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DUBRULL LIA, NSN. EFEITO IN VITRO DO TRATAMENTO LASER DE
DIODO/GEL DE QUITOSANA NA DENTINA RADICULAR DESMINERALIZADA.
[Monografia] — Ribeirdo Preto. Universidade de Sdo Paulo. Faculdade de Odontologia,
2019.
RESUMO

O objetivo deste estudo in vitro foi analisar o gel quitosana associado a
laserterapia na remineraliza¢do da dentina radicular. Foram utilizados 60 espécimes de
dentina radicular bovina com dimensdes de 4x3x2mm, divididos aleatoriamente em 2
grupos (com/sem aplicacdo de laser) e 3 subgrupos (controle negativo - sem tratamento,
aplicacado topica de fluor e gel experimental de quitosana). Previamente ao tratamento, os
espécimes foram impermeabilizados com resina composta, com excecdo da superficie
externa e foram realizadas imagens da superficie dos espécimes no microscopio confocal
a laser (Olympus LEXT OLS4000, Japao). Apds os tratamentos, os espécimes foram
imersos em saliva artificial durante 6 horas para em seguida serem submetidos a ciclagem
de pH em solu¢do desmineralizante/remineralizante por 14 dias. Foram realizadas 2
repeti¢des do tratamento com um intervalo de 7 dias. Apds o décimo quarto dia, os
espécimes foram mantidos em solugdo remineralizante por 24 horas totalizando um
periodo experimental de 15 dias. Posteriormente foram realizadas andlises da rugosidade
de superficie e perfil de desgaste por meio do microscopio confocal a laser. Os dados
foram analisados para avaliagdo do desgaste e rugosidade. A andlise morfologica do
substrato foi descritiva e comparativa. Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir
que uma vez instalado o processo cariogénico, os agentes estudados ndo foram capazes
de inibir o processo de desmineralizagao.
Palavras-chave: Dentina Desmineralizada. Quitosana. Lasers Semicondutores.

Microscopia Confocal.
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INTRODUCAO

Estudos epidemiologicos demonstraram diminui¢do nos indices de cérie
em individuos jovens e maior prevaléncia de dentes em adultos'. Contudo, a cérie
continua sendo umas das patologias mais acometidas em nacgdes com condigdes
socioecondmicas desfavoraveis”. O acimulo de biofilme dental, a diminuigdo do fluxo
salivar dentre outros fatores, contribuem para a interagdo das bactérias com o hospedeiro™
A diminui¢do do pH na cavidade bucal contribui com a instalagdo de uma microbiota
mais acidogénica e aciddrica, consequentemente a interagdo e liberagdo acida destas
bactérias ao meio bucal levard a um processo de desmineralizacdo da superficie dentaria,
ocasionando e/ou progredindo a doenga carie”.

Desta forma, diversas condutas tém sido utilizadas para prevenir a carie
dentaria, diminuindo a desmineralizagdo e aumentando o contetido mineral da saliva,
como por exemplo, a fluoretacdo na dgua, presenga de flior nos dentifricios, aplicagdo
topica de fluor, a frequéncia e qualidade da higiene oral e irradiagdo por um feixe de laser
de baixo nivel”. Estas continuam sendo as medidas preventivas consagradas na
prevencdo de lesdes cariosas, pois além de inibirem o processo de desmineralizacao,
atuam também no enriquecimento do conteddo mineral da saliva, contribuindo
significativamente no processo de remineralizagdo do esmalte e dentina'.

Recentemente, novas técnicas estdo sendo desenvolvidas com o intuito de
aprimorar o tratamento preventivo da cdrie, dentre elas podemos citar a associagdo de
componentes antimicrobianos com a laserterapia. Dentre esses componentes, apresenta-
se a quitosana, um biopolimero hidrofilico composto de copolimeros de B-(1-4)-D-

glucosamina e N-acetil-D-glucosamina', obtido através de células de crustaceos pela



desacetilagio da quitina'>. A quitosana possui muitas propriedades, como a
biocompatibilidade, biodegradagio, baixa toxicidade'* e osteocondutividade'®. A mesma
tem apresentado excelente atividade antimicrobiana contra os principais fatores
etiologicos da cérie dentaria, notiveis efeitos contra patogenos orais'’, além de
proporcionar menor perda do substrato devido as intimeras propriedades biologicas que
este biopolimero ¢ capaz de promover, como por exemplo, inibir a formag¢do do biofilme
por meio da interagdo com a amelogenina e impedir a sua perda na saliva em pH acido”.

A utiliza¢do dos lasers tem sido extensamente associada a odontologia
preventiva’, por isso, o laser de diodo de 980nm foi introduzido devido a sua semelhanga
ao Nd:YAG?, pois se acreditava que os efeitos da irradiagdo nos tecidos orais seriam os
mesmos. A vantagem do laser de diodo ¢ a sua capacidade de selar os tibulos dentinarios
expostos, além de ser seguro para o tecido pulpar e os odontoblastos’. Estudos anteriores
também demonstraram que o laser de diodo com comprimento de onda de 8§10nm e
980nm possuem efeito bactericida'®. Contudo, os estudos demonstram que as associagdes
do laser com flior e/ou outro meio preventivo apresenta melhores resultados, porém
como associar e o protocolo de aplicacdo dos materiais preventivos/laser ainda ndo esta

bem definido.

OBJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar in vitro os efeitos do laser de diodo,

associado ou ndo a aplicacdo topica de gel de quitosana para prevengdo de carie

dentinaria.



MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

O presente estudo analisou a prevengdo da carie dentinaria com a aplicagdo topica
de fltior (controle) e gel de quitosana (experimental) associada a aplicagdo de laser diodo
para avaliar a sua eficacia. O estudo foi fatorial 2x3, tendo como fator de estudo a
aplicacdo do laser diodo em dois niveis: com e sem o laser, associado aos tratamentos
em 3 niveis: controle (sem tratamento), aplicacdo topica de flaor e gel de quitosana.
Foram 2 grupos experimentais, subdivididos em 3 (n=10) com um total de 60 fragmentos
de dentina radicular bovina. O estudo foi executado conforme o delineamento em blocos
completos casualizados. As varidveis de resposta quantitativas foram: desgaste superficial
e rugosidade, avaliados em micrdmetros (um). E a varidvel qualitativa foi: morfologia do

substrato apos a aplicagdo do tratamento e ap6s o processo de desmineralizagao.

Preparo dos Fragmentos Dentais

Dentes incisivos bovinos foram selecionados e higienizados e aqueles que
apresentarem trincas na raiz foram descartados. Sessenta dentes foram armazenados em
solugdo de formol a 10% com pH 7,0 até a sua utilizagdo. As raizes foram separadas da
coroa com disco diamantado em maquina de corte (Minitom, Struers A/S, Copenhagen,
DK-2610, Denmark). A seccdo foi realizada na juncdo amelocementaria para obter
fragmentos de dentina radicular com dimensdes de 4x3x2 mm da regido cervical da raiz
dos incisivos bovinos. Em seguida, os fragmentos de dentina foram fixados em placa de
acrilico para a planificacdo e remocdo do cemento radicular com lixa de oxido de

aluminio de granulagdo #600 e #1200, disco de feltro e suspensdo de alumina 0,3 e 0,05



um (Arotec Sj685/ A Ind. e Comércio, Sdo Paulo/SP, Brasil) em politriz Arotec APL-4
(Arotec S/A Ind. e Comércio, Sao Paulo/SP, Brasil). Ao final do polimento, os espécimes
foram imersos em agua deionizada, sob a¢do do ultrassom (Ultrasonic Cleaner T-1449-
D, Odontobréas Industria e Comércio, Ribeirdo Preto — SP, Brasil) por 5 minutos para

lavagem e remogao de residuos.

Impermeabilizacdo dos Espécimes

Para a impermeabiliza¢do dos fragmentos de dentina radicular foi utilizada resina
composta (FiltekTM Z350, cor A1, 3M ESPE, USA) sem a aplicagdo de sistema adesivo
(Amaechi & Higham, 2001). Este procedimento foi cuidadosamente realizado
acomodando as por¢des de resina composta sobre as faces do fragmento com o auxilio de
uma espatula para resina (Suprafill n°l, Duflex, SSWhite, Inglaterra) em uma matriz
confeccionada para padronizar o formato da resina ao redor do fragmento de dentina em
todas as amostras. A polimerizag¢do foi efetuada por meio do fotopolimerizador Kavo
Poly Wireless (Kavo Kerr Group, Joinville, SC, Brasil), com 1100mW/cm? por 20
segundos.

A impermeabilizacdo foi realizada com o intuito de proteger todas as faces do
fragmento com resina composta, exceto a face externa (3 mm) que ficou sem resina. Esta
face foi parcialmente coberta com resina composta para ser utilizada posteriormente
como referéncia de dentina controle (sem irradiacdo de laser). Apds a impermeabilizagao,
os espécimes foram analisados em microscopio confocal a laser (Olympus LEXT
OLS4000, Japao), conectado a um computador com um software especifico. Foram
obtidas imagens da superficie em 216x e 2131x de aumento, sendo padronizado os locais

da obtencdo da imagem para posterior analise da rugosidade e morfologia.



Tratamento

Ap0s a leitura inicial estes foram armazenados em saliva artificial por 24
horas. Em seguida, os espécimes foram divididos aleatoriamente em dois grupos
experimentais e em 3 subgrupos (n=10) de acordo com os tratamentos:

G1: controle (sem irradiagdo com laser)

G2: utilizagdo do laser diodo - O laser utilizado nas amostras foi o laser de diodo
de comprimento de onda de 970nm, com fibra 6ptica de 300 um de didmetro. A fibra do
laser foi posicionada perpendicularmente a superficie da dentina, no modo contato. Os
espécimes foram irradiados por 10 segundos com uma frequéncia de 10Hz, e uma
densidade de energia de 15J/cm”. A poténcia de saida foi medida com um medidor de
poténcia antes de iniciar o tratamento. A poténcia adotada neste estudo foi de 1W.

Subgrupos:

A: Controle negativo (sem aplicagdo de nenhum tratamento)

B: Fluor fosfato acidulado (1,23% F) — O gel foi aplicado com o auxilio de um
pincel (Aplicador Microbrush KG Brush Fino - KG Sorensen, Sao Paulo, SP, Brasil), em
uma Unica e fina camada, por 4 minutos, na superficie da dentina. Em seguida o fluor foi
removido com auxilio de gaze, sem fricgdo®.

C: Gel experimental de quitosana (formulagdo segredo industrial) - O gel foi
aplicado com o auxilio de um microbrush durante 3 minutos até formar uma camada fina
de gel. Em seguida o excesso de gel foi removido com gaze; mantendo o produto por
mais 2 minutos na superficie da dentina; depois foi removido com jatos de agua
deionizada.

Posteriormente a cada tratamento, os espécimes foram imersos em saliva artificial

durante 6 horas, iniciando-se em seguida os ciclos de pH na solu¢do desmineralizante.



Foram realizadas mais 2 repeti¢des do tratamento, com um intervalo de 7 dias entre eles;

as ciclagens de pH foram realizadas entre os periodos de tratamento.

Ciclagem de pH

Ap6s 24 horas do fim do tratamento, os espécimes foram imersos em saliva
artificial durante 6 horas para em seguida serem submetidos a ciclagem de pH por 14 dias
(mantidos por 4h na solugdo desmineralizante e 20 horas na solugdo remineralizante, a
uma temperatura de 37°C), simulando um alto desafio cariogénico. Os espécimes foram
lavados com 4gua deionizada e submetidos novamente ao tratamento, a cada 7 dias,
totalizando 3 sessdes de tratamento. O desafio cariogénico foi fundamentado no estudo
de Queiroz et al. (2004). As solucdes empregadas foram preparadas de acordo com as
seguintes formulagdes: solucdo desmineralizante [2,0 mmolL-1 Ca (NO3)2. 4H20, 2,0
mmolL-1 NaH2PO4.2H20, 0,075mmolL-1 tampdo de acetato, 0,02ppmF, pH4,7];
solugdo remineralizante [1,5 mmolL-1 Ca (NO3)2. 4H20, 0,9 mmolL-I
NaH2P0O4.2H20, 0150 mmolL-1 Kcl, 0,1 molL- 1 Tris, 0,03ppmF, pH7,0] com
propor¢io de volume por area de 6,25ml/mm’ (50 ml) e 3,12mm’> (24 ml),
respectivamente. A cada 3 dias as solugdes DES e RE foram substituidas. O experimento
foi realizado a 37°C. Ap6s o décimo quarto dia, os espécimes foram mantidos em solugdo
remineralizante por 24 horas, totalizando um periodo experimental de 15 dias para

posterior analises.

Avaliagdo final
Ap6s a ciclagem de pH, os espécimes foram levados para analise morfoldgica da

superficie por meio do microscopio confocal a laser (Olympus LEXT OLS4000, Japao)



para se obter imagens da superficie em 216x e 2131x de aumento, nos locais padronizados
para posterior analise de desgaste e rugosidade das amostras.

Para a andlise da rugosidade superficial foram comparadas as médias inicial e final,
para determinar se a ciclagem de pH promoveu alteracdo na textura superficial. Para
comparar o efeito da ciclagem em relagdo a morfologia superficial, foi realizada a
diferenca entre a rugosidade final e inicial. Valores negativos significam que a superficie
se tornou mais lisa, enquanto que valores positivos indicam que a superficie se tornou

mais rugosa.

Analise dos dados

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a testes prévios para determinar a
analise apropriada para avaliagdo do desgaste e rugosidade superficial. Como os dados
foram normais e homogéneo realizou-se para as duas andlises a ANOVA a dois critérios
e teste de Tukey para diferenciacdo das médias. Na analise da rugosidade antes e depois
internamente de cada grupo utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Para a variavel de
resposta morfologia do substrato, foi realizada apenas andlise qualitativa descritiva e
comparativa. Para a anélise dos dados obtidos utilizou-se o programa Origin e o nivel de

significancia empregado foi de 5%.



RESULTADOS

Rugosidade Superficial

Na analise da rugosidade antes e depois observou que a rugosidade final foi

estatisticamente diferente em relagdo inicial, com excecdo dos grupos quitosana sem laser

e controle com laser (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo (um) da rugosidade superficial nos diferentes momentos

e diferentes grupos.

INICIAL FINAL
Controle 0,19+0,06 a 0,24+0,06 b
Sem laser Fliior 0,18+0,04 a 0,66+0,07 b
Quitosana 0,23+0,06 a 0,26+0,05 a
Controle 0,18+0,08 a 0,1940,03 a
Com laser Fliior 0,2340,14 a 0,68+0,17 b
Quitosana 0,17+0,06 a 0,28+0,06 b

*Comparacao na linha — mesma letra representa similaridade estatistica

Na rugosidade superficial, pode-se observar que o grupo do fltior fosfato acidulado

(1,23%), associado ou ndo ao laser de diodo, apresentou diferenga estatistica (p>0,05) em

relacdo aos outros grupos (Tabela 2).



Tabela 2. Média e desvio padrdo (um) da diferenca da rugosidade superficial final com a

inicial nos diferentes grupos.

Sem laser Com laser

Controle 0,05+0,10 b 0,01+0,04 b
Fluor 0,48+0,16 a 0,45+0,21 a
Quitosana 0,03+0,07 b 0,11+0,07 b

*Comparacdo na linha — mesma letra representa similaridade estatistica

Desgaste superficial

Pode-se observar que o grupo fltior fosfato acidulado (1,23%), associado ou ndo ao
laser diodo, apresentou o maior perfil de desgaste e diferiu estatisticamente do grupo
controle e do gel experimental de quitosana, associado ou ndo ao laser. Contudo, somente
o gel experimental de quitosana associado ao laser ndo apresentou diferenca estatistica do

grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padrdo (um) do perfil de desgaste para os diferentes tratamentos.

Sem laser Com laser
SO 1,8620,68 aA 1,751,71 aA
sitoy 2,99+2,37 bB 3,1243,33 bB
QU 2,07£1,99 aAB 2,38+1,85 aAB

*Letra mintscula - comparagdo na linha; Letra maitscula — compara¢do na coluna.
Mesma letra representa similaridade estatistica



Andlise morfologica

Na analise em microscopia das imagens obtidas, observa-se que na dentina (figura
1) ocorreu ténue alteracdo da textura superficial. Sendo mais evidente no grupo do flior
fostato acidulado (1,23%) associado ou ndo ao laser diodo. E verifica-se que houve maior
desgaste superficial no grupo flaor fosfato acidulado (1,23%) associado ou nao ao laser
diodo (figura 2). Na figura 3, observa-se a formacao de um degrau em todas as imagens
entre a area controle com a area tratada/submetida ao desafio cariogénico, sendo mais

evidente nos grupos com fliior fosfato acidulado (1,23%).



Figura 1. Superficie de dentina antes e apds o desafio cariogénico sem aplicagdo do laser
de diodo. A. controle antes; B. Controle ap6s desafio; C. Aplicagdo tdpica de fluor antes;
D. Aplicagdo topica de fltior depois; E. Solu¢do experimental de quitosana antes; F.
Solugdo experimental de quitosana depois.




Figura 2. Superficie de dentina antes e ap6s o desafio cariogénico com aplicagdo do laser
de diodo. A. controle antes; B. Controle ap6s desafio; C. Aplicagdo tdpica de fluor antes;
D. Aplicagdo topica de fltior depois; E. Solu¢do experimental de quitosana antes; F.
Soluc¢do experimental de quitosana depois.




Figura 3. Interface area controle com é4rea submetida ao desafio cariogénico. A. controle;
B. Controle com aplicagdo do laser de diodo; C. Aplicagdo topica de fluor; D. Aplicagdo
topica de fluor com aplicagdo do laser de diodo; E. Solug¢do experimental de quitosana;
F. Solugdo experimental de quitosana com aplicag¢do do laser de diodo.

iole]



DISCUSSAO

Neste presente estudo, a estrutura dentinaria foi submetida a desafios cariogénicos
intensos, que proporcionam uma desmineralizacdo da dentina causando alteragdes
superficiais com perda de estrutura em todos os grupos. Tentou-se simular uma ciclagem
na qual o paciente esta exposto a alta atividade de carie com tratamento remineralizante,
entre estes o fluor fosfato acidulado, a quitosana e o laser. A eficacia das solucdes de
quitosana e flaor fosfato acidulado (1,23% F) foi associada ao laser de diodo em um
comprimento de 970nm e uma densidade de energia de 15 J/cm® para amenizar a
desmineralizacdo da dentina. Entende-se, que doses de energia inferiores a 60mJ nao
promovem ablagado tecidual e aumentam a resisténcia acida da estrutura dentaria, devido
as alteragdes quimicas e morfologicas em sua superficie’. Evidéncias demonstram que a
irradiagdo com laser pode modificar a composicdo quimica da estrutura dentaria e
aumentar a sua resisténcia a desmineralizagio®>>, e além disso pode aumentar a captagio
de ions fluoreto, calcio e fosfato®>. A selecdo do laser de diodo no atual estudo, foi
devido a sua capacidade de aumentar a remineralizagﬁo36, baixo custo, portabilidade, e
facilidade de manuseio, pois trata-se de um laser de fibra. O presente estudo demostrou
semelhanca nos resultados da desmineralizagdo entre os grupos, associados ou ndo ao

laser, resultados similares foram observados por Soltanimehr, et al’'

. No entanto, outro
estudo®’ demonstrou que a aplicacio topica de flior combinado com a aplicagdo de laser
inibiu o desenvolvimento de lesdes de carie, isso ocorreu provavelmente devido a
diferenca do comprimento de onda do laser diodo utilizado, que foi de 809um e o padrao
de irradiagdo utilizado, bem como, na diferenca de metodologia empregada.

Neste estudo, o tratamento com laser de diodo com 1W de poténcia associado ao gel

experimental de quitosana proporcionou menor perda do substrato em comparagdo ao

ok}



grupo que utilizou o fluor fosfato acidulado (1,23%), e esse fato ocorreu provavelmente
devido as inumeras propriedades biologicas que o biopolimero proporciona, dentre elas a
capacidade de inibir a formagao de biofilme, ser antimicrobiano e ter um potencial anti-
erosivo, pois ocorre preservacdo da integridade das fibrilas de colageno e,
consequentemente, maior resisténcia a desmineralizacdo por meio da producgdo de ions
calcio e fosfato™. A natureza hidrofilica da quitosana resulta em importante
biocompatibilidade e biodegradabilidade, possui capacidade de induzir a mineralizagdo e
proporcionar a formacdo de dentina e formacdo de tecido conjuntivo pulpar, e sua
caracteristica policatidnica fornece propriedade hemostaticas e antimicrobianas™. A
interacdo de quitosana e colageno foi investigada em relagdo ao seu papel na
remineralizagio do esmalte®®, bem como para melhorar as propriedades mecanicas do
coldgeno da dentina e aumentar a resisténcia da dentina contra a degradagdo enzimatica®’.
A quitosana ¢ uma molécula com propriedades interessantes que podem ser usadas em
uma variedade de aplicacdes em odontologia, e essas aplicagdes podem introduzir uma
nova perspectiva no campo da erosdo dentaria®. Logo, o resultado apresentado corrobora

: : 29,30
com a literatura, pois como demonstrado em outros estudos™”

, a perda mineral dos
espécimes submetidos a aplicacdo de quitosana foi menor, e a profundidade da lesdo mais
rasa, portanto a quitosana influenciou no processo de desmineralizagdo da estrutura
dentéria.

No entanto, o grupo que utilizou fluor fosfato acidulado (1,23%) apresentou o pior
resultado na inibicdo da desmineralizacdo da dentina em comparagdo ao grupo controle e
a quitosana, diferentemente do estudo de Villalba-Moreno, et al.”’, que apresentou o
grupo do fluor com o melhor resultado, pois foi um estudo in vitro realizado em esmalte,

no qual a incorporagao de fllior no esmalte foi facilitada pelo efeito térmico do tratamento

a laser e a retencdo de fluor nas alteragdes superficiais produzidas pelo laser. Embora a

1



literatura demonstre resultados consolidados de que o flior possui um potencial
remineralizante, principalmente em esmalte, os nossos resultados ndo foram tdo
significativos e ndo foram capazes de inibir o processo desmineralizante. Visto que a
remineralizacdo da dentina ¢ mais desafiadora que a remineralizagdo do esmalte, devido
as porcentagens mais altas de matriz organica, que a torna mais porosa € permite que a
céarie progrida mais rapidamente do que no esmalte**. Portanto, somente a utilizagio do
flaor fosfato acidulado, sem a presenga dos componentes contidos na cavidade oral e a
sua dindmica, ndo possui capacidade de paralisar a desmineralizagdo dentindria. Assim,
percebeu-se que o gel experimental de quitosana com e sem o laser de diodo diminuiu o
processo de desmineralizacdo da dentina em relagdo ao grupo do fluor.

Logo, deve-se notar que o uso do laser de diodo ndo afetou negativamente o processo
de inibi¢do da desmineraliza¢do dentindria, porém ndo promoveu o efeito sinérgico no
processo de inibir a desmineralizagdo da estrutura dentéria. Seus efeitos benéficos como
adjunto do gel experimental de quitosana e da fluoretagdo topica ainda tem que ser mais
aprofundado'. Pois, ndo ha uma conformidade sobre modo de aplicagio dos lasers, a
duracdo do pulso, a densidade de energia utilizados e os diversos protocolos de
desmineralizacio®’. E o fluor fosfato acidulado em um processo cariogénico ininterrupto
em dentina foi incapaz de inibir o processo de desmineralizagdo, pois ndo ha aderéncia
suficiente na estrutura desmineralizada quanto o gel experimental de quitosana. Dessa
maneira, os produtos existentes no mercado atualmente nio sdo capazes de inibir a perda
de estrutura dentaria quando estd sendo submetida a um alto desafio cariogénico. S@o
necessarios estudos adicionais para o melhor entendimento e aprofundamento sobre essas

substancias anti-erosivas, como elas funcionam e interagem com a superficie dentindria.

01N



CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que uma vez instalado o
processo cariogénico, os agentes estudados ndo foram capazes de inibir o processo de
desmineraliza¢do. E o emprego do fluor fosfato acidulado (1,23%) ndo ¢ indicado em

casos de nao controle da doenga carie.
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