se observar a presenca de dentina cariada e higida
ao longo do preparo cavitario, indicando uma ablacdo n&o-seletiva do tecido
dentinario para estes parametros, principalmente com a frequéncia de 10Hz. Esta

caracteristica da subsuperficie do preparo cavitario € um forte indicio de
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sobrepreparo da cavidade, ou seja, para os parametros utilizados no presente
estudo ocorreu a remocao de tecido dentinario cariado como sadio. Resultados
semelhantes foram observados por Celiberti, Francescut, Lussi (2007) para a
remocado de tecido cariado com laser Er:-YAG (200mJ de energia e 4Hz de
freqUéncia). Contudo, a comparacao com o presente estudo torna-se dificil uma vez
gue os autores utilizaram dentes deciduos e realizaram a irradiacdo do espécime até
a completa remocéao do tecido cariado.

Morfologicamente, por microscopia eletrbnica de varredura, pode-se observar
que os preparos com laser em tecido dentinario sadio proporcionaram, uma
superficie irregular distinta do tecido cariado com maior ablacdo da dentina
intertubular, resultando em um aspecto protruido da dentina peritubular. Essa maior
ablacao da dentina intertubular, ocorreu provavelmente pelo seu maior percentual de
constituintes organicos, principalmente de fibras colagenas e do maior contetdo de
agua, principalmente na dentina intertubular proximo a polpa (CORONA et al., 2007).
Resultados similares foram encontrados por Visuri et al. (1996), Aoki et al. (1998),
Kataumi et al. (1998), Armengol et al. (1999), Corona et al. (2007), Delmé e De Moor
(2007), Delmé et al. (2008) e Raucci-Neto et al. (2008). Com relacdo ao tecido
dentinario cariado a superficie irradiada apresentou um aspecto mais uniforme com
auséncia de fissuras e irregularidades. Esta caracteristica do tecido irradiado ocorre
provavelmente pelo fato de que a dentina cariada é mais permeavel e
consequentemente mais Umida que a dentina higida, portanto a ablacdo da dentina
cariada € mais intensa. A relacéo entre a quantidade de agua do tecido dental e sua
capacidade de ablacdo ja foi observada em estudos anteriores (HIBST; KELLER,

1989; JELINKOVA et al., 1996; ARMENGOL et al., 1999; MERCER; ANDERSON;
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DAVIS, 2003) assim como a maior ablacdo do tecido desmineralizado (OSUKA et al.
2008).

Outro aspecto observado na analise morfologica foi que o preparo realizado
com a frequéncia de 4Hz, no tempo estipulado, ndo conseguiu remover todo o tecido
desorganizado (dentina infectada), uma vez que foi observado estrutura colagena
desnaturada remanescente na regido do preparo cavitario. Um aumento no tempo
do preparo cavitario provavelmente resultaria em uma remoc¢&do mais satisfatoria de
tecido cariado. Este dado pode ser considerado um fator negativo para a utilizacéo
deste parametro, pois a remocéao incompleta da camada superficial do tecido cariado
nao permite um substrato adequado para adesdo dos materiais restauradores
(YOSHIYAMA et al.,, 2002; TACHIBANA et al., 2008). Da mesma forma, para as
freqiéncias de 6 e 10Hz, pode-se observar regibes com incompleta remocédo da
dentina desmineralizada, entretanto, a rede de fibras colagenas apresentou-se mais
organizada e estruturada, que é, segundo ten Cate (2001) passivel de
remineralizacao.

A andlise dos resultados obtidos no presente trabalho torna-se dificil
em funcdo da existéncia de poucos estudos que relatam a alteracdo de temperatura
durante a remocao de tecido cariado, sendo necessarios mais estudos para verificar
a influéncia dos parametros do laser na capacidade de remocéao do tecido dentinario
cariado e alteracdo térmica durante o procedimento, assim como 0sS parametros

ideais para a remocéo completa e seletiva do tecido cariado.
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6 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos pelo presente estudo pode-se concluir que:

-O aumento da frequéncia do laser Er:YAG promoveu uma elevacao gradativa

e significante da temperatura em funcéo do tempo, independente do substrato.

-A ablagdo do tecido dentinario cariado foi mais efetiva com o aumento da

frequéncia do laser Er:YAG porém, diminuiu a sua seletividade.

- A irradiacdo do tecido dentinério cariado resultou em uma superficie mais
uniforme em relagdo ao tecido dentinério higido, e a frequéncia de 4 Hz néo foi

capaz de remover todo o tecido desorganizado.
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ANEXOS

Anexo A — Carta de doacéo dos dentes (Banco de Dentes da FORP-USP)

UNIVERSIDADE E SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

BANCO DE DENTES HUMANOS

DECLARAGCAO AO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Para fins de avaliagdo pelo Comité de Etica em Fesquisa (CEP) dessa
instituicdo, o Banco de dentes da FORP — USP compromete-se, mais uma vez, a
auxiliar pesquisadores na realizagdo de seus projetos.

Sendo assim, ap6s a aprovagao do CEP, nossa contribuicdo consistird no
oferecimento de 60 terceiros molares para a execugdo do trabalho de pesquisa
intitulado “Avaliagcdo da remocdo de dentina cariada e alteragcao de temperatura
utilizando laser Er-YAG" a ser realizado por Walter Raucci Neto e orientado pela Profa.
Dra. Regina Guenka Palma Dibb.

Ribeirao Preto, 22 de setembro de 2006.

Coordenador Geral
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Anexo B - Carta de aprovagédo do comité de ética

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Avenida do Café, s/n° - Telefone: (016) 3602-3963
14040-904 — Ribeirdo Preto - SP - Brasil
Fax: (016) 3633-0999

OF.CEP/404/FORP/27102006
Prezado(a) Professor(a),

Ref.: Processo n. 2006.1.1042.58.8
n. 0053.0.138.000-

De ordem da Senhora Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
desta Faculdade, informamos que o referido Comité, em 723 Sesséo, realizada no dia 25 de
outubro de 2006, deliberou aprovar o Projeto de Pesquisa envolvendo seres humanos intitulado:
“Avaliacio da remogdo de dentina cariada e alteracdo de temperatura utilizando laser
Er: YAG”, a ser desenvolvido por Vossa Senhoria na Faculdade de Odontologia de Ribeiréo Preto,
devendo o atestado para publicacdo final ser expedido pelo Comité de Etica em Pesquisa, aps a
entrega e aprovagao do Relatdrio Final pelo referido Comité.

Na oportunidade, lembramos da necessidade de entregar na Secretaria
do Comit&, o Relatério Parcial até o dia 28 de fevereiro de 2008, e o Relatério Final até o
dia 28 de fevereiro de 2009, com o formulario preenchido pelo pesquisador responsavel
conforme modelo que se encontra no site da FORP/USP (/ink: Comissbes - Comité de Etica em
Pesquisa — Formularios do Pesquisador para entrega dos Relatdrios Parcial ou Final).

Atenciosamente,

_/ At ™ ——m
s hiion

Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa

Iima. Sra.
Profa. Dra. REGINA GUENKA PALMA DIBB
Professora Associada do Departamento de Odontologia Restauradora - FORP/USP

GDR/bgep

Secretéria do Comité de Etica em Pesquisa - Glauce Della Rosa - e-mail: glauce@forp.usp.br
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