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Esta dissertacdo foi organizada na forma de artigo cientifico, precedido por uma
introducdo ao tema, revisao bibliografica e metodologia expandida. A revisdo de
literatura em bancos de dados eletronicos internacionais pesquisou a complexidade
do conhecimento sobre a desmineralizacdo do tecido duro dentario e seus diversos
métodos de andlise, elucidando técnica de avaliacdo das propriedades Opticas da
interacdo laser-tecido (Tomografia por Coeréncia Optica — TCO). Esta dissertacéo
resultou em um artigo intitulado “Characterization of anti-erosive potential of
fluorides and Nd: YAG laser: an in vitro study”, a ser encaminhado a revista
internacional Caries Research, Qualis Al. Este consiste em uma avaliacdo do efeito
preventivo do laser Nd:YAG, verniz fluoretado e creme dental sobre a eroséo
dentaria, e o efeito interceptivo de trés diferentes cremes dentais sobre a erosao,
além de implementar a TCO como um potencial método quantitativo de analise de
perda mineral sofrida pela superficie dentaria. Outros métodos ja consagrados para
este tipo de estudo foram utilizados como a Perfilometria por contato e a Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito preventivo do laser Nd:YAG utilizado
juntamente com um verniz fluoretado na eroséo e a efetividade da sua associacao
ao uso de um creme dental a base de fluoreto de sédio (NaF), aléem de avaliar o
efeito inibidor de diferentes cremes dentais a base de NaF, fluoreto de estanho
(SnF;) e nano complexo caseina fosfopeptidea e fosfato de calcio amorfo (CPP-
ACP) frente ao processo erosivo. Junto a isso, verificar se a tomografia por
coeréncia optica (TCO) pode ser um método quantitativo a ser utilizado para
avaliacdo de erosdo do esmalte. Superficies de esmalte bovino foram distribuidos
aleatoriamente em 6 grupos (n=7): NC — controle negativo (sem tratamento); LV —
Laser Nd:YAG + verniz de NaF; LV/NaF — Laser Nd:YAG + verniz de NaF + Pro-
esmalte (NaF); NaF — Pro-esmalte; SnF,/NaF — Pro-Saude; CPP-ACP/NaF — Ml
Paste Plus. Os grupos LV e LV/NaF foram irradiados a laser Nd:YAG (10 Hz, 1W,
141,5 J/cm?) durante 30 segundos e em seguida foi aplicado verniz fluoretado (NaF)
por 4 horas. A ciclagem erosiva foi realizada em solucao de &cido citrico 0,5% (pH
2,6) 5 x 3 minutos ao dia, seguido pela exposi¢cao aos cremes dentais por 2 minutos
apos a primeira e Ultima ciclagem de cada dia em todos 0s grupos, com exce¢ao dos
grupos NC e LV. No grupo NC nenhum tratamento foi realizado. A analise
guantitativa foi realizada através de perfilometria por contato e tomografia por
coeréncia optica, complementada pela andlise qualitativa da microscopia eletrénica
de varredura. Entre os métodos testados, a associacdo laser/verniz/pro-esmalte
mostrou-se uma boa estratégia preventiva, com maior efeito redutor de perda
mineral. Entre os cremes dentais, em ambos os métodos quantitativos de avaliacéo,

o CPP-ACP/NaF foi o que apresentou o menor efeito redutor da eroséo, no entanto
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o creme dental a base de SnF,/NaF apresentou bons resultados. Ambos os métodos

de avaliacdo foram efetivos, ndo apresentando diferencas estatisticas.

Palavras-chave: Erosdo do esmalte; Fluoretos; Laser Nd:YAG; Tomografia de

coeréncia optica
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the preventive effect of Nd:YAG laser used in
conjunction with a fluoride varnish on erosion and effectiveness of its association with
the use of a NaF-toothpaste, besides evaluate the inhibitory effect of different
toothpastes (NaF , SnF2 and CPP-ACP) against the erosive process. Along with this,
verify that the optical coherence tomography (OCT) is a quantitative method to be
used for assessment of enamel erosion. Specimens were randomly allocated into
one of the 6 experimental groups (n=7): Preventive groups: NC — negative control (no
treatment); LV — Nd:YAG laser + NaF varnish; LV/NaF — Nd:YAG laser + NaF
varnish + Pro-esmalte (NaF); NaF — Pro-esmalte; SnF,/NaF — Pro-Saude; CPP-
ACP/NaF — MI Paste Plus. The LV/NaF and LV groups were irradiated with Nd: YAG
laser (10 Hz, 1W, 141,5 J/cm?) for 30 sec and then fluoride varnish was applied for 4
hours. The erosive cycling was performed in a solution of citric acid 0,5% (pH 2,6) 5 x
3 min daily, followed by exposure to toothpaste for 2 minutes after the first and last
cycling of each day in all groups, except for LV and NC groups. Quantitative analysis
was performed by using contact profilometry and optical coherence tomography,
complemented by qualitative analysis of scanning electron microscopy. Among the
methods tested, the combination laser / varnish / pro-enamel proved a good
preventive strategy, with greater lowering effect of mineral loss. Among the
toothpaste in both quantitative methods of evaluation, CPP-ACP/NaF was showed
the lowest reducing effect of erosion, however the toothpaste-based SnF2/NaF
showed good results. Both evaluation methods were effective, with no significant

statistical differences.

Key Words: Enamel erosion; Fluoride; Nd:YAG Laser; Optical coherence tomography
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1 INTRODUCAO

O conhecimento a cerca do desenvolvimento da cérie, suas formas de
prevencgao e tratamento, fizeram com que a incidéncia da doenga declinasse com o
passar dos anos (ATTIN; ZIRKEL; HELLWIG, 1998), favorecendo, assim, a
manutenc¢ao dos dentes na cavidade bucal por mais tempo, predispondo-os a outras
lesdes dentarias como a eroséo. A erosdo dental € um acometimento bucal que vem
tomando a cena e que nao deve ser subestimado por ser uma condi¢do multifatorial,
na qual fatores nutricionais e ligados ao individuo podem desencadea-la (LUSSI et
al., 2011). De acordo com Jaeggi e Lussi (2006), ha evidéncias de que a prevaléncia
da eroséo dental vem crescendo firmemente.

O crescimento do consumo de bebidas acidas no mundo (RESEARCH,;
MARKETS, 2010) parece confirmar a evidéncia de que a prevaléncia da eroséo
dental esteja realmente aumentando. No entanto, 0 aumento da consciéncia sobre o
assunto pode estar levando apenas a uma maior precisdo no diagnostico
(DOWNER, 1995). De uma forma ou de outra, as ainda limitadas terapias
disponiveis para o controle do processo trazem a necessidade de pesquisas para
novos agentes de prevencao e reparo de lesées dentais erosivas.

Diferentes abordagens tém sido discutidas para a melhoria da
remineralizacdo do esmalte enfraquecido e o aumento na resisténcia a acidos
através da aplicacéo topica de fluoretos (AMAECHI, HIGHAM, 2005). Entretanto os
resultados encontrados na literatura ainda sdo contraditérios. Enquanto a maioria
dos autores defende o efeito protetor do flhor tépico (WIEGAND; ATTIN, 2003;
AMAECHI; HIGHAM, 2005) outros ndo encontraram fundamento tedrico na

afirmativa (TEN CATE et al., 2003).
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A maior parte das pesquisas avalia compostos de flor que vem sendo
utilizados ha varios anos na prevencdo da cérie, como o fluoreto de sédio (NaF),
fluoreto de amina (AmF), fluoreto estanhoso (SnF») e o flior fosfato acidulado (APF).
Pesquisas com a utilizacdo de laser, principalmente o Nd:YAG, também vem sendo
realizadas com intuito de melhoria do efeito destes compostos fluoretados (RIOS et
al., 2009).

Vérios sdo os métodos utilizados para avaliacdo da perda de tecido dental por
erosdo. A perfilometria de superficie € o método quantitativo mais comum, tanto em
estudos in vitro, in situ € em modelos clinicos (SCHLUETER et al., 2011). Outros
métodos como a rugosidade da superficie e a microdureza também podem ser
vistos, principalmente este Gltimo. A Tomografia por Coeréncia Optica (TCO) é um
método com grande potencial de analise, mas que ainda nao foi proposto como meio
guantitativo eficiente de analise de superficies de esmalte erodidas. Métodos
gualitativos como a microscopia eletrbnica de varredura e a microscopia de forca
atbmica também sdo bastante comuns em estudos sobre perda erosiva em esmalte
dental.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho € avaliar o efeito
preventivo do laser Nd:YAG utilizado juntamente com um verniz fluoretado na
erosdo e o efeito do seu uso associado a um creme dental a base de NaF em
esmalte bovino, além de avaliar o efeito inibidor de diferentes cremes dentais a base
de NaF, SnF, e CPP-ACP frente ao processo erosivo. Junto a isso, verificar se a
tomografia por coeréncia oOptica (TCO) pode ser um método quantitativo a ser
utilizado para avaliacdo de erosdo do esmalte e caracterizar superficialmente os
efeitos preventivos e inibidores da erosdo através de microscopia eletrénica de

varredura.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Erosao dentéria

A erosao dentaria € definida como uma perda irreversivel do tecido duro
dental, devido a um processo quimico, sem envolvimento de microrganismos. A
erosdo se diferencia da atricdo a qual é caracterizada por um achatamento liso e
brilhante da superficie do dente afetado induzido pelo contato dente a dente, e da
abrasdo, que é o desgaste dentario causado por objetos introduzidos na boca
(ECCLES, 1982). No entanto, nem sempre € facil diferenciar estas lesGes por elas
frequentemente ocorrerem simultaneamente e em diferentes proporcdes (NUNN et
al., 1996).

O desenvolvimento da eroséo depende do tempo de duracéo e intensidade da
exposicao ao acido podendo ocorrer em qualquer superficie do dente. No entanto, a
distribuicdo da erosédo na denticdo € diretamente influenciada por fatores como a
taxa do fluxo salivar e a capacidade tampao da saliva que podem modificar o
processo erosivo (LUSSI et al., 2012). A erosdao se da através de uma continua
dissolucédo acida dos cristais de esmalte, amolecendo a superficie dentaria e sua
regido imediatamente abaixo, camada por camada, levando a uma perda
permanente de tecido dental (LUSSI, 2009; LUSSI et al., 2011). As lesdes erosivas
se caracterizam por apresentarem uma aparéncia polida, podendo ocorrer
desgastes em bordas incisais e cuspides e perdas nas superficies vestibulares
(DUGMORE; ROCK, 2004).

Os &cidos responsaveis pela erosdo da superficie dental podem ser de
origem intrinseca ou extrinseca. A erosao intrinseca seria provocada por acidos
endoégenos provenientes do refluxo gastrico, regurgitacdo crénica, alcoolismos e

distarbios do sistema nervoso como anorexia e bulimia (IMFELD, 1996). Em geral, o
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contetido acido gastrico pode causar lesbes erosivas aos tecidos duros dentais se
sua presenca na cavidade bucal for regular durante algum tempo (LUSSI et al.,
2011). Ja a eroséo extrinseca seria resultado da acédo de acidos exdgenos inclusos
em diferentes produtos e alimentos de uso da populagédo. Alimentos e bebidas
acidas, produtos de higiene bucal e formulagcbes medicamentosas que reduzam a
secrecdo salivar seriam alguns exemplos (LUSSI et al., 1996). Sucos de frutas,
refrigerantes e vinagre, por exemplo, compostas por acidos, como o citrico, fosférico,
acético, e fabricados com pH abaixo de 4.5, podem levar a um quadro erosivo
(LUSSI; JAEGGI; ZERO, 2004).

O processo erosivo pode ser dividido em dois estagios: um inicial, com uma
desmineralizacdo parcial e amolecimento da superficie, podendo teoricamente ainda
ocorrer nesta fase uma remineralizagdo e um segundo estagio, no qual o mineral
mais externo ao esmalte é totalmente perdido, ndo sendo possivel o reparo (LUSSI,
JAEGGI; ZERO, 2004). Sabe-se que o esmalte amolecido é bastante instavel sendo
assim susceptivel a riscos e danos (JAEGGI, LUSSI, 1999). Assim, em estagios
mais avancados, a continua exposicao a acidos e desafios mecéanicos e quimicos
leva a perda de superficie, através da dissolu¢cdo ou da abrasdo do fragil esmalte
amolecido superficial (SCHLUETER et al., 2011). No entanto, a perda de esmalte
causada pela escovacao depende do tempo decorrente entre o desafio erosivo e a
escovacao dentaria (JAEGGI, LUSSI, 1999), uma vez que neste intervalo pode
ocorrer uma remineralizacdo do mesmo.

A erosdo pode ser severa em pacientes com baixo fluxo salivar. A saliva
possui diferentes mecanismos de protecdo que podem entrar em acdo durante
mudancas acidas no meio bucal, tal como diluicdo do agente erosivo, neutralizacéo

e tamponamento de acidos e formacao da pelicula adquirida (ZERO; LUSSI, 2000).
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A pelicula adquirida € composta por glicoproteinas, proteinas, lipidios e diversas
enzimas (HANNIG; HANNIG; ATTIN, 2005), sendo um importante meio protetor uma

vez que age como barreira e membrana seletiva (HANNIG; BALZ, 1999).

2.2 Métodos preventivos e de tratamento

A melhor forma de proteger os elementos dentarios da acdo de acidos seria
através do tratamento e da eliminacdo dos fatores causadores (LUSSI; HELLWIG,
2006) como, por exemplo, a diminuicdo da ingestdo excessiva de alimentos e
bebidas potencialmente prejudiciais e o0 acompanhamento e tratamento das
diferentes desordens gastricas e alimentares. No entanto, a mudanca de habitos
alimentares e comportamentais € muitas vezes um desafio. Assim uma abordagem
diferente € necesséaria para a prevencao da erosdo dentaria, principalmente em
pacientes susceptiveis ao desenvolvimento da erosdo e para o alivio dos sintomas
naqueles que ja se encontram no quadro erosivo (HJORTSJO et al., 2009). Apesar
das controvérsias ainda existentes na literatura com respeito a efetividade do fltor
frente a erosdo dentaria (AMAECHI; HIGHAM, 2005), ha evidéncias de que o
mesmo possui efeito similar a sua acao contra a desmineralizacdo cariogénica no
fortalecimento do tecido dentario duro contra a erosdo dental. Além disso, o fluor
parece ser capaz de causar um reendurecimento da superficie de esmalte erodido e,
conseguentemente, aumentar a sua resisténcia a abrasdo (GANSS et al., 2001) e
conseguentemente a erosdo. Apos a aplicacao do agente fluoreto, a fluorapatita, que
€ menos soluvel que a hidroxiapatita, € formada (SHELLIS; DUCK-WORTH, 1994).
Além disso, ocorre uma precipitacdo de CaF, na superficie erodida e a formacéo de
uma camada protetora (GANSS, et al. 2004; GANSS; KLIMEK; STARCK, 2004). A
formacdo desta camada de CaF; e seu efeito protetor depende da concentracédo de

F, do pH, e do tipo de sal do agente fluoreto (SAXEGAARD, ROLLA. 1988). A alta
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concentracdo de agentes fluoretantes como vernizes e géis, tem demonstrado
aumento na resisténcia a abraséo e diminuicao dos processos erosivos no esmalte e
dentina em ensaios in vitro e in situ (GANSS, et al. 2004; LAGERWEIJ, et al. 2006).
No entanto, h& evidéncias de que a camada de CaF, formada a partir de aplicacées
de fluoretos tépicos pode ser dissolvida pela maioria das bebidas acidas (LARSEN;
RICHARDS, 2002).

Além dos compostos fluoretados ja estabelecidos como o NaF e o AmF que ja
vem sendo utilizados h& véarios anos na prevencao da carie, complexos de fluoretos
com metais polivalentes como titdnio, estanho, cobre, zinco, ferro e aluminio tem
sido investigados (SCHLUETER et al., 2009). O propésito € identificar novas
formulacdes e compostos que formem outros precipitados e apresentem diferencas
guanto a capacidade protetora. Varios autores vém demonstrando que agentes
como o tetrafluoreto de titanio, o fluoreto estanhoso e o fluoreto de sodio séo
capazes de reduzir a perda mineral do esmalte diante de um desafio acido (HOVE et
al., 2007, 2008; SCHLUETER et al., 2007, 2009).

O ion estanho € capaz de reagir com a hidroxiapatita na superficie do
esmalte, (WILLUMSEN, 2004) resultando na reducdo da sua solubilidade
(MOAZZEZ, 2004). Ha ainda indicacbes de que a deposicdo de estanho na
superficie do esmalte seja relativamente resistente a dissolucdo acida (MOAZZEZ,
2004). Mesmo na auséncia do flior o estanho tem se mostrado promissor. Uma
preparacdo de cloreto de estanho (SnCl,) reduziu a perda mineral erosiva em
esmalte em 70%, aproximadamente igual a uma solucdo de NaF (GANSS et al.,
2008). No entanto, ainda sabe-se pouco sobre o0 seu potencial anti erosivo e sua

interacdo com o tecido dentario.
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A caseina, uma fosfoproteina derivada do leite (AZARPAZHOOH; LIMEBACK,
2008), é outro agente que também vem sendo bastante estudado. O nano complexo
caseina fosfopeptidea (CPP) com fosfato de calcio amorfo (ACP) vem sendo
pesquisada ao longo dos anos e tem demonstrado propriedade preventiva e
remineralizadora no processo de cérie. A caseina € capaz de carregar ions fosfato e
de célcio para a superficie do dente, estimulando a remineralizagdo (REES; LOYN,;
CHADWICK, 2007). Em algumas pesquisas in vitro, o complexo CPP-ACP se
mostrou efetivo na prevencdo da erosdo (REES; LOYN; CHADWICK, 2007;
RANJITKAR et al., 2009; POGGIO et al., 2010).

De forma a melhorar a efetividade de diferentes compostos fluoretados na
erosao, a irradiagao a laser tem sido discutida como uma ferramenta adicional (RIOS
et al., 2009). Sabe-se que o laser Nd:YAG é capaz de provocar mudancas
estruturais e fisicas na superficie do esmalte através do derretimento e
recristalizacao dos cristais de hidroxiapatita (TAGOMORI; IWASE, 1995), diminuindo
0S espacos interprismaticos e consequentemente a difusdo de acidos, o que reduz
consideravelmente a desmineralizacdo (HOSSAIN et al., 2001). Junto a isso,
favorece a formacdo de pirofosfato, que € capaz de reduzir a dissolucdo da
hidroxiapatita (KWON et al., 2003). Diversos estudos ja demonstraram este efeito
favoravel do laser Nd:YAG na resisténcia acida do tecido dental duro (SOBRAL et

al., 2009; RIOS et al., 2009; CHEN; HUANG, 2009; MAGALHAES et al., 2011).

2.3 Métodos de avaliacao

Diversos modelos de estudo podem ser utilizados para a avaliacdo da eroséo
acida sobre os tecidos dentais duros. Mesmo o0s ensaios clinicos tendo uma
importancia fundamental no estabelecimento de evidéncia cientifica, estudos in vitro

e in situ sdo de grande importancia devido a necessidade de entendimento de
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particularidades envolvidas, delimitacdo de varidveis de interesse e validacdo de
métodos de analise, o que favorece a constru¢do do conhecimento do processo.

Pesquisas que avaliam formas de prevencdo da erosdo dental in vivo,
utilizando métodos intra-orais de medi¢cédo parecem ser o ideal, no entanto estudos in
Vivo ndo sdo capazes de alcancar medidas muito precisas de perda de tecido duro
dental, devido provavelmente a baixa acuracia dos métodos de avaliacdo
disponiveis para estes (HUYSMANS et al., 2011). Em contrapartida, modelos in situ
e in vitro conseguem fornecer dados significativos, refletindo o que realmente
acontece na cavidade oral, por disporem de tecnologias de avaliacdo da perda
tecidual mais precisas, além de possibilitarem uma efetiva padronizacdo do
experimento. Modelos in vitro sdo amplamente utilizados por serem passiveis de
comparagdo, uma vez que variaveis tais como a solugcdo erosiva, méetodo de
aplicacao, pH e temperatura sado cuidadosamente descritos e reproduziveis (WEST,;
DAVIES; AMAECHI, 2011).

A metodologia de analise dos resultados pode compreender métodos
guantitativos e/ou qualitativos e semiquantitativos. Dentre os métodos quantitativos,
podemos citar a analise quimica de minerais dissolvidos, andlise da dureza de
superficie através da micro e nanodureza, perfilometria e rugosidade superficial e o
uso da microrradiografia. Outros métodos também ja foram citados, apresentando
grande potencial de analise, entretanto necessitam ser investigados e validados
antes do seu emprego como instrumento de avaliac&do principal. S&o eles o uso do
QLF (quantitative light-induced fluorescence) e da Tomografia de Coeréncia Optica
(OCT - optical coherence tomography) (Schlueter et al., 2011). A Microscopia
Eletronica de Varredura (SEM - Scanning Electron Microscopy) € o método

gualitativo mais comum nestes tipos de estudo. Além deste, a Microscopia de Forca
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Atbmica (AFM — Atomic Force Microscopy) também pode ser vista em recentes
estudos.
Esta parte da revisdo elucidara aspectos dos métodos de avaliacdo utilizados

neste trabalho.

2.3.1 Perfilometria de superficie

A perfilometria de superficie € um método de avaliacdo capaz de quantificar a
perda de tecido dental em relagdo a uma area de referéncia ndo tratada e promover
informag6es sobre a rugosidade da superficie atraves de parametros R, e Ry (FIELD
et al., 2010). Para analise do perfil, partindo da area de referéncia para a erodida, a
superficie do espécime é escaneada utilizando um dispositivo de contato, com uma
ponta de aco ou diamante, ou ndo-contato, luz laser branca ou azul, gerando assim

perfis 2D (Grafico 1) ou 3D do espécime (SCHLUETER et al., 2011).
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Fig. 1 — Perfil 2D de espécime mostrando batente entre area de referéncia e erodida (arquivo

pessoal).

A perfilometria possui uma maior sensibilidade em superficie planas,
normalmente utilizadas em estudos in vitro, no entanto, este tipo de avaliagao
também pode ser realizada em superficies naturais (sem polimento prévio), apesar
da menor acuracia, tornando-a aplicavel em estudos de erosdo in vivo
(SCHLUETER et al., 2011). Apesar de ser uma técnica ja estabelecida na literatura e

considerada padrdo em estudos de erosdo, a perflometria possui como
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desvantagem a possibilidade de causar danos (riscos) a superficie devido ao
deslocamento da ponta mensuradora (perfilometria por contato) durante o

escaneamento (HEURICH et al., 2010) (Fig. 1).

Fig. 2 — Imagem de MEV mostrando riscos causados na superficie do esmalte pela perfilometria por
contato (arquivo pessoal).

2.3.2 Tomografia por Coeréncia Optica (TCO)

A tomografia por coeréncia 6ptica € um técnica interferométrica de alta
resolucdo capaz de gerar imagens de subsuperficie de espécimes de esmalte
(WILDER-SMITH et al., 2009). As primeiras aplicacbes da TCO nas ciéncias da
saude foram em oftalmologia, quando Huang et al. (1991) visualizaram, in vitro, a
area peripapilar da retina e a artéria coronaria. O sistema desenvolvido por Huang e
colaboradores baseou-se no interferdometro de Michelson e utilizou como fonte de luz
o diodo superluminescente de baixa coeréncia emitindo um comprimento de onda
médio de 830 nm.

O interferémetro de Michelson (Fig. 2) consiste em um interferdbmetro de
divisdo de amplitude. A luz proveniente da fonte chega a um divisor de feixe
(espelho semitransparente) onde é dividida em dois feixes: um dos feixes viaja até o
espelho movel e o outro, viaja até o espelho fixo (Qque em tomografia por coeréncia

Optica € substituido pela amostra a ser analisada). O feixe de referéncia viaja até um
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espelho mével, é totalmente refletido e volta em direcdo ao divisor de feixes. O feixe
da amostra € espalhado de acordo com a natureza do tecido, e alguns dos feixes da
amostra sao retroespalhados na direcdo da qual foram emitidos rumo ao mesmo
divisor de feixes. A luz é retroespalhada ao encontrar diferentes indices de refracéo
referentes a diferentes tipos ou estruturas teciduais (por exemplo, esmalte/dentina,
regido sadia/erodida) (FELDCHTEIN et al.,, 1998). No divisor, os feixes s&o
recombinados e focalizados para um fotodetector, onde qualquer grau de
interferéncia entre eles pode ser observado, gerando um “A-scan”. Uma sequéncia
de A-scans obtidos ao longo de uma linha gera o B-scan (Fig. 3), que nada mais &
do que uma colegdo de informacdes de uma “fatia” da amostra (FACAO, 1999;

BAUMGARTNER et al., 2000).

FC/APC

Broadband Fiber launcher
Source
850 nm

Reference arm
50:50

Spectrometer Fiber splitter

Polarization
controller

Detector

Sample arm

Fig. 3 - Modelo esquematico do sistema de Tomografia por Coeréncia
Optica (SD-OCT)

As primeiras aplicacbes em Odontologia datam de 1998 (COLSTON et
al.,1998) e, atualmente, tem sido utilizada para diversos fins, como avaliacdo da
interface de restauracbes (MELO et al., 2005; MONTEIRO et al., 2011), para o
diagnéstico de céarie (FREITAS et al., 2006; MAIA et al.,, 2010), para andlise de

materiais dentarios (KYOTOKU et al., 2007; BRAZ et al., 2008), deteccdo precoce
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de céncer oral (JUNG et al., 2005), deteccado de céries recorrentes e adaptacao
marginal de restauracbes (OTIS et al., 2000) e caracterizagdo de estruturas
periodontais (COLSTON et al., 1998; OTIS et al. 2000).

As principais vantagens do sistema de TCO sé&o o fato de ser uma técnica de
geragdo de imagens néo invasiva, ndo destrutiva, livre da emissdo de radiacéo
lonizante e quase em tempo real. A TCO utiliza Diodos Super Luminescentes (SLDs)
como fonte de luz. Este tipo de fonte produz luz com uma ampla gama de
comprimentos de ondas, e € o comprimento de onda que dita o espalhamento e,
portanto, a profundidade de penetracdo da técnica de imagem. Adicionalmente, o
comprimento de onda da luz também interfere na resolugdo da técnica
(BAUMGARTNER et al.,, 2000). A maioria das técnicas de TCO descritas para

tecidos dentérios utilizam comprimentos de onda de 840 a 1310 nm, resultando em

imagens com profundidade de 0,6 a 2 mm, respectivamente (BAUMGARTNER et al.,

2000).

Fig. 4 — Imagem 2D de uma “fatia” da amostra (B-scan) mostrando as diferencas entre o lado de
referéncia (esquerdo) e o lado erodido (direito) — (arquivo pessoal).

2.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) tem se mostrado essencial no
estudo ultraestrutural de tecidos duros dentarios submetidos a erosdo (SCHLUETER

et al., 2011). O MEV foi uma das primeiras técnicas de avaliagdo da
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desmineralizagdo dental e ainda continua sendo largamente utilizado. As imagens
produzidas por MEV possuem uma grande profundidade de campo podendo

produzir imagens 3D de alta resolucéo (FIELD; WATERHOUSE; GERMAN, 2010).

Fig. 5 — a Imagem MEV com elétrons secundéarios. b Imagem MEV com elétrons retroespalhados.
(Grupo controle)

O MEV convencional utiliza alto vacuo e o0s espécimes devem ser
previamente secos e metalizados com ouro, material que é altamente condutor
prevenindo o acumulo de carga eletrostatica (SCHLUETER et al., 2011). O padrao
da perda mineral pode ser visualizado por elétrons retroespalhados ou elétrons

secundarios (Fig. 4ap) (SCHLUETER et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito preventivo do laser Nd:YAG utilizado juntamente com um
verniz fluoretado na erosdo e o efeito do seu uso associado a um creme
dental a base de Fluoreto de sodio, além de avaliar o efeito inibidor de
diferentes cremes dentais a base de fluoreto de sédio (NaF), fluoreto de estanho
(SnF2) e nano complexo caseina fosfopeptidea e fosfato de célcio amorfo (CPP-

ACP) frente ao processo erosivo.

3.2 Objetivos especificos

> Analisar quantitativamente o efeito protetor dos diferentes agentes;

> Avaliar a rugosidade superficial das amostras antes e ap0s 0 ensaio erosivo;
> Caracterizar superficialmente o efeito preventivo atraves de imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV);

> Comparar a efetividade de analise quantitativa da TCO e da Perfilometria.
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4 METODOLOGIA

4.1 Locais de estudo

Este estudo experimental foi desenvolvido no Laboratério de Optoeletronica e
Foténica e na Oficina de Optica, do Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Pernambuco — UFPE, no Centro de Estudos e Pesquisa de Laser em
Odontologia — CEPLO — UFPE, no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
— CETENE e no Laboratério de Cominuicdo e Laboratorio de Quimica de Interfaces

do Departamento de Engenharia de Minas — UFPE.

4.2 Aspectos éticos

O presente trabalho foi submetido & apreciacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal de Pernambuco e aprovado sob o

protocolo n°® 23076.045898/2012-17.

4.3 Coleta e selecdo dos dentes bovinos

Foram utilizados incisivos bovinos recentemente extraidos, de animais
abatidos para consumo no matadouro publico do municipio do Paulista-PE. Uma
selecdo prévia foi entdo realizada selecionando-se os 60 melhores dentes,
eliminando-se aqueles com trincas, rachaduras e/ou manchas hipoplasica. Os
elementos dentarios foram desinfetados em solucdo de cloramina T 0,5%,
refrigerados por no minimo sete dias. Apos esse periodo, os dentes foram limpos
com o auxilio de curetas periodontais. Em seguida, foi realizada uma profilaxia com

pasta de pedra pomes e agua aplicada com escova de Robinson em baixa rotacao.
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4.4 Preparo dos espécimes

Fragmentos de pelo menos 4 mm X 4 mm foram obtidos da regi&o vestibular
mais plana da coroa (Fig. 6), através de seccbes no sentido cérvico-incisal e no
sentido mésio-distal, com o auxilio de disco diamantado dupla face (n.7016, KG
Sorensen, Cotia-SP, Brasil), acoplados em peca reta sob refrigeracdo. Todos os
fragmentos eram formados por uma camada de esmalte (superior) e uma camada de

dentina (inferior).

Fig. 6 — Fragmento da regido vestibular da coroa.

4.5 Confeccéo dos corpos de prova

Os fragmentos foram incluidos em resina acrilica, de forma a facilitar o
manuseio, polimento e as devidas andlises. Para isso foram confeccionadas
matrizes de silicone. Os fragmentos foram entédo fixados a uma placa de vidro com
auxilio de uma fita adesiva dupla face, sempre com a face de esmalte voltada para
baixo (Fig. 7a). ApGs a devida manipulagéo, a resina acrilica quimicamente ativada
foi vertida na moldeira de silicone (Fig. 7b) e o fragmento, fixado na placa de vidro,
vertido ao centro da moldeira (Fig. 7c). Um periodo de 15 minutos foi aguardado até

gue houvesse a completa polimerizacdo da resina. Em seguida, os corpos de prova
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foram separados da matriz e tiveram seus excessos das bordas removidos com
tesoura (Fig. 7d). Todos os corpos de prova permaneceram armazenados em
recipientes fechados umedecidos por gazes e agua destilada até o inicio da proxima

etapa.

Fig. 7 — Inclusdo dos espécimes em resina acrilica.

4.6 Planificagéo e polimento dos corpos de prova

Os corpos de prova foram levados a politriz (South Bay Technology, San
Clemente, EUA) tendo inicialmente suas bases planificadas para a eliminacdo de
possiveis basculas. A planificacdo da superficie do esmalte foi realizada com lixas
de 6xido de aluminio (Wetordry Paper 211Q, 3M, Brasil) de granulacao 600 por dois
minutos em baixa velocidade e com a lixa 1200 por trés minutos em alta velocidade,
sendo ambas sob refrigeracdo com agua. Em seguida, foi realizado o polimento da
superficie utilizando pano de metalografia SUPRA (Arotec, Sdo Paulo, Brasil)
umedecido com uma suspensdo de diamante de 1 um (Buehler, lllinois, EUA),

durante 3 minutos, em velocidade alta.
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Fig. 8 — Corpo de prova ao final das etapas de planificagdo e polimento

Entre cada etapa de polimento os corpos de prova foram levados a uma cuba
ultrassoénica contendo agua destilada por dois minutos, para impedir que 0s graos
das lixas interferissem na qualidade do polimento das lixas seguintes. Ao final do
polimento, todos os corpos de prova passaram por um banho final de dez minutos
também em cuba ultrassdnica com o objetivo de se retirar totalmente o excesso da
solucdo diamantada. Durante a realizacdo destas etapas prévias, todos 0s corpos de
prova foram mantidos em ambiente umido, com gaze umedecida em agua destilada.
Na Figura 8 podemos observar o aspecto final de um corpo de prova apos o

polimento.

4.7 Delimitacdo da face controle, Fixacdo e Organizacédo dos corpos de prova

Cada corpo de prova foi subdividido em duas partes, de modo que um dos
lados funcionou como uma superficie de teste e o outro como seu respectivo
controle (superficie de referéncia). Para isso, no lado controle, foi aplicada uma
camada de esmalte de unhas cosmético e uma camada de protetora de cera

pegajosa. Adicionalmente, foi aplicada uma camada de esmalte na face lateral do

y.change
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corpo de prova (sobre a resina acrilica) no mesmo lado da face de referéncia, para

facilitar a posterior identificacdo das superficies a serem avaliadas (referéncia e

0
|
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teste).

Fig. 9 - Organizacéo dos espécimes em tubos falcon.

Em seguida, todos os corpos de prova foram fixados em tampas de tubos

falcon de 50 ml por meio de um fio ortodéntico e resina acrilica (Fig. 9).

Tabela 1 — Especificacdes dos produtos utilizados.

Dentifricios
Agua, sorbitol, silics, glicerina, nitrato de potassio, PEG-6,
EURUN—. cocamidopropil betaina, sabor, goma xantana, sacarina N
sédica, diéxido de titanio, hidréxido de sédio, limonemo, EE= IS pgm ez (7
alcool anis.
Glicerina, silica hidratada, hexametafosfato sédico,
propileno glicol, PEG-6, lactato de zinco, agua, fosfato
Pro-Saude trisoédico, aroma, laurel sulfato de sédio, gluconato de SnFz — 1100 ppm de F
sédio, carragenina, diéxido de titanio/cera carnaulba, NaF — 350 ppm de F
sacarina sodica, goma xantana, Cl 74160.
Agua pura, glicerol, D-sorbitol, CMC-Na, Propileno glicol,
dioxido de silicone, diéxido de titanio, xylitol, acido
MI Paste Plus fosférico, codimentos, sacarina sédica, etil p- Aot irme s
hidroxibenzoato, propil p-hidroxibenzoato, butil p- NaF =900 ppm de F
hidroxibenzoato
Verniz Fluoretado
Colofonia, alcool etilico, goma-laca, mastica, sacarina,
NaF - 22.600 ppm de F

Duraphat
aroma, cera branca de abelha.

O
) "«
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Os espécimes foram divididos aleatoriamente em 6 grupos (n=7): NC —
controle negativo (sem tratamento); LV — Laser Nd:YAG (Fidelis 1ll Plus, Fotona,
Slovenia) + verniz de NaF (Duraphat-Colgate, S&o Paulo, Brasil); LV/NaF — Laser
Nd:YAG + verniz de NaF (Duraphat) + Pro-esmalte (Sensodyne, Brasil); NaF — Pro-
esmalte; SnF,/NaF — Pro-Saude (Oral B, Alemanha); CPP-ACP/NaF — MI Paste Plus

(GC, Japéo).
4.8 Etapa Experimental

Anteriormente ao ensaio de ciclagem, as amostras dos grupos LV e LV/NaF
foram submetidas a irradiacédo a laser de Nd:YAG (Fidelis 11l Plus, Fotona, Eslovenia)
pertencente ao CEPLO — UFPE. Primeiramente as amostras foram cobertas por uma
pasta fotoabsorvente de carvao (Fig. 10a), formada por particulas de carvdo de 10
um de diametro diluidas em partes iguais em peso de agua deionizada e etanol
99%. A pasta de carvao é utilizada como um meio fotoabsorvente, uma vez que o
comprimento de onda do laser Nd:YAG (A = 1064 nm) nao é eficazmente absorvido
pelo esmalte dentario. As amostras foram irradiadas por duas vezes de 15 segundos
a uma frequéncia de 10 Hz e uma poténcia de 1 W em contato com a amostra

(141,5 J/cm?) (Fig. 10b).

Fig. 10 — a. Superficie teste coberta pela pasta de carvao. b. Irradiagdo a laser do corpo de

prova.
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Apos a irradiagdo as amostras foram lavadas com &gua destilada por 15
segundos e secas com jatos de ar. Nesse momento foi aplicada uma camada de um
verniz fluoretado (Duraphat — Colgate — NaF 5%), com o auxilio de um microbrush,
sobre a area que foi irradiada anteriormente (Fig. 11). O verniz foi deixado sob acéo
por um periodo de 4 horas, conforme recomendacdo do fabricante. Apés este, o
mesmo foi removido com um lenco de papel embebido de alcool 99%. Em seguida,
as amostras foram lavadas com agua destilada e armazenadas em saliva artificial
24hrs/37°C juntamente com 0s outros grupos antes do inicio da ciclagem. A saliva
artificial com pH 7 foi manipulada de acordo com a seguinte formulacéao: Cloreto de
calcio 0,2205¢, Cloreto de potassio 3,725g, Fosfato de potassio dibasico 0,1278g,
Hidroxipropilmetilcelullose 0,4% e agua purificada em quantidade suficiente para

(g.s.p.) 100 ml (Roval Farmacia de manipulacéo, Recife-PE).

Fig. 11 — Superficie teste coberta por verniz fluoretado.

Passado este periodo, os espécimes foram lavados com agua destilada e
tiveram seu excesso removido com papel absorvente. Em seguida, foram
submetidos a ciclagem erosiva, realizada em tubos falcon conforme cada grupo

experimental. Ver grupos experimentais na Tabela 2.
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Tabela 2 — Grupos experimentais e seus respectivos tempos de desmineralizacdo e tratamento por
dia

TEMPO DE
TOTAL - TEMPO DE TRATAMENTO
DESMINERALIZACAO

DE DIAS (DENTIFRICIO) POR DIA
POR DIA

Controle Negativo (NC) 5 x 3min
2 Laser + Duraphat (LV) 7 5 x 3min --
3 Laser + Duraphat + Pro- 7 5 x 3min 2 X2 min
esmalte (LV/NaF)
4 Pro-esmalte (NaF) 7 5 x 3min 2 X2 min
5 Pro-Saude (SnF»/NaF) 7 5 x 3min 2 X2 min
6 MI Paste Plus (CPP- 7 5 x 3min 2 X2 min
ACP/NaF)

Seguindo os parametros previamente delineados, cada ciclo foi composto de:
- Desmineralizacdo em 25 ml de solugédo de Acido Citrico 0,5% por 3 minutos;
- Lavagem com &gua destilada por 30 segundos e remocdo do excesso de
umidade com papel absorvente;
- Tratamento com cremes dentais por 2 minutos nos grupos LV/NaF, NaF,
SnF,/NaF e CPP-ACP/NaF ap6s a primeira e a Ultima solugéo erosiva do dia;
- Remineralizacdo em 25 ml de saliva artificial por 60 min a 37 °C;
- Lavagem com &gua destilada por 30 segundos e remocdo do excesso de
umidade com papel absorvente;
Os cremes dentais foram diluidos em agua destilada na proporgdo de 3:1 em
peso para serem utilizados. ApOs cada dia de ciclagem, os espécimes passaram 0
periodo noturno (overnight) em saliva artificial a 37 °C. Ao inicio de cada dia de
ciclagem, todas as solu¢fes foram renovadas. Ao final de toda a ciclagem, no dltimo
dia, os espécimes permaneceram as Ultimas 12 horas em saliva e entdo foram
lavados em agua destilada por 30 segundos e armazenados em ambiente Umido até

0 momento dos testes.
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4.9 Caracterizagao Superficial

Para a realizacdo dos testes, a camada de cera e esmalte sobre a superficie
de referéncia foi cuidadosamente removida com auxilio de uma |lamina de bisturi
n.15 aplicada nas margens desta camada de forma a facilitar o descolamento
através de pincas clinicas. Lencos umedecidos em &lcool 99% foram utilizados para
a remocdo de possiveis resquicios de esmalte de unha sobre os espécimes. Todas
as amostras foram cuidadosamente observadas em microscépio Optico para a

observacéo destes possiveis resquicios.

4.9.1 Tomografia de Coeréncia Optica (TCO)

A profundidade de desgaste foi determinada através da obtencdo de imagens
2D obtidas de montagem comercialmente disponivel (Spectral Radar SR-
OCT:0OCP930SR/ Thorlabs, New Jersey, USA). Nesta montagem, a fonte de luz
consiste num diodo superluminescente (SLD) com comprimento de onda central de
930nm. Este sistema € composto de trés partes principais: uma peca de mao
(scanning probe), uma unidade base e um computador. A unidade base contém
fonte de luz (SLD). Um adaptador de fibra 6ética é utilizado para direcionar a luz do
SLD ao interferémetro de Michelson, que se encontra localizado no interior da peca
de méo (scanning probe). A luz refletida pela sonda e pelo espelho de referéncia é
recombinada através de uma mesma fibra Otica até o espectrdmetro e sensor de
imagem localizado na unidade base. Esta unidade, apresenta-se conectada a um
computador o qual é equipado com dois cartdes de aquisicdo de dados de alta
performance. Toda a aquisicdo de dados assim como 0S processamentos
necessarios € realizada via software especifico. A maior profundidade deste sistema

€ de 1.6 mm e em largura é de 6.0 mm, com uma resolucéo axial de 6.2 pum.


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Fig. 12 — TCO realizando leitura de corpo de prova

Apoés a secagem dos espécimes, os mesmos foram posicionados na mesa de
trabalho, com o auxilio da camera CCD acoplada ao sistema e o trasladador
micromeétrico nos eixos X, Y e Z, de forma que a interface entre a superficie sadia e
erodida ficasse perpendicular a linha de varredura (Fig. 12). Para todas as amostras,
a varredura foi realizada da superficie erodida para a superficie de referéncia,
observando a marcacao feita com esmalte na lateral do corpo de resina acrilica.

De forma a garantir uma média de perda mineral, foram realizados um total de
cinco varreduras 2D de 5 mm no eixo Y, transladando no eixo X uma distancia de
0,5mm entre cada imagem. Desta forma, de cada amostra foram obtidas imagens
transversais simultdneas de ambas as superficies (erodida e referéncia), o que
permitiu a visualizagdo das modificagOes estruturais comparativas de acordo com o
comportamento da luz ao retornar do tecido sadio e erodido. Essa andlise de
caracterizacdo estrutural foi complementada através das imagens obtidas no modo
3D (Ganymede Spectral Domain SD-OCT/ Thorlabs, New Jersey, USA),

comparando a reflexdo nas imagens en-face das interfaces.
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Considerando que a imagem de TCO é gerada a partir dos picos de reflexdo
no tempo, pode-se mensurar distancias com resolugdo em torno de 6 pm. Desta
forma, em um segundo momento, 0s cortes transversais 2D foram avaliados com o
auxilio do programa de processamento e analises em JAVA (Image J — image
processing and analysis in JAVA). As imagens foram colocadas em escalas de alta
resolucdo, sendo possivel mensurar a discrepancia da possivel perda mineral
ocorrida na superficie submetida ao teste erosivo, tendo como referencia a altura da
superficie sadia. A mensuracdo do possivel batente foi realizada nas 5 imagens
transversais obtidas de cada corpo de prova, por dois avaliadores previamente
calibrados, e a média da profundidade, representa o desgaste calculado em

micrometros.

4.9.2 Perfilometria por contato

Estas analises foram realizadas através de rugosimetro (SJ-400, Mitutoyo,
Japao) conectado a um microcomputador com o software SURFPACK — SJ Version
1.300. A andlise do desgaste sofrido pela superficie teste em relacdo ao lado
controle (protegido pelo esmalte de unha) foi realizada através da avaliagdo do perfil.
Apoés a remocao dos corpos de prova do ambiente imido, os mesmos foram secos
de forma suave com papel absorvente e fixados sobre uma placa de vidro. Cinco
leituras foram realizadas em cada fragmento da superficie de referéncia (lado
controle), atravessando a superficie exposta (lado experimental), percorrendo um
total de 2,5 milimetros, com resolucéo transversal de 1 um (Fig. 13).

Os dados dos perfis foram salvos como arquivo .xcls, e reanalisados através
da plotagem do grafico do perfil através do software Origin 8.0 (Microcal Software

Inc, Northhampton, USA). A média da profundidade de desgaste foi obtida pela
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distancia em micrdometros entre a regressao linear da superficie de referéncia e um

ponto médio da regresséo linear da superficie erodida.

Fig. 13 — Perfildmetro realizando leitura de corpo de prova

Para a afericdo da rugosidade superficial, dois tracos perfilométricos foram
realizados em cada lado do espécime percorrendo um total de 2,4 mm, com cut-off
de 0.25 mm. O parametro considerado para analise estatistica foi 0 Ra (Rugosidade

Média).

4.9.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Dois espécimes de cada grupo foram escolhidos aleatoriamente e novamente
imersos em solucdo de acido citrico 0,5% durante 2 minutos e entdo levados ao
ultrassom por 3 minutos, lavados com agua destilada por 1 minuto e secos. Os
espécimes foram entdo montados em stubs, e, em seguida, metalizados com ouro
(Sputter Coater SCD 050 Bal-Tec). A superficie de esmalte foi analisada por meio de
Microscopio Eletrébnico de Varredura (FEI, Quanta 200 FEG, Oregon, USA),
localizado no CETENE com 10000x de aumento no modo elétron secundario (SE).
As imagens obtidas foram avaliadas qualitativamente de forma a observar as

alteragOes provocadas pela eroséao.
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4.10 Avaliacéo estatistica

Os dados foram tabulados em planilha Excel (Microsoft Office 2007) e
analisados no programa SPSS na versédo 13 (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, USA). Foram obtidas medidas estatisticas e aplicado o teste de
Komogorov Smirnov para avaliagdo da normalidade dos dados. O teste de Wilcoxon
foi realizado na comparagéo de diferentes momentos, o teste de Mann-Whitney para
comparagdo entre as técnicas e o teste ANOVA para comparacao entre 0S grupos.

Todos os testes foram aplicados com 95% de confianga.
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Abstract

The aim of the study was to evaluate the preventive effect of Nd:YAG laser used in
conjunction with a fluoride varnish on erosion and effectiveness of its association with
the use of a NaF-toothpaste, besides evaluate the inhibitory effect of different
toothpastes (NaF , SnF2 and CPP-ACP) against the erosive process. Along with this,
verify that the optical coherence tomography (OCT) is a quantitative method to be
used for assessment of enamel erosion. Specimens were randomly allocated into
one of the 6 experimental groups (n=7): Preventive groups: NC — negative control (no
treatment); LV — Nd:YAG laser + NaF varnish; LV/NaF — Nd:YAG laser + NaF
varnish + Pro-esmalte (NaF); NaF — Pro-esmalte; SnF,/NaF — Pro-Saude; CPP-
ACP/NaF — MI Paste Plus. The LV/NaF and LV groups were irradiated with Nd: YAG
laser (10 Hz, 1W, 141,5 J/cm?) for 30 sec and then fluoride varnish was applied for 4
hours. The erosive cycling was performed in a solution of citric acid 0,5% (pH 2,6) 5 x
3 min daily, followed by exposure to toothpaste for 2 minutes after the first and last

cycling of each day in all groups, except for LV and NC groups. Quantitative analysis
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was performed by using contact profilometry and optical coherence tomography,
complemented by qualitative analysis of scanning electron microscopy. Among the
methods tested, the combination laser / varnish / pro-enamel proved a good
preventive strategy, with greater lowering effect of mineral loss. Among the
toothpaste in both quantitative methods of evaluation, CPP-ACP/NaF was showed
the lowest reducing effect of erosion, however the toothpaste-based SnF2/NaF
showed good results. Both evaluation methods were effective, with no significant

statistical differences.

Corresponding Author: Graduate Student Patricia Fernandes Cassimiro da Silva, Universidade
Federal de Pernambuco, Physics Departament, Av. Prof Luis Moraes Rego, S/N, Cidade Universitaria,

Recife, Pernambuco, Brazil. CEP 50670-901; e-mail: patfcs@gmail.com; Fax: +55-81-32710359

Introduction

The structure of enamel is composed of crystalline calcium phosphate prisms,
known as hydroxyapatite. In contact with several acids, the hydroxyapatite is easily
disintegrated into calcium, phosphate and hydroxyl ions [Hichs, Garcia-Godoy and
Flaitz, 2004]. Because there is no cell in its composition, the enamel of adults has no
biological means of repairing any damage suffered in its structure. Thus, any form of
compensation can only be performed by external means [Poggio et al., 2010].
Different approaches to prevention and treatment of enamel erosion have been
discussed [Amaechi and Higham, 2005], and despite the controversy in the literature,
the most recommended method for inhibiting demineralization and increasing the
acid resistance seems to be the frequent use of fluoridated compounds [Wiegand

and Attin, 2003].


mailto:patfcs@gmail.com
tel:%2B55-81-32710359
http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Many studies investigated the protective effect of fluoride on erosion using
fluoride compounds widely used in caries prevention as NaF, AmF, SnF, or
acidulated phosphate fluoride [Magalhdes et al., 2008a]. Due to its ability to adhere
to the tooth surface and form reserves of calcium fluoride, fluoride varnishes may be
more effective when compared to other administration forms [Vieira et al., 2007], but,
normally, they can only be administrated by dentists. According to Ganss et al. [2004]
the frequent use of high amounts of fluoride seems to be the most effective
procedure for the treatment of erosion. Thus, toothpastes used continuously a few
times a day by the patient also seems to be an effective treatment.

Recent studies have shown some effect of NaF toothpastes [Ganss et al.,
2011], but the Sn-containing toothpastes appears to be more effective than
conventional NaF toothpastes [Hooper et al., 2007]. Tin has the ability to react with
and modify the tooth surface making it more resistant [Schlueter, Klimek and Ganss,
2009a]. Several studies have been conducted on treatments with stannous ions
combined with fluoride toothpastes and have shown very promising results [Young et
al., 2006; Hooper et al., 2007; Ganss et al., 2011; Ganss et al., 2012].

In recent vyears, research has also been performed using casein
phosphopeptide/amourphous calcium phosphate (CPP-ACP) to reduce erosion in
tooth surfaces [Ress, Loyn and Chadwick, 2007; Poggio et al., 2009; Wegehaupt and
Attin, 2010], and some studies showed a protective effect of CPP-ACP toothpastes
against erosive [Rees, Loyn and Chadwick, 2007; Poggio et al.,, 2010] and
erosive/abrasive tooth wear [Ranjitkar et al., 2009]. Casein is a phosphoprotein
derived from milk [Azarpazhooh and Limeback, 2008] and is capable of carrying ions
of calcium and phosphate to the tooth surface, stimulating remineralization [Rees,

Loyn and Chadwick, 2007].
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Application of high-intensity (~100-200 J/cm?) laser radiation could be another
way for preventing dental erosion by improving the effect of different fluoride
compounds [Rios et al., 2009]. Several studies demonstrate the favorable effect of
Nd: YAG laser on acid resistance of the hard dental tissue [Magalhdes et al., 2008b,
2011; Rios et al., 2009]. The Nd:YAG laser is responsible for melting the enamel
surface, which reduces the diffusion acids [Hossain et al., 2001].

Preventive and/or interceptive effects can be studied by several qualitative and
gquantitative methods. Quantitative methods such as roughness, microhardness and
profilometry are widely used, the latter being the most common [Schlueter et al.,
2011]. Optical techniques seem to be an option for non-destructive analyses and the
optical coherence tomography (OCT) is a technique with great potential for analysis
that has been used in dentistry, including the assessment of incipient caries lesions
[Maia et al., 2010]. The OCT is an imaging method capable of producing high
resolution cross-sectional images of tissue and is based on the coherence features of
photons [Freitas et al., 2006]. However, this technique still has to be implemented as
a means of surface analysis enamel eroded. Qualitative methods such as scanning
electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM) are also quite
common in these studies.

The aim of this study was therefore to test the efficacy of different toothpastes
containing NaF, SnF or CPP-ACP with respect to their potential for inhibiting erosion
and the preventive effect of the use of Nd:YAG Laser along with a NaF varnish
associated a NaF toothpaste. Besides, check that the OCT can be a quantitative
method to be used for assessment of enamel erosion and examining the enamel

surface eroded by scanning electron microscopy.
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Materials and Methods

Specimen Preparation

Forty two specimens were prepared from freshly bovine lower incisors that
were visually examined to confirm the absence of physical damage such as surface
texture or cracks. Teeth were sectioned at the enamel/cementum junction with a
water-cooled diamond disc. Longitudinal and horizontal sections were performed at
the flattest area of the crown in order to obtain specimens of of at least 4 x 4 mm. To
facilitate the handling of the specimens throughout the experiment, specimens were
inserted in acrylic resin. The outer surface of the enamel specimens were then
grounded flat with water-cooled sandpaper of decreasing grit (600, 1200) and
polished with a metallographic polishing cloth (SUPRA — Arotec, Sado Paulo-SP,
Brazil) moistened with 1um diamond polishing suspension (Buehler, lllinois, EUA).

For each specimen, half enamel surface was protected with cosmetic nail
varnish and a sticky wax layer. This procedure ensured the establishment of a
reference surface for further evaluation of enamel loss. To avoid dehydration,
specimens were then stored in a moist environment/ 37°C until the beginning of the
experiment.

Specimens were randomly allocated into one of the 6 experimental groups
(n=7): NC — negative control (no treatment); Preventive groups (samples were
irradiated previously the erosion cycle): LV —Nd:YAG Laser (Fidelis 11l Plus, Fotona,
Slovenia) + NaF varnish (Duraphat-Colgate, Sdo Paulo, Brazil, 5 % NaF (22.600 ppm
of F), pH 4.5; LV/INaF — Nd:YAG Laser + NaF varnish + Pro-esmalte (Sensodyne,
Brazil, NaF — 1425 ppm of F); Interceptive groups (samples were exposed to

fluoride toothpaste after the erosion cycle began): NaF — Pro-esmalte; SnF,/NaF —
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Pro-Saude (Oral B, Germany, SnF, — 1100 ppm of F and NaF — 350 ppm of F); CPP-

ACP/NaF — MI Paste Plus (GC, Japan, 10% CPP-ACP and NaF — 900 ppm of F).
Nd:YAG laser treatment and Fluoride varnish application

Before each laser irradiation, a very thin layer (~100um) of a photoabsorber
coal paste was applied over the enamel surface with a microbrush. This paste
contained 10 um coal particles diluted in equal parts of deionized water and 99%
ethanol [Boari et al., 2009]. Two irradiations of 15 seconds were then performed in
each specimen of the groups LV and LV/NaF with a Nd:YAG laser (1064 nm, 10 Hz,
1 W, 141.5 J/cm?) by one previously calibrated operator, using contact mode with the
fiber optics (300 mm in diameter) positioned perpendicular to the substrate. The
specimens were then rinsed with distilled water for 1 min and dried with air jets
before applying the fluoride varnish.

The varnish was applied in a thin layer using a microbrush. After 4 h, the
varnish was carefully removed using scalpel blade and alcohol 99%, taking care to
avoid touching the enamel surface. Specimens were then stored in artificial saliva for
24 h before the beginning of erosive challenge. The artificial saliva was composed of
calcium chloride 0.2205 g, potassium chloride 3.725 g, potassium phosphate dibasic

0.1278 g, hidroxipropilmetilcelullose 0.4% qg.s.p 1000 ml.
Erosive cycling

Over a 7-day experimental period, the enamel specimens were submitted to a
cyclic de- and re-mineralization. The erosive demineralization was performed 5
times/day, for 3 min in 25 ml citric acid 0,5% (pH 2.6). After each cycle, specimens
were rinsed with distilled water for 30 s and stored in 25 ml artificial saliva for 1 h.

The group NC was only submitted to a cyclic de- and re-mineralization. After the first
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and the last cycle of the day, the specimens from groups LV/NaF, NaF, SnF,/NaF
and CPP-ACP/NaF were covered with 3 ml of their corresponding toothpaste slurries
group for 2 min. Toothpaste slurries were obtained by dilution in distilled water,
always following a 3:1 in weight proportion. After remineralization, specimens were
rinsed with distilled water for 30 s. After the last cycle, specimens were stored in
37°C artificial saliva overnight. At the end of the last day the specimens were stored
in artificial saliva for 12 h and then rinsed with distilled water for 30 s and stored in

moist environment.

Tissue loss measurement

The nail varnish/ sticky wax were removed from the reference areas with the
aid of alcohol 99% and soft paper tissues. During removal, specimens were observed

under a stereomicroscope (50x) for checking the complete removal of this layer.

Optical Coherence Tomography (OCT)

An scanning surface was obtained using the Optical Coherence Tomography
(OCT) from commercially available system (Spectral Radar SR-OCT:OCP930SR /
Thorlabs, New Jersey, USA). Specimens were positioned on a manual stage that
allow XYZ translation. A scanning line of 6mm was obtained including interface of the
reference surface and treated-eroded surface of each specimen, resulting in five 2D
images, at intervals of 0,6mm. Cross sections images obtained by OCT (Fig 1a),
were processed, scaled and a LUT tool, called edges was applied to image to allow
better definition of surface reflections (Fig 1b). To better analyze the interface area, a
zoom was added to the image for measurements (Fig 1c) by public JAVA domain
Image J. The discrepancy between the height of the reference surface and the

treated-eroded surface was measured. A bar tool promotes the measurement of
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length that represents the step of mineral loss between referred surface, and the

average depth of wear was calculated for each specimen (um).

RS- RP g SO Al

Fig. 1 — Example of an OCT image profile analyzed. The total distance used as reference to get value
of step was 3mm, meaning 1,5 mm of each surface. For measurement of tissue loss, the box tool
helps to identify the distance between both superficial faces

Profilometry

This analysis was performed using profilometer (SJ-400, Mitutoyo, Japan)
connected to a PC with the software SURFPACK — SJ Version 1.300. Five readings
were performed on each fragment from the reference to the treated-eroded surface
of the specimen, covering a total of 2,5 mm. The average depth of wear was
obtained by the distance in micrometers between the linear regression of the
reference surface and a midpoint of the linear regression of the treated-eroded
surface.

To measure the surface roughness, two traits were conducted in a
representative line of 2 mm of each specimen. The parameter used was the Ra

(roughness average).
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Scanning Electron Microscopy (SEM)

Two specimens of each group were randomly selected and again immersed in
citric acid for 1 x 2 min and then taken sonicated for 3 min with ultrasound bath,
rinsed with distilled water for 1 min, dried and lightly gold-sputtered [Ganss et al.,
2008]. Representative eroded areas of the surfaces were analyzed in a scanning
electron microscopy (SEM; FEI Company, Quanta 200 FEG, Oregon, USA). Images

were obtained using a secondary electron detector with an increase of 10000 x.

Statistics

Data were organized into an Excel spreadsheet (Microsoft Office 2007) and
analyzed using SPSS 13.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago,
USA) for Windows. Statistical measures were obtained and Komogorov Smirnov test
was used to assess the normality of the data. The Wilcoxon test was performed to
compare different times, the Mann-Whitney test to compare the techniques and
ANOVA test for comparison among groups. All tests were applied with 95%

confidence.

Results

Table 1 reports data of roughness obtained through the erosion cycling
process. There was a significant increase of roughness in all groups. However
groups irradiated by laser (LV and LV/NaF) showed significantly difference from all
the others.

There was no statistical difference between the two measurement techniques

of mineral loss (Table 2). However, differences were observed among groups,


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

independently of the evaluation method used (p < 0,001). In both methods of

evaluation the group CPP-ACP/NaF (Ml Paste Plus) had the lowest protective effect.

Table 1: Mean roughness values and standard deviations of surfaces.

Roughness
. . p-
Groups Initial Final value*
Mean + SD Mean + SD
NC 0,11 £ 0,02 0,43+0,12 0,018
LV 0,07 £ 0,02 1,62 +0,29°2 0,018
LV/NaF 0,16 +0,17 0,92+0,40% 0,028
NaF 0,17 £ 0,09 0,43 +£0,09 0,018

SnF,/NaF 0,11 + 0,03 0,45+0,13 0,018
CPP-ACP/NaF 0,09 +0,03 0,45+0,18 0,018

(*) Wilcoxon Test
(a) Statistical difference comparing to all other groups;

Table 2: Mean of mineral loss values and reduction relative to control evaluated by OCT and
Profilometry.

Method of Evaluation

Groups OCT Profilometry p-value*¥
Reduction Reduction
Mean + SD relative to Mean + SD relative to
control control
(%) (%)
NC 14,14 £ 6,05 a - 17,18 £3,38 a - 0,225
CPP-ACP/NaF 10,98+2,42ab 22,35% 9,03+154b 47,44% 0,225
NaF 8,02 £ 2,43 bc 43,3% 8,25 + 2,21 bc 52% 0,848
LV 7,53 +2,21 bc 46,74% 8,59 +4,16 bc 50% 0,848
LV/NaF 6,25 + 1,04 bc 55,8% 441 +2,44 c 74,33% 0,180
SnF,/NaF 5,11+2,37cC 63,86% 6,39 £ 1,39 bc 62,8% 0,338
p-value**€ < 0,001 ** < 0,001 **

(*) Mann-Whitney Test

(¥) Comparison between means of the types of techniques

(**) ANOVA

(€) Comparison between groups

The same letters indicate significant differences within columns.

Between the preventive methods, LV/NaF group (Nd:YAG Laser + fluoride
varnish + Pro-esmalte) showed an improved preventive effect of erosion compared to
the LV group (Nd:YAG Laser + fluoride varnish) by profilometry method, but by OCT
there were no statistical differences between these groups. Among the interceptive

methods, OCT and Profilometry showed similar results with statistically significant
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differences only between the groups SnF,/NaF (Pro-Saude) and CPP-ACP/NaF (Ml

Paste Plus). The CPP-ACP/NaF was presented the lowest reducing effect of erosion.

Fig. 2 — SEM of the specimens after the erosion cyclic and treatments. A Negative Control. B Pro-
esmalte. C Pro-Saude. D MI Paste Plus. E Nd:YAG Laser + Duraphat. F Nd:YAG Laser + Duraphat +
Pro-esmalte.

SEM revealed a typical erosion pattern in the negative control group (Fig. 1a).
The toothpastes showed a degree of protection, Pro-Saude (Fig. 1c) and Pro-
esmalte (fig. 1b) seem to contain precipitates in their surfaces. However, surfaces
treated with Ml Paste Plus (Fig. 1d) seem to contain amorphous substance in their
surfaces. Craters formed by the action of laser can be observed in Fig. 1e (Nd:YAG
Laser + Duraphat), but these seem to be covered by precipitates of Pro-esmalte

association, in Fig. 1f (Nd:YAG Laser + Duraphat + Pro-esmalte).
Discussion

In the present study, as several other studies [Rios et al., 2009; Sobral et al.,
2009; Wiegand et al., 2009; Kato et al.,, 2010], bovine enamel was used as

substitutes for human teeth for erosion tests. The main reason for using them is that
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bovine teeth usually stem from the same region with similar genetic lineage and
nutrition [Wegehaupt et al., 2008]. Furthermore, bovine teeth do not suffer from
caries and do not have history of fluoridation [Wegehaupt and Attin, 2010].

The loss of enamel surface was measured in this study by the use of
profilometry and optical coherence tomography (OCT). The profilometry is a
guantitative method that has been used in several erosion studies and is considered
the standard for evaluation of tissue loss. The OCT is an interferometric technique
capable of generating high resolution images of the subsurface enamel specimens,
besides being a noninvasive and nondestructive technique, free emission of ionizing
radiation and near real-time. However, is still a new method for quantitative
assessment of tissue loss caused by erosion, since only a few studies have used
OCT with this goal [Wilder-Smith et al., 2009]. In this study, it proved to be effective,
with no significant difference from profilometry in the present study.

The present in vitro study was performed with citric acid, which is common in
beverages, yielding tissue loss in the order of 14um detected by OCT and 17um
detected by profilometry in the negative group. According to Ganss et al. [2012], a
tissue loss in the order of 10-15 pum is suitable to a good differentiation of effects,
being the results of this study within an acceptable limit.

This study proposed to compare groups of two therapeutic methods for dental
erosion: a preventive method and an interceptive method. The experimental groups
named as “preventive” encompassed preventive actions performed before samples
submission to an erosive agent (Nd:YAG laser and fluoride varnish — NaF) and also
their use in association with a NaF-toothpaste. In these groups, the aim was to
evaluate the preventive effect of the laser with the use of a varnish and observe

whether the associated use of toothpaste improves the protective effect. The
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protective effect of Nd:YAG laser irradiation against demineralization has showed
promising results [Rios et al., 2009; Magalh&es et al., 2011]. According to Zezell et
al. [2009] the laser irradiation can significantly alter the permeability, crystallinity,
acid-solubility of enamel, and cause an increase of its resistance to demineralization.
Furthermore, the absorption of fluoride is improved by laser irradiation [Tagomori and
Morioka, 1989]. In an in vitro study with bovine teeth, Sobral [2009] verified that
Nd:YAG laser and fluoride were capable of increasing enamel resistance to citric
acid.

As Nd:YAG laser has low absorption by the enamel structure, a coal paste
was used like a photoabsorber [Boari et al., 2009], in order to allow a better
absorption of the laser by enamel in order to assure enamel melting. For this, an
energy density per pulse of 141,5 J/cm® was used. Both preventive groups have
proved effective in preventing erosion, confirming the effectiveness of the laser
already reported by other authors. Analyzing mineral loss by profilometry, it was
verified that the addition of NaF-toothpaste produced a protective effect of about 49%
higher. Although OCT images analyzis couldn’t detect statistical differences between
the groups LV and LV/NaF, they still managed to show that the pretreatment with
laser and fluoride varnish associated with NaF based toothpaste was 20% more
effective in preventing erosion than just the use of laser and varnish when compared
to negative control. Thus, it is clear that the preventive action of Nd:AYG laser plus
fluoride varnish by a dentist can be significantly improved through the associated use
with an anti-erosive toothpaste. The NaF-toothpaste was chosen to enclose the
same fluoride of Duraphat varnish.

However, contrary to expectations, can not be observed features regions of

melting on the enamel surface. The damage suffered by enamel after laser irradiation
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with the formation of craters can be noticed in LV group. It can be note the difference
between the surfaces of the two preventive groups in the SEM images. In the image
of the LV/NaF group it may be noted that such damage was covered by a coating,
possibly due to the use of NaF-toothpaste.

It was found that the erosive cycling significantly increased surface roughness
of all groups. However, surfaces that were previously submitted to laser treatment
also showed statistical differences. The group that was associated with the use of the
NaF-toothpaste showed a significantly lower roughness than the group without, it
probably due to the deposition of a protective layer on the enamel surface formed by
CaF, and Na' ions, that was possibly facilitated by surface roughness caused by
laser.

The NaF-toothpaste was also tested as an interceptive method compared to
the other two fluoride mechanism toothpastes, SnF,/NaF and CPP-ACP/NaF-
toothpastes. In these groups, the aim was to observe the effects of different
toothpastes in controlling the progression of dental erosion. In these experiments
statistical differences between NaF-toothpaste and the other toothpastes were not
observed, regardless our methods of evaluation, but there was a statistical difference
between SnF,/NaF and CPP-ACP/NaF-toothpastes. In both methods, SnF,/NaF-
toothpaste achieved the highest protective effect between the toothpastes, around
63% compared to negative control. Little is known about the interaction between the
stannous ion and dental enamel [Schlueter et al., 2009b]. What is known is that the
application of tin-containing solutions leads to deposits on the tooth surface
[Ellingsen, 1986] and that the stannous ion reacts with hydroxyapatite reducing its
solubility [Ganss et al., 2008]. The best effects with Sn-toothpaste in this study can

be compared to other experimental findings [Schlueter et al., 2009c; Ganss et al.,
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2008, 2011]. The SEM image seems to confirm the theory that SnF, is capable of
forming a protective layer on the tooth surface, preventing direct contact of acid with
the enamel mineral, as was also observed by Schlueter et al. [2009b].

In the present study observed that the NaF-toothpaste showed a reduction of
erosion quite satisfactory, about 43% by OCT and 52% by profilometry, similar to the
results found by Rees, Loyn and Chadwick [2007] who achieved a reduction of
erosion around 48%. However, the design of the study differed once the toothpaste
was applied before challenge acid, limiting to some extent a comparison between
studies. Other previous researchs also found beneficial action against erosion [Lussi
et al., 2008; Hara et al., 2009]. On the other hand, the NaF-toothpaste (Pro-esmalte)
did not show an anti-erosive effect expected [Kato et al., 2010] or a limited effect
[Poggio et al., 2010]. In this study the SEM image appears to show the presence of a
protective layer on the enamel surface.

Several studies have been performed using casein
phosphopeptide/amorphous calcium phosphate (CPP-ACP) to reduce the erosive
potential of acid drinks. However, this reducing effect has not been observed in some
researchs [Wegehaupt and Attin, 2010]. We can observe a certain degree of
protection by the action of CPP-ACP, but even showing no statistical differences
between NaF and CPP-ACP/NaF groups, the CPP-ACP/NaF-toothpaste showed an
effect of reducing erosion 48% lower than NaF-toothpaste by OCT analyze. SEM
image showed a deposition of an amorphous substance on the enamel surface.

In conclusion, the results showed that the associated use of NaF-toothpaste
after laser irradiation and the use of fluoride varnish is the most effective preventive
method. The use of SnF,/NaF-toothpaste is the most effective interceptive method

for reducing the mineral loss. Despite the laser be able to prevent erosion, cause
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greater roughness. The OCT is an efficient quantitative method of evaluation of

mineral loss.
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