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1. INTRODUCAO

Um dos objetivos do tratamento periodontal regenerativo €
promover a insercdo de tecido conjuntivo sobre a superficie radicular
acometida pela doenca periodontal. A formacdo e adesdo do coagulo
sanguineo, mediada por proteinas plasmaticas, principalmente o
fibrinogénio, que providenciam a base inicial para aderéncia da rede de
fibrina sobre superficie radicular, constituem a fase inicial do processo de
cicatrizacdo dos tecidos periodontais ( Hiatt et al., 1968;* Polson &
Proye, 1983;% Wikesjo et al., 1992)%.

O reparo do tecido conjuntivo na superficie radicular esta
diretamente relacionado com a inser¢cdo da rede de fibrina sobre a raiz, ja
gue na auséncia de insercdo estavel de fibrina, pode ocorrer mais
rapidamente a formagédo de um epitélio juncional longo sobre a superficie
radicular (Polson & Proye, 1983; ®! Wikesjo & Nilvéus, 1990; % Wikesjo et
al., 1991) .

A rapida aeréncia do codgulo sanguineo sobre a superficie
radicular promove a formacdo de uma barreira capaz de impedir a
migracdo apical do tecido epitelial (Wikesjo et al., 1991; ¥ Caton &
Greenstein, 1993) 1’. Além disto, a rede de fibrina forma um arcabouco
adequado para o desenvolvimento do mecanismo de insercdo de células
e de colageno (Caton & Greenstein, 1993) *’. A insercdo inicial de rede de

fibrina sobre a superficie radicular € facilmente destruida e requer
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protecdo e estabilizacdo até ocorrer sua substituicdo por insercdo de
fibras colagenas, e desta forma, a estabilizagdo do coagulo torna-se um
mecanismo essencial para promoc¢éo da regeneracao periodontal ( Caton
& Greenstein, 1993)%.

Tem sido demonstrado que superficies radiculares
periodontalmente afetadas s&o hipermineralizadas e contaminadas com
substancias citotoxicas (Aleo et al., 1974 Hatfield & Baumhammers,
1971)** especialmente as endotoxinas (Lopez, 1984:* Adriaens et al.,
1988)*. Estas por sua vez, representam o principal agente a ser vencido
para se obter uma nova inser¢cdo de tecido conjuntivo em superficies
radiculares afetadas pela doenca periodontal, uma vez que, superficies
radiculares contaminadas, apresentam caracteristicas improprias para
adsorcdo de proteinas plasmaticas, e subsequente adesdo de fibrina nas
superficies radiculares ( Wikesjo et al., 1992) %,

Nos ultimos anos inUmeras alternativas tém sido apresentadas
para compensar as limitacdes inerentes a terapia radicular mecéanica, para
promover a descontaminacdo de superficie radicular ou promover uma
superficie radicular mais biocompativel com os tecidos periodontais.

Estudos realizados tanto in vitro (Laferty et al., 1993:*
Trombelli et al., 1995; 8 Blomlof et al., 1996;" Blomlsf et al., 1997;'
Blomlof et al., 1997 )*? quanto in vivo ( Wikesjo et al., 1991;% Caffesse et
al., 1991;* Trombelli et al., 1995 Blomléf et al., 2000;** Blomlsf et al.,

2000)%°, tém enfatizado o condicionamento da superficie radicular com
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diferentes substancias, como coadjuvante da raspagem e aplainamento
radicular, com o propésito de regeneracdo das estruturas periodontais
perdidas com a doenca periodontal. Porém, estudos clinicos ndo tém
demonstrado diferencas estatisticamente significantes quanto ao ganho
de insercdo clinica, com o uso destas substancias no condicionamento
radicular (Caffesse et al., 1991:*° Parashis & Mitsis, 1993; °® Blomléf et
al., 2000:** Blomlsf et al., 2000)*°, embora recentemente Baker et al.
(2000)%° demonstraram in vitro maior ades&o de fibrina em superficies
radiculares condicionadas com acido citrico.

Véarios agentes quimicos tém sido propostos para esta
finalidade. Dentre as substancias quimicas utilizadas no tratamento da
superficie radicular, o cloridrato de tetraciclina tem sido objeto de estudo
de varios pesquisadores (Laferty et al., 1993:* Jeong et al., 1994;®
Trombelli et al., 19953 Trombelli et al., 1995 Bergenholtz & Babay,
1998;° Guilden Isik et al., 2000)*?, devido ao seu poder bactericida,
apesar de estudo in vivo ndo demonstrar diferencas estatisticamente
significantes do uso desta substancia com relacdo ao ganho de insercao
clinica (Parashis & Mitsis, 1993)%.

O EDTA tem sido empregado como agente condicionador da
superficie radicular por apresentar caracteristicas como pH neutro, o que
preserva a vitalidade das células remanescentes dos tecidos periodontais,
enquanto remove ions calcio da matriz colagena da dentina de forma mais

seletiva que o0s agentes condicionadores que apresentam pH baixo
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(Blomlof et al., 2000)**. Apesar dos estudos in vitro (Blomlof et al.,
1996:'% Blomlof et al., 1997:'! Blomlsf et al., 1997:*2 Sampaio, 1999;"
Pilatti, 2001)®° terem demonstrado alta efetividade do EDTA na remoc&o
de smear layer, estudos in vivo ndo tém demonstrado vantagens, com a
utilizacdo de EDTA como coadjuvante ao procedimento clinico de
raspagem e aplainamento radicular (Blomlof et al., 2000;** Blomlof et al.,
2000)".

Mais recentemente, a terapia com laser tem sido investigada
para um largo campo de aplicacdes na Periodontia (AAP, 2002) 3. Varios
estudos tém sido publicados com o uso de lasers para diferentes
procedimentos, quer visando a reducdo bacteriana de bolsas
periodontais (Myers, 1991:>° Radvar et al., 1996:% Ben Hatit et al., 1996)°
guer em procedimentos de raspagem e aplainamento radicular (Aoki et
al., 19947 Israel et al., 1997;* Fuijii et al., 1998;*® Folwaczny et al., 1999;*
Folwaczny et al., 2000;?° Aoki et al., 2000)°.

Por outro lado, varios trabalhos documentam a alta eficacia do
efeito bactericida dos lasers de alta intensidade ndo s6 sobre bactérias
presentes no canal radicular (Fegan & Steiman, 1995;?> Ramskold et al.,
1997;% Moritz et al., 1997;* Rochd et al., 1998;°® Moritz et al., 1999;>°
Gutknecht et al., 2000)*3, como também na reducdo de bactérias
periodontopatogénicas (Chan & Chien, 1994;'® Radvar et al., 1996:%% Ben

Hatit et al., 1996;° Ando et al., 1996).
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Dentre os lasers de alta intensidade, o Er'YAG é o mais
ressonante as superficies mineralizadas. Tal fato se deve ao alto grau de
absorcdo da agua pelo seu comprimento de onda (2,94 mm) promovendo
micro-explosdes e ejecdo dos tecidos (ablacdo explosiva), ocorrendo
consequentemente menores danos térmicos nas superficies irradiadas,
principalmente quando utilizado com refrigeracdo a agua ( Aoki et al.,
1994: ° Fujii et al., 1998; % Aoki et al., 2000; ® Theodoro, 2001; ° Sasaki ,
2002; "* Theodoro et al., 2002; 8! Theodoro et al., 2003) &.

Outros estudos demonstraram que o laser de Nd:YAG quando
utilizado sobre superficie radicular pode provocar formacdo de crateras,
trincas, fusdo e carbonizacdo ( Morlock et al., 1992; °>* Cobb et al., 1992; *°
Thomas et al., 1994; 3 Wilder-Smith et al., 1995)%, porém tem sido
demonstrado efetividade deste laser, quando utilizado com objetivo de
reducdo bacteriana de bolsas periodontais (Chan & Chien, 1994; 18
Radvar et al., 1996 ) %3

Alguns autores tem preconizado a utilizagdo do laser de
Diodo em procedimentos de curetagem gengival e com o objetivo de
reducdo bacteriana (Moritz et al., 1997;°* Moritz et al., 1998)°3, enquanto
que Moritz et al. (1997) > demonstraram in vitro os efeitos do laser de
Diodo na reducdo bacteriana de condutos radiculares contaminados.
Porém, sd@o raros os trabalhos que demonstram o efeito destes lasers
sobre superficies radiculares (Kreisler et al., 2001; ** Kreisler et al.,

2002;*2 Theodoro et al., 2003) &°.
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Além destes fatos, poucos sdo os trabalhos encontrados na
literatura que analisam a biocompatibilidade das superficies irradiadas
pelos lasers de alta intensidade, através do processo de adesdo de
células in vitro (Trylovick et al., 1992; 8" Tewfick et al., 1994; "® Kreisler et
al., 2001;*® Schoop et al., 2001; " Feist, 2002;?® Crespi et al., 2002)%°, ou
através de pesquisas clinicas in vivo (Schwarz et al., 2001)°.

Diante destes fatos e considerando a escassez de trabalhos que
demonstrem os efeitos dos lasers de alta intensidade, indicados para
reducdo bacteriana de bolsas periodontais e ou para procedimentos de
raspagem radicular, na biocompatibilidade das superficies irradiadas,
constitui objetivo do presente estudo analisar, através de microscopia
eletrbnica de varredura, o efeito da irradiacdo de superficies radiculares

de dentes acometidos por doencga periodontal, previamente raspados e
aplainados com instrumentos manuais, com laser de ErYAG (2,94 mm) e
de Diodo (808 nm), na adesao de fibrina e de elementos sanguineos,

utilizando o modelo experimental proposto por Baker et al. (2000)% e

sobre a morfologia da superficie radicular.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Desde a elaboracdo do primeiro equipamento laser por
Maiman (1960)*¢, o qual tinha como meio ativo um cristal de rubi, varios
estudos tém demonstrado o efeito destes lasers na Medicina, bem como
na Odontologia( Pick et al., 1986; °° Myers, 1991; >® Moritz et al., 1997; *2
Gopin et al., 1997; 3! Sasaki et al., 2002) ' .

Existem dois grandes grupos de lasers utilizados em
Odontologia, classificados de acordo com 0 mecanismo de interagdo com
os tecidos. O laser de baixa intensidade, atua a nivel celular, através de
interacdo fotoquimica, podendo promover aumento do metabolismo
celular e, consequentemente, induzir diferentes efeitos gerais como
analgésico, antiinflamatorio e bioestimulativo. Dentre estes equipamentos
de lasers os mais utilizados sdo os de AsGA (Arsénio- Galio), AsGaAl
(Arsénio —Galio- Aluminio), HeNe (Hélio-Nebnio), InGaAIP (indio- Galio-
Aluminio- Fésforo) (Theodoro et al., 2002) &.

O laser de alta intensidade, promove uma interacao
fototérmica ou fotomecénica com os tecidos e, com o aumento da
temperatura tecidual, podera promover a ablagcdo ou vaporizacdo dos
tecidos. Dentre o0s equipamentos mais utilizados em Odontologia,
podemos destacar os lasers de CO, ( Diéxido de Carbono), Nd:YAG
(Neodimio: ltrio- Aluminio-Granada), Er:-YAG (Erbio: Itrio- Aluminio-
Granada); Ho:YAG (Holmio: itrio-Aluminio-Granada), Argonio e Diodos

Semicondutores (Theodoro et al. , 2002) 8.



32 0

Os lasers de alta intensidade tém sido muito empregados em
procedimentos cirdrgicos periodontais ( Pick et al., 1986; *° Roed-
Petersen, 1993)%°, e também como coadjuvante ao tratamento periodontal
convencional, de raspagem e aplainamento radicular com instrumentos
manuais, objetivando também a curetagem gengival ou reducéo
bacteriana de bolsas periodontais ( Myers, 1991; °° Chan & Chien, 1994; 18
Bem Hatit, 1996 ° Moritz et al., 1997; ° Moritz et al., 1998) >2.

A partir da década de noventa, varios estudos foram realizados
para analisar o efeito de diversos tipos de lasers em superficies
radiculares. Um dos primeiros trabalhos que analisaram os efeitos dos
lasers em superficies radiculares foi de Morlock et al. (1992)** que
analisaram in vitro os efeitos do laser de Nd:YAG em superficies
radiculares, quando utilizado de forma isolada ou como coadjuvante da
raspagem e aplainamento convencional. Para este procedimento,
utilizaram poténcias de irradiacdo de 1,25 e 1,50 W e, através de
microscopia eletrénica de varredura, analisaram as superficies irradiadas.
Os resultados obtidos demonstraram que os espécimes tratados apenas
com laser nas diferentes poténcias, apresentaram superficies radiculares
alteradas quando comparadas ao grupo que sofreu apenas raspagem
com instrumentos manuais (curetas). Observaram ainda, formacao de
crateras e carbonizacdo do cemento radicular, com fusdo da superficie
mineral e subsequente resolidificacdo, com formacdes globulares. Desta

forma, concluiram que o uso de Aser durante o preparo da superficie



radicular, mesmo em baixas energias, resulta em alteracdo fisica da
superficie radicular.

Cobb et al. (1992) examinaram in vitro, em dentes que
apresentavam bolsas periodontais, os efeitos da preparacao radicular com
laser de Nd:YAG, utlizado isolado ou em combinacdo com
instrumentacdo. Nos grupos que associaram o laser a instrumentagcao
manual, aplicaram o laser durante 3 minutos (3,0 W/ 20 Hz e 2,25 W/10
Hz) em 7 espécimes; em outro grupo, irradiaram 8 espécimes durante 1
minuto (1,75 W / 20 Hz ) e, em outro, trataram 4 espécimes somente
com o laser durante 1 minuto (1,75 W / 20Hz). Os resultados obtidos
permitiram observar que tanto o tratamento manual ou o laser, ndo foram
capazes de remover toda a placa hacteriana e o calculo presentes na
superficie cementéria, e que, quando utilizaram o laser em altas energias
(3,0 W em 3 minutos, 150 mJ/p; 2,25 W em 3 minutos, 112,5 mJ/p) a
superficie cementéria apresentou-se com mais irregularidades, formacgéo
de crateras mais extensas, trincas e areas de fuséo e resolidificacdo com
deposicdo de smear layer. No entanto, quando utlizaram menores
energias (1,75 W em 1 minuto, 20 pps, 87,5 mJ) houve presenca de
residuos sobre a superficie radicular com poucas alteracées morfoldgicas.
Os autores concluiram, neste estudo, que o procedimento de raspagem
com laser deve ser seguida de instrumentacdo manual para regularizar

as superficies radiculares.



Na tentativa de analisar o efeito da irradiacdo de superficies
radiculares com laser de Nd:YAG, alguns autores como Wilder-Smith et
al. (1995)% utilizaram parametros inadequados de irradiacdo com a
utilizacdo de poténcias altas e tempos de exposicdo muito prolongados,
provocando danos térmicos severos as estruturas irradiadas. Neste
estudo, analisaram a acdo do laser de Nd:YAG sobre superficies
radiculares apos raspagem e aplainamento radicular, utilizando poténcia
de 5 W com tempos de exposicdo de 1, 2, 3, 4 e 5 minutos. Na andlise
das superficies tratadas, doservaram, através de microscopia eletrénica
de varredura, que quando foram utilizados 1 e 2 minutos de tempo de
exposicdo, houve remocédo de smear layer, com formacdo de algumas
ranhuras e crateras; porém, quando irradiaram as superficies durante 4 e
5 minutos, houve a presenca de crateras e fissuras mais largas e mais
acentuadas, em todas as amostras. Na analise da temperatura intra-
pulpar verificaram aumento de 18° a 36°C e aumento de & a 22°C na
superficie radicular. Diante destes fatos, os autores concluiram que a
utilizacdo do laser nestes parametros, torna-se inviavel no tratamento
periodontal.

Com o desenvolvimento do laser de Er:-YAG ( Hibst & Keller,
1989)*¢, novos estudos puderam ser realizados para analisar o efeitos
deste laser com comprimento de onda de 2,94 um, em superficies
radiculares. O comprimento de onda do laser de Er:'YAG é altamente

absorvido pela agua e desta forma promove a ablagdo dos tecidos



mineralizados pela vaporizacdo da agua, presente entre os cristais de
hidroxiapatita, e consequente ejecdo do material mineralizado, pelas
micro-explosdes, sem promover efeitos térmicos indesejaveis nas
estruturas adjacentes as superficies irradiadas. A partir das pesquisas que
foram realizadas com este laser em tecidos mineralizados, surgiu uma
nova perspectiva do uso destes lasers no tratamento periodontal como
substituto de instrumentos manuais para realizacdo de raspagem e
aplainamento radicular e ou como técnica coadjuvante a este
procedimento (Aoki et al., 1994; ° Watanabe et al., 1996; ® Israel et al.,
1997; 3" Yamaguchi et al., 1997; * Fuijii et al., 1998; 8 Folwaczny et al.,
2000; % Aoki et al., 2000) ° .

Aoki et al. (1994) ° analisaram in vitro os efeitos de um sistema
de entrega de feixe de um laser de Er:-YAG nos procedimentos de
raspagem e aplainamento radicular com e sem irrigacdo com agua. A
energia de irradiacdo utilizada variou entre 10 e 120 mJ/pulso com
frequéncia de 10 Hz, na presenca de irrigacdo, para a remocao de
calculo. Em outro experimento, utilizaram 30 mJ/pulso e 10 Hz com e sem
irrigacdo com agua. No primeiro experimento, verificaram que o Er:YAG é
capaz de remover o calculo da superficie radicular, na presenca de
irrigagédo, quando utlizado com energias maiores que 30 mJ/pulso.
Observaram presenca de trincas, formacdo de poucas crateras na
superficie, além de algumas formacdes globulares que aumentavam

proporcionalmente ao aumento de energia. Quando compararam a



presenca ou ndo de agua na remocao do célculo, verificaram que quando
ndo havia irrigagdo a superficie cementaria, mostrava-se mais irregular e,
em poucos casos, 0 célculo tornou-se carbonizado. Com relacdo a
temperatura, no experimento com irrigacdo na superficie externa, houve
variacdo de 26,2° para 28,6°C e sem irrigacdo a temperatura de 27,5°C
aumentou para 63,5° a 66,5°C; a temperatura pulpar no experimento com
irrigacdo variou de 28,6° para 29,4°C e sem irrigacdo a temperatura
aumentou para 47,4°C.
Watanabe et al. (1996) ® avaliaram clinicamente o uso do laser
de Er:YAG para procedimentos cirdrgicos e raspagem radicular. Trinta e
um pacientes com lesGes de tecido mole e sessenta pacientes com
calculo dentario foram tratados com o laser. Os parametros clinicos
avaliados foram dor, cor, edema e desconforto do paciente. Com relacéo
a cirurgia, os autores concluiram que o laser provocou menos hemorragia
e resultou em melhor reparo quando comparado com o0s métodos
convencionais. Com relacdo a raspagem, concluiram que tal
procedimento foi de facil realizacdo em 95% dos casos, embora tenha
provocado irregularidades na superficie radicular, fato ndo significante
clinicamente em 98% dos casos.
Israel et al. (1997)*" compararam in vitro as alteracdes
morfologicas provocadas nas superficies radiculares irradiadas com os
lasers de CO; e de Nd:YAG, na presenca ou nao de irrigagéao, e Er:-YAG

com irrigacdo, apoOs procedimentos de raspagem e aplainamento
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radicular. O laser de CO, foi utilizado com e sem irrigacdo, com
densidade de energia de 100 a 400 J/cm?; o laser de Nd:YAG com 286
a 1857 J/lcm? e o laser de Er:YAG com 20 a 120 J/cm?. Na andlise dos
resultados do grau de alteracdo morfolégica nos grupos irradiados com
CO; e Nd:YAG, observaram que as alteracbes morfolégicas mostravam-
se diretamente proporcionais ao grau de energia de irradiacdo, mas, ndo
relacionadas ao resfriamento. As alteragcbes induzidas com a aplicagéo
destes lasers incluiram cavitagdo, formacdo de glébulos de fusdo e
resolidificacdo mineral, presenca de fissuras na superficie e producdo de
uma camada de debris carbonizada. Em contraste, o laser de Er:YAG
produziu na superficie radicular, alteracbes semelhantes ao
condicionamento &acido, com remocao de smear layer e exposicao de
matriz colagena, sem a presenca de fraturas, fusdo e carbonizacao.
Yamaguchi et al. (1997)° avaliaram in vitro, através de
microscopia eletronica de varredura, os efeitos da irradiagdo com o laser
de Er:YAG na remocao de lipopolissacarideos presentes sobre superficies
radiculares, apds aplainamento radicular com curetas manuais. O grupo |
nao sofreu nenhum tratamento com laser; o grupo Il sofreu aplainamento
sem remocao de toda a camada de cemento e o grupo Il sofreu
irradiacéo e remoc¢éo da camada de cemento com exposi¢cao de dentina.
Os espécimes foram irradiados com fluéncia de 300 mJ/cm? (100 mJ, 15
Hz). Os autores concluiram que a irradiacdo com laser de Er:YAG

promove vaporizagdo e formacdo de crateras profundas na superficie



radicular, embora tenha se mostrado eficaz na remocdo de
aproximadamente 83,1% dos lipopolissacarideos.

Fujii et al. (1998) ?® analisando in vitro, os efeitos do laser de
Er:YAG (25 mJ a 100 mJ) na presenca de irrigacdo, sobre a remocéao de
calculo e placa bacteriana na superficie radicular, verificaram nos
espécimes irradiados com Er:YAG, presenca de alguns defeitos e crateras
circulares no cemento, com profundidades proporcionais a energia
aplicada (entre 15 e 45 um).

Também com o objetivo de analisar a profundidade de
penetracdo do laser de Er:YAG na superficie radicular, Folwaczny et al.
(2000) % analisaram in vitro, a remocé&o de substancias radiculares apés
irradiagéo com laser de Er:-YAG com energias variando de 60 a 150 mJ, e
frequéncia de 15 Hz, com total de 300 pulsos. Na analise, através de
microscopia eletrbnica de varredura, os resultados demonstraram que a
remocao das estruturas radiculares com o Er:-YAG, em baixas energias,
sdo semelhantes as removidas com instrumentacdo manual com curetas,
e ainda, que a remocao de estruturas cementarias depende do nivel de
energia aplicado e da presenca de célculo.

Aoki et al. (2000) ° realizaram estudo in vitro para comparar a
efetividade da raspagem radicular com laser de Er:-YAG com a do
ultrassom. Utilizaram 53 dentes humanos extraidos por envolvimento
periodontal que foram divididos em 2 grupos (raspagem com laser e

raspagem com ultrassom). O laser foi aplicado em contato com os dentes,



com energia de 40 mJ/pulso e frequéncia de 10 Hz, com refrigeracdo a
agua. Os resultados demonstraram que o laser promoveu remocao de
calculo equivalente ao ultrassom, sem elevacdo da temperatura.
Macroscopicamente, o laser promoveu ranhuras similares as provocadas
pelo ultrassom na superficie radicular. Entretanto, a eficiéncia do laser foi
menor que a do ultrassom. A analise histoldgica, revelou que uma zona
pequena de alteracdo na superficie estava presente no grupo do laser e,
ao microscopio eletrénico de varredura, havia a presenca de micro-
ranhuras.

Alguns autores tém avaliado o efeito de lasers, com
comprimento de onda que emitem no ultra-violeta, na remocdo de
substancias mineralizadas de superficies radiculares (Rechmann &
Hennin, 1995; % Folwaczny et al., 1999; % Nikolopoulos et al., 2000)%.
Dentre estes lasers podemos encontrar os lasers de Excimer (XeCl, ArF)
e os de Alexandrita. O mecanismo de acdo destes lasers se faz através
do efeito de fotoablacdo, sem promover danos térmicos aos tecidos
adjacentes, removendo o minimo de cemento e sendo desta forma,
altamente seletivos na remocdo de célculo dentario (Theodoro et al.,
2001) &.

Rechmann e Hennin (1995)%° realizaram estudo in vitro para
analisar a ablacdo de calculo supra e subgengival com laser de
Alexandrita, com frequéncia dobrada (377 nm de comprimento de onda,

duracdo do pulso de 100 ns, freqiéncia de 110 Hz). Utilizaram dentes



humanos extraidos com calculo supra e subgengival e irradiaram a
superficie de esmalte, juncdo cemento-esmalte e raiz com fluéncia de
1J/cm? com refrigeracdo & agua. Os resultados, analisados através de
microscopia O6tica, demonstraram que o laser foi efetivo na remocéo de
calculo, atuando de forma seletiva, sem a remog¢éo de cemento e dentina,
mesmo com baixa fluéncia, além de ndo causar danos térmicos aos
tecidos adjacentes.

Por outro lado, Folwaczny et al. (1999)% realizaram estudo in
vitro para determinar o efeito do laser de Excimer (XeCl- Cloreto de
Xenobnio), com comprimento de onda de 308 nm, na remocédo de
substancias dentarias sobre superficies radiculares, na presenca ou nao
de célculo. O laser de XeCl com duracéo de pulso de 60 ns foi utilizado
com 800 pulsos em 5 diferentes doses de energia por pulso (1, 2, 3, 4,5
Jicm?). A menor amostra de ablagéo do dente com célculo foi induzida
com a fluéncia de 2 J/cm?, e a maior amostra de ablacéo foi obtida com
5 J/cm?, enquanto que n&o foi detectada ablagcdo dental com irradiacéo de
1 Jlem?, embora uma grande quantidade de célculo tenha sido removida
nestas condicoes.

Nikolopoulos et al. (2000)*® analisaram in vitro os efeitos da
irradiacdo do terco cervical de superficies radiculares de 10 dentes
extraidos por razdes protéticas, com laser de ArF ( Fluoreto de Argbnio)

com 193 nm de comprimento de onda, pulsado, focalizado, através de um

braco articulado. A duragdo do pulso do laser era de 15 ns, energia
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maxima de 80 mJ, com freqiéncia de 1,3 e 10 Hz e diametro de saida
do feixe de 0,9 mm. Apés a irradiacao, a polpa dos dentes foi removida e
analisada em microscopia 6ptica e microscopia eletrbnica de transmissao.
Na andlise de ablacdo dos dentes, os resultados demonstraram que o
laser ndo promoveu carbonizagdo em nenhum dos espécimes irradiados,
além disto nos 10 casos com frequéncia de 1-10 Hz caries, tecidos
periodontais, placa e calculo foram efetivamente removidos em 180
segundos. Na analise da polpa através de microscopia Optica nao
observaram nenhuma alteracdo significante. Na analise através de
microscopia eletronica de transmissdo n&o observaram sinais de
decomposi¢do no nucleo ou em organelas citoplasmaticas e modificacao
dos componentes da matriz extracelular.

Para analisar o efeito de diferentes angulacdes da ponta de
saida do laser com as superficies radiculares, Folwaczny et al. (2001)%’
realizaram estudo in vitro para determinar a quantidade de remocéo de
cemento e ou dentina de superficies irradiadas com laser de Er.YAG,
utilizando diferentes angulacbes da ponta de saida do feixe. Utilizaram
150 dentes extraidos, que foram divididos em trés grupos de acordo com
a energia utilizada: 60 mJ (Grupo A), 100 mJ (grupo B), 180 mJ (Grupo
C). Em cada grupo 10 amostras foram irradiadas nas angulacées de 15’
30°, 45°, 60°, e 90° entre a ponta de saida e a superficie radicular. O laser

utilizado foi de Er:YAG com comprimento de onda de 2,94 nm, duracdo

do pulso de 250 s e frequéncia de 10 Hz. Os resultados demonstraram
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no grupo A profundidade de defeitos de 41,39 (+32,55) nm com 15° de
angulacdo e 181,39 (+74,42) mm com angulacdo de 90°. No grupo B a
profundidade dos defeitos variou de 51,96 (+26,86) nm com 15 a 306,64
(+62,44) mm com 90" . No grupo C as profundidades dos defeitos variaram
de 64,73 (+27,73) mm com 15° a 639,89 (+ 47,28) mm com 90°. Os autores
concluiram que dentre os parametros fisicos de radiacdo, a angulacéo
clinica da aplicacdo do feixe laser de Er:YAG influencia fortemente na
remocao de substancias de superficies radiculares.

Schwarz et al. (2001) " compararam in vitro e in vivo, através
de microscopia eletronica de varredura, os efeitos de um laser de
Er:'YAG, em superficies radiculares com envolvimento periodontal, com
diferentes poténcias de irradiacdo. Quarenta e oito dentes unirradiculares
(180 faces) indicados para extracao foram divididos em dois grupos de 80
espécimes cada, que foram tratados in vivo (Grupo A) e in vitro
imediatamente apoés a extracdo (Grupo B) com o0s seguintes parametros
de energia: 120, 140, 160, 180 mJ e 10 Hz ( 71, 83, 94, e 106 J/cm? /
pulso). As alteracbes morfolégicas das superficies irradiadas foram
analisadas utilizando microscopia eletrénica de varredura e a severidade
das alteragBes na superficie radicular foi avaliada de acordo com uma
escala de 7 graus (1-7), e as areas ndo tratadas serviram como controle.
Os resultados demonstraram que o laser foi efetivo na remoc¢&o de célculo
subgengival in vitro e in vivo; as alteracbes morfolégicas induzidas pelo

laser foram maiores quando irradiado in vitro em todas as energias



utilizadas; predominantemente meédias e severas alteracbes como
crateras profundas foram observadas quando utilizou altas energias in
vitro e por outro lado, in vivo ndo observaram altera¢des significantes no
cemento; a profundidade das crateras foi proporcional a energia utilizada
in vitro, variando de 15 a 55 nm. De acordo com os resultados do estudo
a aplicacao clinica do laser de Er:YAG resulta em uma superficie radicular
mais lisa que in vitro, mesmo em altas energias.

Gaspirc & Skaleric (2001)* avaliaram in vitro os efeitos dos
lasers de Er'YAG e Nd:YAG na morfologia, composicdo quimica e no
processo de difusdo de superficies radiculares irradiadas. Sessenta raizes
foram irradiadas durante 1 minuto com 60, 80 e 100 mJ/ pulso (Er:-YAG) e
com 0,5 10e 1,5W (Nd:YAG). A analise das estruturas irradiadas foi
realizada através de microscopia eletronica de varredura para analisar a
morfologia, espectroscopia para analisar as alteracbes na composicao
guimica e um sistema de imagem de ressonancia eletrénica dimensional
para estimar o coeficiente de difusdo nas amostras radiculares. Os
resultados do estudo demonstraram que o laser de Er:YAG influencia
somente na morfologia e no processo de difusdo das superficies
radiculares, enquanto que o laser de Nd:YAG também altera a
composicdo quimica das proteinas presentes nas superficies radiculares.

Sasaki et al. (2002)"® compararam in vitro, através de
microscopia eletrbnica de varredura, a morfologia do cemento e dentina

radicular apos irradiacdo com laser de Er:-YAG sem e com refrigeracéo a



agua, com superficies irradiadas com laser de CO, e com superficies
nao irradiadas. O laser de Er:-YAG (2,94 um) foi utilizado com energia de
40 mJ/pulso, frequéncia de 10 Hz (0.4 W) com uma fibra de diametro de
600 um em contato, angulada em 30° com a superficie, com e sem
refrigeracdo a 4gua, durante 20 segundos. A irradiacdo com laser de CO;
(10,6 um) foi realizada com poténcia de 0,5 W, sem refrigeracdo & agua,
em modo focalizado, com uma distancia de aproximadamente 5 mm da
superficie, durante 30 segundos. As superficies irradiadas foram
analisadas em aumentos de 3000 e 50000 X . Diante dos resultados, os
autores concluiram que o cemento e dentina irradiado com o laser de
Er:YAG apresentaram aspectos distintos de micro-rugosidades,
entretanto em maiores aumentos, ambos cemento e dentina
apresentaram caracteristicas similares, e ainda que, o laser de CO;
promoveu derretimento e formacdo de crateras nas superficies. Além
disto o uso de irrigacdo com agua durante a irradiagdo minimizou o0s
efeitos térmicos sobre as superficies, resultando em superficie mais limpa
€ menos porosa.

A remocdo de smear layer de superficies radiculares com
lasers de alta intensidade também tem sido objeto de analise de alguns
autores (Misra et al., 1999; 8 Theodoro, 2001)”°. Misra et al. (1999) 4648
realizaram estudo in vitro para avaliar os efeitos do laser de CO; em
superficies radiculares com comprometimento periodontal, além de

comparar a eficacia na remocéo de smear layer, com &cido citrico, EDTA



e peroxido de hidrogénio. Os resultados demonstraram que o laser de
CO; nao foi capaz de remover smear layer nas areas irradiadas por 0,2,
0,4 ou 0,6 segundos e 3 W de poténcia. O tempo de irradiacdo de 0,8
segundos com 3 W de poténcia foi capaz de remover smear layer, porém
os tubulos dentinarios foram parcialmente expostos. Ja no tempo de 1
segundo de irradiacdo com 3 W, a camada de smear layer foi totalmente
removida com minima alteracdo na superficie radicular; porém, nos
tempos de exposicdo de 1,2 e 1,4 segundos, houve a producdo de
crateras e carbonizacdo, demonstrando-se totalmente ineficaz na
exposi¢ao dos tubulos dentinarios.

Theodoro (2001)° comparou in vitro, através de microscopia
eletrbnica de varredura, a acdo do &acido citrico, EDTA, acido citrico
associado a tetraciclina e laser de Er:YAG na remoc¢ao de smear layer de
superficies radiculares que foram raspadas e aplainadas com
instrumentos manuais. Amostras de superficies radiculares foram obtidas
de pre-molares e terceiros molares sem doenca periodontal, que foram
divididas em 6 grupos de acordo com o tratamento. O grupo 1 (controle)
nao recebeu nenhum tratamento; o grupo 2 recebeu aplicacdo de gel de
acido citrico, durante 2 minutos; o grupo 3 recebeu aplicacdo de gel de
EDTA (24%) , durante 2 minutos; o grupo 4 aplicacdo de acido citrico
associado a tetraciclina, durante 2 minutos; o grupo 5 irradiacdo com laser
de Er:-YAG com 47 mJ, 10 Hz, 15 segundos (0,58 Jicm?); e o grupo 6

irradiacdo com laser de Er:YAG com 83 mJ, 10Hz, 15 segundos (1,03



Jicm?). A anélise das fotomicrografias foram realizadas por examinadores
calibrados através de um indice de remocdo de smear layer e o0s
resultados demonstraram que todos os tratamentos foram efetivos na
remocao de smear layer, porém o grupo 6 foi mais efetivo que o grupo 5 e
além disto as amostras irradiadas com o laser de Er:YAG apresentaram
superficies irregulares devido a ablacdo da dentina.

Mais recentemente tém-se estudado os efeitos da irradiacao de
tecidos mineralizados com o laser de Er,Cr.:YSGG Erbium, chromium :

)*! analisaram in

yttrium, scandium, gallium, garnet). Kimura et al (2001
vitro as alteragbes morfologicas e atbmicas (Ca/P) de superficies
radiculares irradiadas com o laser de Er,Cr: YSGG (2,78 um) com fluéncia
de 56,6 Jicm? (energia do pulso de 250 mJ/ 20 Hz durante 5 segundos).
Os resultados deste estudo demonstraram que a superficie radicular
irradiada com este laser tem aspecto rugoso semelhante a de superficies
irradiadas com o laser de Er:YAG, além de auséncia de carbonizacéo,
fusé@o e derretimento. Com relacédo a anélise de Calcio (Ca) e Fosforo (P),
as superficies irradiadas com laser apresentaram aumento de Ca, mas
nao houve diferengas na proporgéo Ca/P.

Com relacéo a adeséo e proliferacéo de células em superficies
irradiadas com laser, Thomas et al. (1994)% estudaram
comparativamente in vitro os efeitos do laser de Nd:YAG na adeséo

fibroblastica em superficies radiculares. Os espécimes foram divididos em

4 grupos: controle, laser somente, laser associado ao aplainamento
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radicular manual e laser associado ao jato abrasivo. O laser foi aplicado
em contato com energia de 75 mJ, e freqiéncia de 20 Hz, através de
uma fibra de 320 nm de didmetro. Na analise dos resultados, observaram
gue houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e
o tratado somente com laser; do tratado com laser seguido do jato de ar
com o grupo tratado apenas com laser, havendo entre as diferencgas,
diminuicdo da adeséo fibroblastica no grupo tratado apenas com laser.
Isso evidencia que o laser de Nd:YAG, tem um potencial de tornar o
cemento radicular incompativel biologicamente.

Ainda com relacdo aos efeitos da irradiacdo de superficies
radiculares com laser de Nd:YAG na adesdo de células, Tewfik et al.
(1994) " estudaram in vitro superficies radiculares irradiadas com laser
de Nd:YAG com poténcia de 4 W, durante 1segundo, em trés diferentes
distancias de irradiacdo spot-dente (1, 3 e 5 mm), havendo
consequentemente, liberacdo de diferentes niveis de energia. Na analise
através de microscopia eletrénica de varredura, observaram que quando
utilizavam maior nivel de energia, havia formacao de crateras e fissuras
sobre a superficie cementaria irradiada, enquanto que, com baixos niveis
de energia, observaram aparente fusdo de smear layer. Na analise de
cultura de fibroblastos verificaram, com a utilizacdo de niveis médios de
energia (3 mm), diminuicdo na adeséo celular, ndo significante quando
comparada ao grupo controle, e diminuicdo significante da adesao

fibroblastica em niveis maiores de energia (1 mm). Os autores concluiram



gue a modificacdo na biocompatibilidade de superficies cementarias
irradiadas com laser de Nd:YAG, depende do nivel de energia aplicada.

Contrapondo-se aos achados preliminares a respeito do efeito
de irradiacdo de superficies radiculares com laser na adesdo de
fibroblastos, Feist (2002)> verificou a adesdo e a proliferacdo de
fibroblastos de gengiva humana sobre superficies radiculares irradiadas
com laser de Er:-YAG ou instrumento manual e observou que houve um
aumento significante na adesdo e na proliferacdo fibroblastica em
superficies irradiadas com laser de Er.-YAG com 35 mJ/10 Hz (2
aplicagbes de 10 segundos), quando comparado ao grupo que nao foi
irradiado com laser a ao irradiado com o mesmo laser com 59 mJ/10 Hz.

Ainda com relagdo ao efeito do laser de Er:-YAG na adesao de
fibroblastos, Schoop et al. (2001)"* utilizando fibroblastos originados de
ratos, verificaram que o laser de Er:YAG utilizado nos parametros de 100
mJ/15 Hz (5,98 J/cm?) com angulacdo de 45°, com 5 irradiacbes de 5
segundos e intervalos de 15 segundos de duracao entre as irradiacoes,
combinado ou ndo a raspagem e aplainamento radicular oferece melhores
condicbes de aderéncia de fibroblastos que superficies radiculares
tratadas apenas com raspagem e aplainamento radicular.

Utilizando também fibroblastos de linhagem continua, Crespi et
al. (2002) ?° demonstraram in vitro que superficies radiculares acometidas

por doenca periodontal irradiadas com laser de CO, seguida de raspagem
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com ultrassom apresentaram maior adesdo de fibroblastos que
superficies apenas raspadas com instrumentos manuais.

Ja& com relacdo a irradiacdo de superficies radiculares com
laser de Diodo, poucos séo os trabalhos relatados na literatura (Kreisler et
al., 2001; * Kreisler et al., 2002; ** Theodoro et al., 2003) . O laser de
Diodo ndo tem capacidade de promover a remocdo de tecidos
mineralizados, devido ao seu comprimento de onda ser fracamente
absorvido pela agua e desta forma a utilizacdo deste laser em superficies
radiculares tem como objetivo principal promover reducdo bacteriana,
tornando-se um tratamento coadjuvante a raspagem e aplainamento
radicular com instrumentos convencionais.

Kreisler et al. (2001) “ analisaram in vitro o efeito do tratamento
de espécimes de raiz com laser de Diodo GaAlAs (810 nm) na adesédo de
células do ligamento periodontal, através de microscopia eletrénica de
varredura. Foram utilizadas espécimes obtidas de superficies radiculares
de dentes extraidos por doenca periodontal. Cento e cinquenta espécimes
de raizes foram inicialmente raspadas e aplainadas com curetas manuais
seguida de tratamento com jato de ar abrasivo. A seguir 75 espécimes
foram irradiadas com laser e 75 n&o sofreram nenhum tratamento
(controle). O laser foi aplicado em forma de varredura perpendicularmente
a uma distancia de 0,5 mm dos espécimes, em modo continuo, com

poténcia de 1,0 W, e utlizando uma fibora de 600 mm, durante 20

segundos. Nao houve  diferencas estatisticamente significantes na



densidade de células do ligamento periodontal sobre as superficies, entre
0s grupos. Diante dos resultados concluiram que a irradiacdo de raizes
com laser de diodo nos parametros utilizados néo promove efeitos
adversos na adesao celular, porém sugerem que novos estudos devam
ser realizados para analisar a indicagdo deste laser na descontaminacao
de bolsas periodontais, ja que ainda mantém-se questionavel o fato deste
tratamento promover beneficios na formagcdo de um novo tecido
conjuntivo.

Outro estudo, de Kreisler et al. (2002)*, demonstrou que o
laser de Diodo-GaAlAs (809 nm) no modo continuo de operagcdo com uma
fibora optica de 600 pum de didmetro com 0,5 mm de distancia dos
espécimes, nos angulos de 10° e 90° com tempos de exposi¢do de 10,
20 e 30 segundos com o tecido, pode promover danos térmicos na
superficie radicular, quando irradiado com as poténcias de 1,5, 2,0 e 2,5
W, resultando em parcial ou total carbonizagédo dos espécimes irradiados,
e ainda, que o angulo de irradiacdo tem efeito significante no dano da
superficie radicular. Por outro lado utilizando a mesma forma de irradiacéo
descrita anteriormente ndo observaram nenhum dano térmico na
superficie radicular, como carbonizacdo, quando utilizaram as poténcias
de0,5e1,0W.

Com relacdo aos efeitos térmicos ocasionados por este laser
Theodoro et al. (2003)% demonstraram in vitro que a irradiacdo de

superficies radiculares com o laser de Diodo (GaAlAs), com 810 nm de



51 0

comprimento de onda, ndo provoca danos indesejaveis na temperatura
intra-pulpar quando irradiado durante 30 segundos no modo de aplicacdo
interrompido (0,05 ms), nos parametros de 1250 W/cm? (1 W) e 1750
W/ecm? (1,4 W), com a fibra posicionada perpendicularmente & superficie
radicular, e ndo provoca danos térmicos na superficie radicular como
carbonizacdo. Porém é sugerido neste estudo que se aumentarmos
alguns destes parametros poderemos promover aumentos indesejaveis
da temperatura intra-pulpar (acima de 5°C). Além disto na andlise das
areas irradiadas, em microscopia eletrénica de varredura, ndo verificaram
carbonizacéo, derretimento, crateras ou fusdo do cemento.

Os estudos, até entdo encontrados na literatura, tem
evidenciado que o laser de Diodo deve ser utilizado com muita prudéncia
nas superficies radiculares, para que parametros inadequados nao
provoquem danos térmicos indesejaveis aos tecidos pulpares ou
cementario e dentinario.

Por outro lado, ainda sdo raros os trabalhos clinicos
controlados encontrados na literatura, que demonstrem os efeitos da
utilizacéo do laser de Er:YAG em superficies radiculares, sejam eles como
instrumento para raspagem radicular (Schwarz et al., 2001)’® ou como
coadjuvante deste procedimento .

Schwarz et al. (2001)’® compararam a efetividade do laser de
Er:-YAG a raspagem e aplainamento radicular no tratamento periodontal

ndo cirurgico. Vinte pacientes com doenca periodontal de avancada a
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moderada foram tratados sob anestesia local e foi realizado um estudo de
boca dividida, aleatério, comparando a irradiagcdo de superficies
radiculares com laser de Er:-YAG com 160 mJ/pulso e frequéncia de 10
Hz, com raspagem e aplainamento radicular com instrumentos manuais.
Os parametros clinicos utilizados para avaliacdo foram indice de placa,
indice gengival, sangramento a sondagem, profundidade de sondagem,
recessao gengival e nivel de insercao clinica no inicio, 3 e 6 meses, com
auxilio de sonda periodontal manual, realizados por um Unico examinador
calibrado ¢ 90%) que ndo foi 0 mesmo que realizou os tratamentos, além
de analise microbioldgica. Os resultados clinicos demonstraram que
ambos os tratamentos foram efetivos no tratamento periodontal e que
houve maior reducdo de sangramento a sondagem e melhora no nivel de
insercdo clinica no grupo tratado com laser quando comparado com o
grupo controle nos 3 e 6 meses (p£0,05, p£0,001, respectivamente).
Ambos 0s grupos demonstraram significante aumento no numero de
cocos e bastonetes imoOveis e diminuicdo nos bastonetes moveis e
espiroguetas.

Além da escassez de estudos clinicos é quase que inexistente
na literatura, estudos que demonstrem os efeitos desta irradiagdo no
reparo dos tecidos periodontais comprometidos por doenca periodontal,
seja em animais ou em humanos.

Por outro lado Baker et al. (2000)® desenvolveram uma

metodologia in vitro, para avaliar protocolos de condicionamento da



superficie radicular nos procedimentos periodontais regenerativos. Esta
metodologia baseou-se em analisar os efeitos do condicionamento
radicular nos eventos iniciais do reparo dos tecidos periodontais. Através
da deposicdo de tecido sanguineo humano, sobre amostras de
superficies radiculares previamente tratadas com &cido citrico, os autores
avaliaram, através de microscopia eletrénica de \arredura, a adesao de
fibrina e adsorcdo de células sanguineas sobre as mesmas. Diante dos
resultados obtidos no estudo, os autores sugerem que este modelo de
estudo deve efetivamente distinguir superficies radiculares com potencial

para aumentar a adsorcao e adeséo de elementos sanguineos.



3. PROPOSICAO

Constitui propésito do presente estudo analisar, através de
microscopia eletrénica de varredura, a acao do laser de Er:YAG e do laser
de Diodo, na adesdo de elementos sangiineos e na morfologia de

superficies radiculares irradiadas .
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4. MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa deste estudo foi encaminhado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, UNESP (Oficio CEP-FO/Car.n°220/2002-
Anexo ). Foram utilizados no presente estudo 30 dentes unirradiculares de
pacientes ndo fumantes, extraidos por doenca periodontal severa (perda
de insercdo de mais de um terco da raiz). Estes dentes foram obtidos no
Departamento de Diagnostico e Cirurgia - Disciplina de Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, UNESP, ap6s Consentimento Livre e Esclarecido do paciente

e assinatura de Termo de Doagéo pelos mesmos.

Preparacao da amostra

Apb6s a extracdo, os dentes foram lavados em &gua
destilada, para a remocao de sangue e outros depositos e mantidos em
temperatura ambiente em solucdo de tampédo fosfatado pH 7,0 (PBS),
para manter a sua hidratacdo até a realizacdo do experimento. Os
cuidados na selecdo de dentes com envolvimento periodontal e a
manutencdo dos dentes hidratados, tem como objetivo padronizar os

dentes irradiados, ja que alguns fatores como espessura do cemento e



presenca de agua podem influenciar a difuséo térmica e alterar o grau de
absorcao da radiacéo laser.

Nos dentes selecionados, o terco cervical (mesial e
distal), das raizes foi delimitado por dois sulcos paralelos realizados com
auxilio de broca carbide multilaminada (7664F-KG Sorensen, Barueri,
SP), sendo um no limite esmalte-cemento e outro distando
aproximadamente 5 mm na superficie radicular. As areas delimitadas
pelos sulcos foram raspadas e aplainadas, por um Unico operador, que
empregou 50 movimentos de tracdo ceérvico-oclusal por intermédio de
cureta manual (Cureta de Gracey n° 5-6, Hu-Friedy®, USA). A seguir,
com auxilio de um disco diamantado montado em baixa rotacdo (KG
Sorensen, Barueri, SP), foi realizada a seccdo dos dentes da seguinte
forma: remocgdo da coroa dentaria no sulco previamante realizado no
limite esmalte-cemento; seccdo longitudinal no sentido vestibulo-limgual;
corte longitudinal no sentido mésio-distal na porcdo média da raiz e, a
seguir, seccao no sulco apical ao limite esmalte-cemento obtendo desta
forma, 2 fragmentos da superficie mesial e dois da distal, medindo
aproximadamente 1 mm de espessura e com tamanho de 2 mm x 2 mm
(Figura 1), totalizando 4 amostras por dente e consequentemente 120

amostras .
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FIGURA 1. Elemento dentério demonstrando a érea de obtenc&o de duas amostras de uma
superficie proximal. Uma amostra para analisar a adesdo de elementos sanguineos (AES) e
outra para analisar amorfologiada superficie radicular (MSR).

As duas amostras obtidas da mesma superficie, mesial ou
distal foram mantidas em um mesmo frasco identificado e contendo PBS,
totalizando 60 frascos os quais foram divididos aleatoriamente em 6
grupos de 10 frascos cada um, com 20 amostras cada grupo. Apés a
divisdo aleatoria das amostras entre 0s grupos, as duas amostras de cada
frasco foram fixadas, através de cera utilidade, isoladamente em
diferentes suportes plasticos (Figura 2), identificados com a mesma
numeragcdo, com o objetivo de identificar as duas amostras de cada
superficie que receberam os seguintes tratamentos:

No Grupo 1 (G1), considerado como Grupo Controle, as

amostras ndo receberam nenhum tratamento além da raspagem e



aplainamento radicular previamente realizada, e irrigagdo com 10 ml de
agua destilada com auxilio de seringa e agulha hipodérmica.

No Grupo 2 (G2), as amostras receberam aplicacédo
topica de EDTA a 24% , pH 6,7 ( Pref-Gel™, Biora AB, Malmo, Suécia),
na forma de gel, seguido de irrigacdo com 10 ml de agua destilada.

No Grupo 3 (G3), as amostras receberam irradiacdo com
laser de Er:-YAG ( Kavo Key Laser, Kavo, Alemanha) com comprimento
de onda de 2,94 nm, 60 mJ de energia selecionado no painel do
equipamento (42 mJ) e frequéncia de 10 Hz, durante 15 segundos (150
pulsos), fluéncia do pulso de 7,6 Jicm? focalizado, com a fibra
posicionada perpendicularmente a superficie radicular, com refrigeracdo a
agua seguido de irrigacdo com 10 ml de agua destilada.

No Grupo 4 (G4), as amostras foram irradiadas com
laser de Er:YAG, ( KaVo Key Laser, KaVo, Alemanha) com comprimento
de onda de 2,94 mm, 100 mJ de energia selecionado no painel do
equipamento (71 mJ) e frequéncia de 10 Hz, durante 15 segundos (150
pulsos), fluéncia do pulso de 12,9 Jicm?  focalizado, com a fibra
posicionada perpendicularmente a superficie radicular, com refrigeracéo a
agua seguido de irrigacdo com 10 ml de &gua destilada.

No Grupo 5 (Gb5), as amostras foram irradiadas com laser
de Diodo de AsGaAl com comprimento de onda de 808 nm (Soft Lase
Zap Laser, Pleasant Hill, California, USA), com poténcia de 1,0 W (0,9 W),

no modo interrompido (0,05 ms) durante 15 segundos, diametro da fibra
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de 400 mm, fluéncia do pulso de 90 J/cm?, seguido de irrigacdo com 10 ml
de agua destilada.

No Grupo 6 (G6), as amostras foram irradiadas com laser
de Diodo de AsGaAl com comprimento de onda de 808 nm (Soft Lase,
Zap Laser, Pleasant Hill, Califérnia, USA), com poténcia de 1,2 W (1,08
W), no modo interrompido (0,05 ms) durante 15 segundos, diametro da
fibra de 400 nm, fluéncia do pulso de 108 J/cm?, seguido de irrigacdo com
10 ml de agua destilada.

ApOs receberem os tratamentos propostos, 10 amostras
de cada grupo foram submetidas a deposicdo de tecido sanglineo e as
outras 10 ndo recebereram nenhum outro tratamento, para que se
pudesse analisar a morfologia e a adesao de elementos sanguineos, apds
os tratamentos, na mesma face radicular.

Nas amostras do grupo 2 (G2), o EDTA 24% na forma
de gel foi aplicado com um pincel macio movimentando-o, durante 3
minutos, sendo que de 30 em 30 segundos o pincel era mergulhado no

EDTA para renovar a quantidade do gel (Figura 3).

Parametros do equipamento laser de Er:YAG utilizados nos G3 e G4:

» Emissor Er:-YAG (KaVo Key Laser, KaVo, Alemanha) (Figura 4)
Comprimento de onda: 2,94 um
Duracéao de pulso variavel entre : 250 e 500 us

Laser pulsado - focalizado

Y V. V V

Forma de aplicacédo: laser sem contato — varredura (0,05 mm)
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Peca de méao: 2056
Dimensdes da fibra: 1,21mm x 0,5 mm (retangular)

Area: 0,55 mm?

Fator de transmisséo: 0,71 (dado pelo fabricante)
Energia: 60 mJ (painel) - 42 mJ (transmitida)-G3

100 mJ (painel) - 71 mJ (transmitida) — G4

Fluéncia do pulso: 7,6 J/cm? (42 mJ ) e 12,9 J/cm? (71 mJ)
Frequéncia: 10 Hz
Intensidade de poténcia: 76,3636 W/cm? (G3) e 129,0909 W/cm?
(G4)
Tempo de exposicao: 15s
Energiatotal: 6,30J (42 mJ) e 10,650 J (71 mJ)

Sistema de refrigeragao: agua (spray).

Parametros do equipamento Laser de Diodo (AsGaAl) utilizados nos

G5 e G6:

>

YV V.V V V

A\

YV V VYV V

Emissor AsGaAl ( Soft Lase, Zap Laser,Pleasant Hill, Califérnia,
USA) (Figura 5)
Comprimento de onda: 808 nm +5 nm
Duracgéo de pulso : 0,05 ms
Modo de operacgéo: interrompido
Forma de aplicagé&o: laser em contato — varredura .
Diametro da Fibra: 400 pm

Area: 0,001 cm?

Fator de transmisséao: 0,9 (Apéndice 1)
Poténcia: G5- 1,0 W (painel) e 0,9 W (poténcia de saida)

G6 - 1,2 W (painel) e 1,08 W (poténcia de saida)

Energia: 90 mJ (G5) e 108 mJ (G6)
Fluéncia do pulso: 90 J/icm? (G5 ) e 108 J/cm? (G6)
Frequéncia: 10 Hz
Intensidade de Poténcia: 900 W/cm? (G5) e 1080 W/cm? (G6)



» Tempo de exposicédo: 15s
» Energiatotal: 13,5J(G5) e 16,2 J (G6)

» Sistema de refrigeracao: ausente

Nas amostras dos G3, G4, G5 e G6, que foram irradiadas com
os lasers, a fibra Optica do laser de Er:-YAG e do Diodo foi posicionada
com a saida do feixe perpendicular a supeficie irradiada. Os lasers
irradiaram as amostras através de movimento de varredura, da esquerda
para a direita e vice-versa, durante 15 segundos (Figuras 6 e 7), de tal
forma que a amostra em toda a sua extenséo fosse irradiada.

Todas as amostras foram irrigadas com 10 ml de agua
destilada, com auxilio de seringa e agulha hipodérmica descartavel, apos

receberem os tratamentos propostos.

Processamento para Analise da Adesédo de Elementos Sanguineos

Apbs os tratamentos propostos das amostras foram obtidos
10 ml de tecido sanguineo, através de puncao com auxilio de seringa e
agulha descartavel da vascularizacdo periférica de um paciente adulto,
do sexo feminino, ndo fumante, sem comprometimento sistémico, na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, apos lido e
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido .

Imediatamente ap6s a coleta do sangue, 0 mesmo, com

auxilio da seringa e agulha utilizada anteriormente para sua puncdo e



sem coagular, foi depositado nas dez amostras de cada grupo, até o
preenchimento de toda a amostra, que foram mantidas fixas nos suportes
com cera. A seguir as amostras permaneceram durante 20 minutos em
uma camara umidificadora e em seguida, lavadas por 3 vezes, durante 5
minutos cada uma com PBS, com auxilio de um agitador ( Baker et al.,
2000)8

Na sequiéncia, as dez amostras foram fixadas em solugao de
formaldeido 1% em solucdo de tampdo fosfatado durante 15 minutos.
Apés 3 lavagens de 5 minutos cada uma, com solucdo de tampéo
fosfatado, as amostras foram incubadas durante 10 minutos em 0,02 M
de glicina em solugdo de tampéo fosfatado e lavadas novamente como
descrito anteriormente. Posteriormente foram fixadas em 2,5% de
glutaraldeido em solucdo de tampdo fosfatado durante 30 minutos e
lavadas nas mesmas condi¢cdes anteriormente descritas (Baker et al.,
2000) 8.

Todas as dez amostras de cada grupo foram desidratadas
em uma série de etanol: 25%, 50%, 75%, 95% e 100% durante 10
minutos em cada solugcéo. A seguir, as amostras foram levadas em um
equipamento de ponto critico com CO, (Baltec CPD 030, USA), para
secagem.

Na sequéncia todas as dez amostras de cada grupo foram
coladas em stubs metalicos codificados e mantidos em dessecador a

vacuo durante 3 dias e ap6s este periodo, seguiram o processo de



metalizacdo por sputtering em equipamento especifico (Balt-Tec SCD-
050, EUA), com tempo de 120 segundos e a seguir foram analisadas em

Microscopia Eletrénica de Varredura.

Processamento para Analise da Morfologia da Superficie Radicular

As dez amostras de cada grupo que nao receberam
tecido sanguineo, imediatamente apds receberem o0s tratamentos
propostos, foram fixadas em 2,5% de glutaraldeido em solucdo de tampéao
fosfatado durante 30 minutos, e lavadas 3 vezes com PBS durante 5
minutos cada, com auxilio de um agitador. Na sequéncia as amostras de
cada grupo foram desidratadas em uma série de etanol: 25%, 50%, 75%,
95% e 100% durante 10 minutos em cada solugao.

ApoOs a desidratacéo, foram secas em ambiente durante 20
minutos e na seqléncia, todas as dez amostras de cada grupo foram
coladas em stubs metalicos codificados e mantidos em dessecador a
vacuo durante 3 dias. ApoOs este periodo, as amostras sofreram o
processo de metalizagdo por sputtering em equipamento especifico (Balt-
Tec SCD-050, USA) durante 120 segundos e analisadas em Microscopia

Eletronica de Varredura.



Andlise em Microscopia Eletrénica de Varredura

A obtencdo das fotomicrografias através da Microscopia
Eletrénica de Varredura com 20 kV (Jeol-[JSM-T330A, Tokyo, Japdo), de
todas as amostras de todos os grupos, foi realizada pelo técnico
responsavel, com auxilio do pesquisador responsavel sendo que as
amostras ndo foram identificadas no momento da analise, pois 0s stubs
estavam codificados. Foram obtidas trés fotomicrografias aleatérias de
areas distintas (superior direita, central e inferior esquerda) das amostras
tratadas com tecido sanguineo, com aumento de 2000 X .

Nas amostras que ndo receberam o tecido sanguineo foi
obtida uma fotomicrografia na porcéo central da amostra com aumento
de 2000 X. Todas as fotomicrografias foram obtidas com filme especifico

(Neopan, Fuji Film 120 SS, Japéo).

Andlise das Fotomicrografias

Apds obtidas as fotomicrografias, as mesmas foram
identificadas e analisadas através de indices, especificamente
propostos, para verificar a adesdo de elementos sanguineos e para
analisar as caracteristicas morfologicas obtidas apés os tratamentos.

As fotomicrografias obtidas das amostras que receberam

tecido sanguineo (n=30) foram examinadas por um Unico examinador



67 0

previamente calibrado, em um indice de Adesdo de Elementos
Sanguineos (AES):

(0) - auséncia de rede de fibrina e de células sanguineas ;

(1) — escassa rede de fibrina e ou de células sanguineas;

(2) - moderada quantidade de células sanguineas e rede de fibrina mais
fina com pequeno entrelacamento;

(3) — densa rede de fibrina com grande entrelacamento e células
sanguineas aprisionadas.

A calibracdo prévia do examinador foi realizada apds a analise
das fotomicrografias em um outro estudo, onde 3 examinadores
realizaram 3 leituras de cada fotomicrografia, em momentos diferentes
(intervalo de 7 dias). Os dados obtidos foram analisados através da
analise de Concordancia de Kendall para avaliar a concordancia intra-
examinador, utilizando os valores das 3 leituras, para cada um dos 3
examinadores, e a seguir este mesmo teste para avaliar a concordancia
inter-examinadores, utilizando-se os valores da coluna do indice atribuido

a cada amostra (p£0,01).

Em ambos os casos houve um grau de concordancia
estatisticamente significante (p=0,01), tanto para concordancia intra-
examinador e inter-examinadores, 0 que equivale dizer que a chance
desta concordancia ter ocorrido meramente pelo acaso é de apenas 1%.

Para a obtencdo do indice de cada fotomicrografia, o

examinador realizou 3 leituras de cada fotomicrografia com intervalos de



no minimo 7 dias e apds a tabulacdo dos dados foi selecionado o indice
de maior frequéncia entre as 3 kituras, como sendo o indice proposto
para cada fotomicrografia. Os dados obtidos foram enviados para a
analise estatistica com o objetivo de verificar se havia diferencas
estatisticamente significantes entre os tratamentos propostos, quanto a
adesao de elementos sanguineos.

Para a analise das fotomicrografias das amostras que
ndo receberam o tecido sanguineo (n=10) foi proposto e utilizado um
indice de analise da Morfologia da Superficie Radicular (MSR):

(1) — supeficie radicular regular, lisa, e obliteragédo de tubulos dentinarios;

(2) — superficie radicular regular, lisa e exposicao de tubulos dentinarios;

(3) - superficie radicular irregular, e obliteracdo de tubulos dentinarios;

(4) — superficie radicular irregular, e exposi¢cdo de tubulos dentinarios;

(5) — superficie radicular irregular, rugosa, e obliteracdo de tubulos
dentinarios;

(6) - superficie radicular irregular, rugosa e exposicdo dos tubulos
dentinarios.

A andlise foi realizada por um examinador previamente
calibrado, da mesma forma que foi realizada nos espécimes que
receberam o tecido sanguineo. A calibracdo do examinador foi realizada
previamente com o auxilio da leitura de um outro examinador e os dados

obtidos foram analisados para verificar a concordancia inter-examinadores
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e intra-examinador através do coeficiente de Concordancia de Kendall

(p<0,001).

Analise Estatistica

As variaveis ordinais dependentes “indice de Adesdo de
Elementos Sanguineos” e “indice de Anélise da Morfologia da Superficie
Radicular” foram avaliadas segundo grupos experimentais (1 a 6)
empregando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, adotando-se
como nivel de significancia o valor de 0,05. Desta forma, se p>0,05 a
hiptese de nulidade (Ho), pela qual todos os grupos experimentais
apresentariam igual indice de adesdo de elementos sanguineos ou da
morfologia da superficie radicular seria aceita. Como o valor de p foi
p£0,05, entdo Ho foi rejeitada. Neste caso, a comparagao entre 0os postos
meédios das amostras foi efetuada, através do teste de Mann Whitney,
adotando-se também um nivel de significancia de 0,05 utilizando um

programa computacional ( Bioestat, Brasil).

Além de analisar o efeito dos tratamentos propostos sobre a
adesdo de elementos sanguineos e sobre o aspecto da morfologia
radicular, foi realizada uma andlise para avaliar a correlacdo entre a
adesdo de elementos sanguineos e a morfologia da superficie radicular
tratada. Para analisar a correlacdo entre a adesdo de elementos

sanguineos e o aspecto da morfologica da superficie radicular o indice de

Adeséo de Elementos Sanguineos foi dicotomizado (0 e 1 =0; 2 e 3=1)
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e distribuido as amostras que foram analisadas. Apds a dicotomizacgéo
das amostras foi confeccionada uma tabela que continha o nimero de
amostras que apresentavam graus 0 e 1 (dicotomizado) em cada indice
de andlise da Morfologia da Superficie Radicular (1 - 6 ). Estes dados

foram analisados através da Analise de Concordancia de Kendall com 5%

de nivel de significancia.

FIGURA 2- Amostraradicular aderidaem FIGURA 3- Aplicacéo do gel de
cera sobre suporte pléstico. EDTA 24%  com pincel sobre

amostraradicular .



71 0

FIGURA 4- Lasr de EnRYAG FIGURA 5- Laser de Diodo
294 (Kavo Key Laser, Kavo, 808nm  (Soft Lase, Zap Laser,
Alemanha). USA).
i -
L

FIGURA 6- Irradiagdo de amostracom FIGURA 7- Irradiacdo de amostra
laser de ErYAG (G3 e G4). com laser de Diodo (G5 e G6).
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5.RESULTADO

Os resultados obtidos a partir de indices atribuidos a cada uma
das fotomicrografias analisadas (Apéndice 1) serdo apresentados em
dois tOpicos separadamente: primeiramente a andlise descritiva dos
achados relativos as amostras submetidas a deposicdo de tecido
sanguineo e as ndo submetidas, além da apresentacdo das
fotomicrografias obtidas, e posteriormente, a andlise estatistica dos dados
coletados através dos indices de adesado de elementos sanguineos e de
andlise da morfologia da superficie radicular, dado a cada fotomicrografia,

bem como a correlagao entre os dados.

5.1.Analise Descritiva

a) Amostras submetidas a deposicdo de tecido sanguineo
(Gréficol):

No grupo 1 (controle), onde as amostras receberam, apds a
instrumentacdo mecanica, apenas irrigacdo com agua destilada,
observou-se que a maioria das fotomicrografias (15) apresentaram
indice AES 3 (Figuras 8, 9 e 10 ), caracterizado pela presenca de uma
densa rede de fibrina, com grande entrelacamento e aprisionamento
de células sanguineas; seguida do indice 0 (8 onde as

fotomicrografias nédo apresentaram rede de fibrina e de células
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sanguineas. Outras cinco apresentaram indice AES 2, enquanto que
outras duas restantes, apresentaram escassa rede de fibrina com
poucas células sanguineas (AES 1), demonstrando desta forma a

grande variabilidade de achados no mesmo grupo experimental.

No grupo 2, onde as amostras receberam, apos a
instrumentacéo radicular, aplicacdo de gel de EDTA 24%, foi quase
unanime o indice AES 0 na leitura das fotomicrografias (29) (Figuras
12, 13 e 14), que é caracterizado pela auséncia total da rede de
fibrina. Por outro lado, em apenas uma fotomicrografia houve a
presenca de uma escassa rede de fibrina e de células sanguineas
(AES 1). Também ficou evidente nestas fotomicrografias a exposicao

de fibras colagenas nas superficies radiculares ( Figuras 12,13 e 14).

No grupo 3, onde as amostras foram submetidas, apés a
instrumentacdo mecanica, a irradiacdo com o laser de Er:-YAG (7,6
Jicm?), pode-se observar que a maioria das fotomicrografias
apresentaram indices AES 2 (10) e 3 (10) (Figuras 16, 17 e 18)
demonstrando moderada ou densa rede de fibrina com grande
entrelacamento e aprisionamento de células sanguineas; seguidas do
indice AES 1, com oito fotomicrografias e apenas duas
fotomicrografias ndo apresentaram evidéncias de rede de fibrina e de

células sanguineas aderidas na superficie radicular (AES 0). Na
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maioria das fotomicrografias deste grupo houve evidéncias de maior
adesdo de células sanguineas aderidas nas superficies irradiadas

(Figuras 16 e 18).

No grupo 4, onde as amostras foram irradiadas, apds a
instrumentacdo mecanica com laser de Er:YAG (12,9 J/icm? ), a
maioria das fotomicrografias apresentaram indices AES 2 (8) e 3 (12)
(Figuras 21 e 22), demonstrando moderada ou densa rede de fibrina
com grande entrelacamento e células sanguineas aprisionadas, e em
outras dez houve escassa rede de fibrina e ou de células sanguineas
(AES 1) (Figura 20), além disto, nenhuma fotomicrografia demonstrou

auséncia de rede de fibrina.

No grupo 5, onde as amostras foram, apds a instrumentacao
mecanica, irradiadas com o laser de Diodo (90 J/cm?), dezessete
fotromicrografias néo apresentaram adesao de rede de fibrina e de
células sanguineas (AES 0) (Figuras 24, 25 e 26); cinco apresentaram
escassa rede de fibrina e ou de células sanguineas (AES 1), enquanto
gue apenas oito fotomicrografias demonstraram moderada (1) ou

densa rede de fibrina (7) aderidas na superficie.

No grupo 6, onde as amostras foram, apos a instrumentagao

mecanica, submetidas & irradiacdo com laser de Diodo (108 J/cm?),
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pode-se observar que predominou o indice AES 0 (16), demonstrando
gue na maioria das fotomicrografias ndo houve adeséao de elementos
sanguineos, enquanto que em oito fotomicrografias houve a adeséo
de densa rede de fibrina com grande entrelacamento e aprisionamento
de células sanguineas (AES 3) (Figuras 28 e 29), e ainda em trés
fotomicrografias houve a presenca de escassa (AES 1) e em trés de

moderada rede de fibrina (AES 2) (Figura 30).

GRAFICO 1 Gréfico representativo do nimero de amostras em cada indice AES por

grupo experimental.

b) Amostras ndo submetidas a deposicao de tecido sanguineo
(Grafico 2):

No grupo 1 (controle), onde as amostras receberam, apés a

instrumentacdo mecanica, apenas a irrigacdo com agua destilada, seis

fotomicrografias apresentaram superficie radicular regular, lisa e sem

exposi¢cdo de tubulos dentindrios (MSR 1); trés apresentaram supeficie



radicular irregular sem exposicao de tubulos dentinarios (MSR 3) , e uma
fotomicrografia apresentou uma superficie radicular irregular e rugosa
sem exposicdo de tubulos dentinarios (MSR 5) (Figura 11), além do que
foi evidente em todas as amostras a presenca de smear layer e de

ranhuras produzidas pela instrumentagéo manual.

No grupo 2, em que as amostras, ap6s a instrumentagdo
mecanica, foram submetidas a aplicacdo do gel de EDTA 24 %, houve
uma grande variabilidade no aspecto morfologico da superficie radicular,
apesar de que em todas fotomicrografias ndo houve a presenca de smear
layer. Duas fotomicrografias apresentaram superficie radicular regular, lisa
e com obliteracdo de tubulos dentinarios (MSR 1), quatro apresentavam
também superficie radicular regular, lisa porém com exposicdo de tubulos
dentinarios (MSR 2); enquanto que quatro fotomicrografias apresentavam
superficie radicular irregular, rugosa com presenca de material fibrilar
semelhante a fibrilas colagenas, sendo que destas, duas nao
apresentavam exposi¢do de tubulos dentinarios (MSR 5) (Figura 15) e

duas apresentavam exposicao de tubulos dentinérios (MSR 6).

No Grupo 3, onde as amostras, apés instrumentagcdo manual,
foram irradiadas com laser de Er:YAG (7,6 J/cm?), as fotomicrografias
apresentaram aspecto uniforme (10), caracterizado por aspecto irregular

com presencga de micro-rugosidades uniforme por toda a sua extensao,
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semelhante a escamas sobrepostas e obliteracdo de tubulos dentinarios

(MSR 5) além de auséncia de smear layer (Figura 19).

No Grupo 4, onde as amostras, apés instrumentacdo manual,
foram irradiadas com laser de Er:-YAG (12,9 J/cm?), as fotomicrografias
também apresentaram morfologia uniforme (10), com aspecto irregular
com presencga de micro-rugosidades uniforme por toda a sua extensao,
semelhante a escamas sobrepostas e obliteracdo de tubulos dentinarios

(MSR 5) além de auséncia de smear layer, semelhante ao grupo 3 (Figura

23).

No Grupo 5 , em que as amostras, apds instrumentagdo
manual, foram irradiadas com laser de Diodo (90 J/icm?), seis
fotomicrografias apresentaram superficie radicular irregular e obliteracdo
de tdbulos dentindrios (MSR 3) (Figura 27); enquanto que quatro
fotomicrografias apresentaram superficie radicular também irregular,
porém rugosa e com obliteracdo de tubulos dentinarios (MSR 5), além
disto ficou evidente a presenca de smear layer sobre as superficies
irradiadas sem evidéncias de alteracdo na morfologia da superficie

radicular.

No Grupo 6, onde as amostras, apés instrumentacdo manual,

foram irradiadas com laser de Diodo (108 J/cm?), todas as



fotomicrografias apresentaram superficie radicular irregular e obliteracdo
de tlbulos dentinarios (MSR 3) além da presenca de smear layer, sem

evidéncias de alteracdo na morfologia da superficie radicular (Figura 31).

GRAFICO 2 - Gréfico representativo do numero de amostras em cada indice MSR por

cada grupo experimental.

FIGURA 8 Grupo 1 (controle). Superficie radicular coberta por uma densa rede de fibrina
entrelacada, com células sanguineas aprisionadas (AES 3) . Aumento original 2000X.



FIGURA 9 - Grupo 1 (controle). Superficie radicular coberta por uma densa rede

de fibrina entrelagcada, com células sanguineas aprisionadas (AES 3). Aumento
origina 2000X.

FIGURA 10 - Grupo 1 (controle). Superficie radicular coberta por uma densa rede de fibrina
entrelagada, com células sanguineas aprisionadas (AES 3). Aumento original 2000X.
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FIGURA 11- Grupo 1 (controle) . Superficie radicular irregular, rugosa com presenca
de smear layer e obliteragcéo de tubulos dentinérios (M SR 5). Aumento original 2000X.

FIGURA 12 - Grupo 2 (EDTA 24 %). Superficie radicular sem rede de fibrina e de células
sanguineas, com exposi¢éo de fibras coldgenas (AES 0). Aumento original 2000X.
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FIGURA 14- Grupo 2 (EDTA 24%) . Superficie radicular sem rede de fibrina e de células
sanguineas, com evidéncias de fibras colagenas e de tlbulos dentinérios (AES 0). Aumento
origina 2000X.
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FIGURA 16 - Grupo 3 (Er:YAG / 7,6 Jent). Superficie radicular coberta por uma densa
camada de células sanguineas sobre uma rede de fibrina (AES 3). Aumento original
2000X.
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FIGURA 18 - Grupo 3 (Er:'YAG / 7,6 Jenf). Superficie radicular coberta por uma
densa camada de célul as sanguineas aposi ciondas sobre umarede de fibrina (AES 3).
Aumento original 2000X.



FIGURA 19 - Grupo 3 (Er:'YAG / 7,6 Jent). Superficie radicular irregular, com micro-
rugosidades, obliteracdo de tubulos dentinarios e auséncia de smear layer (MSR 5).

ZBKU ®2,000

FIGURA 20 - Grupo 4 (ErYAG / 129 Jen?). Superficie radicular demonstrando
adesdo de escassa rede de fibrina e de células sanguineas (AES 1). Aumento original
2000X.



10pvrm 148885

FIGURA 22 - Grupo 4 (ErYAG / 12,9 Jenf). Superficie radicular coberta por uma densa
camada de células sanguineas aposiciondas sobre uma rede de fibrina (AES 3). Aumento
origind 2000X.
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FIGURA 23 - Grupo 4 (Er:YAG / 129 Jenf). Superficie radicular irregular, com micro-
rugosidades obliteracéo de tlbulos dentinérios e auséncia de smear layer (MSR 5). Aumenta

FIGURA 24 - Grupo 5 (Diodo / 90 Jcnf) . Superficie radicular demonstrando auséncia
derede defibrinae de células sanguineas (AES 0). Aumento original 2000X.



FIGURA 25 - Grupo 5 (Diodo / 90 Jcnf). Superficie radicular demonstrando
auséncia de rede defibrina e de células sanguineas (AES 0). Aumento original 2000X.

2BKU X2.-80808

FIGURA 26 - Grupo 5 (Diodo / 90 Jcntf). Superficie radicular demonstrando
auséncia de rede de fibrina e de células sanguineas (AES 0). Aumento original 2000X.



FIGURA 27- Grupo 5 (Diodo / 90 Jcn?). Superficie radicular irregular sem abertura de
tUbulos dentindrios e com presenca de smear layer (M SR 3). Aumento original 2000X.




FIGURA 28 - Grupo 6 (Diodo / 108 Jcnf). Superficie radicular coberta por uma
densa rede de fibrina entrelagada e célul as sanguineas aprisionadas entre e sob arede
(AES 3). Aumento original 2000X.

FIGURA 29 — Grupo 6 (Diodo / 108 Jcnt ). Superficie radicular coberta por uma
densa rede de fibrina entrelagada, com células sanguineas aprisionadas (AES 3).

ZBKWQ HZ»008
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FIGURA 30 - Grupo 6 (Diodo / 108 Jcn?) . Superficie radicular coberta por uma
moderada camada de celulas sanguineas e esparsas redes de fibrina (AES 2). Aumento
original 2000X.

18Kk m 25951172

5 FIGURA 31 - Grupo 6 (Diodo / 108 Jcnr). Superficie radicular irregular com
tubulos dentinarios obliterados (MSR 3) e presenca de smear layer recobrindo toda
amostra. Aumento original 2000X.

Ao analisar-se a hipotese relativa aos eteitos dos tratamentos
propostos sobre o indice de adesdo de elementos sanguineos, 0 emprego
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis resultou em um valor de H=
21,5150, significante, porque a ele correspondeu um valor de p<0,001
(0,0006). Assim, a hipotese de nulidade pela qual todos os tratamentos
propostos proporcionariam a mesma capacidade de adesdo de elementos
sanguineos foi rejeitada. Procedendo-se a comparagdo entre 0s postos

médios das amostras ( Teste de Mann Whitney), pode-se constatar que

houve diferencas significantes entre os grupos 1 e 2 (p=0,0006), 1 e 5
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(p=0,0305), 2 e 3 (p=0,0017), 2 e 4 (p=0,002) e 4 e 5 (p=0,0147)
(Tabela.l).

Cabe salientar que em relacdo a adesédo de elementos
sanguineos, os resultados evidenciaram que apesar do G4 (Er:YAG)
demonstrar maior adesdo de elementos sanguineos que o0s demais
grupos (41,9500), nenhum tratamento proposto promoveu significante
adesdo de elementos sanguineos quando comparado ao grupo controle.
Por outro lado, houve uma menor adesdo de elementos sanguineos nas
amostras tratadas com EDTA (G2), quando comparadas ao grupo
controle (p=0,0006) e das que foram tratadas com o laser de Er:-YAG
(p=0,0017 e p=0,0150).

Quando se comparou o0 G5, onde as amostras foram irradiadas
com o laser de Diodo com 0,9 W (90 J/cm?), com o grupo controle e com
os do laser de Er:-YAG (G3 e G4), o G5 demonstrou menor adesdo de
elementos sanguineos que o grupo controle (p=0,0305) e que o G4, do
laser de Er:YAG (p=0,0147), porém o grupo do laser de Diodo (G6), onde
as amostras foram irradiadas com 1,08 W (108 Jicm?) nao foi
estatisticamente diferente do grupo controle e dos grupos do hser de
Er:YAG (Tabela 2). Com relacédo as diferencas entre os dois lasers pode-
se verificar que o laser de Er:-YAG com 12,9 J/cm? (G4) é mais efetivo do
que o laser de Diodo com 90 J/cm? (G5) na promocdo da adesdo de

elementos sanguineos na superficie radicular (Tabelas 1 e 2).



Tabela 1 - Valores do Teste de Kruskal-Wallis (H), nimero da amostra (N),
postos médios de cada grupo experimental (R) e o valor de p da comparacao
entre os postos médios dos grupos experimentais (p) submetidos a analise do

indice de adeséo de elementos sanguineos.

Grupos N R Valor de p<0,05
(H=21,5150)

Grupo 1 30 39,8000 1 e 2 p=0,0006

Grupo 2 30 13,0000 2 e 4 p=0,0150

Grupo 3 30 37,5500 2 e 3 p=0,0017

Grupo 4 30 41,9500 4 e 5 p=0,0147

Grupo 5 30 22,9000 1 e 5p=0,0305

Grupo 6 30 27,8000




Tabela 2 - valores de p quando da comparacdo entre os postos médios das amostras

submetidas a deposi¢éo de tecido sanguineo.

Comparacao Valor de p
Controle X EDTA 24% 0,0006*
Controle X Er:YAG ( G3) 0,7733
Controle X Er:YAG ( G4) 0,7831
Controle X Diodo ( G5) 0,0305*
Controle X Diodo ( G6) 0,1244
EDTA 24% X Er:YAG ( G3) 0,0017*
EDTA 24% X Er:YAG ( G4) 0,0002*
EDTA 24 % X Diodo ( G5) 0,2050
EDTA 24% X Diodo ( G6) 0,0581
ErYAG (G3)X ErYAG (G4) 0,5732
Er:YAG ( G3) X Diodo ( G5) 0,0607
Er:'YAG (G3) X Diodo (G6 ) 0,2119
Er:YAG (G4) X Diodo (G5) 0,0147*
Er:-YAG (G4) X Diodo (G6) 0,0700
Diodo (G5) X Diodo (G6) 0,5304

* estatisticamente significante (p<0,05)

Ao analisar-se a hipétese relativa aos efeitos dos tratamentos
propostos sobre o indice de andlise da morfologia da superficie radicular,
o0 emprego do teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis resultou em um
valor de H=29,7026, significante porque a ele correspondeu um valor de
p<0,0001. Desta forma a hipétese de nulidade pela qual todos os

tratamentos  propostos  proporcionariam a mesma caracteristica



morfologica nas superficies radiculares foi rejeitada. Para analisar as
diferencas entre os grupos foi aplicado o teste de Mann Whitney (p<0,05).
Os resultados demonstraram que houve diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos 1 e 3 (p=0,0001), 1 e 4 (p=0,0001), 1 e 5
(p=0,0259), 2 e 3 (p=0,0150), 2 e 4 (p=0,0150), 3 e 6 (p=0,0032) e 4 e 6
(p=0,0032) (Tabelas 3 e 4).

Cabe salientar que com relacdo a analise da morfologia da
superficie radicular, os resultados estatisticos demonstraram que houve
diferencas significantes entre os grupos do laser de Er:-YAG (G3 e G4) e
de Diodo (G5) com o grupo controle, evidenciando maior rugosidade nos
grupos tratados com o laser de Er:-YAG (G3 e G4) seguido do laser de
Diodo (G5). Por outro lado n&o houve diferengas significantes entre o
grupo do EDTA (G2) e do Diodo (G6) com o grupo controle (p=0,1183 e

p=0,2938).



Tabela 3 - valores do Teste de Kruskal-Wallis (H), nimero da amostra (N), postos

médios de cada grupo experimental (R) e o valor de p da comparagédo entre 0s postos

médios dos grupos experimentais (p) da analise da morfologia da superficie radicular.

Grupos R Valor de p<0,05
H=29,7026

Grupo 1 10 13,8000 1 e 3 p=0,0001
Grupo 2 10 26,0000 2 e 3 p=0,0150

2 e 4 p=0,0150
Grupo 3 10 45,0000 3 e 6 p=0,0032
Grupo 4 10 45,0000 1 e 4 p=0,0001
Grupo 5 10 31,2000 1 e 5 p=0,0259
Grupo 6 10 22,0000 4 e 6 p=0,0032

3 e 6 p=0,0032
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Tabela 4 - valores de p quando da comparacdo entre os postos médios das amostras

submetidas a andlise da morfologia da superficie radicular.

Comparacao Valor de p
Controle X EDTA 24% 0,1183
Controle X Er:YAG ( G3) 0,0001*
Controle X Er:YAG ( G4) 0,0001*
Controle X Diodo ( G5) 0,0259*
Controle X Diodo ( G6) 0,2938
EDTA 24% X Er:YAG ( G3) 0,0150*
EDTA 24% X Er:YAG ( G4) 0,0150*
EDTA 24 % X Diodo ( G5) 0,5055
EDTA 24% X Diodo ( G6) 0,6085
ErYAG (G3)X ErYAG (G4) 1,0000
Er:'YAG ( G3) X Diodo ( G5) 0,0772
Er:-YAG (G3) X Diodo (G6) 0,0032*
Er:-YAG (G4) X Diodo (G5) 0,0772
Er:-YAG (G4) X Diodo (G6) 0,0032*
Diodo (G5) X Diodo (G6) 0,2388

* estatisticamente significante (p<0,05)

No estudo da associacéo entre sangue e morfologia devemos
considerar que o0s grupos 2, 3, 4 e 6 ndo variaram em um dos indices, nao
havendo entdo nenhuma variacdo em um dos indices apesar do outro
variar. No entanto na andlise de correlacdo entre a adeséo de elementos
sanguineos e o indice da morfologia da superficie radicular, utilizando os

dados da tabela 5, o0 teste de Concordancia de Kendall foi



estatisticamente significante ( G = 0,81, p<0,05), demonstrando que

houve uma correlacdo entre a adesdo de elementos sanguineos e o0
aspecto da morfologia radicular. Sabendo-se que quanto maior o indice
de adesdo de elementos sanguineos maior a capacidade de adesao de
elementos sanguineos e quanto maior o indice da morfologia maior a
rugosidade da superficie a correlacao positiva significa que quanto maior
a rugosidade da superficie maior a adesdo de elementos sanguineos,

porém ndo h& uma correlacdo de causa e efeito.

Tabela 5- Numero de amostras que apresentavam o indice de adesdo de elementos

sanguineos dicotomizado em 0 e 1 (Sangue-AES) em cada indice para analise da

morfologia da superficie radicular (Morfologia-MSR).

Morfologia
Sangue 1 2 3 4 5 6
0 13 12 35 0 35 6
1 11 0 23 0 45 0
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6. DISCUSSAO

A estabilidade imediata da fragil insercdo entre a superficie
radicular e o retalho providenciada por maturacdo de um coagulo de
fibrina € de fundamental importancia para 0 sucesso da terapia
periodontal reconstrutiva (Wikesjo et al., 1992;°* Caton & Greenstein,
1993) 7. Tal fato é confirmado por evidéncias de varios estudos os quais
tém sugerido que eventos iniciais da cicatrizacdo, como adsor¢cdo e
adesdo de elementos sanguineos, com a aderéncia de uma rede de
fibrina, para a formacdo de coagulo sanguineo, na superficie radicular,
sdo determinantes criticos no processo de eparo entre um retalho e a
superficie radicular ( Polson & Proye, 1983; % Wikesjo & Nilvéus, 1990; %
Wikesjo et al., 1991; ° Wikesjo et al., 1992; % Wikesjo & Nilvéus, 1991)%,
Recentemente entende-se que o controle destes eventos, na execucao de
protocolos de terapias periodontais regenerativas, S8o vitais para o0
sucesso do tratamento periodontal (Baker et al., 2000) 8.

Muito embora a literatura demonstre a preocupacdo dos
pesquisadores em estudar a adesdo do coagulo de fibrina em superficie
radicular nos eventos iniciais do reparo dos tecidos periodontais, poucos
sdo os trabalhos que desenvolveram técnicas apropriadas para analisar a
adeséo de fibrina na superficie radicular, tanto em estudos in vivo (Polson
& Proye, 1983; %! Wikesjo & Nilvéus, 1990:% Wikesjo et al., 1991)% quanto

in vitro (Baker et al., 2000) &.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar além das alteracbes
morfolégicas decorrentes do tratamento de superficies radiculares com
laser de Er:YAG e de Diodo, a acdo destes na adesdo de elementos
sanguineos sobre as superficies tratadas, tomando como modelo o
estudo proposto por Baker et al. (2000)8.

Baker et al. (2000)® elaboraram um modelo experimental
para avaliar in vitro, o potencial de superficies radiculares condicionadas,
na adesdo e adsorcdo de elementos sanguineos. Na analise comparativa
da metodologia empregada no presente estudo com o de Baker et al.
(2000)® o parametro diferencial foi 0 método de obtencado e de avaliacdo
das fotomicrografias.

No presente estudo propusemos avaliar  trés
fotomicrografias, obtidas aleatoriamente de cada amostra, sendo as
mesmas avaliadas através de indice de adesdo de elementos sanguineos
(AES), proposto no presente estudo, de forma a quantificar os resultados
obtidos, enquanto que Baker et al. (2000)® ndo documentaram como e
de onde obtiveram as amostras, além de avaliarem apenas
gualitativamente as amostras através de andlise descritiva de algumas
fotomicrografias.

Na analise dos resultados obtidos no presente estudo pode-se
verificar que com relacdo a adesdo, nenhum tratamento proposto
promoveu aumento significante de adesdo de elementos sanguineos na

superficie radicular, quando comparado ao grupo controle, onde as
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amostras, apds a raspagem e aplainamento radicular, foram apenas
irrigadas com agua destilada, demonstrando a efetividade da raspagem
com instrumentos manuais isoladamente. Além disto o0s tratamentos
propostos nos grupos do EDTA (G2) e do laser de Diodo com 90
Jicm?(G5) promoveram inibicdlo e menor adesdo de elementos
sanguineos que o controle e que o laser de Er:-YAG com 12,9 J/cm? (G4).

A adesdo de fibrina em superficies radiculares podera ser
constantemente modificada por forcas mecanicas que agem na margem
da ferida. O condicionamento da superficie radicular parece aumentar a
resisténcia das forgas de tensdo da ferida, por promover maior adesao de
fibrina & superficie radicular (Polson & Proye, 1983:°! Wikesijo et al., 1992)
% Baker et al (2000)® demonstraram in vitro que a aplicacédo de &cido
citrico em superficies dentinarias promove maior adesao de fibrina, porém
estudos clinicos ndo tém demonstrado diferencas estatisticas quanto ao
ganho de inser¢cdo clinica na utilizagdo ou ndo de agentes
condicionadores (Caffesse et al., 1991; *° Blomléf et al., 2000; * Blomlof
et al., 2000) *°.

No presente estudo no G2, onde as amostras foram tratadas
com EDTA 24%, ficou evidente a menor adesdo de elementos
sanguineos quando comparado aos outros grupos. Tal fato corrobora os
achados de Baker et al. (2002)’, quando compararam in vitro o
condicionamento de superficies radiculares com EDTA ou A&cido citrico,

na adesao de elementos sanguineos. O fato do EDTA inibir a adeséo de
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elementos sanguineos nas superficies radiculares, provavelmente deva-
se ao fato do EDTA na forma de gel, nao ter sido totalmente removido da
superficie radicular, ap6és o condicionamento e irrigacdo com 10 ml de
agua destilada.

Deve ser ainda ressaltado que o EDTA ¢é um quelante de
calcio, e por esta razdo podera inibir os eventos da coagula¢do do sangue
( McShine et al., 1991)*" por remover ions célcio, essenciais na cascata
de eventos de coagulacdo, embora a superficie radicular quando tratada
com o EDTA, apresente fibras colagenas expostas, que favoreceriam a
formacdo do coagulo pela adesédo das plaquetas ao colageno (Rapaport
,1990) %,

As plaguetas acumulam-se para iniciar a formagao de rolhas
hemostaticas primarias sanguineas, que é o resultado da aderéncia de
plaguetas primeiramente ao colageno e depois entre si (coesdo ou
coagregacdo). O coldgeno e os primeiros tracos de trombina que se
formam no local da lesdo estimulam as respostas plaquetarias que levam
a coesao. Os granulos plaquetarios desaparecem a medida que seu
contetido é excretado e forma-se a fibrina ( Rapaport , 1990) °°.

O sistema proposto para explicar o mecanismo inicial de
adesdo da fibrina ao coldgeno envolve a proteina plasmatica fibronectina
(Polson & Proye, 1983)°'. A fibronectina deve ancorar o coagulo
sanguineo ao colageno pela sua propriedade em aderir a fibrina e

colageno pelo fator Xlll. A fibronectina ndo é provavelmente o fator
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critico para o sucesso na obtencdo de um tecido conjuntivo inserido na
superficie radicular, mas desempenha um papel importante quando a
superficie radicular e o tecido conjuntivo apresentam caracteristicas

apropriadas para promover uma nova insercéo (Polson & Proye,1983) .

O tampdo plaquetario inicialmente €& constituido pela
agregacao frouxa das plaquetas que aglutina-se e converte-se no coagulo
definitivo, formado pela fibrina, através da transformacao do fibrinogénio,
gue é liberado pelos granulos alfa das plaguetas, em fibrina (Ganong,
1999) # . Inicialmente a fibrina é uma malha frouxa de fios entrelacados
que é convertida em formacfes de ligagbes cruzadas covalentes, em um
agregado coeso e denso e esta Ultima reacdo € catalisada pelo fator XllI
ativo e requer fons Célcio (Ganong, 1999) %°.

O fato do EDTA inibir a aderéncia de fibrina sobre a superficie
radicular interferindo nos eventos iniciais do processo de reparo, a0 N0SSO
entender, possa explicar porque alguns trabalhos clinicos que utilizaram o
EDTA no condicionamento radicular ndo demonstraram vantagens
clinicas do uso deste agente associado a terapia periodontal cirdrgica
(Blomlof et al., 2000)*® e n&o cirdrgica (Blomlsf et al., 2000)**, ja que o
EDTA além de ser um agente neutro € um efetivo condicionador da
superficie radicular (Blomlsf et al.,1996; ’ Blomléf et al.,1996; ** Blomlof et
al.,1997; 2 Sampaio, 1999;° Pilatti, 2001) .

Os parametros utlizados para irradiagdo com o laser de

Er:-YAG, no presente estudo estdo documentados na literatura e
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considerados seguros, quando utilizado com refrigeracdo a &agua,
principalmente quanto a promog¢do de efeitos térmicos indesejaveis aos
tecidos pulpares (Aoki et al., 1994;° Stock et al, 1996; ’’ Keller et al., 1996;
39 Theodoro et al., 2003) &, dado a grande absorcdo do seu comprimento
de onda pela 4gua, promovendo conseqientemente a ablacdo dos
tecidos mineralizados, sem promover danos aos tecidos adjacentes.

Por outro lado, os parametros para utilizagéo do laser de Diodo
em superficies mineralizadas ainda nédo estdo muito definidos na literatura
(Theodoro et al., 2003)%, e para que pudéssemos utiliza-lo em nosso
trabalho, realizamos um estudo prévio in vitro, da alteragcdo da
temperatura intra-pulpar durante a irradiacdo de superficies radiculares
com o equipamento laser utilizado no presente estudo (Apéndice 2).
Nesta analise ficou evidente que os parametros de poténcias de 0,9 W
(2,0 W) e 1,08 W (1,2 W), modo de emisséo interrompido, tempo de
exposicdo de 30 segundos constituiram-se em pardmetros que
demonstraram temperaturas dentro dos limites maximo suportados pelos
tecidos pulpares (3,4+0,4°C e 4+1,0 °C), que € de 5°C (Zach & Cohen,
1965) ¥, raz&o pela qual foram utilizados no presente estudo.

As amostras do grupo tratado com laser de Er:YAG com 12,9
Jicm? (G4) demonstraram maior adesdo dos elementos sanguineos que o
controle, embora ndo estatisticamente significante, porém foi

estatisticamente mais efetivo que o G2 (EDTA) e G5 (Diodo 90 J/cm?).
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O fato do laser de Er:YAG nos parametros utilizados no G4
promover uma boa adesdo de elementos sanguineos, apesar de nao
apresentar diferenca estatisticamente signficante do controle, através da
analise com o indice AES, provavelmente se deva ao fato do laser neste
parametro ter um maior poder na reducdo de bactérias e de endotoxinas,
que poderiam inibir, segundo Wikesjo et al. (1992)**, a adesdo das
proteinas plasmaticas na superficie radicular, além de alterar a topografia
da superficie radicular, por promover a ablagcdo dos tecidos
mineralizados, produzindo elevacbes e depressdes, promovendo
consequentemente irregularidades na superficie e maior area de
exposicao de fibras colagenas e desta forma favoreceria a adesdo e a
formacdo de rolhas hemostaticas primarias, pela adesdo das plaquetas
ao colageno exposto (Rapaport, 1990) %, fato que requer ao nosso
entender o desenvolvimento de novas pesquisas.

A citotoxicidade direta de bactérias presentes nas células do
hospedeiro e a presenca de material organico de origem exdgena, como
as endotoxinas bacterianas na superficie radicular devem representar um
pobre substrato para adsor¢cdo de proteinas plasmaticas e subsequente
adesdo de fibrina na superficie radicular ( Wikesjo et al., 1992)%. Os
lasers em alta intensidade poderiam promover uma superficie radicular
mais biocompativel por apresentar alta efetividade na reducéo bacteriana,
devido a sua interacdo térmica com o0s tecidos e microorganismos e

desta forma ocasionar a lise bacteriana.
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Os parametros utilizados do laser de Er:YAG provavelmente
possam ter promovido reducdo bacteriana, j4 que Ando et al (1996)*
demonstraram in vitro reducdes significantes de colbnias de
Porphiromonas gingivallis, com a irriadiacdo com este laser nos
parametros de 7,1 Jiem 2 e 10, 6J/cm? . Além destes fatos o laser de
Er:YAG promove uma ablacdo seletiva de proteinas, por ablacionar
preferencialmente os componentes organicos, podendo remover enzimas
toxicas e proteinas bacterianas durante a terapia periodontal (Sasaki,
2002)"*, muito embora mais recentemente tenham demonstrado que
que o laser de Er:YAG pode promover danos térmicos em areas
profundas de superficie dentinaria radicular irradiada, na base da bolsa
periodontal (Folwaczny et al., 2003)%*.

O laser de Diodo ndo demonstrou ser um tratamento promissor
como coadjuvante a raspagem e aplainamento radicular, quando irradiado
sobre a superficie radicular, com relacdo a adesdo de elementos
sanguineos, quando utilizado com fluéncia de 90 J/cm?, apesar de n&do
promover modificacdes estruturais significantes nas superficies irradiadas.
Por outro lado quando utilizado com fluéncia de 108 J/cm?, também
promoveu uma menor adesdo que o grupo controle e que o laser de
Er:YAG, mas a diferenga néo foi estatisticamente significante.

Tal fato provavelmente se deva aos parametro utilizados no G5
ndo serem suficientes para promover uma reducdo bacteriana

significante capaz de favorecer a adsorcdo de proteinas plasmaticas,
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apesar de que alguns estudos demonstram o efeito significativo na
reducdo de microorganismos com o laser de Diodo, quando utilizado
como coadjuvante & terapia periodontal (Moritz et al., 1997; °! Moritz et al.,
1998) °3,

Por outro lado, o fato do laser de Diodo ambém diminuir a
adesdo de elementos sanguineos de forma significativa no G5, poderia
estar associado a promoc¢do de algum dano na matriz colagena ou
producdo de substancias tdxicas na interagdo deste laser com os tecidos,
como cianato e cianamida, que sédo produzidas na presenca de nitrogénio
que pode ser produzido na desnaturagdo de proteinas em altas
temperaturas (Sasaki et al., 2002)"3. Porém outros estudos devem ser
realizados para analisar a producdo destas substancias em raizes
irradiadas com laser de Diodo.

A irradiacdo de superficies radiculares com o laser de Diodo
nos parametros do G6 (108 J/cm?) ndo promoveram diferencas
estatisticamente significantes na adesdo de elementos sanguineos
guando comparado ao grupo controle. Tal fato corrobora os resultados de
Kreisler et al. (2001)* que demonstraram que o laser de Diodo nos
parametros proximos ao utilizado no presente estudo, promoveu um
aumento ndo significativo da adesao de fibroblastos. Diante destes fatos
outros estudos devem ser realizados utilizando estes parametros na

reducao de microorganismos periodontopatogénicos.
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Ficou também evidente em nossos resultados que a poténcia
de saida do laser de Diodo pode influenciar na adesdo de elementos
sanguineos de superficie radiculares irradiadas. Kreisler et al. (2002)*?
demonstraram em seu estudo que ndo sé o nivel da poténcia e modo de
emissdo sao decisivos para promover danos, como carbonizacdo nas
estruturas radiculares irradiadas, mas também o tempo de exposicdo, o
angulo de inclinacdo da ponta com a superficie irradiada, além da
presenca de tecido sanguineo sobre as superficies irradiadas.

Os diferentes comprimentos de onda e consequentemente
interacdo tecidual podem explicar as diferencas obtidas com a radiacdo
dos dois tipos de lasers utilizados no presente estudo. Os mecanismos de
interagcdo com o0s tecidos mineralizados tém sido descritos como
fototérmicos no caso do Diodo e fotomecanico no Er:YAG. A energia
absorvida depende do coeficiente de absorcdo de cada molécula no
tecido. O laser de Diodo ndo é muito absorvido pela agua e nem pela
hidroxiapatita e por esta razdo a energia absorvida € transformada em
calor aumentando a temperatura da superficie, ao contrario do laser de
Er-YAG, que é altamente absorvido pela agua, vaporizando-a e
promovendo uma aumento da pressao interna da estrutura mineralizada
resultando em micro-explosdo e consequente ablacédo tecidual. Desta
forma o laser de Er:YAG requer menos temperatura para remover tecidos
mineralizados induzindo consequentemente menores danos térmicos

(Sasaki et al., 2002)"*
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Com relacdo a morfologia da superficie radicular, verificamos
que as superficies que ndo receberam nenhum tratamento, além da
raspagem e irrigagdo com agua destilada, demonstraram irregularidades
da superficie.

No grupo do EDTA ficou evidente exposicdo de fibras
colagenas, também demonstrado nos trabalhos de Blomléf et al. (1997)e
de Blomlsf et al. (1996)*° e em algumas amostras pode-se evidenciar
exposicao de tubulos dentinarios e remogéo de smear layer, comprovando
a efetividade do EDTA em quelar célcio e sua eficacia na remocao de
smear layer , fato que corrobora os achados de varios estudos (Blomlof et
al., 1997;*' Blomlof et al., 1997;*> Sampaio, 1999;° Pilatti, 2001)°%.
Entretanto, na analise comparativa da morfologia entre o grupo controle e
do EDTA, através do indice de MSR ndo houve diferencas
estatisticamente significantes.

O EDTA foi aplicado através da técnica de pincelamento da
superficie, baseado em estudo que evidencia a maior eficacia do EDTA
nesta concentracdo, quando aplicado através deste método, ja4 que a
agitacdo da substancia tende a diminuir a tensdo superficial do gel nesta
concentracdo e aumentar o contato da mesma com a superficie tratada
(Pilatti, 2001)%°. O objetivo da utilizacdo do EDTA no presente estudo foi
de obter um parametro de tratamento comparativo com os lasers.

Nos grupos do laser de Er:YAG (G3 e G4) pode-se verificar que

houve uma diferenca estatisticamente significante quando comparado ao
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grupo controle, ao EDTA e ao grupo do Diodo (G6), e ainda que, ndo
houve diferencas entre 0 G3 e G4 quanto ao indice MSR. As superficies
radiculares irradiadas no G3 e G4 apresentaram-se mais irregulares e
rugosas sem smear layer, o que confirma os achados de varios estudos
que demonstraram a topografia e caracteristica morfolégica de superficies
radiculares irradiadas com laser de Er:-YAG (Fuijii et al., 1998:* Aoki et al.,
2000;° Schwarz et al., 2001;”® Theodoro, 2001; " Sasaki et al., 2002; "
Theodoro et al., 2002; 8 Theodoro et al., 2003) 3.

Estas caracteristicas morfologicas provavelmente devam-se a
alta interacéo deste laser com os tecidos mineralizados, pelo fato do seu
comprimento de onda ser altamente absorvido pela agua presente nos
tecidos mineralizados e desta forma promover a ejecao deste tecido por
micro-explosdes, processo conhecido como ablagéo explosiva.

Deve-se ainda considerar que no presente estudo as amostras
dos G3 e G4 foram irradiadas com a ponta de saida do laser com
angulacdo de 90° com a superficie radicular, o que proporcionaria maior
remocao de tecido mineralizado e consequentemente maiores alteragcdes
morfolégicas na superficie (Folwaczny et al., 2001)%’.

Por outro lado pela fraca interacdo do laser de Diodo com os
tecidos mineralizados ndo observamos diferencas significantes das
superficies radiculares no G6 com o grupo controle, porém houve
diferengas significantes entre o G5 e o controle, sendo que o G5

apresentou mais amostras com superficie mais irregular, quando
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comparadas com o0 grupo controle, e houveram diferencas entre 0s
grupos do Diodo (G6) com os do laser de Er:YAG (G3 e G4) e entre 0s
grupos do laser de Er:YAG com o do EDTA (G2).

Na andlise da correlacdo entre as variaveis adesdo de
elementos sanguineos e morfologia da superficie radicular pode-se notar,
através da Concordancia de Kendall uma correlacdo positiva entre
adesdo de elementos sanguineos e aspecto rugoso da superficie
morfolégica. Isto significa que quanto maior o indice da morfologia, isto é
mais rugoso, maior a retencdo de elementos sanguineos, porém este tipo
de andlise ndo expressa uma relacdo de causa e efeito, isto é, que a
adesdo de elementos sanguineos seja maior devido a maior rugosidade
da superficie.

Acreditamos que os grupos do laser de Er:YAG poderiam
favorecer a adesdo de elementos sanguineos também, por aumentar a
retencdo fisica da rede de fibrina na superficie radicular ou poderia
apresentar algum papel na retencdo de células, porém esta rugosidade
nao seria o fator crucial na adeséo de elementos sanguineos.

Tais fatos ficam mais claros quando analisamos
comparativamente o0s grupos do laser de Er:YAG com o controle, em que
houve uma diferenca estatisticamente significante, quanto a morfologia da
superficie radicular, sendo que as superficies irradiadas com laser

apresentaram muito mais rugosidades e por outro lado, apesar do G4
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apresentar maior adesdo de elementos sanguineos que 0 controle esta
diferenga néo foi estatisticamente significante.

Outra evidéncia que contraria esta correlacdo € que houve uma
maior rugosidade no G5 comparado ao grupo controle, no entanto,
ocorreu uma menor adesao de sangue no G5; e por outro lado no G6 nao
houve diferencas estatisticamente significantes na morfologia e na adesao
de elementos sanguineos quando comparado ao grupo controle. Tal fato
demonstra que outros fatores descritos como a restrita capacidade de
eliminacdo seletiva de toxinas bacterianas ou mesmo a formacdo de
substancias toxicas pela radiacdo deste laser poderiam também,
influenciar nos resultados.

Alguns estudos tém demonstrado que polimorfonucleares
preferem aderir em superficies rugosas a lisas, devido a diferencas
funcionais destas células (Rich & Harris, 1981:%" Ericksson et al., 2001)*.
Tal fato poderia justificar os achados encontrado nos grupos do laser de
Er:YAG de maior adeséo de células sanguineas, provavelmente eritrécitos
e glébulos brancos, que nos outros grupos.

Contudo apesar de alguns estudos ndo terem demonstrado
efeitos significativos da presenca de rugosidade radicular no sucesso do
tratamento da doenca periodontal  (Khatiblou & Ghodssi, 1983:*
Oberhholzer & Rateitschak, 1996)°’, poderiamos considerar que a
rugosidade da superficie radicular provocada pelo laser de ErYAG

poderia favorecer mais a retencdo de placa bacteriana, se estivesse
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localizada proxima a margem gengival e principalmente se localizada em
superficies supra-gengivais, visto que a importancia da rugosidade em
areas subgengivais € menos draméatica provavelmente porque este
ambiente oferece mais nichos para adesdo e sobrevivéncia bacteriana
(Quyrinen & Bollen, 1995) 2,

Pelas limitacdes da metodologia empregada neste estudo néo
se pode avaliar a viabilidade das células sanguineas aderidas sobre a
superficie radicular e ou sob a rede de fibrina e nem distinguir quais
células estariam presentes em maior numero, bem como, avaliar a
espessura da rede de fibrina aderida em cada amostra.

Desta forma, consideramos a necessidade da realizacdo de
estudos in vivo para avaliar se os dados deste trabalho séo condizentes
com o processo de reparo dos tecidos periodontais, ja que com esta
metodologia avaliamos isoladamente apenas a variavel adeséo de fibrina
e de células sanguineas. Tendo conhecimento de que o processo de
reparo é altamente complexo desde os eventos essenciais de formacao
do ooagulo, bem como do processo inflamatério, da formacao do tecido
de granulagédo e da maturagéo deste tecido com a deposicédo de fibras
coladgenas, ha a necessidade de estudos que avaliem o efeito da
irradiacdo de superficies radiculares com lasers de alta intensidade
sobre o processo de cicatrizacdo periodontal.

Além disto, estudos clinicos devem ser realizados para

analisar se a hipotese da presenca de rugosidade, provocada pelo laser
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de Er:YAG na superficie radicular, poderia influenciar na manutencdo do
tratamento periodontal a longo prazo, por aumentar a retencdo de placa

bacteriana.
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7. CONCLUSAO

Diante da metodologia utilizada e dentro dos limites deste
estudo, parece-nos licito concluir que:

1. Nenhum tratamento proposto proporcionou aumento significante na
adesdo de elementos sanguineos sobre as superficies radiculares,
guando comparado ao grupo controle;

2. A aplicacéo do gel de EDTA inibiu a adeséo de elementos sanguineos
sobre a superficie radicular, apesar de promover exposi¢ao de fibras
colagenas;

3. O laser de Er:YAG, na fluéncia de 12,9 J/cm? evidenciou maior
adesédo de elementos sanguineos que o laser de Diodo na fluéncia de
90 Jicm? e independente do parametro utilizado, promoveu uma
alteracdo morfolégica significante na superficie radicular, como micro-
rugosidades;

4. O laser de Diodo, apesar de nao provocar alteracdes significantes na
superficie radicular, pode inibir a adesdo de elementos sanguineos,

dependendo do parametro de irradiacao utilizado.
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Odontologia, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro, a adesao de elementos sanguineos
sobre superficies radiculares irradiadas com laser de Er:-YAG e de Diodo, e a
acao destes sobre as superficies radiculares. Foram obtidas 120 amostras de
dentes humanos extraidos por doenca periodontal, que foram previamente
raspados e aplainados com instrumentos manuais, sendo a seguir divididas
aleatoriamente em 6 grupos com 20 amostras cada. O G1 (controle)- ndo
recebeu nenhum tratamento; o G2- recebeu aplicacéo topica de EDTA 24%; G3-
foi irradiado com laser de Er:-YAG com 7,6 J/cm? o G4- irradiado com laser de
Er:YAG com 12,9 J/cm ?; o G5 -irradiado com laser de Diodo com 90 J/cm® e o
G6 - foi irradiado com laser de Diodo com 108 J/cm? Apoés a realizacdo dos
tratamentos, em 10 amostras de cada grupo foi depositado imediatamente a sua
puncdo, tecido sanguineo originado da vascularizagdo periférica de humano,
sendo que 10 amostras ndo receberam tal tratamento. Apds processamento
laboratorial as amostras foram analisadas através de microscopia eletrénica de

varredura. As fotomicrografias obtidas foram avaliadas através de dois indices:
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adesdo de elementos sanguineos e de morfologia da superficie radicular e
estatisticamente analisadas (Kruskall Wallis e Mann-Whitney). Os resultados
demonstraram que em relacdo a adesdo de elementos sanguineos ndao houve
diferencas estatisticamente significante entre o grupo controle e os tratados com
o laser de Er:-YAG (p=0,7733 e 0,7831) ; O G5 mostrou-se menos efetivo que o
controle na adeséo de elementos sanguineos ( p=0,0305 ) e o G2 foi 0 menos
efetivo de todos na adesdo. Com relacdo a morfologia da superficie radicular
houve diferencas significantes entre o controle e os grupos do laser de Er:YAG
(p=0,0001) e entre 0 G5 do Diodo (0,0259); entre o EDTA e os grupos do laser
de Er.YAG (p=0,0150 ) e entre o Diodo (G6) e os do Er:-YAG (p= 0,0032 ).
Concluiu-se que nenhum tratamento proposto aumentou a adesao de elementos
sanguineos de forma significativa quando comparado ao controle; o EDTA inibiu
a adesdo do tecido sanguineo; o laser de Er:-YAG (12,9 J/cm?®) foi mais efetivo
que o Diodo (90 Jicm®) na adesdo e independente do parametro, promoveu
alteracbes na morfologia das superficies radiculares irradiadas, como micro-
rugosidades e o laser de Diodo, dependendo do parametro utilizado, pode inibir

a adesao.

PALAVRAS CHAVE
Lasers; raspagem dentéaria; aplainamento radicular; sangue; fibrina; estudo

comparativo; raiz dentéria.
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THEODORO, L. H. Effect of Er:YAG and Diode lasers in the adhesion
of blood components and in the morphology of irradiated root
surfaces. A scanning electronic microscopy study. Araraquara,
2003.153f. Thesis (PhD Doctor in Periodontics) — Araraquara Dental

School, State University of Sdo Paulo.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate in vitro the adhesion of blood components
on root surfaces irradiated with Er:YAG and Diode lasers and these lasers effects
on root surfaces. It was obtained 120 samples of human teeth extracted by
periodontal disease. They were planed and scaled previously with manual
instruments and randomly divided into 06 groups of 20 samples each. The
groups were treated according to the following procedures: G1 (Control Group) -
received no treatment; G2- had a topical application of EDTA 24%; G3- was
irradiated with Er:YAG laser (7,6 J/cm?); G4 - was irradiated with Er:-YAG laser
(12,9 Jicm?); G5 - was irradiated with Diode laser (90 J/cm?) and G6 was
irradiated with Diode laser (108 J/cm?). After these treatments were conducted,
10 samples of each group received a stippler, a blood tissue originated from
peripheral vascularization, and the reminiscent samples did not receive such
treatment. After laboratorial analysis the samples were analyzed through a
scanning electronic microscopy. The photomicrographs obtained were evaluated
according to adhesion of blood components and morphology of root surface; and

statistically analyzed (Kruskall Wallis and Mann-Whitney). With relation to the
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adhesion of blood components, the results have shown that there were no
significant differences between the Control Group and the groups treated with
Er:-YAG laser (p=0,7733 and 0,7831); G5 was less effective than the Control
Group in adhesion of blood components (p=0,0305) and G2 was the least
effective of all groups in this case. With relation to the morphology of root surface
there were significant differences among the Control Group, the Er:YAG laser
groups (p=0,0001) and the Diode laser G5 (p=0,0259); between the EDTA and
the Er:YAG laser groups (p=0,0150) and also between the Diode laser G6 and
the Er:YAG laser groups (p=0,0032).Within the limit of this study, it is concluded
that no proposed treatment increased the adhesion of blood components in a
significant way when compared to the Control Group; EDTA inhibited the
adhesion of the blood tissue; the Er:YAG laser (12,9 J/cmz) were more effective
in the adhesion of blood components than Diode laser (90 J/cm?) and caused
more changes on the root surface and also Diode laser may inhibit the adhesion

depending on the parameter it is applied.

Key Words

Lasers; dental scaling; root planing; blood; fibrin; comparative studies; tooth root.
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11.1. APENDICE 1

Tabela 6 — Notas atribuidas as fotomicrografias para o Grupo Controle

(Grupo 1).

GRUPO 1

1 leitura

2 leitura

3 leitura

Grau da foto

070801

070802

070803

070834

070811

070812

070813

070831

070804

070805

070806

070832

070821

070822

070823

070824

070808

070809

070810

070807

070818

070819

070820

070833

070825

070826

070827

070837

070814

070815

070816

070836

070828

070829

070830

070835

140816

140817

140818

140853
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Tabela 7 — Notas atribuidas as fotomicrografias para o Grupo EDTA 24%

(Grupo 2).

GRUPO 2

Foto

1 leitura

2 leitura

3 leitura

Grau da foto

240737

240738

240739

240746

240713

240714

240715

240744

240719

240720

240721

240740

240734

240735

240736

240747

240725

240726

240727

240745

240722

240723

240724

240743

240701

240702

240703

270741

240728

240729

240730

240749

240731

240732

240733

240748

240716

240717

240718

240742
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Tabela 8 — Notas atribuidas as fotomicrografias para o Grupo Laser de
Er:-YAG (Grupo 3).

GRUPO 3

Foto

1 leitura

2 leitura

3 leitura

Grau da foto

140825

140826

140827

070857

140844

140845

140846

070840

140864

140865

140866

070846

140834

140835

140836

070839

140850

140851

140852

070848

140813

140814

140815

070850

140861

140862

140863

070847

140828

140829

140830

070841

140837

140838

140839

070852

140847

140848

140849

070855
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Tabela 9 — Notas atribuidas as fotomicrografias para o Grupo Laser

Er:-YAG (Grupo 4).

GRUPO 4

Foto

1 leitura

2 leitura

3 leitura

Grau da foto

140801

140802

140803

070842

140807

140808

140809

070843

140858

140859

140860

070849

140819

140820

140821

070844

140854

140855

140857

070860

140841

140842

140843

070851

140831

140832

140833

070854

140804

140805

140806

070853

140822

140823

140824

070838

140811

140812

140813

070845
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Tabela 10 — Notas atribuidas as fotomicrografias para o Grupo Laser de

Diodo (Grupo 5).

GRUPO 5

Foto

1 leitura

2 leitura

3 leitura

Grau da foto

251119

251120

251121

251164

251122

251123

251124

251170

251104

251105

251106

251171

251159

251160

251161

251176

251156

251157

251158

251175

251141

251142

251143

251179

251110

251111

251112

251162

251113

251114

251115

251167

251116

251117

251118

251161

251131

251132

251133

251163
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Tabela 11 — Notas atribuidas as fotomicrografias para o Grupo Laser de

Diodo (Grupo 6).

GRUPO 6

Foto

1 leitura

2 leitura

3 leitura

Grau da foto

251134

251135

251136

251178

251138

251139

251140

251169

251101

251102

251103

251168

251125

251126

251127

251166

251107

251108

251109

251174

251128

251129

251130

061202

251150

251151

251152

251165

251153

251154

251155

251173

251144

251145

251146

251177

251147

251148

251149

251172
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11.2. APENDICE 2

Os parametros para a utilizacao do laser de Diodo no presente
estudo foram determinados em uma fase laboratorial, que precedeu a
fase experimental do presente estudo.

Para determinar as poténcias que ndo promovessem aumento
excessivo de temperatura na camara pulpar, avaliou-se a variacdo da
temperatura com a poténcia aplicada nos modos de emissdo continuo e
interrompido. Para esta andalise foram utilizados dois dentes
unirradiculares perdidos por doenca periodontal, que nao foram utilizados
como amostras no estudo, apdés serem raspados e aplainados com
intrumentos manuais. Os dentes foram irradiados no terco cervical
radicular das faces mesiais e distais, através de movimento de varredura,
com a ponta da fibra em contato, simulando um procedimento clinico
periodontal, com as poténcias de 0,4 a 2,2 W, durante 30 segundos, nos
modos de emissdao continuo e interrompido. Durante a irradiacdo a
variacdo da temperatura da camara intra-pulpar foi monitorada e graficos
de variagéo da temperatura foram obtidos.

Para o monitoramento da temperatura intra-pulpar foram
acoplados termopares tipo T de cobre estanho ( SR 510, Standford

Research System, Sunnyvale, CA, USA ) na camara pulpar dos dentes
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unirradiculares, os quais ficaram apoiados entre duas placas de resina
fixadas com parafusos em um banho térmico com temperatura de 28 °C.

Com a monitoracdo da temperatura durante a irradiagcao
determinou-se a maxima elevacdo térmica e pode-se verificar que a
temperatura (T) pulpar durante a irradiacéo laser esta relacionada com a
poténcia (P) sendo T=-0,4+3,7P para a irradiacdo no modo continuo e
T=-0,2+2P no modo interrompido (Grafico 3).

Desta forma, selecionou-se as poténcias de 1,0 W (0,9 W) e
1,2 W (1,08 W) nos modos interrompidos por ndo promover aumentos
indesejaveis da temperatura e a seguir dez dentes unirradiculares foram
irradiados no modo interrompido com as poténcias de 0,9 W (1,0 W) na
superficie mesial e 1,08 W (1,2 W) na distal e gréficos de variacdo da
temperatura foram obtidos durante a irradiagdo (Grafico 4). Com a
monitoracdo da temperatura durante a irradiacdo, determinou-se a
maxima elevagdo térmica e obteve-se as médias e desvio-padrdo. A
variacdo térmica durante a irradiacdo com 0,9 W foi de 3,4+0,4°C e com
1,08 W foi de 4+1,0 °C que estavam no limite da temperatura maxima

permitida pelos tecidos pulpares, que é de 5°C (Zach & Cohen, 1965) °’.
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Laser continuo [Temperatura=-0,4+3,7x(Poténcia)]

e Laser interrompido [Temperatura=-0,2+2x(Poténcia)]

Temperatura (°C)

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2

Poténcia no "Display" (W)

GRAFICO 3- Gréfico da correlagio da poténcia com a temperatura nos modos
continuo e interrompido.
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GRAFICO 4. Variacdo da temperatura intra-pulpar em graus Celsius de um
elemento dentério, durante a irradiacdo (30 s) na superficie mesial e distal, com
laser de Diodo.

O fator de transmissao da fibra do laser de Er:YAG utilizado no

presente estudo é 0,71 e é dado pelo fabricante, ja o fator de transmissao



da fibra oOptica do laser de Diodo que € de 0,9 foi calculado através de
uma analise laboratorial prévia, em que se pode fazer uma correlacédo
entre a poténcia dada no painel do equipamento laser e a poténcia de
saida através de um medidor de poténcia no Laboratério de Aplicacdes e

Lasers do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares.
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