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Maselli A. Avaliacdo do efeito de diferentes tratamentos sobre a degradacao do
colageno e progressao da lesdo de carie radicular: estudo “in vitro” [dissertagao].
Sao José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

A mensuragcao da degradacao de colageno radicular € um importante parametro
para avaliar a progressao de caries na dentina ou a eficacia de métodos terapéuticos
na prevencdo de lesbes nao cariosas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
degradagao do colageno da dentina radicular frente a métodos de prevencdo de
carie, utilizando o teste da Hidroxiprolina e a microradiografia. Foram obtidos 40
blocos de dentina radicular com aproximadamente 1,5 mm de profundidade x 6 mm
de didmetro, a partir de incisivos bovinos, os quais foram submetidos ao processo de
desmineralizacao artificial em tampao acetato (pH=5), a fim de induzir a formacao de
uma lesdo cariosa. Em seguida as amostras foram submetidas aos tratamentos
preventivos de carie radicular: 1) Clorexidina 0,12% 1 min, 2) Flaor neutro 2% 1 min,
3) Nd: YAG Laser- 60 mJ 10 s e 4) Agua Deionizada (controle) 1 min. Apds os
tratamentos as amostras foram expostas a degradagdo pela enzima colagenase
(Tipo VII, Produto No. C0773, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por um periodo de
5 dias. Ao final do desafio da colagenase, a solugdo contendo a enzima foi coletada
para ser submetida ao teste da hidroxiprolina, para a mensuragao da quantidade de
colageno degradado por meio de colorimetria em espectrofotdmetro. Em seguida as
mesmas amostras foram submetidas a mais 2 dias de desmineralizagcdo. Em
complemento ao ensaio da hidroxiprolina as amostras foram expostas a
microradiografia transversal para visualizacdo e medi¢cao da area degradada. Uma
andlise descritiva dos dados obtidos foi realizada de modo a determinar o teste
estatistico a ser aplicado. A analise de variancia (ANOVA) para a HYP revelou que
nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos empregados
(p>0,05). Os dados obtidos na microradiografia foram submetidos ao teste de
Kruskal Wallis e teste de comparagdes multiplas, Dunn. Os dados de repteticao,
comparacgdes entre a desmineralizacao inicial (5 dias) e a segunda desmineralizacao
(2 dias), foi realizado individulamente em cada grupo por teste T de medidas
repetidas ou Wilcoxon. Houve diferenga significativa entre os grupos (p<0,0001).
Dos tratamentos empregados, a clorexidina e o fluor foram eficazes na prevencgao da
progressao da carie radicular.

Palavras-chave: Dentina. Desmineralizacdo. Degardagdo de  Colageno.
Hidroxiprolina. Carie radicular.



MASELLI A. Evaluation of different treatments on the collagen degradation and
progression of dentin caries “in vitro” study. Sdo José dos Campos (SP): Institute of
Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2017.

ABSTRACT

Quantification of collagen degradation is an important parameter to evaluate dentin
caries progression of caries prevention aid. The aim of this study was to evaluate
root collagen degradation against preventive methods by using the hydroxyproline
assay and microradiography technique. Forty root dentin blocks were obtained with
1,6x6 mm (depth x diameter) from bovine incisors, which were submitted to artificial
demineralization process by acetate buffer (PH=5), in order to induce a carious
lesion. Then, the samples were submitted to preventive therapeutic treatment of root
caries: 1) Chlorhexidine 0,12% 1 min, 2) Fluoride 2% 1 min, 3) Nd:YAG Laser - 60
mJ 10s, 4) Deionized Water (control) 1 min. After that, the samples were exposed to
degradation by the collagenase enzyme (Type VII, Product No. C0773, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 5 days. Following the collagenase challenge, the
enzyme solution was collected for assaying hydroxyproline released from collgen
matrix, where it is possilble to measure the amount of degraded collagen by
colorimetry in a spectrophotometer. Soon after, the same samples were submitted to
a further 2 days of demineralization process. In addition to the hydroxyproline assay
the samples were exposed to the transverse microradiography for a visualization of
the degraded area. Soon after the colorimetric test the same samples were submitted
to further two days of demineralization. A descriptive analysis of the data will be
performed to determine the statistical test to be applied. ANOVA test revealed that
there was no difference between the treatments (p>0,05). The microradiography data
were submitted to the Kruskal Wallis test and multiple comparison test, Dunn. The
repetition data, comparisons between the initial (5 days) and the second (2 days)
demineralization, were performed individually in each group by repeated measures
T-test or Wilcoxon (p<0,0001). Among the proposed treatments, chlorhexidine and
fluoride were effective in preventing root caries progression.

Keywords: Dentin. Demineralization. Collagen-degradation. Hydroxyproline. Root
Caries.
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1 INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas houve uma reducéo na incidéncia de carie dentaria em
paises desenvolvidos. No entanto, houve um aumento na prevaléncia de carie
radicular, atribuido ao aumento da estimativa de vida da populagcéo, e
consequentemente, a permanéncia dos dentes na cavidade oral por mais tempo
(Petersson, Bratthall, 1996).

A carie dentaria € uma doenca infecciosa causada por certas bactérias
(Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacill) presentes na
cavidade bucal. Em processos cariosos, essas bactérias produzem acidos que se
difundem através dos tecidos dentarios calcificados, diminuindo o pH local para
abaixo de 5,5, levando a dissolugado dos cristais de apatita (Chaussain-Miller et al.,
2006).

A lesdo pode iniciar no esmalte ou cemento, e eventualmente, progride para
a dentina subjacente. Depois que parte mineral da dentina € dissolvida, a matriz
organica da dentina € exposta a degradagao por enzimas derivadas do hospedeiro
ou das bactérias. E fato que a colagenase bacteriana n&o resiste a8 queda para um
pH extremamente acido (pH 4,3), sugerindo que a contribuicdo dessas enzimas para
a degradacao da matriz pode ser menos importante, e que enzimas proteoliticas
derivadas do hospedeiro, como as MMPs dentinarias e salivares, podem ter um
papel mais importante na degradagao da matriz organica da dentina (Tjaderhane et
al., 1998). Sendo assim, o processo da carie nao se restringe a dissolugao fisico-
quimica de componentes minerais por acidos bacterianos. A deposi¢cao mineral e
dispersédo dentro da matriz de colageno podem ser regidos pela condigdo da mesma
(Balooch et al., 2008; Bertassoni, Marshall, 2009).

Basicamente, o esmalte do dente permanente é composto por uma parte
mineral, na forma de cristais de hidroxiapatita ou fluorapatita, organizados em
prismas. Quando o pH esta menor do que 4,5, os cristais de apatita sdo facilmente
dissolvidos pelos acidos, gerando uma lesdo superficial (Buzalaf et al., 2010).
Diferentemente do esmalte, a dentina permanente contém 47% de componentes
inorganicos (apatita), 33% de componentes organicos (colageno) e 20% de agua.

Estudos demonstram que a desmineralizagdo da dentina é primeiramente aparente
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na interface inter e peritubular da dentina (Meurman et al., 1991; Kinney et al., 1995).

No entanto, a dentina € um tecido mineralizado a base de colageno
constituido por cristais de apatita inorganicos incorporados numa matriz extracelular.
O colageno tipo | € o componente principal da matriz extracelular da dentina
representando até 90% do material organico (Linde, 1984).

Inicialmente, quando ha exposigdo da dentina aos acidos, os minerais
presentes na dentina peritubular/intertubular sdo liberados, ocorrendo aumento do
diametro dos tubulos (Meurman et al., 1991) e exposicdo da camada superficial da
matriz de colageno da dentina desmineralizada. Assim, € possivel que essa camada
superficial de matriz de colageno proteja a camada subjacente de dentina
mineralizada contra forgas mecanicas e de desgaste, ou seja, o processo de
desmineralizagdo da dentina diminui a medida que a quantidade de colageno nao
degradado aumenta, uma vez que € atribuida a matriz de colageno a capacidade de
prevenir a difusdo i6nica através da dentina (Klont, ten Cate, 1991; Kleter et al.,
1994).

Além disso, a matriz de colageno pode ser degradada mecéanica e
bioquimicamente, o que levaria a progressao patoldgica da lesdo na dentina. A
modificagdo dessa matriz por agentes ou métodos terapéuticos deve ser
considerada a fim de aumentar a sua estabilidade e resisténcia a degradagao
(Noriko et al., 2013).

Observa-se na literatura que a irradiacdo com laser Nd:YAG pode tornar os
tecidos dentais mais acido-resistentes, evitando ou retardando o desenvolvimento de
lesdes cariosas primarias ou secundarias (Castellan et al., 2010). O Laser Nd:YAG é
capaz de formar uma camada de dentina derretida, denominada de “melting",
caracterizada pela obliteragdo dos tubulos dentinarios (Liu et al., 1997). Assim como,
a associagao do fluor contendo dessensibilizantes com a irradiagdo com o Nd:YAG
laser podem induzir a oclusao dos tubulos dentinarios (Hsu et al., 2006).

O fldor por sua vez desacelera o processo de degradacdo da matriz de
colageno (Brackett et al., 2015). Porém, existe a necessidade de se manter o nivel
de fluor na cavidade oral ao longo do dia para obter o maximo beneficio na
prevencao da carie (Whelton, O'Mullane, 2001).

Ja a clorexidina é largamente usada para prevenir a degradacdo de

colageno inibindo as MMPs (Islam et al., 2016). Sendo um dos anti-microbianos
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mais comumente utilizado no controle de carie e doenga periodontal. Sua
popularidade ndo é s6 devido ao seu amplo espectro antimicrobiano, o qual inclui
bactérias Gram-positivas e Gran-negativas, mas também devido a sua retengédo no
meio bucal, fazendo com que seu efeito antimicrobiano seja prolongado (Fitzgerald
et al., 1989).

Para tal, mensurar a quantidade de colageno degradado e a perda mineral
em uma lesao de carie, seria de grande valia para avaliar a eficacia de tratamentos
preventivos de carie radicular. O teste da Hidroxiprolina € capaz de mensurar a
quantidade de colageno degradado (Islam et al., 2016). A Hidroxiprolina € um
aminoacido nao essencial constituinte de proteinas e derivados da prolina, e
constituindo 10% da molécula de colageno. A determinagdo da concentragdo de
hidroxiprolina € um procedimento frequentemente utilizado porque 90% da dentina
desmineralizada consiste em colageno Tipo |, o qual possui 10% de hidroxiprolina
em massa, enquanto outras proteinas contém muito pouco ou nada deste
aminoacido (Bornstein, Sage, 1980).

A Microradiografia transversal € considerada uma técnica padréo ouro para
mensurar diferengas no conteudo mineral da superficie de uma lesdo dental
(Magalhaes et al., 2016).

Em virtude do exposto, a identificacdo do método mais efetivo na prevencao
do processo da carie radicular, pode representar uma real contribuicdo para a

reducao dos indices da leséo cariosa radicular na pratica diaria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para a melhor compreensdo dos complexos mecanismos que envolvem a
analise da degradagdo do colageno dentinario, a compilacdo dos dados
bibliograficos sera apresentada em tdpicos: caracteristicas da dentina sadia:
morfologia e caracteristicas ultra-estruturais mais relevantes; carie dental:
mecanismo de formacdo e desenvolvimento da carie dentaria e mais
especificamente da carie radicular; métodos preventivos de carie: como os

pesquisadores tem procurado solucionar o problema.

2.1 Caracteristicas da dentina sadia

A observagao da dentina ndo descalcificada em dentes humanos, realizada
por Frank (1959), por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV), revelou
que na pré-dentina e na dentina proxima a polpa, os processos odontoblasticos séao
extensdes citoplasmaticas dos odontoblastos, os quais preechem o lumem dos
tubulos dentinarios. Na dentina central e externa os processos odontoblasticos
assumem a forma tubular, sendo que a dentina peritubular circunda a projecéo
citoplasmatica e a parte tubular do processo odontoblastico. O alto grau de absorgao
de elétrons da dentina peritubular associado a areas seletivas de difracao de
elétrons revelou a presenca de apatita nesta area, mostrando que a dentina
peritubular € mais calcificada que a dentina intertubular. Essa dentina por sua vez,
consiste de uma matriz fibrilar formada por elementos inorganicos, os quais sao
facilmente destruidos com o processo histoldgico de descalcificagao (Frank, 1959).

A observagado microscopica da dentina fraturada de diferentes amostras de
mammalian, segundo (Boyde, Lester, 1967), revelou que os aspectos estruturais,
normalmente presentes na dentina intertubular, peritubular, tubulos e canaliculos,
foram claramente evidentes em todas as amostras examinadas. A aparéncia da
dentina intertubular variou de acordo com a presenca ou auséncia da fase fibrilar,

enquanto que evidéncias da fase fibrilar na dentina peritubular foram restritas a
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algumas amostras. Varias conformacdes fibrilares foram encontradas associadas as
paredes tubulares, as quais, apresentaram uma lisura superficial com aparéncia
similar a dentina peritubular.

Mjor (1972) descreveu a estrutura da dentina e suas caracteristicas frente a
reagdes pulpares. Segundo o autor, mais de 90% do componente organico da
dentina é colageno que esta provavelmente distribuido de maneira uniforme na
dentina intertubular. Fibras colagenas ndo mineralizadas e terminagdes nervosas
podem ser encontradas no espaco periodontoblastico. Na dentina peritubular a
matriz organica € escassa. Um aumento da mineralizagdo da dentina humana tem
sido relacionado com a idade, lesbes de carie, atricdo, exposicdo dentinaria a
cavidade bucal e posterior aplicacdo de material restaurador. O aumento de
mineralizacao resulta de reagdes especificas que dependem das condi¢cdes a que a
dentina foi exposta. Esclerose pode ocorrer devido a idade simplesmente, ou devido
a outros fatores, tais como atricao, carie, erosao, aplicagao de Ca(OH)2, observados
in vivo, além de desmineralizacdo e preparo cavitario, observados in vitro (Mjor,
1972).

O estudo da dentina coronaria incisal de dentes humanos, realizado por
(Tronstad, 1973), através da microscopia eletrénica de transmissdo (MET), mostrou
que a grande maioria dos tubulos dentinarios estava aberta independentemente da
idade. No interior dos tubulos foram identificadas uma certa variedade de estruturas
fibrilares com diametros entre 50 nm e 0.7 uym, nas quais foram identificadas as
ligacdes cruzadas tipicas do colageno. Algumas fibras apresentavam tendéncia a
arborescéncia, o que foi interpretado como fibras nervosas. Disturbios de
mineralizagao foram identificados na dentina central entre os cornos pulpares e a
borda incisal; nesta area central os tubulos estavam ocluidos com um material de
fina textura e a dentina peritubular foi dificimente identificada. Uma quantidade
variavel de dentina secundaria foi observada nos cornos pulpares dos dentes jovens.

Em 1976, Garberoglio & Brannstrom examinaram em microscopia eletrénica
de varredura, a estrutura da dentina a variadas distancias da polpa, que foram
classificadas como superficial, média e profunda. Os autores procuraram determinar
0 numero e o didmetro dos tubulos dentinarios, conforme estas trés profundidades
pré-determinadas. Concluiram que, em média, a dentina superficial apresenta um

nimero de 20 mil tibulos/mm?2, com cerca de 0,9 um de didmetro; a dentina média,
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29 mil tubulos/mm? com cerca de 1,2 um de didmetro; e a dentina profunda, 45 mil
tubulos/mm? com 2,5 uym de diametro. Portanto, o nimero e o diametro dos tdbulos
dentinarios aumentam na medida em que nos aproximamos do érgao pulpar.

Pashley (1996) descreveu a dentina como um composto biolégico poroso
composto de particulas de cristal de apatita em uma matriz de colageno (Pashley,
1996).

O conteudo mineral normal da dentina € encontrado em duas areas: entre os
tubulos, na dentina intertubular, e na dentina peritubular em intima associacdo com
as fibras colagenas. Os cristais de apatita da dentina sdo menores do que os de
esmalte e estdo aleatoriamente depositados ao longo das fibras colagenas. Estes
cristais sdo menores do que os de esmalte, com composicdo defeituosa por ter
baixo conteudo de calcio e alto conteudo de carbonato, levando a uma maior
solubilidade e maior potencial para substituicdo ibnica. A taxa calcio/fésforo dos
cristais de apatita da dentina é de 1,57, enquanto que da hidroxiapatita do esmalte &
de 1,67. Estas caracteristicas sao de importancia fundamental para os tratamentos
preventivos e restauradores (Marshall et al., 1998).

A composicdo da dentina € de 70% de mineral e 20% de substancia
organica em relagéo ao seu peso, e, 50% de mineral e 50% de substancia organica
em relagdo ao seu volume. Como ocorre no esmalte, a fase mineral é representada
pela hidroxiapatita, mas os cristais tém dimensbdes muito menores do que os do
esmalte. Os cristais podem ser hexagonais ou em forma de laminas, com secgdes
transversais que variam de 3 a 30 nm, com 50 nm de comprimento, o0 que resulta em
uma maior proporgao superficie/volume tornando-os mais reativos. Isto faz com que
a dentina apresente ions contaminantes que néo sejam calcio, fosfato e hidroxila,
mais do que o esmalte (Fejerskov et al., 2005).

A matriz organica da dentina € composta de colageno que se apresenta
como uma tripla hélice com trés cadeias de polipeptideos entrelacadas. Existem
também muitos outros componentes que determinam as propriedades da matriz:
fosfoproteinas, fosfolipideos e proteoglicanos. Estes componentes sdo responsaveis
pela formacédo dos nucleos minerais e pela regulagcdo da mineralizagdo durante a
dentinogénese e por isto podem interferir também no processo de desmineralizagao
e remineralizacdo. Entretanto, a principal estrutura de suporte da dentina é o

colageno, que mantém juntos os cristais de apatita, sendo que alguns estdo
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precipitados dentro da fina estrutura da hélice, o que confere uma sinergia entre a
matriz organica e a fase mineral. Isto pode fazer com que o mineral sé possa ser
parcialmente dissolvido pelo ataque acido, e a matriz parcialmente digerida pela
agao das enzimas, durante o ataque bacteriano no processo da carie (Fejerskov et
al., 2005).

Sendo assim, o desenvolvimento do dente humano explica algumas
caracteristicas estruturais da dentina. Perdigdo (2010), relatou que a dentina
produzida até a completa formacdo da raiz dentaria, € identificada como dentina
primaria e engloba a matriz dentinaria pulpar circundante. A formacgao da dentina é
mais lenta na raiz do que na coroa dos dentes. Fisiologicamente, a dentina
secundaria € formada depois da total formacédo da raiz. A aparéncia da matriz da
dentina primaria, indica uma estrutura tubular regular. Enquanto que a secundaria
pode ser menos tubular, e ter as mesmas caracteristicas morfolégicas da dentina
primaria (Perdigao, 2010).

A fase organica da dentina tem cerca de 90% de colageno (principalmente o
do tipo | com pequenas quantidades dos tipos Il e V) com inclusdes fracionais de
proteinas nao colagénicas e lipideos da matriz. O colageno do tipo | atua como um
arcabougo que acomoda uma grande proporgao (aproximadamente 56%) do mineral
nos orificios e poros das fibrilas. As proteinas nao colagénicas da matriz ocupam o
espaco entre as fibrilas colagenas e acumulam- se ao longo da periferia dos tubulos
dentinarios, estas proteinas regulam a deposi¢do de minerais e podem atuar como
inibidoras, promotoras e/ou estabilizadoras, dependendo de sua localizagao
(Fejerskov, Kidd, 2011).

Segundo Nanci (2013) devido a forma da cadeia estrutural de colageno e
sua relagdo com os cristalitos de apatita parece haver um sinergismo, ou mutua
protecao, entre esses dois componentes uma vez que a fase mineral s6 pode ser
parcialmente dissolvida durante o ataque acido, enquanto a matriz ndo pode ser
digerida pela agédo enzimatica das proteinases da matriz, visto que esta superficie é
protegida pelos cristalitos de apatita. Essa composicao estrutural geral da dentina e
do cemento resulta em diferencas importantes na forma como os microorganismos
interagem com a dentina e as superficies radiculares no desenvolvimento da lesédo
cariosa em relacdo ao processo no esmalte. Além dos eventos quimicos no mineral,

havera também a necessidade de uma atividade proteolitica grande por parte dos
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microorganismos para remover a matriz colagenosa durante o progresso do

processo ca rioso.

2.2 Carie Dental

O maior desafio patolégico para a dentina é a carie. Analises radiograficas,
microscopia comum e microscopia eletrénica revelaram que a carie na dentina
apresenta cristais inorganicos no interior dos tubulos dentinarios que correspondem
a cristais de apatita, os quais se depositam progressivamente em uma matriz
organica, que por sua vez, se origina de remanescentes de processos
odontoblasticos destruidos, sendo que estes cristais acabam obstruindo os tubulos.
Em estagios iniciais, da carie grandes cristais romboédricos de fosfato de calcio
(Cas(POa4)2), denominados “whitelockite” podem ser vistos em tubulos esclerosados
e algumas vezes nos limites entre a dentina peritubular e o tubulo obstruido e outras,
no proprio interior dos tubulos. Vahl et al. em 1964, observaram também
microorganismos invadindo a dentina peritubular e o lumen dos tubulos. Uma
desmineralizagao difusa da dentina peritubular precede a lise da matriz organica
provocada pela invasdo bacteriana que resulta na formagdo de grandes crateras
preenchidas com bactérias. A confluéncia ou juncao destas crateras resulta na zona
de completa destruigio.

Para Mjor (1972) a dentina secundaria irregular, também chamada de
terciaria, representa um tecido cicatricial que se forma como resposta a lesdes locais
sendo irregular e suas caracteristicas histologicas dependem do numero de
odontoblastos associados ao processo. E um tecido de importancia bioldgica,
entretanto, contém mais material organico do que a dentina normal e, portanto, pode
ser mais permeavel do que a dentina primaria. Para o autor, na prevengao de danos
pulpares, o tratamento deve ser conduzido de modo a reduzir a permeabilidade
dentinaria mais do que estimular a formagao de dentina secundaria ou reacional.

Ogushi e Fusayama (1975) concluiram, em estudo com microscopia
eletrébnica de lesbes produzidas in vivo e in vitro, que as estruturas organicas e

inorganicas das duas camadas de carie de dentina (externa e interna) sao
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diferenciadas através da coloracdo com fucsina basica 0,5% em propileno glicol.
Cortes ultrafinos destas lesdes foram obtidos, sendo metade destes observados sem
descalcificagdo (para estruturas inorganicas) e metade com descalcificacdo (para
estruturas organicas). A camada interna da dentina cariada, adjacente a dentina
sadia, nao se corou e apresentou a dentina intertubular parcialmente descalcificada
com os cristais de apatita dispostos como “franjas” unidas as fibras colagenas
sadias, apresentando bandas e interbandas distintas. Nesta camada, a dentina
peritubular teve sua espessura reduzida, mas a trama colagena e 0s processos
odontoblasticos puderam ser identificados. Na camada externa, coravel pela fucsina,
a dentina intertubular mostrou-se muito descalcificada, apresentando cristais
granulares ou em forma de folhas irregularmente espalhados. As fibras colagenas
remanescentes sdo poucas e deterioradas, apresentando bandas dificiimente
identificaveis, ndo apresentando interbandas. A dentina peritubular bem como os
processos odontoblasticos estavam ausentes e a abertura dos tubulos apresentou-
se preenchida com cristais de formatos variados.

No entanto, nas caries crénicas, a camada naturalmente escurecida, que se
interpde entre a camada externa e interna, € menos coravel pela fucsina, entretanto
o0 exame das estruturas revelou que esta camada apresenta caracteristicas da
camada externa. Nas caries agudas a dentina peritubular ndo se distingue da
intertubular e os tubulos encontram-se preenchidos com os mesmos cristais que se
espalham de modo irregular sobre a dentina intertubular, em forma de folha ou de
disco (Ohgushi, Fusayama, 1975).

Kuboki e colaboradores (1977) estudaram as alteragbes bioquimicas que
ocorrem nos processos de carie de dentina e verificaram que ndo ha alteracées na
composi¢ao padrdo dos aminoacidos das fibras colagenas, tanto da primeira quanto
da segunda camada de carie, em comparagao com a dentina sadia.

Entretanto, alteracbes bioquimicas marcantes nas ligagdes cruzadas
intermoleculares das fibras colagenas foram observadas nas camadas de carie, de
modo distinto. Na segunda camada de carie observaram menor numero de ligagoes
cruzadas e aumento do aldeido precursor destas ligacdes, alteracdes consideradas
reversiveis. Na primeira camada, além da diminuicdo das ligagcbdes cruzadas, houve
diminuicdo marcante dos precursores, com aumento das hexitolisinas

(polissacarideo relacionado ao metabolismo bacteriano), além de diversos outros
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compostos desconhecidos. Estas alteragbes da primeira camada indicam alteragao
irreversivel das ligagdes cruzadas das fibras colagenas, nesta camada de carie.

A carie de dentina apresenta duas camadas distintas que apresentam
estruturas ultramicroscopicas e quimicas diferentes. Uma € a camada externa,
irreversivelmente desnaturada, infectada e ndo remineralizavel e que necessita ser
removida no tratamento das lesdes. A outra € a camada interna, reversivelmente
desnaturada, nao infectada e remineralizavel, por isto preservada no tratamento das
lesbes. Segundo o autor, estas duas camadas podem ser distinguidas clinicamente,
através da aplicagéo de corante a base de fucsina basica em propileno glicol a 0,5%,
que cora apenas a camada externa. Esta diferenciagdo permitiia a completa
remogdo da camada infectada com total preservagcdo da camada interna
remineralizavel, sendo ainda o corante biocompativel com a polpa dental. Para o
autor, o amolecimento e a descoloracdo da dentina contaminada nao sao
parametros para possibilitarem sua total remogdo com preservagdo da camada
afetada (Fusayama, 1979).

Frank e Voegel (1980) estudaram a ultra-estrutura dos processos
odontoblasticos em carie de dentina. A analise das lesbes de carie de dentes
humanos, com microscopia eletrénica de transmissdo e difracdo de elétrons,
mostrou que na camada interna da dentina, abaixo da zona translucida, ndo ha
sinais de degeneragdo odontoblastica os quais mostraram-se ricos em
microfilamentos, microtubulos e grandes vacuolos. Foram detectadas calcificagbes
intratubulares e até um inicio de calcificacdo dos espacgos periodontoblaticos,
seguido de calcificacdo do processo odontoblastico ou por uma calcificagcao inicial
intracitoplasmatica, seguida de mineralizagdo periodontoblastica secundaria. Os
processos odontoblasticos ndo se retraem e nem se regeneram antes da esclerose,
sendo envolvidos pelos minerais, podendo atuar como matriz para a mineralizagao
que pode iniciar por eles ou pelos depdsitos periodontoblasticos. Normalmente o
processo odontoblastico ndo se estende além da camada interna da dentina.

Com a finalidade de estudar as alteragdes das camadas de carie de dentina
em comparagao com a dentina sadia, Shimizu e colaboradores realizaram estudos
com microscopia eletrénica de cortes ultrafinos (0,1 ym) de dentes cariados, pelo
método “longspan” através do qual obtiveram cortes desde a polpa até o assoalho

cavitario em uma unica pecga. Pequenos fragmentos de dentina normal e de dentina
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da camada profunda da carie, vizinhos ao longo fragmento, também foram
estudados. Foram observadas alteragdes graduais e continuas desde as camadas
mais profundas até a camada superficial da lesdo. A unido periddica dos cristais de
apatita as fibras colagenas torna-se gradualmente indistinguivel a partir das
camadas mais profundas, em dire¢do a camada superficial, devido a dissolugao
periférica dos cristais de apatita. Na camada externa, esta alteragdo é abrupta e
definitiva, sendo que o arranjo das fibras e a unido periddica dos cristais
desaparecem; ha alta dissolu¢do dos cristais, de modo irregular que agora
aparecem sem nenhuma relagdo com a matriz colagena. Na camada interna, nao
foram observadas alteragcdes na espessura da dentina peritubular, entretanto, na
camada externa, esta se encontrava por vezes comprimida ou perdida pela invasao
bacteriana (Shimizu et al., 1981).

A carie de dentina consiste basicamente de duas camadas: 1. lesdo externa
que esta irreversivelmente desnaturada, nao remineralizavel, infectada e nao vital; 2.
les&o interna que é reversivelmente desnaturada, fisiologicamente remineralizavel,
nao infectada e vital. Esta camada interna esta dividida internamente em camada
descolorida, camada transparente e camada subtransparente. A camada
transparente da carie de dentina é a camada mais profunda da dentina afetada.
Depdsitos intratubulares de finos cristais foram inicialmente observados na camada
mais superior da dentina normal, aumentando na camada subtransparente e
gradualmente substituidos por depdsitos de cristais rombdides na camada
transparente. Estes cristais ndo foram identificados na camada imediatamente
superior, a camada descolorida, que € amolecida devido a desmineralizacdo da
dentina intertubular e peritubular a qual tem inicio no fundo da camada
subtransparente e vai aumentando em diregdo ao meio externo (Ogawa et al., 1983).

Arends e colaboradores (1987), realizaram estudo da carie de esmalte
analisando fragmentos submetidos ao desafio cariogénico, in situ, por quatro
semanas, periodo em que as superficies de esmalte com caries iniciais foram
submetidas a analise microrradiografica e analise em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), realizadas nos mesmos fragmentos, para avaliagdo do conteudo
mineral. Os resultados mostraram um remanescente mineral de cerca de 50%, com
porosidades presentes ao nivel dos prismas e na regido interprismatica e muito

raramente ao nivel de cristais, indicando perdas minerais nestas areas. A morfologia
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superficial do esmalte desmineralizado, em aumentos microscopicos pequenos,
mostrou-se semelhante ao esmalte sadio, entretanto, em aumentos maiores, as
porosidades superficiais tornaram-se visiveis.

Um importante estudo da dentina cariada, foi realizado por Jones e Boyde
(1987) utilizando varias técnicas de microscopia eletronica. Analises ao Mev
demonstraram auséncia de dentina peritubular, redugcdo da densidade da dentina
intertubular, conformagao de fendas ou orificios. No fundo das lesbes, na area do
"front", ha um consideravel aumento na densidade do tecido dentinario, notado em
pequenos aumentos microscopicos, sendo que em altas resolugdes, foi possivel
notar que este aumento de densidade representa acumulo de material elétron-denso
no interior dos tubulos, algumas vezes junto a dentina peritubular. A progresséo da
lesdo em esmalte ocorre na direcdo dos prismas, em dentina na direcdo dos tubulos
e em cemento na diregdo das fibras de Sharpey. A extensao lateral das lesdes
depende da extensao da carie. Em lesdes muito profundas, a formacao de dentina
secundaria (reacional) abaixo da dentina primaria cariada em que se vé areas sem
tubulos ou com disposicdo muito irregular, entrecortando areas com tubulos
irregularmente orientados. As lesdes profundas apresentam outros aspectos
particularmente importantes: presenca de dentina peritubular projetando-se das
superficies reabsorvidas, muito mais do que ocorre nas projegdes fisioldgicas com
osteoclastos em dentina normal. Estes tubulos com a dentina peritubular projetada
podem ainda conter um material cilindrico central que pode projetar-se mais do que
a dentina peritubular. Para os autores este material se deposita no interior dos
tubulos durante o avanco da lesao e esta freqlientemente relacionado a resposta
fisiolégica normal dos odontoblastos frente ao processo patolégico. Pode também se
tratar de redeposicao de mineral dissolvido pelo processo bacteriano nas lesdes
avancgadas de carie. Nestas, a matriz colagena se apresenta exposta pelo processo
de reabsorcdo. Em caries radiculares a lesdo se estende mais em superficie do que
em profundidade, com remocao seletiva da dentina peritubular como nas lesdes
coronarias. Nas areas de dentina desmineralizada, mas nao totalmente removida,
uma interessante estratificagdo foi notada, paralela as linhas incrementais de
dentina, provavelmente decorrente da penetracao bacteriana através dos canaliculo.

Quando a lesdo de carie se estende para a jungdo amelodentinaria, o

primeiro sinal de desmineralizagdo da dentina pode ser visto ao longo desta juncao
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como uma descoloracdo de tom acastanhado, sem se estender além dos limites da
area de contato da lesdo de esmalte. As reacdes dentinarias laterais aos limites da
lesdo em esmalte representam continuacdo das reacdes dentino-pulpares aos
estimulos transmitidos pela lesdo de esmalte (Bjorndal, 1991).

As caracteristicas do fluido interno das lesbes de carie de esmalte sao
diferentes das do fluido da placa dental, sendo que o fluido da lesdo pode ser
definido como aquele que preenche os poros do corpo da zona escura e da zona
translucida. O fluido da zona superficial, por sua vez, pode ter caracteristicas do
fluido interno e do fluido da placa, sendo uma mistura de ambos (Larsen, Pearce,
1992).

Lesbes de carie radicular desenvolvidas artificialmente por diferentes
métodos quimicos foram avaliadas através de microscopia de luz polarizada e
através de microradiografias de contato, nas quais identificaram de modo geral, duas
zonas histolégicas que eram sempre distintas em todas as lesdes: a zona do “front”
e 0 corpo da lesdo. Nos modelos experimentais que continham fluor, as lesdes
desenvolvidas apresentaram bandas de remineralizagdo no corpo da lesao, além de
menor contracao superficial (Wefel et al., 1995).

Segundo Fejerskov (1997), a carie dental € consequéncia do acumulo de
eventos, um processo que se desenvolve ao longo de um periodo de tempo. E um
processo dinamico de desmineralizacdo e remineralizacdo resultante do
metabolismo bacteriano junto a superficie dental que pode resultar na perda mineral
levando ou ndo a cavitacdo, resultante de um desequilibrio fisiolégico. O autor
sugere que o termo "carie dental" se refira apenas a perda mineral, ou seja, a
cavidade formada, quando presente clinicamente. A carie dental ndo se desenvolve
de maneira continua e ininterrupta, ao contrario, apresenta estagios de interrupgao.
O modo como a lesao de carie se desenvolve em esmalte, dentina, dentina radicular
e / ou cemento € um pouco diferente em cada tecido, sendo que por este motivo
estas lesdes podem responder diferentemente tanto aos tratamentos operatérios
quanto aos tratamentos preventivos.

Sendo assim, a desmineralizagdo provocada pela carie, assim como o
tratamento acido da dentina, removem preferencialmente a dentina peritubular,
causando uma alteracdo do formato dos tubulos, tornando-os afunilados. O ataque

acido também desmineraliza a dentina intertubular adjacente. Estudos em
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microscopio de forgca atbmica (AFM), realizados pelo autor, demonstraram
claramente, em dentina desmineralizada artificialmente em acido nitrico diluido, as
caracteristicas de afunilamento dos tubulos, provocadas pela desmineralizagcdo da
dentina peritubular e deixaram evidente que a matriz intertubular comeca a contrair
ou colapsar nos estagios iniciais de desmineralizagdo. Sendo assim, mesmo uma
pequena desmineralizagdo dentinaria provocaria alteragdes geométricas de
superficie (Marshall, 1998).

Outro fator relevante é a presenga de enzimas dentinarias, as MMPs, que
foram identificadas nas lesdes de carie tanto na forma latente, quanto na forma
ativa. Com a queda do pH na presenga de acidos, as formas latentes destas
enzimas tornam-se ativadas (Tjaderhane et al., 1998).

Bactérias do biofilme raramente estao presentes no interior da lesdo de carie
antes da cavitagao da superficie. Entretanto, em lesées nao cavitadas, a dentina
pode apresentar-se amolecida com ligeira perda de estrutura superficial (Ratledge et
al., 2001).

Maltz et al. (2002), observaram a paralisacdo de lesdes de carie apos o
periodo de 6 a 7 meses da remocgado incompleta das lesbes e selamento das
cavidades com o6xido de zinco e eugenol do tipo Il. A avaliagédo radiografica antes e
apds tratamento sugeriu ganho mineral. A contagem de bactérias revelou
significativa redugéo de aerdbicas, anaerobicas, S. mutans e lactobacillus, indicando
reducdo ou auséncia da atividade bacteriana. Estes resultados levaram os autores
ao questionamento do procedimento de escariagdo de lesdes profundas em duas
etapas com a reabertura da cavidade para completar a remogao do tecido cariado,
mantido na primeira escariacdo. Além da possibiidade de exposi¢cdo pulpar na
segunda escariagao, a redugao de bactérias viaveis e a auséncia de sinais clinicos e
radiograficos de progressao da lesdo apontam para a capacidade de defesa do
orgao pulpar.

E relevante citar que as MMPs sdo enzimas enddgenas dependentes de
zinco e calcio, capazes de degradar quase todos os componentes da matriz extra
cellular. Em humanos, a familia das MMPs possui 23 membros, classificadas em 6
grupos baseados na especificidade do substrato e homologia (Visse, Nagase, 2003).

Segundo Kidd e Fejerskov (2004), a lesdo de carie é decorrente do processo

de alteracdes substanciais de pH no interior do biofilme dental. O resultado destas
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alteragcdes de ph pode ser visivel inicialmente (1a semana) através de analises
quimicas e ultra-estruturais (nivel sub-clinico). No prazo de 2 a 4 semanas as
alteracbes de pH do biofilme dental podem resultar em uma perda mineral mais
substancial, detectavel clinicamente. A aparéncia clinica desta lesdo pode variar
desde uma perda superficial até uma grande destruicdo. A remogao regular do
biofilme através da escovacao dental, de preferéncia com dentifricio fluoretado, adia
ou até paralisa o desenvolvimento da lesdo, sendo que isto pode ocorrer em
qualquer estagio de progressdao da mesma, porque € o biofilme que dirige o
processo. A formagao do biofilme sobre a estrutura dental ndo pode ser totalmente
prevenida, mas pode ser controlada.

A reagdao de defesa mais comum do complexo dentina-polpa frente a
presenca do biofilme, nos processos de carie é a esclerose tubular e a formacao de
dentina reacional. A esclerose tubular pode ser observada antes da frente bacteriana
atingir o limite amelo-dentinario. Quando esta juncéo é atingida, € possivel observar
a descoloragao da dentina que se torna amarronzada, sendo os primeiros sinais de
sua desmineralizagdo. Esta descoloragdo nunca ultrapassa os limites da lesdo de
esmalte em contato com a jungdo amelo-dentinaria, o que representa simplesmente
a reacao a presenca do biofilme em contato com a superficie da lesdo. Portanto, o
controle do biofiime, mesmo em lesdes que atingem a dentina, através de sua
remoc¢ao ou do selamento cavitario, pode paralisar ou retardar o desenvolvimento da
lesdo de carie. J& as caries de dentina radicular desenvolvem-se de modo
semelhante as de esmalte, com desmineralizagcdo subsuperficial maior que a
superficial. Entretanto, a superficie destas pode se apresentar amolecida mesmo
nos primeiros estagios de desenvolvimento da lesdo. Observa-se a penetragao
bacteriana em estagios anteriores ao da carie coronaria. Apesar destas lesdes se
apresentarem normalmente extensas, sua profundidade varia de 0,5 a 1mm. Esta
lenta invasao bacteriana e degradagao tecidual conferem oportunidade a paralisagao
das lesbes radiculares através do controle do biofilme pela escovagao dental com
dentifricio fluoretado (Kidd, Fejerskov, 2004).

Ja no esmalte, podemos observar que mesmo estando sadio ele é poroso, e
por esta razdo os estimulos do meio bucal atingem o 6rgao dentino-pulpar. Com a
desmineralizacdo provocada pela carie, ha um aumento das porosidades e os

estimulos externos chegam até o érgao dentino-pulpar com maior facilidade (Bardow
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et al., 2005).

Porém a carie de esmalte e a de dentina s&o descritas como duas entidades
diferentes. Esta posicdo € explicavel pelo fato dos tecidos apresentarem
caracteristicas diferentes, tanto em termos de origem quanto em estrutura de
desenvolvimento. O esmalte € de origem ectodérmica e a dentina € de origem
mesenquimal. O esmalte é avascular e ndo pode responder as injurias, enquanto a
dentina € parte integrante do 6rgao pulpar e por isto considerada um tecido vital pela
presencga dos odontoblastos, reagindo de modo especifico as agressdes externas. O
primeiro sinal de resposta da dentina a lesdo do esmalte que pode ser visualizado
ao microscopio optico é a esclerose tubular, que se forma na por¢do mais profunda
da progresséo da lesdo do esmalte. A esclerose tubular inicial € observada antes
que a frente de avango da lesdo do esmalte alcance a juncdo amelo-dentinaria.
Tem-se assumido que quando a carie de esmalte atinge a dentina, trata-se de um
estagio de progressdo que requer tratamento operatério para controlar avango da
lesdo. A invasao tubular superficial de bactérias evidente na dentina coronaria néao é
notada antes da exposicao direta da dentina a biomassa bacteriana na cavidade.
Condicao semelhante ocorre quando as bactérias se acumulam diretamente nas
superficies radiculares expostas, levando a formacao de lesdes de carie ativas.
Entretanto, estas lesdes iniciais podem ser controladas com tratamento nao
restaurador apropriado, podendo-se concluir que a invasado bacteriana por si s6 nao
pode representar uma indicagdo para o tratamento restaurador. Logo apos a
exposicao da dentina as massas bacterianas da cavidade de carie, sua superficie é
decomposta devido a acado dos acidos e das enzimas proteoliticas, formando a zona
de destruicdo. Sob esta zona, caracteriza-se a zona de invasao bacteriana dos
tubulos dentinarios. Se a progressao da lesdo € muito rapida, € comum observarem-
se 0s chamados “tratos mortos” que representam areas em que 0S pProcessos
odontoblasticos foram destruidos sem que ocorresse a esclerose tubular. Estes
tubulos vazios sao invadidos por bactérias e quando se unem formam os “focos de
liquefagcédo” (Fejerskov et al., 2005).

A carie dental € um processo dindmico que compreende episodios
intermitentes de desmineralizagao e remineralizacdo. Em pH baixo, quando o micro-
ambiente esta insaturado com relacdo ao mineral dental, a desmineralizagcao ocorre.

Ao contrario, quando os liquidos que circundam os tecidos dentais estdo
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supersaturados, os minerais dissolvidos reprecipitam remineralizando a leséao.
Quando a remineralizagdo predomina, a lesdo de carie estaciona ou até mesmo
regride (Tantbirojn et al., 2006).

Atualmente, muito se investiga a respeito da presenga da camada organica
que resta apds a desmineralizagcédo presente na dentina, a qual pode ser afetada por
enzimas do proprio hospedeiro, as MMPs. Estas estdo presentes tanto na saliva
quanto nos tecidos dentarios duros. As MMPs compreendem um grupo de enzimas
capazes de degradar quase todas as proteinas da matriz extracelular, incluindo o
colageno desnaturado (Hannas et al., 2007).

A colagenase MMP-8 e as gelatinases MMP-2 e -9 sdo as principais
enzimas relacionadas a degradagao da matriz de colageno na dentina (Mazzoni et
al., 2007; Sulkala et al., 2007; Mazzoni et al., 2009).

Mais recentemente, outra importante familia de proteases, as cisteinas
catepsinas, foram enconcontradas na dentina (Tersariol et al., 2010; Nascimento et
al., 2011).

As cisteinas catepsinas podem também participar no desenvolvimento da
carie dentinaria, elas tém uma atividade diferente para cada compartimento da carie,
dependendo da localizagao e atividade da lesao (Vidal et al., 2014).

Similar as MMPs, as catepsinas também participam da degradagcdo da
matriz extra-celular, tanto no processo fisiolégico como no patolégico. O aumento
significativo da atividade das cisteinas catepsinas no processo da carie de dentina,
com aumento da profundidade em dire¢cdo a polpa, indica que o odontoblasto ou a
cisteina catepsina derivada da polpa, podem ser importantes para acelerar a lesao

de carie (Mazzoni et al., 2015).

2.3 Métodos Preventivos de carie

Nas ultimas décadas, com o maior conhecimento do processo etioldgico da
carie, houve a adogcdo de medidas preventivas com consequente diminui¢do na
incidéncia e prevaléncia da carie. No aspecto preventivo, as praticas de higiene

bucal, controle da dieta e principalmente o uso do fluor, por meio de métodos de
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fluoretacdo da agua, dentifricios, enxaguatérios bucais e aplicagdo tépica
profissional, tem resultado em um declinio importante no surgimento de lesbées de
carie. Assim, tratamentos que impegam a instalagdo ou a progressao de lesdes
incipientes de carie tém uma importancia fundamental para manutencdo desses

baixos indices.

2.3.1 Clorexidina

A clorexidina (CHX) é caracterizada por ser um poderoso anti-séptico de
amplo espectro no controle de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos
(Davies et al., 1954) e na Odontologia, tornou-se comum em 1970, quando comegou

a ser utilizada para controlar a formacao do biofilme (Schiott et al., 1970).
A eficacia na inibicdo das proteases (CT-B, CT-K e CT-L), é dependente das

interagdes tridimensionais entre a CHX e os residuos de aminoacidos do sitio ativo
destas enzimas. Fato este que pode ser explicado pelas diferentes caracteristicas
estruturais das enzimas. A principal caracteristica que distingue a CT-B das outras
enzimas € a presencga da al¢ca de oclusdo, que bloqueia o sitio ativo da enzima,
dificultando a ligagdo da CHX, o que significa uma menor afinidade entre o inibidor e
a enzima. E importante considerar que a CHX age como um inibidor enzimatico
inespecifico e, portanto, atua sobre diferentes classes de proteases (Musil et al.,
1991; Nagler et al., 1997).

O sucesso da CHX foi creditado principalmente a sua capacidade de inibir a
atividade proteolitica das MMPs. Foi observado que 0,002% ¢é a concentracéo
minima de clorexidina que inibe completamente a atividade da MMP- 9 e 0,0001% é
a concentragdo minima que inibe completamente a atividade da MMP- 9; essa
inibicdo da-se pela acédo de quelagao do cation (Gendron et al., 1999).

Segundo Martin e colaboradores (2000), além de ser um anti-séptico
comumente usado na periodontia, a clorexidina é usada atualmente como um
inibidor de protease. As MMPs sdo uma classe de endopeptidases zinco e calcio
dependentes, capazes de degradar os components da matriz extra-celular (Martin-
De Las Heras et al., 2000).
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Nao obstante, deve-se enfatizar as concentragdes utilizadas da clorexidina
na prevencao da carie radicular, uma concentracdo a 0,12% encontrada em
solugdes de bochecho pode ser eficaz e clinicamente aceitavel (Demeule et al.,
2000). Porém alguns pacientes relataram alteracdo no paladar (Matthijs, Adriaens,
2002).

A atividade colagenolitica e gelatinolitica da dentina pode ser superada
pelos inibidores de proteases, indicando que a inibicao das MMPs deve preservar a
integridade da camada hibrida, sendo assim, a aplicagdo in vivo da clorexidina
melhora a integridade da camada hibrida (Pashley et al., 2004).

Segundo a revisdo sistematica de Slot e colaboradores (2011), existem
varios parametros de avaliacdo entre as concentragcdes e o tempo de aplicacdo da
clorexidina para prevenir carie, fato que dificultou a comparag¢ao entre os resultados.

De acordo com Baca e colaboradores (2012), a eficacia da CHX esta
relacionada a concentracéo e frequéncia de aplicagao; utilizaram concentragdes de
CHX 0,2% e 2% com 1 min de aplicacao, e obtiveram resultados mais positivos com
CHX 2% no seu efeito antimicrobiano.

Contudo, a atividade antibacteriana da clorexidina tem sido estudada com a
utilizacdo de diferentes modelos de investigacdo. No entanto, a concentragao
minima de clorexidina necessaria para eliminar a bactéria presente no biofiime é
muito maior (10-100 vezes) do que a concentragdo necessaria para eliminar uma
bactéria em suspensdo. Teoricamente, a inibicdo da céarie por um agente
antimicrobiano pode ser alcancada pela inibicdo da produgdo de acidos e da
formacao da placa dental. Assim, este estudo relatou que a clorexidina teve uma alta
supressao na atividade cariogénica das bactérias Streptococcus e Lactobacilos e a
supressao foi menor sobre a atividade da bactéria Actinomices (May et al., 2013).

Tem sido demonstrado que a clorexidina € um antimicrobiano muito utilizado
e possui um amplo espectro de atividade contra bactérias orais. Esta apresenta um
efeito Unico na inibigdo da placa dental, principalmente devido a sua substantividade
e sua propriedade antimicrobiana. Mesmo antes de ser testada como potencial
inibidor de metalorpoteinase, a clorexidina foi primeiramente utilizada em adesao
dental como desinfetante dentinario, previamente a aplicacdo dos adesivos dentais
(Perdigao et al., 2013).

No entando a clorexidina apresenta alguns efeitos adversos em seu uso
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prolongado, como por exemplo manchamento do esmalte e comprometimento do
paladar. Kouadio e colaboradores (2017) testaram alguns protocolos in vitro para
investigar o manchamento do esmalte dental com o uso da clorexidina como
bochecho, e relataram que o uso da clorexidina numa concentracao a 0,12% e por

um tempo de 2 min de aplicagao, nao promoveu o0 manchamento do esmalte.

2.3.2 Fluor

O alto conteudo mineral observado na zona superficial de uma leséo
radicular pode refletir uma redeposicao seletiva de minerais nessa regiao, pois tem
sido mostrado que o tamanho dos cristais de apatita na zona superficial é
significantemente maior que no cemento normal. Além disso, tem sido mostrado que
mesmo as superficies radiculares nao irrompidas, que se tornam expostas ao
ambiente oral por recessdao gengival ou cirurgia periodontal podem sofrer
modificagdes minerais substanciais em funcdo da atividade metabdlica nos
biofilmes, apresentando aumento de tamanho e empacotamento dos cristais (maior
area superficial, menor area reativa, menor solubilidade) que as superficies de
cemento normal quando esse nao foi exposto a cavidade oral. Isso reflete uma
captagdo e redeposicdo substancial dos minerais nos cristais que estdo
parcialmente dissolvidos. Assim, a permeabilidade e a reatividade das superficies
radiculares podem mudar tornando-se menos suscetiveis aos futuros desafios
cariogénicos (Tohda et al., 1996).

Os tratamentos com fluor podem resultar em respostas diferenciadas
dependendo do estagio de desenvolvimento das lesdes, se predominantemente nao
cavitadas ou cavitadas. Com relagdo ao beneficio promovido pelo flior no
desenvolvimento das lesdes de carie dental, no passado acreditava-se que era
promovido principalmente pelo ion incorporado na apatita o que conferia resisténcia
ao desenvolvimento das lesdes, levando ao extenso uso do fluor sistémico.
Atualmente, reconhece-se que o fluor exerce efeito cariostatico predominantemente

por interferir na dindmica do processo de desenvolvimento da lesédo, na interface
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entre a superficie mineral dental e o fluido oral e/ou fluido da placa dental (Fejerskov,
1997).

Para Featherstone (2000), o estudo dos mecanismos de desenvolvimento da
carie dental é responsavel pelas novas abordagens preventivas e de controle do
desenvolvimento das lesdes. Estes métodos incluem a terapia com fluor para
inibicdo da desmineralizagdo e aumento da remineralizagao, provas de consultorio
para detectar quantidade de bactérias cariogénicas, estabelecimento do risco de
carie individual através de programas de computador, anticorpos IgA produzidos
pela engenharia genética para inibirem a recolonizagdo bacteriana da superficie
dental, antibioticoterapia através do uso controlado da clorexidina, laserterapia
especifica (CO2) para remogéao da carie e tratamento preventivo dos tecidos.

O termo fluor é o termo genérico para definir as formas: quimica ibnica
(fluoreto ou ion fluor), ionizavel (mineralizada, na forma de monofluorfosfato de
sodio-MFP) e nao ionizavel (ligado covalentemente) do elemento fluor. Esse tem
sido usado de modo tépico sob forma de géis, espumas, bochechos, dentifricios e
vernizes fluoretados. O fluor de uso tdpico atua diminuindo a solubilidade dos
tecidos bucais ao ser incorporado a hidroxiapatita formando apatita fluoretada,
promovendo a remineralizagado por estar presente nos fluidos bucais alterando o pH
critico no desafio cariogénico. Sendo assim, ele ndao impede o aparecimento da
lesdo e sim paralisa a lesdo inicial. Seu efeito € parcial, pois em alguns casos nao
impede completamente o desenvolvimento de lesbes de carie, além de ser
necessaria sua presenga constante no ambiente bucal. Quando os tecidos duros
dentais sdo expostos ao fluor ibnico, esse pode ser adsorvido sob duas formas:
cristais do tipo fluoreto de calcio (CaF2) ou sob a forma de fluorapatita —
Ca10(POa4)sF2 e fluoridroxiapatia (FHA ou apatita fluoretada ou fluorapatita
carbonada - Ca10(POa4)s(OH) F ) (Baratieri, 2001).

Segundo Marthaler (2004) as agdes do fluor tornam-se mais potencializadas
na dentina, pois essa € mais reativa que o esmalte devido a fonte disponivel de
calcio, na forma de apatita carbonatada, e fosfato de calcio amorfo, os quais, ao
serem solubilizados, reagem com o fluor e reprecipitam como fluoreto de calcio. Isso
€ importante clinicamente tanto através de uma agdo mecanica dos cristais de
fluoreto, reduzindo a sensibilidade dentinaria, como para a redug¢ao da progressao

da carie na dentina que talvez seja maior e mais rapida do que a observada no
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esmalte.

Além disso, os aspectos histopatoldgicos das lesdes de carie radicular,
mostram que a perda mineral ocorre numa zona superficial, relativamente bem
mineralizada, que exibe com frequéncia um conteudo mineral maior que o da
dentina ndo afetada. Semelhante as lesbes no esmalte, essa zona varia em
espessura e conteudo mineral dependendo do desafio cariogénico do biofilme
microbiano (Arnold et al., 2007).

Os mecanismos de atuacdo do fluor s&do trés principais: 1) inibicdo da
desmineralizagao, por meio da formacgéao de cristais do tipo fluoreto de calcio (CaFz)
que se depositam sobre a superficie dental e disponibilizam o ion fluoreto durante o
processo de desmineralizagdo e remineralizagdo, o que muda o pH critico; 2)
potencializacdo da remineralizagdo, com a formacdo de apatita fluoretada ou
fluorapatita sobre as superficies remineralizadas; 3) inibicdo do metabolismo
bacteriano apds sua difusao para o interior da bactéria, como moléculas de acido
fluoridrico que depois de dissociado inibe a atividade de enzimas essenciais para a
bactéria (Gangler et al., 2009).

Tenuta e Cury (2010) observaram que apos sua formagao através da
aplicacao topica, o fluoreto de calcio age como fonte temporaria de fluor a partir da
qual esse ion é gradualmente liberado na saliva. Esse efeito preventivo dura tanto
quanto o fluor liberado for capaz de manter sua concentracdo aumentada nas
redondezas, ou seja, por um tempo de 30 a 40 minutos e depois volta ao normal.
Através da propria agao dos fluidos bucais que estdo insaturados para esse sal, o
fluoreto de calcio é dissolvido, tendo seu efeito perdido com o decorrer do tempo, em
taxas variadas. Para saturar a saliva com fluoreto de calcio, a concentracéo de fluor
teria que ser aumentada 100 vezes, do fisiolégico 0,02 - 0,05 ppm para 3 - 7 ppm, 0
que seria téxico. O fluoreto de calcio situado nas superficies abertas e expostas
desaparece em um dia, enquanto que nos sitios protegidos, na placa e nas
superficies rugosas, como nas lesdes cariosas ativas, o sal sobrevive por dias e
semanas. Apds a dissolugcdo do fluoreto de calcio, todos os tragos quimicos do
tratamento topico terdo desaparecido; no entanto, seus efeitos tém sido observados
nos meses seguintes: incidéncia reduzida de caries. Desse modo, as aplicagcbes
tépicas devem ser constantes e frequentes para se garantir a manutencao do efeito

de controle da carie.
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Segundo Fejerskov e Kidd (2011) o cristal tipo fluoreto de calcio ( CaF2) é o
responsavel pelo potencial cariostatico dos produtos de aplicagao topica. Por meio
de sua lenta dissolugédo e prolongada retengéo, atua como um reservatério de fluor
mantendo-o constante no meio para interferir com a posterior progresséo da carie. E
importante ressaltar que o CaF2 n&do é formado apenas em superficies sadias do
esmalte. O fluoreto de calcio mais importante € aquele que se precipita no biofilme,
pelicula, nas porosidades do tecido duro dentario e em outras areas inacessiveis a
agao mecanica da saliva e sujeitas a estagnacgéao, pois em tais areas a concentragao
de célcio idnico livre é alta e uma formacado consideravel de glébulos pode ser
obtida.

Os mesmos autores ainda relatam que o fluoreto de calcio € produzido na
forma de glébulos esféricos, compostos por cristais misturados ao fosfato e
proteinas salivares, espalhados sobre a superficie dental. Sua formagao acontece
quando a concentracao de fluor banhando o esmalte esta acima de 100 ppm,
situacdo que ocorre quando os dentes recebem tratamento topico ou sdo expostos
ao dentifricio fluoretado contendo fluoreto de sédio (NaF). Uma maior concentragao
e um pH acido (3,5) potencializam sua formacéao pois o fluor fosfato acidulado (FFA)
€ mais reativo que o neutro, entretanto ha limite para uma alta concentracdo e um
baixo pH. Ha uma tendéncia de formar mais fluoreto de calcio em fungao do tempo
de aplicacao e da frequéncia, mas dentro do intervalo de aplicagao de 1-4 minutos
nao ha diferenga de efeito. Esses fatores explicam a eficiéncia do uso diario de
dentifricio fluoretado, pois apesar da menor concentragao de flior nesse (1000-1100
ppm) e portanto, pouco CaF2 formado, varias escovagbes diarias tendem a
compensar a maior quantidade formada através da aplicacdo topica profissional
(12.300 ppm com pouca frequéncia). Ainda, forma-se mais fluoreto quando da
reacao de qualquer tipo tépico no tecido dental com lesdo do que no integro, o que
tem uma importante implicagéo clinica pois o fluoreto de calcio formado dentro da

lesdo reduz a sua posterior progressao (Fejerskov, Kidd, 2011).

2.3.3 Laser de Nd: YAG

Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido feitos, os quais apontam a
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irradiacao laser como um método alternativo e eficaz para prevengao da carie. Os
primeiros estudos que demonstraram o aumento da resisténcia a desmineralizagao
do esmalte dental irradiado foi com o laser de rubi (de comprimento de onda de 693
nm), na década de 60 (Sognnaes, Stern, 1965).

Entretanto em estudos posteriores, os mesmos autores relataram um
aumento da permeabilidade do esmalte, além de superaquecimento da superficie e
do tecido pulpar, contraindicando o uso desse /aser (Stern et al., 1966).

Kantola (1972) relata que estudos sobre os efeitos dos lasers tem se
concentrado no aumento da resisténcia a carie através da reducao da velocidade de
desmineralizagao da subsuperficie de esmalte e dentina, contudo se desconhece as
exatas razdes que levam a inibigdo da formacao de lesdes cariosas com a utilizagcao
de lasers.

O laser de Nd: YAG tem sido estudado como potencial equipamento para
prevencao de carie no esmalte desde a década de 1980, quando foi demonstrado
seu potencial para provocar a fusdo do esmalte dental e torna-lo mais resistente a
dissolugéo acida. Entretanto, nos primeiros estudos foram usadas altas densidades
de energia causando danos aos tecidos. Esse € um laser de corpo sélido formado
por um cristal de Itrio-aluminio- granada dopado com o metal raro neodimio, de onde
vem seu nome Nd: YAG. No comprimento de onda de emissdo em 1,064 um o feixe
de radiacéo emitido ndo é visivel, sendo entdo usado como luz guia um laser visivel,
como, por exemplo os lasers de He-Ne ou diodo. Estudos tem indicado esse laser
para prevencao da carie no esmalte se associado ao fluor, pois tem sido reportado
que possibilita a criagdo de espacos microscopicos pela perda de substancias
organicas, os quais serviriam como depdésito de ions fluor liberados pelo fluor fosfato
acidulado (Yamamoto, Sato, 1980).

Tagomori e Morioka (1989) utilizaram o laser de Nd: YAG para promover
remineralizacdo em lesdes artificiais de carie. A densidade de energia aplicada foi de
40 J/cm?, e observaram que a remineralizagdo se processou desde o fundo da area
da lesao artificial de carie até sua superficie, fatos medidos por técnicas de
microrradiografias, teste de microdureza e microscépio eletrbnico de varredura
(MEV). Em um estudo clinico os mesmos autores avaliaram o resultado da
irradiacédo com o laser de Nd:YAG sobre superficies de carie incipientes, cobertas

com pigmentos fotoabsorvedores, associado ao fluor fosfato acidulado (FFA) e
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relataram que nao foi observado nenhum aumento visivel da lesdo apos 24 meses
do tratamento.

Em relagcdo a dentina, observa-se ocorréncia de inibicdo do processo de
desmineralizacdo através da formacdo de zonas de recristalizagdo, fusdo e
derretimento deste tecido em virtude da utilizagdo de altas densidades de energia
(Nammour et al., 1992).

Os relatos da literatura McCormack et al., (1995), Featherstone et al., (1998)
e Kantorowitz et al., (1998) tém demonstrado que a irradiacdo do esmalte dental
com lasers tem promovido reducéo significativa da perda mineral.

A irradiacao do laser Nd: YAG é absorvida pelas estruturas minerais, como
os fosfatos e carbonatos da hidroxiapatita, desarranjando a grade cristalina,
promovendo assim o derretimento e recristalizacdo da estrutura dentinaria com
consequente redugao da permeabilidade (Anic et al., 1998; Takeda et al., 1998).

Gongalves e colaboradores (1999), utilizam o laser de Nd:YAG pela
capacidade de fusdo e ressolidificacdo do substrato, neste processo ocorre a
transformacao da hidroxiapatita em B-fosfato tricalcico, mais resistente a dissolugao,
aumentando a resisténcia a carie pela redugao da velocidade de desmineralizagao.

A irradiacao laser pode ser usada para aumentar o conteudo mineral relativo
da dentina pela remocdo de proteinas e da agua intrinseca desse tecido.
Pesquisadores tém avaliado o aumento da resisténcia a desmineralizacido da
dentina irradiada com diversos equipamentos de /asers. Os resultados tem mostrado
a ocorréncia de fusao e derretimento desse tecido com zonas de recristalizagao que
levaria a inibicdo do processo de desmineralizacdo e a obliteracdo dos tubulos
dentinarios. As exatas razdes para a inibicao de lesdes de carie na dentina irradiada
também sao ainda desconhecidas e varias hipoteses tém sido formuladas. Uma
delas sugere que ha mudancgas cristalograficas na dentina irradiada com
crescimento no tamanho dos cristalitos e formagao de um tecido com maior grau de
cristalinidade, com cristais estruturalmente modificados e semelhantes a estrutura
cristalina da hidroxiapatita do esmalte normal. Além disso, a formagdo de uma
camada de selamento superficial dos tubulos dentinarios reduziria a difusdo dos
acidos para a dentina sadia, o que diminuiria a extensido da lesdo de carie. No
entanto, considerando que o conteudo mineral da dentina é muito menor que do

esmalte e ela possui caracteristicas estruturais diferentes, a densidade de energia
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necessaria para modifica-la positivamente em relacao a resisténcia acida parece ser
menor do que a utilizada para o esmalte (Rodrigues et al., 2004).

O efeito preventivo do /aser de alta intensidade ocorre quando o tecido
absorve a energia irradiada e promove um efeito térmico localizado, o que
geralmente é conseguido quando ha emissao na regidao espectral no Infravermelho.
Esse efeito provoca modificagdes quimico-estruturais nos tecidos duros dentais que
dependem da temperatura superficial atingida. A matriz organica do esmalte e da
dentina €& eliminada com temperaturas inferiores a 350 °C, entretanto a
desnaturacao de proteina € observada apds a temperatura atingir os 45 °C. Os
constituintes da matriz mineral sdo mais estaveis termicamente. No entanto, a
eliminagcdo de carbonato comeca a ser observada apds aquecimento a 100 °C,
sendo quase totalmente eliminado apds aquecimento a 1100 °C. Entre 100 °C e 650
°C ocorre oxidagao de fosfato e formacao de pirofosfatos, entretanto o fosfato néo
apresenta grandes variagbes na sua concentragdo, condicado observada somente
apods a fusao da hidroxiapatita, em aproximadamente 1280 °C. A formacao de novas
estruturas cristalograficas, tais como fosfato de tricalcico na fase a e B e fosfato
tetracalcico ocorre a temperaturas acima de 1100 °C. Esse aumento de temperatura
vai depender de fatores do /aser tais como comprimento de onda, poténcia, modo de
emissao (continuo ou pulsado), duracdo do pulso, energia por pulso, taxa de
repeticdo, densidade de energia (ou fluéncia), didmetro do feixe e caracteristicas do
feixe e da propriedades Opticas e térmicas do tecido, com destaque para o indice de
refragdo, o coeficiente de absorcdo (pa) e o coeficiente de espalhamento (us).
Assim, dependendo dessas caracteristicas citadas, a irradiagdo laser podera ser
absorvida, espalhada, refletida ou transmitida para o interior do tecido irradiado.
Para que os efeitos promovidos pelos lasers de alta intensidade ndo causem danos
térmicos no proéprio tecido irradiado, assim como no tecido pulpar e periodontal
adjacentes, é necessario que sejam empregados comprimentos de onda absorvidos
pela estrutura do tecido duro dental, composta principalmente por cristais de
hidroxiapatita, proteinas e agua. Quanto maior o coeficiente de absor¢do de um
comprimento de onda, maior € seu potencial para causar o aquecimento do tecido.
Além disso, o coeficiente de absorgao € inversamente proporcional a penetracédo da
luz laser no tecido (Lei de Beer-Lambert), sendo que quanto mais a radiacao é

absorvida, menor é a sua profundidade de penetragdo (Bachmann et al., 2005).
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E importante citar que o laser Nd:YAG associado ao flior tem demonstrado
que pode promover uma maior absor¢ao de ions fluoreto na dentina irradiada
comparada com a nao irradiada, contudo o efeito sobre a resisténcia a
desmineralizag&o ainda ndo esta claro (Glauche et al., 2005).

Ja o emprego do laser CO2 associado com fluor pode proporcionar um efeito
sinérgico de inibicdo da desmineralizag&o, pois pode proporcionar a incorporagao do
flior dentro da estrutura cristalina (Gao et al., 2006).

A irradiacdo da dentina também pode aumentar a concentracdo mineral da
mesma através da remocgao preferencial da agua e proteinas inerentes a este tecido.
O emprego de laser pode promover a recristalizagdo da dentina, o crescimento do
tamanho dos cristais de hidroxiapatita e a formagéo de uma dentina de maior grau
de cristalinidade, estruturalmente modificada, que se assemelha a estrutura
cristalina da hidroxiapatita do esmalte normal (Magalhaes et al., 2008).

Segundo Cakar et al. (2008), a utilizagao do laser diminuiu o fluido dentinario
pela evaporacdo das camadas superficiais.

O laser Nd: YAG, com comprimento de onda 1064 nm, apresenta
capacidade de promover reducdo microbiana, remogcao da camada de smear, fusao

e recristalizagao do tecido dentinario (Franzen et al., 2011; Maden et al., 2013).
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3. PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos
preventivos de carie (clorexidina 0,12%, Fluor neutro 2% e laser de Nd:YAG 60mJ),
sobre a degradacao de colageno e progressao da lesdo de carie radicular, através
da utilizagdo do ensaio da hidroxiprolina e da microradiografia transversal.

As hipéteses de nulidade testadas foram:

HO1: Os tratamentos preventivos ndo produzirdao efeitos significativos no
bloqueio da degradagao do colageno frente ao teste da hidroxiprolina.

HO2: Os tratamentos preventivos ndo produzirdo efeitos significativos na
perda mineral integrada e na profundidade da lesdo de carie radicular frente a

microradiografia transversal.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
animais (CEPa) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia — ICT/UNESP, Campus de Sao

José dos Campos.

4.1 Delineamento Experimental

Neste estudo foram obtidas 40 amostras de discos de dentina de dentes
bovinos (Kato et al., 2010), divididas aleatoriamente em 4 grupos de acordo com a
aplicacdo dos seguintes tratamentos: clorexidina 0,12%, flior neutro a 2% e Nd:

YAG laser e agua (controle), conforme fluxograma abaixo.

Figura 1- Fluxograma de divisdo dos grupos

Amostras
(discos) de

dentina
N=40

|
|
|
|

Fonte: Elaborado pelo autor.

As amostras de dentina passaram por processos de desmineralizacdo e em
seguida os grupos foram submetidos a degradacdo do colageno desmineralizado
pela acdo da enzima Clostridium histolyticum, de acordo com as divisbes de areas

das amostras, descritas a seguir.
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As amostras foram divididas em 4 areas, a fim de se obter varios controles
na mesma amostra: 2 areas higidas; 1 area desmineralizada a qual recebeu
aplicacdo dos agentes e foi submetida ao desafio da colagenase; 1 area
desmineralizada, a qual recebeu aplicagdo dos tratamentos, foi submetida ao
desafio da colagenase e a mais um processo de desmineralizagdo conforme descrito

no esquema abaixo.

Figura 2 — Esquema das etapas as quais as amostras foram submetidas

* espécime de dentina
\ /

‘ protecdo com verniz vermelho (controle |)

2. TR 5 - .
‘ ) ‘ desafio acido (solucao desmineralizadora)

Q

Q. ,
‘ ' tratamento do coldgeno exposto (conforme
grupo: fldor, clorexidina, laser ou agua)

desafio da colagenase

o

teste da hidroxiprolina (colorimetria da solucdo
de armazenamento)

6.

protecao com verniz azul (controle Il1)

novo desafio acido

processamento do espécime (cortes) para teste

W | de micro-radiografia
| A

Fonte: Elaborada pelo autor.



43

4.2 Preparo das Amostras

As raizes de 40 incisivos bovinos foram seccionadas a 2 mm da jungao
amelo-cementaria, com auxilio de um disco diamantado (Dremel — Campinas, SP,
Brasil) adaptado em torno de alta rotagao (Nevoni — Duque de Caxias, RJ, Brasil).

Foram obtidos 40 espécimes de dentina radicular com aproximadamente 1,5
mm de espessura x 6 mm de didmetro, a partir de incisivos bovinos, com o auxilio de
uma broca tipo trefina com 6 mm de didmetro interno e com a extremidade revestida
por diamante para cortes de amostras circulares adaptada ao equipamento
especifico para obtengdo de amostras circulares (Micro Mill — Washington, EUA)
(Figura 3).

Figura 3 — Preparo das amostras

Legenda: a) dente bovino; b) separagado coroa-raiz; c) amostra cortada; d) equipamento para corte de
amostras circulares.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os espécimes circulares obtidos das raizes foram posicionados em
dispositivos metalicos para polimento (Figura 4), assim a dentina mais interna foi
planificada em uma Politriz Metalografica com o uso de uma lixa de carbeto de silicio
de granulagdo 80 (Extec. Corp. Erios, SP, Brasil), em baixa velocidade, durante
periodo de até 15 s, apenas para planificagcdo da dentina interna (Figura 5). A
seqguir, foram utilizadas lixas de carbeto de silicio de granulagdo 120 por 5 s, para
desgaste de toda dentina externa remanescente em politriz metalografica, em baixa
velocidade. Para finalizar, foram utilizadas lixas 600 e 1200 (Extec. Corp. Erios, SP,
Brasil) em alta velocidade até a superficie da dentina apresentar aspecto vitreo,
durante 30 e 60 s, respectivamente. Entre as trocas de lixas, os espécimes foram
lavados em cuba ultra-sénica (Sanders Medical, MG, Brasil) durante 2 min, com
agua deionizada (200 mL), a fim de impedir interferéncia dos graos na lisura do
tecido. Para o polimento final, foi utilizado um disco de feltro (Extec. Corp. Erios, SP,
Brasil) umedecido em solugao de diamante de 1 um (Extec. Corp. Erios, SP, Brasil),
durante 60 s. Apds o ultimo polimento, os blocos retornaram a cuba ultra-sénica

durante 10min.

Figura 4 — Amostra posicionada para realizagao do acabamento e polimento da
superficie

Legenda: a) amostra posicionada na matriz metalica para polimento; b) amostra polida.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5 - Politriz Metalografica

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Desmineralizagao dos Espécimes

Para a inducao artificial de lesdes cariosas na dentina, utilizou-se uma
solugao tampéo de acetato a 50 mM contendo 2.2 mM CaClz e 2,2 mM KH2PO4, em
pH 5,0 (Queiroz, 2004; Buzalaf et al., 2010). A verificagdo do pH foi realizada com o
pHmetro DM-20 (Digimed — S&o Paulo, SP, Brasil). Previamente ao desafio acido, a
base e dois tercos das 40 amostras, correspondente a dentina, foi impermeabilizada
com esmalte de unha vermelho e um tergco da amostra nao foi protegida com o
esmalte (Risque, Niasi, Tabodo da Serra), area controle (sem exposicao a
desmineralizagdo). Em seguida, as 40 amostras foram armazenados individualmente
em frascos plasticos com 30 mL de solucdo desmineralizadora por 5 dias a 37° C
(Comar et al., 2012). Apds este periodo, mais um tergo dos espécimes foi protegido
com esmalte de unha azul (Risque, Niasi, Tabodo da Serra), para obter uma area
controle de desmineralizagdo do espécime; e ao final do processo de
desmineralizagdo os espécimes foram abundantemente lavados com agua
deionizada para serem submetidos aos agentes preventivos de carie conforme figura
6.
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Figura 6- Espécimes preparados

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Divisao dos Grupos

Os espécimes de dentina desmineralizados (n=40) foram divididos em 4
grupos, de acordo com o tratamento empregado:

* Grupo 1 - As amostras receberam a aplicacdo de clorexidina 0,12%
(Férmula e Agéo — SP, Brasil) com pincel aplicador (Microbrush KG) por 1 minuto.

* Grupo 2 - As amostras receberam a aplicagcédo de fluor neutro a 2%

(Férmula e Agéao SP, Brasil) com pincel aplicador (Microbrush KG) por 1 minuto.

Figura 7 — Aplicagao de fluor neutro e clorexidina

Fonte: Elaborada pelo autor.
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e Grupo 3 - As amostras foram irradiadas pelo Nd: YAG /aser (Neodymium:
Yttrium- Aluminium- Garnet) Pulse Master 600 |IQ (American Dental Technologies,
EUA), com comprimento de onda de 1064nm e fibra 6ptica de 400um de diametro.
Utilizou-se a frequéncia de 10 Hz, 100 ys com a variagao dos parametros de energia
de 60 mJ/pulso. A irradiagao laser foi realizada na forma nao-contato, 48 J/cm? por
10 segundos (Chiga et al., 2016). Durante a irradiagéo, a ponta da fibra do laser foi
posicionada a 90°, perpendicular a superficie da amostra, a uma distancia de 1 mm
da superficie.

» Grupo 4 — As amostras do grupo controle receberam a aplicagao de agua

deionizada com pincel aplicador (Microbrush KG) por 1 minuto (Figura 8).

Figura 8 — Equipamento de laser Nd: YAG laser

Legenda: a) vista lateral laser Nd: YAG; b) ponta do laser no ato da aplicagao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Desafio da colagenase

Apods a aplicagdo dos agentes cada grupo foi submetido a degradagéo do
colageno desmineralizado pela agdo de 100 U/ml da enzima Clostridium histolyticum
(Type VII, Product No. C0773, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na saliva artificial
contendo HEPES a 20 mM, CaCl2 a 0,70 mM, MgCl2.6H20 a 0,20 mM, KH2PO4 a 4
mM, KCI a 30 mM, NaNs a 0,30 mM e EDTA-free cocktail de inibidores de protease
(Complete TM cocktail de inibidor de protease, Roche, EUA). Foram pipetados 0,50
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ml de solugéo de colagenase por amostra e foram armazenadas individualmente em
tubos (Eppendorf — Sao Paulo, SP, Brasil), as quais permaneceram sobre a

superficie da dentina, durante 5 dias, a 37 °C , conforme figura 9 (Kato et al., 2012).

Figura 9 — Amostras Armazenadas individualmente

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Ensaio da Hidroxiprolina

O colageno ¢é sintetizado intracelularmente em pequenas porgdes e
exportado para fora da célula, onde, através da atuagédo de enzimas polimerizantes,
€ definido com a estrutura prépria de colageno, em hélice-tripla. Cada uma destas 3
"fitas" de proteinas sado formadas quase inteiramente por glicina (que representa 1/3
da sequéncia), prolina e lisina, como por mais dois aminoacidos que sao
modificados apds serem colocados pelos ribossomos: a hidroxiprolina e a
hidroxilisina. O conteudo de hidroxiprolina pode ser determinado em procedimentos
colorimétricos, nos quais a amostra € hidrolisada em acido, filtrado e diluido. A
hidroxiprolina é oxidada com cloramina-T. Depois da diluigdo com DMAB (4-
dimethylaminobenzaldehyde), uma coloragao vermelho-pupura é obtida, a qual pode
ser mensurada colorimetricamente a (Woessner, 1961; Walter et al., 2008).

Portanto, com o objetivo de determinar a quantidade de colageno degradado

na dentina, foi mensurado o conteudo de hidroxiprolina (Jamall et al., 1981; Reddy e



49

Enwemeka, 1996), conforme descrito abaixo:

1) Apds o desafio da colagenase, as solu¢gdes foram coletadas para
serem submetidas ao teste da hidroxiprolina utilizando o método Cloramina-T.

2) Foram diluidos 10 pL de 1 mg/ml de solu¢do padrédo de hidroxiprolina
em 90uL de agua para preparar uma solugdo padrdao de 0,1 mg/ml. Foram
adicionados 0; 2; 4; 6; 8 e 10 yL de 0,1 mg/ml da solugédo padréao de hidroxiprolina
em uma placa de 96 pogos, gerando 0 (vazio), 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; e 1,0 pg/ml pogos

padrao.

Figura 10 — Coleta e diluicdo das solugdes

Legenda: a) Solugdes coletadas b) Diluicdo da solugdo c¢) Solugdo padrao na placa de 96 pocos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

3) Em 100 pyL de amostra, foram adicionados 100 uL de acido cloridrico
concentrado (HCI ~ 12M) e hidrolisados a 120 °C (autoclave) por 3 h. Foram
adicionados 5 mg de carvao ativado, misturados e centrifugados a 13.000 x g por 2
min. Foram transferidos 50 pyL de sobrenadante para uma placa de 96 pocos.

4) Foram adicionados 6 uL de concentrado de cloramina T a 94 uL de
tampéao de oxidacao, para o preparo da solugao reagente. Foram acrescentados 100
ML desta solugédo reagente (cloramina T/tampao de oxidagdo) em cada pogo das
placas de 96 pocos contendo as amostras e incubados em temperatura ambiente

por 5 min.
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Figura 11 — Reagentes

Legenda: a) DMAB b) Cloramina T/Tampéao de Oxidagdo c) Reagentes preparados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5) Na sequéncia, foram acrescentados 100 pL de reagente diluido DMAB
(50 ul DMAB e acido perclorico/isopropanol) para cada amostra e pogo padrao, e
incubados por 90 min a 60°C. A absorbéancia foi mensurada em 560 nm (A360)

utilizando um leitor de microplaca.

Figura 12 — Placa de 96 pogos
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.7 Amostras Adicionais

Foram confeccionadas 10 amostras adicionais, as quais foram submetidas
ao processo de desmineralizagdo por um periodo de 5 dias 37 °C (tampéao de
acetato a 50 mM contendo 2.2 mM CaClz e 2,2 mM KH2PO4, em pH 5). Previamente
ao desafio acido, a base e dois tercos das 10 amostras, foram impermeabilizadas
com esmalte de unha vermelho e um tergco da amostra néo foi protegida com o
esmalte (Risque, Niasi, Tabo&o da Serra), e apenas este terco foi exposto ao desafio
acido. Essas amostras ndo foram submetidas aos tratamentos preventivos e ao
desafio da colagenase, pois foram utilizadas como um controle em relagdo a

remoc¢ao da matriz organica desmineralizada (MOD).

4.8 Microradiografia Transversal

A microradiografia transversal € uma técnica capaz de mensurar a perda
mineral integrada (AZ) e a profundidade da les&o de carie, e permite a visualizagéo
da area degradada (Saloméao et al.,, 2016). Além de ser um método considerado
padrdao ouro para mensurar diferencas no conteudo mineral da superficie de uma
lesdo dental (Magalhaes et al., 2009; Restrepo et al., 2015).

O AZ (%vol.um) é o produto da diferenga entre a porcentagem de volume
mineral da dentina sadia (50%) e porcentagem de volume mineral da dentina
desmineralizada e a profundidade da lesdo (um). O valor de R corresponde a média
de perda mineral (%vol). A profundidade da lesdo é definida pela distancia da
superficie (Id, 0% vol min) até a profundidade em que a dentina volta a apresentar
um conteudo mineral igual ou maior que 95% do conteudo mineral da dentina higida
(um), equivalente a 47,5% (Arends, Ten Bosch, 1992).
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4.9 Preparo e irradiagao das amostras

As amostras de dentina foram cortadas perpendicularmente a protegcdo com
esmalte de unha e longitudinalmente para analise por microradiografia transversal
(TMR). Metade da amostra foi adicionalmente seccionada longitudinalmente no
centro da superficie, por meio de um aparelho de corte de preciséo (Buehler, EUA),
e as duas partes foram polidas manualmente com lixas de granulagdo 600 (Extec,
EUA), possibilitando a obtencéo de varios fragmentos com a espessura aproximada
de 100-120 ym. Este corte possibilitou a obtencdo de espécimes com as areas
protegida (higida) e desmineralizada.

As amostras foram coladas com fita adesiva no porta-amostra (em torno de
30-40 amostras/porta-amostra), contendo o padrdo de aluminio com diferentes
espessuras, as quais geram diferentes gradag¢des de cinza (“stepwedge”). O porta
amostra foi inserido no cassete, juntamente a placa de vidro em ambiente escuro,
sendo o cassete envolvido em um saco preto e inserido dentro do gerador de raio X
(Softex, Japao). Dessa forma, a placa de vidro é sensibilizada pelo raio-x (20 kv e 20
mA) por 13 min. Apds cada exposigado, a placa de vidro foi revelada, fixada em
ambiente escuro a 20 °C e lavada.

A anadlise da imagem foi realizada utilizando microscoépio (Zeiss, Alemanha)
com camera CCD (Canon, Japao) e acessorios acoplado a um computador com
software 2012 para captura e 2006 para a analise (Inspektor Research System bv,
Holanda) (Figura 16). A perda mineral (AZ) e profundidade da lesdo (um) foram
calculadas a partir de valores de cinza de microradiografias padrdo usando a férmula
de Angmar et al. (1963).
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Figura 13 — Amostras fixadas no porta amostras previamente a insergao no cassete,

o qual foi colocado dentro do gerador de raio X (Softex,Japao)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 — Placa de vidro sensibilizada pelo raio-x ( 20 kv e 20mA)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 — Captura da imagem para andlise (Inspektor Research System bv,
Holanda)

Area controle
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 — Software utilizado para analise da microradiografia na superficie da

amostra
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.10 Planejamento Estatistico

Para o teste da Hidroxiprolina, as hipéteses de distribuicdo normal e de
igualdade de variancia foram testadas para todas as variaveis através dos testes de
Kolmogorov Smirnov e Bartlett respectivamente (a = 0,05). O fator em estudo foi o
Tratamento em 3 niveis (fluor, clorexedina e laser de Nd:YAG). A variavel resposta
foi a concentracao de hidroxiprolina (ug/ml), analisada através do teste ANOVA um
fator (a = 0,05).

Para a Microradiografia Transversal a variavel resposta foi a perda mineral
integrada (AZ %min/um) e a profundidade da lesdo (um). Foi uma analise de
variancia de medidas repetidas, considerando os fatores tipo de tratamento e o
tempo, este ultimo sendo o fator de repeticdo. Como os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, a analise estatistica foi realizada de forma dividida. Os dados
iniciais foram analisados pelo teste ANOVA a 1 fator, sem diferengas estatisticas. Os
dados apds 2 dias de desmineralizagdo nao apresentaram distribuicdo normal e
foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis e teste de comparacées multiplas,
Dunn. Os dados de repteticdo, comparagdes entre a desmineralizagdo inicial (5 dias)
e a segunda desmineralizagdo (2 dias), foi realizado individulamente em cada grupo
por teste T de medidas repetidas ou Wilcoxon, dependendo da distribuicdo dos

dados, se normal ou nao normal, respectivamente.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste da Hidroxiprolina

N&o houve diferenga estatistica significante (p = 0,09) entre as médias de
concentragao de hidroxiprolina nos grupos CHX (3,99 £ 0,85), F (3,24 £ 0,66), Laser
(3,52 £ 0,96) e Controle (3,13 + 0,64).

Figura 17 — Grafico da concentragéo de hidroxiprolina
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Microradiografia Transversal

As tabelas 1 e 2 mostram os resultados da MRT para dentina em diferentes
condigdes experimentais. Cinco dias de desmineralizagdo produziram uma lesao
com uma perda mineral de 2485 % min.um e uma lesdo com profundidade de 114

gm. A remogdo da matriz orgédnica ndo aumentou a desmineralizagdo
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independentemente do tratamento, o que era esperado, visto que o protocolo &
capaz de remover apenas o colageno desprotegido e ndao o conteudo mineral.

Apesar de nao terem sido encontradas diferencas entre os tratamentos em
relagdo a perda mineral, outros 2 dias de desafio de desmineralizagédo induziram a
progressao da perda mineral nas amostras do grupo controle (com e sem matriz
organica desmineralizada: MOD) e do grupo do laser (com e sem MOD), enquanto
que nos outros grupos a perda mineral ndo progrediu. Este resultado mostra que os
tratamentos da dentina sem MOD com fluor e clorexidina sdo capazes de proteger
melhor a dentina contra a progressao da perda mineral comparado com a dentina
com MOD (Tabela 1).

Tabela 1 - Perda mineral integrada (AZ, % min. ym) da dentina apos diferentes
condicbes experimentais

Flior Laser CHX Controle Controle
(sem MOD) (sem MOD) (sem MOD) (sem MOD) (com MOD)

Desmin 5d +
tratamento 2967.5+496.6 2746.5+463.1 2819.5+435.6 2804.4+287.4 2485.0+699.6
(colagenase)

ANOVA
p=0.2957

Desmin 5d +
tratamento 5., . 1467 3196564575 20520+737.6 3546.0:2595 3114086029 ~NOVA
(colagenase)+ p=0.1457

Demin 2d

t test (dentro
do mesmo p=0.5954 p=0.0423 p=0.6307 p<0.0001 p=0.0229

tratamento)

Aumento da

perda mineral nao sim nao sim sim
(sim/nao)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relagdo a profundidade da lesdo, houveram diferengas significativas
entre 0s grupos apdés mais 2 dias de desmineralizagdo. A clorexidina foi o unico
tratamento capaz de mostrar menor profundidade da lesdo do que o controle,
enquanto os outros tratamentos nao diferiram dos controles. Quando os resultados
foram comparados dentro do mesmo grupo, ndo houve progressao significante na
profundidade da lesdo, exceto para o controle sem MOD comparado ao controle

com MOD, mostrando que a presenga de MOD pode reduzir a progressdo da
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profundidade da lesdo. Por outro lado, o grupo da clorexidina mostrou uma
diminuicdo da profundidade da lesdo, o que pode ser devido a precipitagdo na

superficie (Tabela 2).

Tabela 2 - Profundidade da leséo (LD, ym) da dentina apds diferentes condi¢des
experimentais

Flaor Laser CHX Controle Controle
(sem (sem (com
(sem MOD) MOD) MOD) (sem MOD) MOD)
Desmin 5d +
tratamento 125.2+47 1 121.6+41.9 106.8+32.9 150.1£53.9 113.9+41.6 Azlgg(\)/(ﬁ_)
(colagenase) P=>
Desmin 5d + Kruskal-
tratamento ., .50 6ab 98.2¢18.0ab 78.3:17.2a  171.0:70.4b  128.6:437b Wallis/Dunn
(colagenase) +
Demin 2 d* (p<0.0001)
t test ou
Wilxocon* p=0.3527
(dentro do p=0.4316* p=0.2324* p=0.0250 p=0.1535
mesmo p=0.0300°
tratamento)
Aumento da Sim
profundidade = = S ~
da lesio nao nao Dimuigao (comparado nao
(sim/ndo)® com MOD)

¥ Letras diferentes mostram diferengas significantes entre os groups.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Em virtude do aumento da prevaléncia das lesdes de carie radicular pela
maior longevidade dos elementos dentais, métodos que promovam o controle da
progressao da doenca tem grande relevancia clinica na atualidade. Assim, esse
trabalhou buscou alternativas clinicas viaveis de aplicacdo de agentes preventivos
da progressdo da doenga carie, através de possiveis mudangas quimicas e/ou
fisicas geradas no substrato. Fluor (2 %), Laser Nd:YAG / 60 mJ e Clorexidina (0,12
%) foram utilizados como agentes de controle da progresséo da carie radicular, em
protocolos considerados viaveis para aplicagao clinica, no tangente a concentragao
e tempo de aplicacéo.

O fluor e a clorexidina representam, no atual contexto das pesquisas e das
aplicagdes clinicas, os meios mais utilizados na prevengcdo da instalacdo e
progressao de lesdes cariosas, pois interferem no equilibrio dindmico da interface
dente/fluidos orais (equilibrio DES/RE) (Tagomori, Morioka 1989; Ganss et al., 2004;
May et al., 2013; Bizhang et al., 2015).

Os modelos de estudo in vitro sao utilizados com frequéncia em pesquisas
de carie dental para avaliar a inibicdo da desmineralizagédo e da remineralizagao,
utilizando geralmente esmalte e dentina de dentes humanos, extraidos por diversas
razoes terapéuticas. No entanto, modelos animais substitutivos do dente humano,
como por exemplo os dentes bovinos, sao utilizados nas pesquisas com
fidedignidade de resultados, por possuirem estrutura morfolégica similar, além de
contornar as dificuldades de obtencdo de dentes humanos pelos aspectos éticos
envolvidos. Assim, neste estudo optou-se pela utilizacdo de dentina radicular bovina
(Chaussain-Miller et al., 2006; Magalhaes et al., 2009; Kato et al., 2011).

Para a indugao da lesao artificial inicial de carie foi utilizado no presente
estudo o modelo de desmineralizagdo de Queiroz (2004). Esse modelo foi também
utilizado por Kato et al. 2012 e Magalhédes et al. 2009, que atestaram ser este um
modelo capaz de promover mudangas quimicas na dentina, principalmente em sua
matriz inorganica, levando a exposi¢cao da matriz organica, simulando o processo de
desmineralizagdo que ocorre in vivo. Adicionalmente Magalhdes e colaboradores

(2009), pontuaram que diferentes protocolos de desmineralizagdo podem influenciar
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no resultado do tratamento remineralizador, pois promovem diferengas nas
caracteristicas fisicas e mecéanicas no tecido desmineralizado, como a sua
caracteristica de distribuicdo mineral e dureza, e para mensurar essas mudangas no
tecido os autores utilizaram a técnica da microradiografia transversal e de dureza
transversal. Os protocolos de desmineralizacao utilizados foram: gel MC (8 % gel
metilcelulose + 0.1 M acido latico, pH 4.6, 14 dias); gel PA (20 g/L acido poliacriico
+ 0.1 M acido latico, com 500 mg/L hidroxiapatita, pH 4.8, 16 h); MHDP (50 mM
acido latico + calcio, fosfato e metil difosfanato, pH 5.0, 6 dias); Tamp&o (50 mM
acido acético + calcio, fosfato and fluor, pH 5.0, 16h). E o protocolo que
proporcionou uma lesdo com maior perda mineral e maior profundidade foi o MHDP,
pois o PH e o grau de saturagao, influenciam predominantemente na taxa de
desmineralizacdo e consequentemente no tempo do experimento. Esses
representam fatores bastante relevantes para o presente estudo na escolha do
protocolo de desmineralizacdo, visto que também utilizou-se a microradigrafia
transversal para avaliacdo de perda mineral e profundidade da lesé&o.

ApOs a desmineralizagdo inicial, as amostras foram tratadas com os
diferentes agentes de protecdo: fluor, clorexidina e laser de Nd:YAG. Esses
tratamentos foram eleitos por diversos motivos. O fluor, tratamento preventivo de
carie ja consagrado na literatura, foi utilizado no presente estudo por sua capacidade
de inibir a desmineralizagdo e aumentar a remineralizagdo da dentina (Featherstone
,2000; Gangler et al., 2009; Arnold et al., 2007).

A concentragéo de fluor utilizada foi de 2% por 1min, a fim de simular um
protocolo clinico viavel (Gangler et al., 2009; Tenuta e Cury 2010). Apesar de alguns
protocolos utilizarem um tempo de 4 min de aplicacéo, relatos demonstram que nao
existem diferengas nos efeitos proporcionados pelo tempo de aplicacdo no intervalo
entre 1 e 4 min (Marthaler, 2004; Fejerskov, Kidd 2011). A concentragao, no entanto,
se mostra uma variavel importante no efeito do fluor, uma vez que se elevadas,
podem potencializar o efeito tampao da matriz organica de dentina no controle da
desmineralizagdo. No entanto, a concentragdo ideal de fluor para aplicagédo na
prevencao de carie radicular ainda nao esta completamente definida na literatura,
sendo estimada pelos resultados em céries envolvendo esmalte (Tohda et al.,
Fejerskov, 1997; Featherstone, 2000; Ganss et al., 2004; Tenuta e Cury,2010).

Considerou-se no presente estudo, a utilizagdo do laser de Nd:YAG pela
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capacidade de fusdo e ressolidificacdo do substrato (Yamamoto, Sato, 1989;
McCormack et al., 1995, Featherstone et al., 1998; Gongalves et al., 1999). Neste
processo ocorre a transformacdo da hidroxiapatita em B-fosfato tricalcico, mais
resistente a dissolucdo, aumentando a resisténcia a carie pela reducdo da
velocidade de desmineralizacdo. Este fato é relevante pois, como relatado na
literatura, a dentina exposta € mais susceptivel a carie do que o esmalte, e o laser
pode aumentar o conteudo mineral relativo da dentina pela remogéao de proteinas
(Tagomori, Morioka 1989; McCormack et al., 1995; Featherstone et al., 1998;
Kantorowitz et al., 1998; Rodrigues et al., 2004; Magalhaes et al., 2008). Assim, para
obtencdo dos efeitos desejados do laser, a correta selecdo dos parametros é
fundamental (Anic et al., 1998; Kantorowitz et al., 1998; Takeda et al., 1998). A
densidade de energia, a energia, a poténcia, a frequéncia e o contato ou ndo da fibra
optica com o substrato, com certeza sdo os responsaveis pela grande variabilidade
de resultados encontrados na literatura. Por isso os parametros selecionados para
este estudo foram: 60mJ de energia, 48J/cm? de densidade de energia, 10Hz de
frequéncia,100 us e a forma de ndo contato (Bachmann et al., 2005; Franzen et al.,
2011; Maden et al., 2013; Chiga et al., 2016).

O terceiro e ultimo tratamento eleito para o presente estudo foi a clorexidina
(CHX). Considerado como o padrao ouro para manutencado da integridade do
colageno dentinario por promover a redugdo de sua auto-degradacgao pela inibicao
da atividade das proteases do proprio hospedeiro (Davies et al., 1954; Schiott et al.,
1970; May et al.,, 2013; Bizhang et al., 2015), a clorexidina exibe ainda amplo
espectro bactericida (Schiott et al., 1970, Martin et al., 2000). De acordo com Baca e
colaboradores (2012), a eficacia da CHX estd relacionada a concentracdo e
frequéncia de aplicacao; eles utilizaram concentracées de CHX 0,2 % e 2 % com 1
min de aplicagcao, e obtiveram resultados mais positivos com CHX 2 % no efeito
antimicrobiano. Por isso, neste estudo procurou-se um equilibrio entre concentragao
e frequéncia, a fim de se evitarem efeitos colaterais como manchamento ou
comprometimento do paladar (Matthijs, Adriaens, 2002; Slot et al., 2012).

Tem sido demonstrado, que o manchamento generalizado dos dentes pode
ocorrer quando a CHX é utilizada em altas concentragdes e por um periodo de
tempo prolongado. Segundo a literatura, aplicagbes de clorexedina 0,12 % em

intervalos de tempo entre 1 e 2 min ndo sao capazes de causar manchamento dos
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dentes (Ellingsen et al.,1982; Demeule et al., 2000; Kouadio et al., 2017). Além
disso, May e colaboradores (2013) observaram que a absor¢cdo da CHX pelas
bactérias é extremamente rapida atingindo seu efeito maximo em 20s. Sendo assim,
neste presente estudo optou-se pela concentragao de 0,12 % e pelo tempo de 1 min
de aplicacéo.

A atividade colagenolitica apés a desmineralizagdo da dentina radicular foi
proporcionada pelo armazenamento dos espécimes em solugdo contendo
colagenase, também utizada por Kato et al. (2012) e Islam et al. (2016). Essa
metodologia simula a agado bacteriana de degradagao durante o processo carioso,
onde apds a desmineralizacdo em pH acido, a matriz organica é exposta a hidrolise,
acelerada pela atividade enzimatica de MMPs, cisteinas e catepsinas (Perdigao,
2010; Mazzoni et al., 2015). A colagenase é capaz de promover a degradacéo “in
vitro”, liberando aminoacidos essenciais constituintes do colageno na solugcéo de
armazenamento, que podem ser detectados por métodos colorimétricos. Dentre
esses aminoacidos esta a hidroxiprolina. O teste da hidroxiprolina também utilizado
por Woessner (1961), Jamall et al. (1981), Kato et al. (2012) e Islam et al. (2016),
assim como neste estudo, para avaliar a degradagao de colageno de uma forma
quantitativa, afinal 90% da massa mineral da dentina desmineralizada consiste em
colageno do tipo I, o qual contém cerca de 10 % de HYP, enquanto outras proteinas
contém pouco ou nada deste aminoacido (Bornstein, Sage, 1980; Brackett et al.,
2015), mostrando-se um recurso bastante promissor na detecgdo da quantidade de
colageno degradado.

A colagenase utilizada foi C. histolyticum, seguindo o protocolo de Kato et al.
(2012) e Islam et al. (2016), a fim de degradar a matriz organica através da hidrolise
das regides helicoidais das triplas hélices das fibras de colageno, sob condi¢des in
vitro simuladoras das condicdes fisioldgicas. Caso os tratamentos utilizados neste
estudo fossem capazes de inibir a colagenase bacteriana, a camada organica seria
preservada da degradacgdo. Adicionalmente ao desafio da colagenase as amostras
foram submetidas a mais dois dias de desmineralizacido, pois teoricamente essas
amostras estariam menos protegidas devido a remocdo do colageno, e assim
verificar se houve ou nao a progressao da lesao.

Os resultados obtidos no presente estudo com o ensaio da HYP n&o foram

capazes de detectar uma diferenga significativa entre os tratamentos preventivos e o
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grupo controle sem tratamento, ou seja, aparentemente os tratamentos preventivos
nao foram eficazes na inibicdo da degradacdo do colageno radicular pela
mensuragao da HYP. Esse dado contrasta com a literatura em questdo. Reddy e
Enwemeka (1996) utilizaram o ensaio da HYP e obtiveram resultados positivos na
avaliagao de colageno degradado em varios tecidos bioldgicos, provando com seus
resultados que o método ¢é efetivo em tecidos de diferentes origens.

Kato e colaboradores (2012) utilizaram amostras de dentina de dentes
bovinos com uma area tratada de 1.0 x 0.5 cm utilizando FeSO4 (1mM), clorexidina
(0,0012 %), EGCG (400uM), NaF (1.23 %) e obtiveram resultados significativos com
o teste da HYP observando redugcdo da degradacdo da matriz organica
desmineralizada. Além disso, as concentracdes, formas de aplicagdo e tempos
empregados para os tratamentos preventivos também foram diferentes, e da mesma
forma, podem nao ter sido suficientes para gerar os efeitos esperados nas condi¢des
do experimento.

Walter e colaboradores (2008) também utilizaram o método da HYP, na
avaliacdo da degradacédo de colageno em dentina radicular utilizando tratamentos
para promover a estabilidade da matriz de colageno e prevenir a carie radicular, e
também nao obtiveram diferencas significativas entre os grupos, em relagdo a
quantidade de HYP liberada, como no presente estudo. No entanto, os autores
complementaram a analise com microscopia confocal para visualizar a progressao
da lesado, observando um aumento da profundidade da lesdo nos grupos controle.
Sendo assim, é importante salientar que outras formas de avaliacdo devam ser
utilizadas para complementar a analise da progressao da carie.

Assim avaliou-se no presente estudo a progressdo da carie por meio da
microradiografia transversal, pois esta técnica pode medir a perda mineral integrada
e a profundidade da lesdo, além de permitir a visualizagdo da area degradada
(Salomao et al., 2016). Magalhaes e colaboradores (2009), também optaram pela
microradigrafia transversal, por ser considerado o padrdo ouro para determinagao
das diferengas no conteudo mineral da superficie de uma lesao dental.

Restrepo e colaboradores (2015), também utilizaram fldor e CHX como
tratamentos preventivos de carie, e optaram pela MRT para avaliar a perda mineral
da lesédo, pois métodos convencionais como as analises radiograficas, ndo sao

capazes de quantificar perda ou ganho mineral em processos de desmineralizagéo e
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remineralizagdo respectivamente. Entdo neste contexto a MRT mostrou-se
adequada para as avaliagdes pretendidas e confirmada nos resultados obtidos.

Procurou-se comparar no presente estudo a perda mineral integrada e a
profundidade da lesédo de carie, em amostras com matriz organica desmineralizada
(MOD) e em amostras sem matriz organica desmineralizada. As amostras com MOD
nao foram submetidas ao desafio da colagenase e nem aos tratamentos preventivos,
assim avaliou-se apenas um processo de desmineralizacdo e obteve-se resultados
comparativos entre as lesdes.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, observou-se que a
irradiacdo da dentina cariada com laser de Nd:YAG nao promoveu modificacoes
quimicas adicionais, quando comparadas ao grupo que recebeu a aplicagdo da
clorexidina (CHX). Chiga e colaboradores (2016) utilizaram um protocolo de
aplicacdo do laser de Nd:YAG semelhante ao presente estudo, em relagdo a
frequéncia, tempo e poténcia; porém utilizou a aplicagao do laser com contato, fator
que pode ter interferido nos resultados adquiridos. Ainda neste estudo os autores
associaram fluor e laser de Nd:YAG e compararam a aplicacdo do fluor apenas, e
concluiram que a irradiacado com laser associado ao fluor promove resultados mais
satisfatorios em relagdo a obliteracdo dos tubulos dentinarios reduzindo a difusao
dos acidos para a dentina o que diminui a extensado da lesao de carie. A associagao
do fluor ao laser poderia ter sido bastante interessante no presente estudo, pois
poderia ter impedido a degradacdo da matriz organica desmineralizada (MOD), visto
que o fluor pode ser incorporado dentro da estrutura cristalina quando associado ao
laser (Rodrigues et al., 2004, Gao et al., 2006). Além disso, a camada de matriz
organica de dentina desmineralizada exibe uma capacidade tampao que poderia
prevenir a desmineralizacdo em areas de dentina mais profunda na presenca de alta
quantidade de fluor e o laser pode levar o fluor para essa camada de dentina mais
profunda (Ganss et al., 2004).

Outra possibilidade a ser considerada em relacdo a aplicagcao do laser no
presente estudo, seria a utilizagdo de fortoabsorvedores, que poderiam gerar uma
acgao superficial de fusdo mais intensa, sem elevar a temperatura, influenciando na
relagao tempo/ poténcia, e talvez proporcionando resultados positivos no controle da
progressao da lesdo. Cunha e colaboradores (2017) utilizaram um protocolo de

aplicacdo de 1.0 W, 100 mJ/pulso, 85 J/cm? e 4 aplicagbes de 10s com intervalo de
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10 s entre as mesmas; e associaram um fotoabsorvedor escuro a fim de proteger a
polpa e a dentina de injurias causadas pelo aquecimento provocado pelo laser, pois
os fotoabsorvedores além de promover esta protecdo fazem com que o laser atinja
seu pico de absorgao na presenga dos mesmos (Bachmann, Zezell, 2005).

A hipétese de nulidade levantada foi que os tratamentos preventivos nao
produziriam efeitos significativos na perda mineral integrada e na profundidade da
lesdo de carie radicular, mas os resultados mostraram que nao, e observou-se uma
menor progressdo da carie no grupo que recebeu a aplicagédo topica por 1 min de
CHX (0,12 %) em relagdo aos outros grupos (Tabelas 1 e 2). Verificou-se que a
literatura apresenta varios trabalhos com resultados positivos do efeito da CHX na
inibicdo da carie radicular, alcancada pela inibicdo da producdo de acidos e da
formacdo da placa dental (Demeule et al., 2000; May et al., 2013; Kouadio et al.,
2017), porém nao apresenta dados suficientes em relagdo ao efeito da CHX na
inibicdo da progressdo da carie radicular. Portanto mais estudos devem ser
sugeridos para verificar a acdo da CHX na progresséao da lesao.

Ja o fluor mostrou-se ndo efetivo na prevengdo da progressao da carie
radicular em relagdo a perda mineral, porém apresentou a profundidade da lesao
diminuida, de acordo com os resultados obtidos na microradiografia transversal
(MRT), conforme tabelas 1 e 2. Esses resultados podem estar relacionados ao fato
de que os tratamentos com fluor podem resultar em respostas diferenciadas
dependendo do estagio de desenvolvimento das lesdes, sendo assim o fluor
exerceria um efeito cariostatico na superficie mineral diminuindo a profundidade da
lesao (Fejerskov, 1997; Featherstone, 2000).

Observou-se que a remoc¢ao da MOD n&o aumentou a desmineralizagao
independentemente do tratamento, visto que o protocolo proposto foi capaz de
remover apenas o colageno desprotegido e ndo o conteudo mineral (Magalhdes et
al., 2009; Comar et al., 2012).

Apesar de nao terem sido encontradas diferencas entre os tratamentos em
relagcdo a perda mineral, outros 2 dias de desafio de desmineralizagdo induziram a
progressao da perda mineral nas amostras do grupo controle. Este resultado
mostrou que os tratamentos da dentina sem MOD com fluor e clorexidina sao
capazes de proteger melhor a dentina contra a progressdao da perda mineral

comparado com a dentina com MOD (Buzalaf et al., 2010).
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Em relagcdo a profundidade da lesdo, houveram diferengas significativas
entre 0s grupos apdés mais 2 dias de desmineralizagdo. A clorexidina foi o unico
tratamento capaz de mostrar menor profundidade da lesdo em relagdo ao grupo
controle, enquanto os outros tratamentos nao diferiram dos controles.

Entendemos que apesar de nao ter ocorrido liberagao significativa de HYP
apos os tratamentos aplicados, pudemos observar com a técnica da microradiografia
transversal que existiu uma tendéncia de preservagao do conteudo mineral da lesao.
Portanto € provavel obter-se beneficios terapéuticos com tratamentos preventivos
em lesdes de caries existentes, em cavidades bucais em condi¢des de atividade de
carie. Porém, o tratamento mais indicado, assim como concentragcdes, associagdes
de tratamentos, tempo de aplicacdo ou até mesmo a area da amostra a ser

submetida aos desafios bacterianos e processos desmineralizadores, devem ainda
ser revistas e investigadas.

Considerando os beneficios ja conhecidos decorrentes da utilizagdo do fluor,
clorexidina e laser durante o processo de desenvolvimento das lesdes de carie ou
mesmo apos a instalacido destas, seria interessante clinicamente que nossos
pacientes fossem beneficiados destes mecanismos protetores. Sendo assim mais

estudos sao necessarios para o desenvolvimento de protocolos clinicos.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e condi¢gdes do estudo € possivel

concluir que:

a) Os tratamentos preventivos ndo mostraram efeitos significativos no
bloqueio da degradagao do colageno frente ao teste da hidroxiprolina;

b) Os tratamentos preventivos clorexidina e flior mostraram efeitos
significativos na perda mineral integrada e na profundidade da leséo, no
entanto, somente a clorexidina foi efetiva na inibicdo da progressédo da
lesédo de carie radicular quando utilizada a analise da microradiografia

transversal.
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Eduardo de Paiva Gongalves, do Departamento de Odontologia deste Instituto, néo
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