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RESUMO

O presente trabalho foi um estudo laboratorial in vitro que objetivou avaliar a
influéncia do laser de Nd:YAG como protocolo de prevencdo de caries ao redor de
braquetes ortodonticos linguais e sua influéncia no esmalte e no cisalhamento sob
diferentes condi¢des de tratamento de superficie. Foram utilizados 110 dentes bovinos
divididos de acordo com o tipo de condicionamento do esmalte antes da colagem do
braquete, tendo como variaveis a irradiacdo com laser de Nd:YAG, o uso do flaor
associado ao laser, jateamento com 6xido de aluminio (Al2O3) e condicionamento acido
(HsPOa4). Os especimens foram avaliados qualitativamente através da Tomografia por
Coeréncia Optica (TCO) e da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
guantitativamente pelo ensaio de cisalhamento (SBS), coeficiente de atenuacéo optica
(a) e microdureza. Os dados foram estatisticamente analisados pelo testes ANOVA,
post hoc de Dunn, Kruskal Wallis e Friedman (significancia de 5%). Os resultados
indicaram que o protocolo de irradiagdo com laser de Nd:YAG para prevencdo de cérie
nao comprometeu a SBS dos braquetes, se comparados a colagem convencional com
H3sPOa4. TCO e MEV evidenciaram que o Al20s removeu parcialmente o efeito de melting
do laser e seu uso associado ndo aumentou o SBS relacdo ao H3sPOs isoladamente.
Houve aumento do a para os grupos Nd:YAG e Al20s, indicado pela reducdo da
transmissdao de luz no interior das amostras devido as alteracdes promovidas na
superficie. Também foi observado um efeito sinérgico em relacdo a associagdo do fltor
ao Nd:YAG, minimizando a profundidade de desmineraliza¢des (p=0,0006). Nao houve
diferenca da microdureza, intergrupos ou entre diferentes areas de um mesmo grupo,

para irradiacbes com laser ou seu estado higido.

Palavras-chave: Esmalte dentario. Bragquetes ortodbnticos. Tomografia de Coeréncia

Optica. Lasers. Desmineralizacio do Dente. Resisténcia ao Cisalhamento.



ABSTRACT

The present study evaluated in vitro the Nd:YAG laser influence and its
implication on enamel and shear bond strength in different surface treatment conditions.
110 bovine teeth were divided according to the type of enamel conditioning before
bracket bonding, considering the variables Nd:YAG laser irradiation, the laser-fluoride
association, aluminum oxide blasting (Al203) and acid-etching (H3PO4). Specimens
were qualitatively evaluated by Optical Coherence Tomography (OCT) and Scanning
Electron Microscopy (SEM), and quantitatively evaluated by the shear bond strength test
(SBS), optical attenuation coefficient (a) and Microhardness. Data were statistically
analyzed by ANOVA, post hoc by Dunn, Kruskal Wallis, and Friedman tests (5%
significance). The results indicated that the protocol of Nd:YAG laser irradiation for
caries prevention did not compromise the bracket SBS, if compared to conventional
bonding protocol with H3PO4. OCT and SEM evidence that Al203 partially removed the
laser melting effect and its associated use did not increase the SBS if compared to
H3PO4 isolated. There was an increase in a for Nd:YAG and Al203 groups, indicated
by the reduction of light propagation into the samples due to the changes promoted in
the surface. Still, a synergistic effect was also observed regarding the association of
Nd:YAG with fluoride, minimizing the demineralization depths (p = 0.0006). There were
no differences in microhardness measurements, neither intergroup or between different

areas of the same group, for laser irradiation or healthy samples.

Key-words: Dental Enamel. Orthodontic Brackets. Optical Coherence Tomography.

Lasers. Tooth Demineralization. Shear Strength.
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Figure 3-

Representative images from the experimental groups, showing,
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protection; e, el and e2: G5- Nd:YAG laser, with acid etching
and with fluoride protection. The white lines are surrounding the
demineralized area in G1, G2 and G3, whilst dotted lines are
surrounding the areas of laser effect in G4 and G5.
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1 INTRODUCAO

Esta tese foi um estudo laboratorial in vitro desenvolvido no Laboratério de
Fotbnica e Biofotonica do Departamento de Fisica da Universidade Federal de
Pernambuco (DF-UFPE) e do Centro de Lasers e Aplicacdes do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (CLA-IPEN-USP), apés aprovacéo pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA-IPEN) (Anexo B), e originou dois artigos.

Considerando que ainda hoje a carie dental € uma das doencas orais mais
frequentes do mundo (LISTL et al., 2015) e que provoca danos irreversiveis no esmalte,
tanto a sua prevencao quanto a sua identificacao precoce (MOTA et al., 2013) sao de
fundamental importancia para a saude bucal. Adicionalmente, pacientes que fazem uso
de aparelhos ortodénticos (YAGCI et al., 2010; TUFEKCI et al., 2011; HADLER-OLSEN
et al., 2012; KNOSEL et al., 2016; VELUSAMY et al., 2018), sejam eles vestibulares ou
linguais, ( VAN DER VEEN et al., 2010; LOMBARDO et al., 2013; SAUNDERS et al.,
2018) estdo mais propensos a desenvolver desmineralizagdes, que se ndo tratadas,
podem evoluir para a céarie dentaria.

Diante disso, o artigo 2 desta tese avaliou se o protocolo preventivo de carie
utilizado por ZEZELL et al. (2009), com o uso do laser de Nd:YAG, seria capaz de
prevenir o surgimento de desmineralizacdes ao redor e abaixo dos braquetes sem,
contudo, prejudicar a resisténcia adesiva dos braquetes. Foram usados 75 dentes
bovinos divididos em 5 grupos (n=15) de acordo com o pré-condicionamento da
superficie da superficie do esmalte: laser, fluoreto e HsPOa4. As alteracdes superficiais
foram avaliadas qualitativamente através da microscopia eletronica de varredura (MEV)
e da tomografia por coeréncia oOptica (TCO), e quantitativamente pelo coeficiente de
atenuacdo (a), teste de cisalhamento (SBS), profundidade de desmineralizacdo e
microdureza, indicando que o protocolo de laser, além de diminuir a profundidade de
desmineralizagao, ndo compromete a SBS.

Como inicialmente o protocolo de colagem de braquetes linguais envolvia o
jateamento da superfiie lingual com Al203, 0 artigo 1 desta tese avaliou a resisténcia de
unido dos braquetes apos pré-condicionamento do esmalte tanto com o Al20s, como

com o0 Nd:YAG, e a associacdo dos dois, e estudou o comportamento destes através do
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MEV, TCO, a e SBS. Evidenciou-se que ndo ha necessidade do uso do Al203 no
protocolo de colagem, pois ndo melhorou o desempenho SBS e ainda removeu
parcialmente o efeito do laser.

As técnicas do TCO e do a possibilitam o monitoramento de perdas minerais
da estrutura do tecido dentario em estagios iniciais, de forma conservadora e nao
invasiva, podendo ser utilizadas em estudos clinicos, o que € um diferencial na
literatura. Apesar desta ter utilizado braquetes linguais, os resultados do SBS obtidos
podem ser estendidos para trabalhos com braquetes vestibulares, uma vez que ha
similaridade na resisténcia adesiva entre eles. (LOMBARDO et al., 2011; SFONDRINI et
al., 2017)

A desmineralizacdo do esmalte € uma complicacdo indesejavel, embora
comum, da terapia ortodontica com aparelhos fixos. Visualmente, as desmineralizacdes
sao encontradas como lesdes de manchas brancas (LMB) ao redor dos braquetes logo
apos o primeiro més de instalacdo. (GORTON; FEATHERSTONE, 2003)

Alteracbes no ambiente bucal - como aumento da retencédo de placa, flora
bacteriana alterada, aumento da contagem bacteriana acidogénica, reducao do efeito
de limpeza da lingua, (ABUFARWA et al., 2018) altera¢6es no pH salivar (SAUNDERS
et al., 2018) - e fatores genéticos (STROMBERG et al., 2017) desempenham papéis
significativos na alta prevaléncia de LMB (em torno de 75%) em pacientes com
aparelhos fixos. (AL MAAITAH et al., 2011; SAGARIKA et al., 2012; WIECHMANN et
al., 2015)

Em 20% da populacdo mundial a doencga cérie ocorre por fatores genéticos
gue nao respondem adequadamente a fluoroterapia e aos hdabitos de higiene oral.
(STROMBERG et al., 2017) Considerando o uso de braquetes ortodénticos como um
fator de risco para a céarie dental, (VAN DER VEEN et al.,, 2010) estes pacientes
desenvolvem 3,9 vezes mais caries do que normal. Para esta parcela da populagcéao
estdo indicados cuidados orais individualizados com intensificagdo das terapias
preventivas tradicionais — baixa ingestdo de carboidratos, profilaxias, raspagens e uso
de fluoretos- além de novas terapias com imunoestimulacdo ou suplementagdes.
(STROMBERG et al., 2017)
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O uso de aparelhos pela técnica lingual passou por um ressurgimento em
popularidade nos ultimos anos, (AULUCK, 2013) com aumento progressivo da demanda
em escala global. (SINGH; COX, 2011) Alguns estudos (VAN DER VEEN et al., 2010;
WIECHMANN et al., 2015; KNOSEL et al., 2016) relatam haver menor prevaléncia de
LMB nesta técnica, porém observa-se que foram utilizados braquetes prototipados ou
costumizados, que recobrem quase a totalidade da superficie lingual, ndo deixando
claro se esse resultado se deve de fato ao selamento completo da superficie ou a
outros fatores etioldgicos. (AULUCK, 2013) Em estudos com braquetes linguais pré-
fabricados, as caracteristicas de menor distancia interbraquetes e posicionamento mais
proximo da gengiva apontaram para uma maior dificuldade de higienizacdo da
superficie dental ( MIETHKE; BRAUNER, 2007; AULUCK, 2013; ATA-ALI et al., 2016) e
aumento significantemente de retencdo de placa e de contagens de bactérias
patogénicas - capazes de induzir a doenca carie e o aumento de inflamacgfes gengivais.
(DEMLING et al., 2010; LOMBARDO et al., 2013)

Nos ultimos anos, o dnus econémico global das doencas dentarias foi de
4,6% do gasto global em saude. (LISTL et al., 2015) Embora o flior desempenhe um
papel importante na prevencao de céries, (VELUSAMY et al., 2018) sua acéo isolada
nem sempre € suficiente para inibir o surgimento das LMB, e o seu uso indiscrimidado
pode provocar fluorose - oferecendo um risco sistémico ao paciente. (UNDE; PATIL;
DASTOOR, 2018) Quando associado a irradiacdo do esmalte com laser de Nd:YAG, h&a
uma maior captacdo dos ions fluoretos pelo esmalte, com maior tempo de atuacédo em
ambiente bucal. (ZEZELL et al., 2009; PEREIRA et al., 2018)

As alteracfes quimicas e morfolégicas que o laser promove na superficie do
esmalte permite maior resisténcia a desmineralizagbes e aos altos riscos de carie.
(ANA; BACHMANN; ZEZELL, 2006) Estes achados foram comprovados em estudos in
vivo que encontraram reducdo de céarie de 459% (ZEZELL et al.,, 2009) e 50%
(HARAZAKI et al.,, 2001) para dentes posteriores e anteriores, respectivamente. Em
poucos anos o laser se tornara uma ferramenta acessivel para as clinicas
odontologicas e, especialmente, 0s pacientes com alto risco de céaries poderdo se
beneficiar destas intervencbes. (MIRESMAEILI et al.,, 2014) Microscopicamente, a

irradiacdo com laser de Nd:YAG promove irregularidades na morfologia do esmalte
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capaz de aumentar a sua microdureza superficial e resisténcia ao cisalhamento (SBS).
(BANDA; VANAJA REDDY; SHASHIKIRAN, 2011) Entretanto, nenhum estudo relatou
se estas alteragdes comprometem a SBS de braquetes linguais.

O esmalte deve ser adequadamente preparado para interagir mecanica e
guimicamente com os materiais adesivos do sistema de colagem assegurando um SBS
minimo entre 5,9 e 7,8 MPa. (REYNOLDS, 1975) No inicio do uso dos braquetes
linguais acreditava-se que seu menor tamanho e posi¢cao acarretavam uma maior taxa
de descolagem. (WIECHMANN et al., 2003) Ent&o, o jateamento com 6xido de aluminio
(WARD, 2013) passou a ser utilizado na superficie do esmalte como uma etapa prévia
ao condicionamento &cido, visando aumentar a SBS. (LOMBARDO et al., 2011; MATI et
al., 2012; WARD, 2013) Atualmente ndo h& consenso na literatura sobre a sua real
eficacia clinica como protocolo de colagem de braquetes linguais.

Atualmente, as alteracdes morfolégicas do esmalte podem ser vistas através
de ferramentas 6pticas, como por exemplo a Tomografia por Coeréncia Optica (TCO) e
Microscopias, que auxiliam na conclusdo das analises. A TCO ( MOTA et al., 2013;
CARA et al., 2014; MAIA et al., 2016; AUSTIN et al., 2017; BAKHSH et al., 2017,
VELUSAMY et al.,, 2018) é uma técnica ndo invasiva, excelente em detectar desde
desmineralizacdes precoces até alteracbes subsuperficiais (MOTA et al.,, 2013;
VELUSAMY et al., 2018) em profundidades de 2 mm, e que podem ser utilizada
clinicamente (AUSTIN et al, 2017; FERNANDES et al.,, 2017) auxiliando neste
diagndstico.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a forca de cisalhamento de braquetes linguais e a resisténcia do esmalte
a desmineralizacdo em superficies irradiadas com laser de Nd:YAG, associado ou ndo

a outros métodos de pré-tratamento.
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1.1.2 Objetivos especificos

v' Mensurar a resisténcia ao cisalhamento dos braquetes linguais apés tratamento
de superficie de esmalte com laser de Nd:YAG e/ou jateamento com oOxido de
aluminio (estudol).

v" Avaliar a influéncia da irradiacdo com laser de Nd:YAG e do flior na forca de
cisalhamento dos braquetes linguais e na desmineralizacdo do esmalte
adjacente (estudo 2).

v Analisar a superficie de esmalte dentario antes, durante e depois de diferentes
pré-tratamentos da superficie através de andlises oOpticas em TCO, MEV e

coeficiente de atenuacao oOptica (estudos 1 e 2).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ORTODONTIA COMO FATOR DE RISCO DA CARIE DENTAL

Em estudos de prevaléncias os LMB foram descritas entre 2 % a 97 % dos
pacientes com aparelhos fixos. (BOERSMA et al., 2005) Por se tratar de uma variagéo
muito ampla, abriu margem para novos estudos mais recentes encontrarem valores em
torno de 71% a 75%. (AL MAAITAH et al., 2011; SAGARIKA et al., 2012;
WIECHMANN et al., 2015) Em geral, braquetes e bandas ortodOnticas agem como
estruturas retentoras de placa, uma vez que limitam a autolimpeza natural que ocorre
pela musculatura oral e saliva.( VAN DER VEEN et al., 2010; DIAS, 2015; HEYMANN;
GRAUER, 2013; SHAHEEN; ILYAS; UL HAMID, 2016; BAKHSH et al., 2017) Estas sé@o
as principais causas de desenvolvimento de desmineralizagbes no esmalte adjacente
aos braquetes durante o tratamento ortoddntico. (AULUCK, 2013) E a presenca de
braquetes € considerada um fator de risco para a céarie dental. (VAN DER VEEN et al.,
2010)

Embora a cérie seja descrita como um processo cronico de progressao lenta,
(FEATHERSTONE, 2008) ela progride mais rapidamente em pacientes com aparelho
ortodéntico. A LMB, considerada um dos primeiros estagios da carie, ja pode ser vista
adjacentes aos braquetes apdés um més da colagem do aparelho. (GORTON;
FEATHERSTONE, 2003; LOMBARDO et al., 2013) Elas sdo frequentemente
encontradas na regido cervical dos dentes (TUFEKCI et al., 2011) e abaixo dos
braquetes. (UYSAL et al., 2008)

A maior propensao das LMB nestas regifes pode ser justificada a partir da
contracdo de polimerizacdo do sistema adesivo para colagem, que pode provocar
microinfiltragcdes e provocar a lesdo na interface esmalte-adesivo. (YAGCI et al., 2010)
O surgimento destas lesdes provoca descalcificacdes, corrosdo, descoloracdo do
esmalte e diminuicdo da forca adesiva. (UYSAL et al.,, 2008) Estas microinfiltracoes
podem acontecer igualmente em colagens diretas ou indiretas de braquetes.
(SHAHEEN; ILYAS; UL HAMID, 2016)
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2.1.1 Risco de LMB em braquetes vestibulares e linguais

Existem relatos de que tratamentos com braquetes linguais prototipados
chegam a desenvolver 4,8 vezes menos LMB que braquetes vestibulares, gracas a
limpeza mecéanica da lingua nas superficies linguais dos dentes. E que, quando
instaladas, as lesdes apresentam 10,6 vezes menos perda mineral. (VAN DER VEEN et
al., 2010)

Outros autores (WIECHMANN et al., 2015) encontraram que a incidéncia de
LMB era reduzida para braquetes customizados quando comparados aos relatos da
literatura para braquetes vestibulares. Contudo, houve diferencas metodolégicas entre
0s artigos usados na comparacdo, sendo este resultado uma estimativa. Os autores
ainda concluiram que os dentes posteriores foram os mais afetados por LMB quanto
maior o tempo de tratamento.

Quando comparado o0 desempenho de braquetes customizados e
prototipados em relacdo ao surgimentos de LMB e de lesdes subsuperficiais (LSS),
observou-se que ndo ha diferencas em relagcdo ao surgimento das LMB. Porém, os
braquetes customizados apresentam maior incidéncia de LSS. Em comparagdo a
literatura anteriormente publicada para braquetes vestibulares, os autores também
identificaram menor surgimento das lesdes em braquetes linguais do que vestibulares.
(KNOSEL et al., 2016)

Contudo, estes estudos (KNOSEL et al., 2016; VAN DER VEEN et al., 2010;
WIECHMANN et al., 2015) utilizaram braquetes que recobrem quase a totalidade da
superficie lingual e por isso nao fica claro se esse resultado se deveu ao selamento
completo da superficie ou a outros fatores etiologicos. (AULUCK, 2013) Além disso, a
comparacdo entre metodologias diferentes abre margem a questionamentos das
conclusdes.

Ainda sobre braquetes customizados, as alteracdes periodontiais e da
microbiota em pacientes com aparelhos linguais customizados foram avaliadas por
Demling et al., (2010). Os autores concluiram que apos 4 semanas do uso de aparelhos
linguais fixos ocorre um aumento do acumulo de placa e inflamag&o gengival associado
ao aumento da flora bacteriana patogénica- Aggregatibacter actinomycetemcomitans. E

que estas mudancgas estao restritas a superficies coladas seja ela vestibular ou lingual.
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Apbs o0 mesmo periodo de estudo, Lombardo et al. (2013) estudaram in vivo
0 comportamento da microbiota e retencdo de placas em pacientes com braquetes
linguais pré-fabricados e braquetes vestibulares. Quando comparados, ocorreu maior
propensédo para inflamagcao gengival, por retencdo de placa e adesao de S. mutans -
agente etiolégico da doenca carie - nos braquetes linguais.

Em revisdo sistematica recente (ATA-ALI et al., 2016) ndo foi encontrada
diferenca estatistica em relacdo ao risco de céries entre os tratamentos com braquetes

vestibulares e linguais.
2.1.2 Métodos para prevencao de carie/mancha branca

Apds o consumo de carboidratos ocorre a sua incorporacdo ao biofilme
dental e posterior fermentacdo pelo metabolismo bacteriano, produzindo acidos e
reduzindo o pH do biofilme. A medida que o pH varia ao longo do tempo, tendendo a 7,
ocorre dissolucéo e reposicado de minerais. Quando ha um desequilibrio entre os fatores
protetores (disponibilidade de fluoretos, frequéncia de higiene dental e capacidade
tampao da saliva) e fatores de risco (diminuicdo do fluxo salivar, frequéncia alta de
ingestdo de carboidratos e habitos de higiene deficientes) ocorre a desmineralizacdo da
superficie de esmalte pela dissolucéo dos cristais de hidroxiapatita, configurando LMB e
caries. (FEATHERSTONE, 2008)

2.1.2.1 Flaor

Durante o desenvolvimento dentario ocorre a incorporacdo de fluoretos a
rede cristalina do esmalte. A concentracdo deste ion alcanca até 1.000 — 2.000 ppm
nos micrémetros mais superficiais e em torno de 20 a 100 ppm abaixo da superficie
dental. (FEATHERSTONE, 1999)

Tratamentos com flior (solugcbes, géis, dentifricios, fluoretacdo da agua,
vernizes e enxaguantes) tem sido uma pratica comum e consagrada na literatura pela
capacidade de aumentar a resisténcia do esmalte as desmineralizagbes, sendo as
aplicacfes topicas uma das mais eficazes. (ANA et al.,, 2014; ATA-ALI et al., 2016;
BAKHSH et al., 2017; HAMDAN; BADRI; EL SAYED, 2018)
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O fluoreto de célcio é o responsavel pelo potencial cariostatico dos produtos
a base de fluor para uso topico. O pH acido dos géis acidulados aumenta a
concentracdo dos produtos de fldor no esmalte (DELBEM; CURY, 2002) e séo
eficientes na prevencéo a partir de protocolos de Unica aplicacdo — entre 1 e 4 minutos.

ApoOs a aplicacao topica, a concentracdo de fluoreto de calcio atua como um
reservatorio liberando flior no esmalte e melhorando sua remineralizacao por formacao
de fluorapatita. Porém, a concentracao diminui apés cerca de trés dias, (TENUTA et al.,
2009) e por isso, alguns autores relataram que os protocolos de aplicacédo de flior ndo
sdo totalmente eficazes para controlar a carie dentaria durante tratamentos
ortodoénticos. (ZIMMER; ROTTWINKEL, 2004)

O ideal é manter uma concentragdo de flior mais baixa agindo por mais
tempo. (RESTREPO, 2013) Por este motivo surgiram os estudos entre associagdes dos
fluoretos a sistemas adesivos de colagem ( FEATHERSTONE, 2003; GORTON;
FEATHERSTONE, 2003; HADLER-OLSEN et al.,, 2012; NASCIMENTO et al., 2016;
GHADIRIAN et al., 2017) e os estudos com laser de Nd:YAG. (ANA; BACHMANN;
ZEZELL, 2006; CASTELLAN et al., 2007; ZEZELL et al., 2009; BANDA; VANAJA
REDDY; SHASHIKIRAN, 2011; JORDAO, 2011; MARIMOTO et al., 2013; KARANDISH,
2014; WEN et al., 2014; CORREA-AFONSO et al., 2015; SEINO et al., 2015; BRAGA;
DE OLIVEIRA; SOBRAL, 2017; PEREIRA et al., 2018)

2.1.2.2 Laser de Nd:YAG (Granada de itrio e aluminio dopada com ion neodimio)

A maior parte das investigacbes em Ortodontia referem-se as terapias com
laser de alta poténcia para promover aumento da resisténcia a carie ( ZEZELL et al.,
2009; ANA et al., 2012; BRAGA; KARANDISH, 2014; DE OLIVEIRA; SOBRAL, 2017) e
desmineralizagbes como um dos efeitos de maior significancia clinica.

Os efeitos da irradiacdo sobre o esmalte variam de acordo com as
combinacdes do tipo de laser, tempo de exposi¢do e da poténcia usada. Isoladamente,
a irradiagcdo com laser de Nd:YAG promove alteracbes quimicas e morfolégicas no
esmalte, alterando o balanco de Ca/P em 10 a 20 um de profundidade, com a criagéo
de uma nova fase (tetracalcium difosfato, TCP) na superficie tratada. (ANA;
BACHMANN; ZEZELL, 2006)
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Estas alteracBes no esmalte variam de acordo com o comprimento de onda
que interage. No caso do laser de Nd:YAG ocorre uma ablacdo do tecido ao mesmo
tempo que ocorre uma fusédo dos cristais de hidroxiapatita, conhecida como melting.
(VIEIRA et al., 2015) Esta alteracéo permite a reducéo do teor de carbonato na camada
superficial do esmalte (ANA; BACHMANN; ZEZELL, 2006; BRAGA; DE OLIVEIRA;
SOBRAL, 2017) que pode estar relacionado ao aumento da resisténcia do tecido as
desmineralizagdes.

O carbonato é por natureza um composto soluvel em solugbes acidas. A
incorporacdo do carbonato provoca uma reducdo no tamanho dos cristais, alteracéo de
sua morfologia, aumento de tensdo na estrutura cristalina, e uma maior solubilidade.
Em contrapartida, durante a irradiacdo com laser, entre temperaturas de 100 e 650 °C
ocorre a remocao do carbonato e perda de agua, que permite alteracdes na
composicdo estrutural da hidroxiapatita a medida que ocorre o0 aumento da
temperatura. (VIEIRA et al., 2015)

Entre 650°C-1100°C ocorre o aumento dos tamanhos dos cristalitos de
hidroxiapatita com expanséo da sua malha unitaria, e a formacdo de fosfato tricalcico
em fase beta (B-TCP). Acima de 1100°C, esta fase B é convertida em fase a, que
permite a fusdo da hidroxiapatita em temperaturas mais altas (1280°C), e em seguida a
formacdao de fosfato tetracalcico (> 1300°C).

Estas novas caracteristicas cristalograficas da matriz mineral indicam a
cristalizacdo dos prismas de esmalte superficiais, indicando um tecido mais resistente
aos meios acidos, (ZEZELL et al., 2010) tanto pela reducdo da permeabilidade a agua,
guanto pela reducdo doo teor de carbonato, que permite o aumento do tamanho dos
cristais de hidroxiapatita. Essas alterac6es permitem que o pH critico para dissolucao
de esmalte passe de 5,5 para 4,8 nos tecidos irradiados. (FOX et al., 1992)

Estudos relatam efeitos de protecdo do esmalte quando o laser de Nd:YAG é
usado sozinho ( CASTELLAN et al., 2007; BOARI et al., 2009; CORREA-AFONSO et
al., 2015; MARIMOTO et al., 2013; WEN et al., 2014) ou em associacao ao fldor tdpico.
(ANA; BACHMANN; ZEZELL, 2006; ZEZELL et al., 2009; BANDA; VANAJA REDDY;
SHASHIKIRAN, 2011; BRAGA; DE OLIVEIRA; SOBRAL, 2017; HARAZAKI et al., 2001;

SEINO et al., 2015) Quando associado ao flior h& controvérsias na literatura a respeito
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do sinergismo de efeitos preventivos. Alguns autores ( JORDAO, 2011; ARAUJO, 2012;
PEREIRA et al.,, 2017) ndo encontraram sinergismo enquanto outros encontraram.
(ZEZELL et al.,, 2009; ANA et al.,, 2012; KARANDISH, 2014; SEINO et al., 2015;
BRAGA; DE OLIVEIRA; SOBRAL, 2017) Dentre estes, na irradiacdo do laser de
Nd:YAG seguido do flaor tépico ocorre maior formacéo de fluorapatita na superficie do
esmalte do que quando o flaor é aplicado antes da irradiacdo. (ANA et al., 2012)

A irradiacdo pode aumentar a difuséo dos ions de fluor até as camadas mais
internas da estrutura cristalina do esmalte, criando novas reservas de flior e diminuindo
sua solubilidade. (ANA et al.,, 2012) Além disso, o tempo de acédo do fldor que
naturalmente decresceria com 3 dias (TENUTA et al., 2009) pode ser visto em mesma
concentracdo em até 10 dias ap6s associacdo. (PEREIRA et al., 2018)

Clinicamente, o sinergismo de efeito foi evidenciado por Zezell et al., (2009)
com reducéo da carie de 45,9% e 22,4% em faces oclusais de molares e pré-molares,
respectivamente, em estudo prospectivo. E também por Harazaki et al., (2001) com

reducao de cerca de 50% das LMB ao redor de braquetes em dentes anteriores.
2.2 IMPLICACOES DA ADESAO EM ORTODONTIA

E intuitivo pensar que, quanto maior a resisténcia de ades&o entre esmalte e
braquetes ortodéntico, menores desunides e contratempos ocorrerdo ao longo do
tratamento ortodontico. Porém, o ideal € ter uma adesdao minima que resista ao
cisalhamento durante todo o tratamento, e que permita a descolagem dos braquetes ao
final do tratamento sem danos ao esmalte. (ELNAFAR et al., 2015)

2.2.1 Métodos de adesdo em ortodontia

As falhas adesivas podem influenciar na duragdo, nos custos totais e no
tempo de cadeira dos tratamentos ortodonticos. Dentre os fatores necessarios para
uma boa adesédo estdo os cuidados para evitar a contaminacdo do esmalte por agua,
saliva ou sangue antes da colagem, (SFONDRINI et al., 2017) o uso de um sistema
adesivo adequado, a escolha do design da base de braquetes e os pré-tratamentos das
superficies. (ELNAFAR et al., 2015)



29

Dentre os métodos de pré-tratamento mais usados estdo o condicionamento
acido, o jateamento com 6xido de aluminio, o uso de laser de alta poténcia, e a

associacao destas técnicas.

2.2.1.1 Condicionamento acido

O condicionamento do esmalte € um passo fundamental para alcancar uma
boa aderéncia dos braquetes. O &cido ortofosférico foi utilizado pela primeira vez por
Buonocore, em 1955. Desde entdo, o conceito de adesdo ao esmalte se desenvolveu e
0 uso do acido se espalhou para todas as areas da odontologia. Dez anos depois,
Newman propds o uso de condicionamento acido para colagens diretas de braquetes
nos dentes. (ROBLES-RUIZ et al., 2015)

O protocolo de colagem de braquetes que utiliza apenas o condicionamento
acido como pré-tratamento da superficie € considerado o protocolo tradicional. Em
revisdo sistematica da forca de cisalhamento de braquetes vestibulares, encontrou-se
uma forca média de 13,4 + 5,7 Mpa. (FINNEMA et al.,, 2010) No entanto ndo ha
diferenca entre os valores adesivos de braquetes linguais e vestibulares, (SFONDRINI
et al., 2017) tanto na técnica de colagem direta, quanto indireta. (LOMBARDO et al.,
2011)

O trabalho mais citado na literatura € o de Reynolds (1975) que considera
uma forca adesiva clinica minimamente aceitavel de 5,9 a 7,8 MPa. Um outro estudo
(GIANNINI; SOARES; DE CARVALHO, 2004) encontrou que os valores maximos
aceitaveis de forcas adesivas dos braquetes que ndo promovem danos ao esmalte na
descolagem esta entre 40 e 50 Mpa. Apesar disso, ha relatos de que forcas acima de

14 MPa ja apresentam danos microscépicos ao esmalte. (PICKETT et al., 2001)
2.2.1.2 Jateamento com Oxido de aluminio

No inicio dos tratamentos com braquetes linguais, o jateamento da superficie
lingual com éxido de aluminio (50 um) fazia parte do protocolo de pré-tratamento do
esmalte antes das colagens, (MAVREAS et al., 2018; ROBLES-RUIZ et al., 2014;
WARD, 2013; ZIEBURA et al., 2014) embora as evidéncias sobre o seu real beneficio

clinico ainda seja um tema controverso.
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Apesar de alguns estudos relatarem o aumento significativo da resisténcia
adesiva na associacdo do jateamento de Oxido de aluminio (DERECH et al., 2008;
HALPERN; ROULEAU, 2010; MATI et al., 2012) com o condicionamento &cido, outros
afirmam que este aumento é estatisticamente semelhante ao protocolo tradicional-
apenas com o condicionamento acido. ( HALPERN; ROULEAU, 2010; CAL-NETO et al.,
2011; ZARIF NAJAFI et al., 2015) Com isso, ndo ha melhora do desempenho clinico.
(BORSATTO et al., 2002; CAL-NETO et al., 2011; MARIMOTO et al., 2013; ROBLES-
RUIZ et al., 2014; THURLER et al., 2014)

Ainda assim, alguns autores (DERECH et al., 2008) indicam o uso do
jateamento prévio para a colagem de acessorios em superficies de dentes submetidos
a maior impacto mastigatério - em molares inferiores - , com aumento adesivo de 60%.

Em oposi¢éao, um estudo (BARCELLOS et al., 2015) encontrou diminui¢gao da
resisténcia adesiva quando associaram o0 jateamento de Oxido de aluminio com
condicionamento &cido. E os piores resultados foram encontrados no seu uso isolado
em superficies de esmalte — sem o condicionamento acido associado - sendo contra-
indicado por ndo oferecer resisténcia adesiva minimamente aceitavel. (BORSATTO et
al., 2002; ALHAIJA; AL-WAHADNI, 2004)

O jateamento permite que as particulas de 6xido de aluminio (diametro de
50 um) ataquem aleatoriamente os prismas de esmalte (didametro dos prismas de 5 um)
removendo diferentes partes da superficie, expondo a estrutura prismatica subjacente,
(PATCAS et al, 2015) promovendo fraturas irreversiveis em diferentes partes da
superficie e aumentando a rugosidade superficial, (ROBLES-RUIZ et al., 2015;
GABARRONE, 2016) e a superficie de contato.

Quando se aplica o condicionamento acido sobre esta superficie
previamente tratada com o jateamento, o acido fosférico a 37% consegue condicionar o
esmalte subsuperficial através de uma desmineralizacdo adicional da estrutura do
esmalte fragilizado. Isto aumenta ainda mais a superficie de contato condicionada, o

gue oferece maior for¢ca de unido nesta superficie. (PATCAS et al., 2015)
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2.2.1.3 Lasers

Para que o laser possa interagir com tecido biolégicos deve haver absorcéo
dele pela agua e pelas substancias cromoéforas do tecido. As substancias cromoforas
sao elementos que possuem alto coeficiente de absor¢do. No caso do esmalte dental
sao representadas pela hidroxiapatita. Por este motivo, muitos estudos de adesédo em
ortodontia utilizam, preferencialmente, os lasers com alta absorcdo pela agua e
hidroxiapatita (laser de Er:YAG: A - 2,94 um), e com alta afinidade pela agua e fosfato
sejam facilmente absorvidos pelos tecidos que os contém (laser de COz2: A-10,6 um).
(YAMADA et al., 2004)

O laser de Nd:YAG (A — 1,064 um) tem baixa absorcdo em agua e
hidroxiapatita, sendo melhor absorvido por pigmentos, como por exemplo a
hemoglobina e a melanina. Apesar disso, o Nd:YAG é comumente indicado para
protocolos de prevencdo de carie na literatura, associado ou nao ao fldor, mostrando
resultados de impacto na reducdo do risco de carie dental. (HARAZAKI et al., 2001;
ZEZELL et al., 2009)

Pelas suas caracteristicas, ele alcanca maior profundidade de penetracao
nos tecidos bioldgicos. E, para restringir a absorcdo do feixe de laser a superficie do
esmalte — potencializando os efeitos térmicos-, ele é utilizado associado a um
fotossensibilizador (de cor escura), aplicado antes da irradiacdo. ( BOARI et al., 2009;
ANA et al., 2014) Nos estudos de Boari et al. (2009), o carvao vegetal foi o
fotossenbilizador que promoveu uma absor¢ao mais uniforme do laser de Nd:YAG.

A interacdo fototérmica pode provocar carbonizacdo, coagulacao,
vaporizacdo, fusdo, fotoablacdo, fotodisrupcdo e ablacdo induzida por plasma nos
tecidos. A conducéo de calor para os tecidos vizinhos ao tecido alvo em que se deseja
produzir o efeito deve ser considerada, para que ndo haja efeitos deletérios. (DIAS-
MORAES et al., 2019) Em estudos sobre a influéncia do Nd:YAG nas alteragGes de
temperaturas pulpares, observou-se variagdes de 5,5°C — ainda consideradas seguras
para a polpa- ao irradiar a superficie sem uso do fotossensibilizador. O uso adequado
do fotossensibilizador pode diminuir ainda mais essa transmisséo de calor para a polpa.
(VALERIO et al., 2015)
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Para protocolos de colagens, poucos autores avaliaram os efeitos do laser
de Nd:YAG em substituicdo ao condicionamento acido, para colagens de braquetes.
(WEN et al.,, 2014) O mais comum é encontra-los associados. (MATOS et al., 2000;
MARIMOTO et al., 2013; WEN et al., 2014; BARCELLOS et al., 2015) A ordem em que
se apresentam parece influenciar nos resultados. Quando a irradiacédo é feita antes do
condicionamento, parece haver um aumento na resisténcia adesiva dos braquetes —
pelo aumento da rugosidade da superficie irradiada e eliminacdo das estruturas fracas
resultantes. (WEN et al., 2014)

Na ordem inversa, dois estudos (WEN et al., 2014; BARCELLOS et al., 2015)
encontraram uma diminuicdo da forca adesiva, e um outro artigo (MATOS et al., 2000)
relatou o seu aumento. Um outro estudo (MARIMOTO et al.,, 2013) ndo encontrou
diferenca estatistica na associacao das técnicas.

Os achados de Bedini et al. (2010) sugerem que o laser de Nd:YAG deve ser
aplicado com baixos niveis de energia quando o objetivo for preservar sua integridade e
reduzir a desmineralizacdo; e com altos niveis de energia para criar retencdes na

superficie dental adequadas para selantes ou ancoragem de resinas.

2.3 METODOS LABORATORIAIS PARA ANALISE DE SUPERFICIE E AVALIACAO DE
DESMINERALIZACAO DE ESMALTE

Na desmineralizacdo, quando a perda mineral atinge certo nivel, o volume
aumentado dos poros resulta numa area branca, opaca e clinicamente visivel no
esmalte. (RESTREPO, 2013) O fato de a desmineralizagdo do esmalte ser passivel de
ser prevenida e revertida em estagios iniciais, agrega grande valor as técnicas
diagnosticas 6pticas que permitem identificacdo precoce destas lesfes. (MAIA et al.,
2016)

2.3.1 Microscopia

Nos ultimos anos, a técnica de microscopia de luz polarizada tem sido
bastante difundida e atualmente é a técnica mais utilizada para avaliacdes de cérie
incipiente in vitro. Nela, a LMB aparece caracterizada por manchas marrons difusas e

infiltrativas. (SILVA et al., 2009) No grupo das microscopias, a microscopia eletronica de
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varredura (MEV) também pode ser utilizada para avaliar desmineralizacoes, e agrega a
vantagem de avaliar aspetos higidos da superficie (Figura 1a) como também outras
alteracdes topogréficas.

Na MEV, a LMB aparece como padrdes prismaticos de desmineralizacao,
devido a um aumento das bainhas dos prismas, com diferentes graus de dissolu¢cédo do
esmalte superficiais e subsuperficiais. (MARSILLAC, 2007) As desmineralizacfes
subsuperficiais criam poros entre os prismas de esmalte, tornando a superficie aspera e
mais porosa (Figura 1b), alterando o indice de refracdo e de reflexdo do esmalte e
visualmente provocando a perda do seu brilho superficial. (DIAS, 2015)

O &cido fosférico também promove desmineralizagdo das camadas mais
superficiais do esmalte, entre 10 um a 50 um, criando porosidades até 200 um de
profundidade. (GRABER; ELIADES; ATHANASIOU, 2005) Ele modifica a superficie do
esmalte seletivamente removendo estrutura mineral interprismatica. Logo, o material
organico é menos afetado do que a desmineralizacdo decorrente de exposicéo
prolongada a meios acidos.

O condicionamento &cido promove rugosidades e microporosidades nos
tecidos periféricos dos prismas dissolvidos mantendo as partes centrais intactas
(padréo tipo 2). Os corpos de prova sob efeito do jateamento de 6xido de aluminio
(50 um) apresentaram aspecto irregular, sem um padrdo de condicionamento definido,
sendo definida como uma desorganizacao superficial (Figura 1c). (CHINELATTI et al.,
2007) Quando da associacao do jateamento com o condicionamento acido, Chinelattii et
al. (2007) encontraram um padréo similar ao apresentado pelo condicionamento.

Diferente do acido, as alteracbes no esmalte promovidas pelo laser de
Nd:YAG sé&o vistas como microcrateras superficiais, pequenas bolhas de esmalte e
microporos com aspecto recristalizado sem prisma de esmalte exposto (Figura 1d).
(BANDA; VANAJA REDDY; SHASHIKIRAN, 2011; WEN et al., 2014) Quando utilizado
sem fotossensibilizador, nos parametros de 60 mJ, 10 Hz e 0,6 W, Bedini et al. (2010)
descreveram um aspecto superficial de vidro sem presenca de microtrincas. Os autores
detectaram aumento da rugosidade promovida pelo contato da fibra do laser com a

superficie.
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Figura 1 - Imagem em SEM com 1000 x de aumento representando: (a) esmalte
integro, (b) esmalte desmineralizado, (c) esmalte desorganizado e (d) esmalte com
fusdo dos cristais de hidroxiapatita.

o
NLSD56 x1.0k 100um NLSD6.1 x1.0k 100um NLSD49 x1.0k 100um

Fonte: a autora

2.3.2 Tomografia por Coeréncia Optica (TCO)

Esta técnica utiliza a luz para gerar imagens e obter medidas de tecidos
biolégicos a uma profundidade de penetracdo de até 2 mm em tecidos duros,
permitindo a visualizagdo de microestruturas a micrometros com resolucdo espacial
entre 1 e 10 um, de forma n&o invasiva.(LEAO FILHO et al., 2015) Ela ja foi consagrada
e validada para avaliagdo da superficie dental, incluindo graus de eroséo, quantificacdo
dos remanescentes de resina, e padrées de fraturas de esmalte e resina.(LEAO FILHO
et al., 2015)

A TCO utliza principios de interferometria de baixa coeréncia -
Interferbmetro de Michelson — sem radiacdo ionizante. A técnica faz varios
escaneamentos longitudinais (A-scans) em varios locais adjacentes e permite a
visualizacdo de cortes transversais (semelhantes a cortes histologicos). A soma dos A-
scans geram um mapa topografico bidimensional (B-scans) (Figura 2), que em conjunto
podem geram uma imagem em 3D. (HUANG et al., 1991)

Diferente das técnicas clinicas convencionais para deteccéo da cérie (visual,
inspecdo e radiografias), que tem alta especificidade, mas baixa sensibilidade, a TCO
tem alta especificidade e alta sensibilidade. (SEN et al., 2018; ZAIN; ZAKIAN; CHEW,
2018)

Ao interagir com os tecidos, a luz pode ser refletida, transmitida, absorvida na
forma de calor, gerar fluorescéncia ou espalhar. A TCO sé percebe o
retroespalhamento e a reflexdo. O sinal elétrico gerado pela interacdo com o tecido
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biologico se da por retroespalhamento da luz que € interpretado por um software e
convertido em imagens em um monitor acoplado. O espalhamento é a descontinuidade
do indice de refracdo no meio de propagacao.

O tipo de espalhamento depende do comprimento de onda incidente em
relacdo a raz&o entre os indices de refracdo de uma estrutura espahadora e o meio em
que ela se encontra, e do tamanho das estruturas do meio. No caso do esmalte,
consideram-se os prismas com larguras entre 4,9 a 5,3 um. (BACHMANN, 2004) O sinal
retroespalhado € representado por uma escala logaritmica traduzida em escala de tons
de cinza. A cor branca representa um alto espalhamento com aumento da intensidade
do sinal, e a cor preta, um baixo espalhamento com baixa intensidade do sinal. (DIAS-
MORAES et al., 2019)

Quando ocorre a LMB, a imagem B-scan aparece com um aspecto mais
esbranquicado na linha da superficie do esmalte e também um decaimento Optico em
tons de cinza abaixo desta. Atualmente estudos (MOTA et al.,, 2013; CHAN; TOM,;
FRIED, 2014; AUSTIN et al., 2017) relatam que as LMB podem ser melhor avaliadas
pela TCO do que por microscopia, sendo uma ferramenta promissora, especialmente
pela possibilidade de aplicacdo clinica com analises em tempo real. (MOTA et al., 2009;
LENTON et al., 2012; FERNANDES et al., 2017)

Figura 2- Imagem B-scan gerada pelo TCO de uma superficie lingual de esmalte higida.

Linha da superficie do

esmaite el

.

e e e

Fonte: a autora

2.3.2.1 Coeficiente de atenuacao Optica (a)

As imagens obtidas através do sistema de TCO podem ser avaliadas

qualitativamente e quantitativamente através da analise de parametros da amplitude do
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sinal, como refletividade integrada e coeficiente de atenuacéo Optica total. (CARA et al.,
2014)

A imagem de TCO é gerada a partir da reflexdo e retoespalhamento da luz
que atravessa os tecidos, e a imagem transmitida também contribui para a formacéao do
a. O a é regido pela lei de Beer e baseia-se no decaimento exponencial da intensidade
do sinal da luz que passa pelos tecidos em relacdo a sua distancia percorrida, ou seja,
sua profundidade de penetracdo. Quanto mais profundo o tecido, menos luz chega até
o final, logo mais fraca sera a intensidade do sinal.

Diferentes tecidos biolégicos, ou estados de um tecido (saudavel ou doente),
podem apresentar diferentes a. AlteracGes das propriedades épticas dos tecidos pela
desmineralizagdo podem ser detectados precocemente (antes de técnicas
convencionais), pelo a (Figura 3). O espalhamento da luz branca visivel pelo esmalte
desmineralizado pode fornecer uma estimativa sobre a quantidade de perda mineral.
(KO et al., 2000)

A desmineralizacao da superficie do esmalte causada pela perda de minerais
e aumenta a porosidade do tecido, que permite maior passagem de luz. E o seu maior
conteudo de 4gua aumenta o retroespalhamento da luz. Estas alteraces aumentam a
intensidade do sinal e provocam aumento do brilho dentro da imagem do TCO em até
3 vezes. (VELUSAMY et al., 2018)

Existem resumidamente duas teorias a respeito do coeficiente de atenuacéo
Optica relacionadas a desmineralizacbes dentérias: a primeira afirma que tecidos
desmineralizados permitem maior passagem de luz por apresentar maior porosidade do
tecido, e com isso ocorre uma diminui¢do do sinal de TCO, ocasionando também uma
diminuicdo do coeficiente de atenuacao Optica. (POPESCU et al., 2008)

A segunda defende que dentes desmineralizados diminuem a passagem de
luz, pois tem uma superficie mais desorganizada e com isso promove um maior
espalhamento superficial (reflexdo) da luz emitida, ocasionando um aumento do sinal
do TCO e consequentemente um aumento do coeficiente de atenuagdo oOptica. (CARA
et al., 2014b; SOWA et al., 2011)

Dentes desmineralizados tem menor refletividade na superficie pois ela esta

mais porosa. E a radiagdo incidente consegue penetrar mais no corpo de prova.
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(POPESCU et al.,, 2008) Por ela apresentar menor conteddo mineral ha maior
penetracdo de luz que interage com menor indice de refracdo da agua e menos centros
espalhadores. Logo a velocidade de decaimento do sinal é maior e assim também é
maior o a.

A eliminacdo da agua fracamente ligada nos corpos de prova irradiados e
sua substituicdo por ar aumenta temporariamente o a pois 0 ar tem menor indice de
refracdo que a dgua, e aumenta o espalhamento. Se reidratar o corpo de prova, volta a
diminuir o a. (DIAS-MORAES et al., 2019)

Figura 3- Imagem B-scan gerada pelo TCO demonstrando aspecto de uma alteracao
superficial do esmalte.
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Fonte: a autora

2.3.3 Microdureza

O teste de microdureza de superficie € um indicador indireto do contetdo
mineral presente no corpo de prova e pode ser relacionado com o inicio do processo de
carie, sendo considerado um indicador de mineralizacdo, desmineralizacdo e
remineralizagdo. (ZAMATARO, 2013) A sua maior vantagem € o controle de variacdo de
dureza no préprio corpo de prova, aumentando a confiabilidade do dado obtido e
diminuindo o erro experimental.

Devido a proximidade das indentacdes, nos trabalhos da area odontologica a
microdureza Knoop € mais utilizada. E também considerada mais adequada para
pequenas areas, materiais frageis muito duros e secc¢des muito finas, sendo mais

sensivel as condi¢bes da superficie do que a microdureza Vickers. Nesse tipo de teste,
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o valor de dureza é calculado com base na medida do comprimento da maior largura da
endentacao, representada por pequenos loséangulos na figura 4. (CARA et al., 2014)
Quanto mais larga for a identagdo, menos dura é a superficie medida.

A superficie do esmalte pode ter sua dureza alterada dependendo do
tratamento a que for submetido. Dependendo da poténcia usada, a irradiacdo com laser
de Nd:YAG aumenta (BANDA; VANAJA REDDY; SHASHIKIRAN, 2011) ou diminui
(WEN et al., 2014) a microdureza do esmalte. Barcellos et al.( 2015) falam que o laser
de Nd:YAG provocar microfraturas que diminuem a microdureza do esmalte dentario,
no entanto, a densidade energética utilizada no estudo (174,16 J/cm?) foi elevada e
altas densidades energéticas podem diminuir a microdureza do esmalte, além de poder
aquecer inadequadamente outros tecidos dentarios. (KURAMOTO JUNIOR et al., 2001)

Figura 4- ldentacdes knoop em regido desmineralizada e integra, evidenciando a

diferenca nas larguras das identac¢des- pequenos losangulos enfileirados.

a22 2018/02/06 N SD4.5 x600 100um

Fonte: a autora
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3 METODO

Foi realizado um ensaio laboratorial in vitro utilizando dentes incisivos
bovinos que foram doados pelo Matadouro de Paulista (Pernambuco-PE) (Anexo A). Os
experimentos so iniciaram apds aprovacdo pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/IPEN), processo n° 107/12 (Anexo B). Inicialmente, realizou-se um estudo piloto
gue serviu para analisar as condicdes e ajustar a metodologia, e a partir dele, optou-se
por dividir esta tese em 2 estudos, que originaram o artigo 1 e o artigo 2 (itens 5 e 6).

Para calcular o tamanho da amostragem utilizou-se a equacgao
N= 40?(Zcrit+Zpwr)?/D?, (ENG, 2003) onde N é o tamanho total da amostra, ¢ € o desvio
padrdo, Zcit € 0 nivel de significancia (para significancia de 95% foi de 1,96), Zpwr € 0
poder estatistico (para poder de estudo de 90% foi de 1,282) e D é a diferenca minima
esperada entre o0s grupos (valor de 0,5). Através deste céalculo obsteve-se
aproximadamente 7 corpos de prova por grupo para o estudo 1, e 15 corpos de prova
por grupo para o estudo 2.

Os dentes foram limpos em ambiente Umido (23 + 2°C), desinfectados em
solucdo de Cloramina T (1%) e armazenados em temperatura de 4°C, conforme as
normas da ISO/TS 11405:2015. Os corpos de prova foram selecionadas com o auxilio
de uma lupa estereoscopica (0.65x — BX-51, Olympus, EUA) utilizando como critério de
inclusdo dentes livres de céries, rachaduras, fraturas, depressdes profundas,
descalcificacdes superficiais, abrasbes e manchamentos.

Baseado no estudo piloto, antes de iniciar o experimento, as bordas incisais
dos dentes foram retificadas, cerca de 2 mm, com auxilio de disco de corte diamantado
de dupla face ventilado (Pretty Odonto, Sdo Paulo, Brasil), a fim de padronizar a area
de colagem dos braquetes nos corpos de prova (Figura 5) e facilitar o deslize do cinzel
para a etapa do ensaio de cisalhamento dos braquetes. Esta necessidade foi

previamente avaliada em estudo piloto.
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Figura 5 - Desenho esquematico da remocéao da superficie incisal do dente.

Remogio | Posicionamento
incisal do braquete

Fonte: a autora

3.1 METODOLOGIA DO ESTUDO 1

No estudo utilizou 35 dentes incisivos bovinos, distribuidos em 5 grupos
(n=7), conforme pré-tratamento da superficie: G1 - grupo controle; G2 - laser de
Nd:YAG; G3 - laser + jateamento com 6xido de aluminio (Al203); G4 - Al203; G5 - Al203
+ laser. A figura 6 mostra a divisdo dos grupos com suas respectivas etapas,
evidenciando que a unica diferenca entre eles foi nas etapas que precederam o

condicionamento acido.
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Figura 6- Etapas realizadas em cada grupo do Estudo 1: (a) irradiacdo com laser de
Nd:YAG, (b) jateamento com 6xido de aluminio, (c) condicionamento acido, (d) aspecto
de giz resultante do condicionamento acido, (e) aplicacdo do sistema adesivo, (f) o
molhamento da superficie pelo sistema adesivo, (g) posicionamento do braquete, (h)

fotoativagéo.
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Fonte: a autora

Os grupos passaram por analises oOpticas (TCO e MEV) para morfologia
superficial do esmalte ho momento inicial (TO) e apds o pré-tratamento da superficie
(T1). Apos estas analises os corpos de prova seguiram para a etapa da colagem dos
braquetes, e apds 24 h de armazenamento em agua deionizada seguiram para o ensaio
de cisalhamento. E entdo foi realizada nova analise da morfologia superficial para
efeitos comparativos. O delineamento experimental deste estudo encontra-se na
tabela 1.
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Tabela 1- Delineamento experimental do Estudo 1.

Estudo Fatores em Esmalte dentério (face lingual)
estudo
Tratamentos  Jateamento com oOxido de
aluminio

Irradiacdo com laser Nd:YAG
Jateamento AlLO; + Laser

Nd:YAG
Unidades experimentais Dentes bovinos
Variaveis resposta Cisalhamento: MPa

Coeficiente de atenuagdo 6ptica:pm
Morfologia superficial

3.1.1 Pré - tratamentos da superficie
3.1.1.1 Jateamento com 6xido de aluminio

O jateamento com Oxido de aluminio (50um, 60 PSI, BIO ART, SP, Brasil) foi
realizado a uma distancia de 10 mm durante 3 segundos, segundo protocolo de Thurler
et al. (2014).

3.1.1.2 Laser de Nd:YAG

A irradiacdo com laser de Nd:YAG (Nd:YAG laser Power TM ST6, Lares
Research®, EUA) foi associada a aplicacdo prévia de um fotoabsorvedor, o carvéao
vegetal triturado e peneirado em particulas de 10 um (Figura 7), misturado em partes
iguais de agua destilada e alcool 99%, seguindo o protocolo de Zezell et al. (2009).

Os corpos de prova foram irradiadas duas vezes em contato manual: uma no
sentido horizontal e outra no sentido vertical, por 30 segundos cada sentido, para

garantir que toda a superficie fosse irradiada conforme aplicacao clinica.
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Figura 7 - Kit de preparo do carvao vegetal em particulas de 10 um: (a) almofariz, pistilo
e peneiras de andlise granulométrica de diferentes aberturas, (b) peneiras nas
aberturas de 20 um e 10 um.

Fonte: a autora

Os parametros utilizados no laser estao dispostos no quadro 1, e as imagens

dos aspectos clinicos antes, durante e apoés irradiacao estdo dispostos na figura 8.

Quadro 1 - Parametros para irradiacédo com laser de Nd:YAG.

Laser Nd:YAG
Comprimento de onda 1064 nm
Poténcia 0.6 W
Frequéncia do pulso 10 Hz
Duracao do pulso 100 ps
Energia do pulso 60 mJ
Densidade energética 84,9 J/cm?
Tempos de irradiacao 30”

Tipo de emissao pulsada
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Figura 8 - Superficie de esmalte (a) antes, (b) durante e (c) ap0s irradiacdo com laser
de Nd:YAG.

Fonte: a autora

3.1.2 Braquete utilizado

Para a colagem foram utilizados os braquetes ortodénticos linguais
Forestadent (Pforzheim, Alemanha), com base quadrangular de dimensdes 3,26 X

3,26 mm (area da base: 10,62 mm?) de dentes incisivos centrais superiores (figura 9).

Figura 9 - Imagem em SEM da base dos braquetes Forestadent utilizados no Estudo 1.

FL D6.1 x30 2mm

Fonte: a autora
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3.1.3 Protocolo de colagem dos braquetes

Os dentes foram apoiados numa prensa de bancada e o protocolo de

colagem seguiu os passos abaixo, e utilizou os materiais expostos no quadro 2:

Limpeza da superficie com pedra pomes e escova de Robinson;

Lavagem da superficie com spray de agua até sair toda a pasta de pedra pomes;
Secagem da superficie com spray de ar por 10 segundos;

Demarcacédo da area de trabalho com l4pis grafite com auxilio de um paquimetro;
Condicionamento com acido fosférico 37% durante 30 segundos;

Lavagem da superficie condicionada com spray de agua por 30 segundos;

Secagem da superficie com spray de ar por 10 segundos;

© N o g A~ Wb PRE

Aplicacdo do adesivo do kit Transbond XT com auxilio de um aplicador descartavel

(KG brush fine, KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) na area de trabalho demarcada até

o molhamento da superficie;

9. Leve jato de ar na superficie;

10.Posicionamento do braquete com auxilio de uma pinca porta braquete, em posi¢ao
incisal;

11.Pressionamento do braquete contra a superficie de esmalte com auxilio de um
tensibmetro (Morelli, Sdo Paulo, Brasil) por 5 segundos com 1200gf;

12.Remocéo do excesso da resina ao redor do braquete com auxilio de uma sonda
exploradora;

13.Fotoativacdo do conjunto braquete-dente por 20 segundos, com um

fotopolimerizador (LED Ortholux™ Luminous Curing Light; 3M ESPE, Minnesota,

EUA) previamente testado com irradiancia de 800 mW/cm? por um por um

radidmetro Demetron Research Corporation (Danbury, CT, EUA).

Dentre os produtos utilizados para a colagem dos braquetes estdo o acido
fosférico 37% (Condac, FGM, Joinville - SC — Brasil) - com composicdo de &cido
fosforico 37%, espessante, corante e agua deionizada- e a resina Transbond XT
(Lote:N821727, 3M Unitek, Monrovia, CA, EUA), composta por TEGDMA, Bis-GMA e

canforoquinona.
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3.1.4 Incluséo dos corpos de prova

Apéds a colagem dos braquetes os corpos de prova estavam prontos para
incluséo. O processo de inclusao foi realizado da mesma forma para todos 0s corpos de
prova: os dentes foram incluidos verticalmente em cano de PVC (3/4 de polegada)
preenchido com resina acrilica quimicamente ativada (Jet, Sdo Paulo, Brasil). Para
assegurar que a interface braquete-esmalte fosse mantida perpendicularmente ao plano
horizontal, foi usado um dispositivo de inclusdo de corpos de prova (Modelo 467,
Odeme, Santa Catarina, Brasil), como mostra a figura 10.

A figura ilustra o dispositivo de inclusdo de corpo de prova (Figura 10 a), o
encaixe do conjunto dente-braquete no fio metalico 0,017” x 0,025" do sistema do
dispositivo de inclusdo de corpo de prova com auxilio de ligadura eléstica (Figura 10 b),
a verificacdo do angulo gerado no dente promovendo o correto paralelismo entre o
braquete e o eixo em que este sera cisalhado na maquina de ensaios universal
(Figura 10 c) e o conjunto final dos corpos de prova para ensaio de cisalhamento
(Figura 10 d).

Apoés inclusdo dos corpos de prova permaneceram imersas em agua
deionizada por 24h para realizagdo do ensaio de cisalhamento, escaneamento com

MEV e TCO e mensuracédo do coeficiente de atenuacéo Optica.

Figura 10 - Sequéncia ilustrativa de inclusdo de corpo de prova em resina acrilica.

-

Fonte: a autora
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3.1.5 Anélises

3.1.5.1 Ensaio de cisalhamento

Os ensaios foram realizados, conforme norma ISO/TR11405, pela maquina
de ensaios universal INSTROM 5567 (Texas, Estados Unidos) (Figura 11). Foi utilizada
uma célula de carga de até 1kN acionada a velocidade de 0,5 mm/minuto no sentido de
compresséo incisogengival (Figura 1la), desenvolvendo-se assim uma tensdo de
cisalhamento na interface base do braquete-resina até o momento da fratura ou
rompimento da unido adesiva. A tensdo de cisalhamento foi calculada utilizando-se a
férmula P=F/A, onde F era a forca maxima para ocorrer o cisalhamento do braquete e A

representou a area da base do braquete utilizado.

Associado ao calculo da tensdo de cisalhamento, a maquina gerava um
grafico que representava o comportamento padréo da forca de cisalhamento (MPa) em
relacdo ao deslocamento do cinzel na interface braquete- resina- esmalte durante a

tensao de cisalhamento.

Figura 11 — a) Imagem ilustrativa da direcédo da forca de cisalhamento (seta vermelha) e
b) do comportamento grafico do cisalhamento.

Brackets

Compressive stress (MPa)

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006
b Compressive strain (mm/mm)

Fonte: a autora
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Sempre antes de seguirem para escaneamento em TCO e MEV, 0s corpos
de prova passaram por banhos em cuba ultrassénica Thornton T7 (Unique, Indaiatuba,

Brasil), durante 4 minutos.
3.1.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para analisar diferencas do comportamento da superficie do esmalte
dentario ao final de cada etapa do estudo, foi utilizado o SEM de baixo vacuo Hitachi
TM3000 (Tokyo, Japédo). O equipamento apresenta tensao de aceleracdo de 5 ou
15 kV, fonte de tungsténio, ampliacdo de 15 X a 30.000 X, resolucdo de 30 nm, e modo
de reducdo de carga (que utiliza a pressdo da camara superior) que permite obter a
imagens a partir de corpos de prova nao revestidos. Os corpos de prova foram
analisados em diferentes amplia¢des (40, 200, 1000, 3000 x) com parametro de 15 kV
em modo Shadow 1 (Figura 12).

As imagens em SEM foram obtidas no TO (momento inicial), apés os pré-

tratamentos das superficies de esmalte e apos o cisalhamento dos braquetes.

Figura 12- O mesmo corpo de prova apés irradiacdo com laser de Nd:YAG, em
diferentes ampliacbes: 40, 200, 1000, 3000 x, da esquerda para direita. As imagens
evidenciam o pulso do laser em menor aumento e a fusdo do esmalte (melting), em
maior aumento.

NL D94 x30k 30um

Fonte: a autora
3.1.5.3 Tomografia por Coeréncia Optica (TCO)

Neste estudo, um sistema de TCO comercial OCP930RS (Thorlabs Inc.,

New Jersey, EUA) utilizou uma fonte luminosa com comprimento central de onda de



49

930 nm, com 2 mW de poténcia e largura espectral de 100 nm, produzindo imagens em
corte transversal (2D) ligado a um computador pré-configurado. As imagens foram
geradas com 2000 colunas e 6 mm de varredura transversal com escalas de 300 pm. O
intervalo de escaneamento foi de 1 mm na janela de estudo, em sentido cérvico-incisal,
usando a margem cervical dos dentes como referéncia no posicionamento dos corpos
de prova. Cada dente escaneado desta forma gerou 6 imagens por corpo de prova - em
formato BMP (Figura 13) — em cada tempo analisado (TO e T1), que foram coletadas
pelo TCO sempre no mesmo padréo (RAW 0,003089).

Figura 13 — Imagem representativa das 6 linhas de escaneamento do TCO com
intervalos de 1 mm entre elas.

Fonte: a autora

As imagens em TCO foram obtidas no TO (momento inicial), apés os preé-
tratamentos das superficies de esmalte (T1) e apds o cisalhamento dos braquetes. Foi
considerado o indice de refracdo do esmalte dental de 1,6.(CARA et al., 2014) A figura
14 ilustra a regidao de interesse de estudo (ROI) demarcada em vermelh, e as as
regides livres de tratamento da superficie apontadas pelas setas azuis. Todos o0s
corpos de prova foram centralizados da mesma forma no momento da aquisicdo das

imagens.
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Figura 14 - Imagem (B-scan) de TCO obtida a partir de corpos de prova jateados com
Al20s.

Fonte: a autora

3.1.5.3.1 Coeficiente de atenuacao Optica (a)

A partir das imagens obtidas pelo TCO, o a foi utilizado para mensurar o
decaimento exponencial da intensidade da luz retroespalhada nas imagens. Para isso
foram utilizadas as imagens de TCO inciais (TO) e logo apdés os procedimentos de
jateamento com Oxido de aluminio e/ou irradiacdo com laser de Nd:YAG (T1). Para a
medida a, foi utilizado o software MATLAB Runtime - MATLAB Compiler (MathWorks

Inc, Massachusetts, EUA).

O programa desenvolvido permite selecionar até duas regides de interesse
(ROI — Regions of Interest) ao mesmo tempo de forma independente com o uso dos
delimitadores- chamados de janelas. No estudo 1, havia apenas uma regido de
interesse (area que teve preparo com laser e/ou jateamento no centro do corpo de
prova - Figura 15). Foram padronizadas janelas com 600 pum de largura com

profundidade variando entre 0 e 600 pum.

Para o a, cada corpo de prova teve as 6 imagens analisadas. Totalizando 30
imagens por grupo no TO, e 30 imagens por grupo no T1l. A média do A-scan foi
calculada nas imagens de TCO e a analise foi repetida para varias aquisicdes
sequenciais, fornecendo o valor aritmético médio de A-scans de cada grupo. Para a

comparacao intergrupos foi determinada a variagdo (A) individual dos grupos
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considerando a diferenca entre os valores médios finais (T1l) e os valores meédios
iniciais (TO).

Figura 15- Tela do programa MATLAB Runtime mostrando uma imagem B-scan de um
corpo de prova em T1. Evidenciando a janela e profundidade de trabalho em 1 ROI, e a
curva do A-scan médio gerado em cada amostra.
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Fonte: a autora

3.2 METODOLOGIA DO ESTUDO 2

Apo6s analise optica inicial (TO) da morfologia superficial do esmalte atravées
do técnicas de analise optica (TCO e MEV), 75 dentes bovinos foram distribuidos em 5
grupos (n=15), conforme pré-tratamento da superficie: G1- grupo controle negativo
(sem condicionamento acido- HsPOa4 prévio a colagem direta — CD- dos braquetes, e
sem aplicacéo de Fluor fosfato acidulado — FFA, apos a CD); G2- sem H3POa4 prévio a
colagem+ FFA ap0s a colagem; G3- CD com HsPOs4 + FFA apds a colagem; G4-
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preparo do esmalte apenas com irradiacdo com laser de Nd:YAG sem HsPO4 + FFA,
apos a CD; G5- irradiacdo com laser de Nd:YAG+ H3PO4 antes da CD, e FFA apos a
CD. A figura 16 mostra a divisdo dos grupos com suas respectivas etapas,
evidenciando que a Unica diferenca entre eles foi nas etapas que precederam a

aplicacao do sistema adesivo.

Figura 16 - Etapas realizadas em cada grupo do Estudo 2: (a) irradiagcdo com laser de
Nd:YAG, (b) (b) condicionamento &cido, (c) aplicacdo do sistema adesivo, (d) o
molhamento da superficie pelo sistema adesivo, (e) posicionamento do braquete, (f)
fotoativacéo, (g) aplicacéo de fltor ao redor do braquete colado.

Controle
negativo

Sem H,PO,

Tradicional
(H;PO,)

sem H,PO, ‘

Nd:YAG

Nd:YAG
com H,PO,

Fonte: a autora

Os corpos de prova passaram por uma segunda analise 6ptica, apos o pré-
tratamento da superficie, e seguiram para a etapa da colagem dos braquetes. Apés a
colagem dos braquetes, os grupos indicados receberam aplicacdo topica de FFA e

ficaram armazenados 24h em agua deionizada. Em seguidas, os dentes foram
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submetidos aos ensaios de termociclagem e ao desafio cariogénico, e 24h apds novo
armazenamento em agua deionizada, foram cisalhados.

Apbés o cisalhamento, foi realizada a terceira andlise Optica (T1l) da
morfologia superficial do esmalte. Em seguida, todos os dentes seguiram para 0 ensaio
de microdureza. E entédo foi realizada nova analise Optica para efeitos comparativos. O

delineamento experimental deste estudo encontra-se na tabela 3.

Tabela 2 - Delineamento experimental do Estudo 2.

Estudo 2 Fatores em estudo Esmalte dentério (face lingual)
Tratamentos Irradiagéo com laser
Aplicacdo de FFA
Condicionamento acido

Periodo de 6h
Termociclagem
Periodo de Desafio 48h

Cariogénico
Unidades Dentes bovinos
experimentais
Variaveis Cisalhamento: MPa
resposta Profundidade de desmineralizacdo da

superficie: um
Coeficiente de atenuagédo: um
Microdureza: Kgf.mm2
Morfologia superficial

3.2.1 Pré - tratamentos da superficie

No estudo a escolha pelo uso do condicionamento acido apds a irradiacéo
com laser de Nd:YAG foi baseada nos resultados encontrados no estudo de Wen et al.
(2014), em que os autores testaram protocolos de utilizagdo do condicionamento acido
fosforico (37%) antes e depois da irradiacdo com Nd:YAG para colagem de braquetes,
e alcancaram melhores resultados quando o condicionamento &cido foi realizado apos

a irradiacao do laser.

Os grupos tiveram como variaveis de pré-tratamentos: o laser de Nd:YAG, o

condicionamento acido e o fldor.
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3.2.1.1 Laser de Nd:YAG

A irradiacdo com laser decorreu da mesma forma que na metodologia do
estudo 1 (item 3.1.1.2 desta tese).

3.2.1.2 Condicionamento acido

O condicionamento acido foi utilizado nos grupos indicados de acordo com

orientacdo do fabricante (por 30 segundos).
3.2.1.3 Protocolo de Flaor

A aplicacao do flaor (fldor fosfato acidulado 1,23%-Nova DFL, Rio de Janeiro,
Brasil) foi realizada em Unica sesséo, por 4 minutos, com auxilio de uma haste flexivel
com algodao (Johnson&Johnson, New Jersey, EUA). Apds esse periodo, os corpos de
prova foram lavados com agua deionizada por 1 minuto e secos com papel absorvente,

seguindo protocolo de Delbem e Cury (2002).
3.2.2 Braquete utilizado

Os braquetes ortodénticos linguais utilizados foram da marca Orthomundi
(Porto Alegre, RS, Brasil), com base trapezoidal apresentando medidas de 3,01 x 2,71 x
3,62 (area da base: 10,35 mm?), de incisivos centrais superiores (Figura 17).

Figura 17 - Imagem em MEV da base dos braquetes Orthomundi.

F SD46 x25

Fonte: a autora
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Apesar de ter sido utilizado um braquete diferente do utilizado no estudo 1,

nao houve diferenca entre as bases dos braquetes deste estudo.
3.2.3 Protocolo de colagem dos braquetes

O protocolo de colagem seguiu 0S mesmos passos e materiais descritos no

item 3.1.3 desta tese, para os grupos G3 e G5, seguindo as etapas de 1 a 13.

Os grupos G1, G2 e G4 dispensaram as etapas do condicionamento com
acido fosforico 37% durante 30 segundos (etapa 5) e a lavagem da superficie
condicionada com spray de agua por 30 segundos (etapa 6). A partir da aplicacao do
sistema adesivo (etapa 8) todos 0s grupos seguiram 0S mesmos passos até serem

fotoativados (etapa 13).

3.2.4 Testes laboratoriais
3.2.4.1 Termociclagem

A termociclagem foi realizada 24 h apos a colagem dos braquetes estando
0s corpos de prova armazenados em agua destilada a 37°C. Os ensaios seguiram as
orientagfes da ISO/TS 11405:2015, com 500 ciclos realizados em agua entre 5 +3° C e
55 +3° C na maquina modelo MSCT-3 (Elquip, Sdo Carlos, SP, Brasil) e exposicdo de
20 segundos a cada banho. O tempo de transferéncia entre os banhos foi de

5 segundos.
3.2.4.2 Desafio cariogénico

ApoOs termociclagem foi delimitada uma janela de trabalho com margem de
3 mm ao redor dos braquetes, Bakirs. 2017 e as demais areas foram recobertas por
esmalte de unha (Colorama, L’oréal, Brasil) (Figura 18). Em seguida os corpos de prova
foram submetidos ao ensaio de desafio cariogénico por 48h continuas em Camara
Incubadora Refrigerada com Agitacdo Orbital (modelo MA832, Sdo Paulo, Brasil),
seguindo protocolo de Fried et al. (2013). (FRIED et al., 2013)Para tal os dentes foram
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submersos individualmente em 50 ml de uma solucdo de Ca / PO4 / acetato contendo
2,0 mmol / L de célcio, 2,0 mmol / L de fosfato e 0,075 mol / L de acetato mantido a pH

4,5 e um temperatura de 37 °C.

Apds o desafio cariogénico, os corpos de prova foram retirados das solucées
e lavadas com agua deionizada durante 1 min. E em seguida, armazenadas em agua

deionizada a 4°C, por 24h.

Figura 18 - Imagem representativa da janela de trabalho nas laterais e abaixo do
braquete.

Fonte: a autora

3.2.5Incluséo dos corpos de prova

A inclusédo dos corpos de prova deste estudo foi realizada como descrito na

metodologia do estudo 1, no item 3.1.5 desta tese.
3.2.6 Analises
3.2.6.1 Ensaio de cisalhamento

O ensaio de cisalhamento para este estudo foi realizado como descrito na

metodologia do estudo 1, no item 3.1.5.1 desta tese.
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3.2.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise ¢ptica da morfologia superficial do esmalte através da microscopia
eletronica de varredura foi realizado como descrito na metodologia do estudo 1, no item
3.1.5.2 desta tese. Houve escaneamentos dos corpos de prova nos momentos: TO
(momento inicial), apés os pré-tratamentos das superficies de esmalte, apos a
termociclagem, apds o desafio cariogénico (T1), apos o cisalhamento dos braquetes e

apos o ensaio de microdureza.
3.2.6.3 Tomografia por Coeréncia Optica (TCO)

A andlise Optica através da tomografia por coeréncia Optica foi realizado
como descrito no estudo 1, no item 3.1.5.3 desta tese. Contudo, a varredura transversal
das imagens tiveram escalas de 500 um para que fosse possivel englobar na mesma
varredura da imagem as 2 regides adjacentes aos braquetes que foram expostas ao

desafio cariogénico (Figura 19).

As imagens em TCO foram obtidas no TO (momento inicial), apds os pré-
tratamentos das superficies de esmalte, apdés a termociclagem, ap6s o desafio
cariogénico (T1), ap0s o cisalhamento dos braquetes e apds o0 ensaio de microdureza.

Figura 19 - Imagem representativa de TCO (B-scan) indicando as areas expostas no
corpo de prova apos o desafio cariogénico.

Brdque’re

A S Area de esmalte dental
Esmalte de unha exposta a Termociclagem
[Verniz) e Desafio cariogénico

Fonte: a autora
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3.2.6.3.1 Coeficiente de atenuacao Optica (a)

A analise do a optica foi realizado como descrito na metodologia do estudo 1,
no item 3.1.5.3.1 desta tese. Contudo, neste estudo havia duas regides de interesse
(area ficou exposta ao desafio cariogénico do lado direito e esquero do braquete-
Figura 20). E as larguras das janelas variavam de acordo com a largura da lesao de
desmineralizacdo que aparecia em cada corpo de prova. No exemplo abaixo, a largura
das janelas foi de 60 pm.

Figura 20 - Tela do programa MATLAB Runtime mostrando uma imagem B-scan de um
corpo de prova em T1. Evidenciando a janela e profundidade de trabalho em 2 ROIs, e
a curva do A-scan médio gerado em cada amostra.
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Fonte: a autora
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3.2.6.3.2 Profundidade de desmineralizacéo

A partir das imagens de TCO também foi calculado o alcance da
profundidade de desmineralizagdo gerado pelo desafio cariogénico nos grupos. Cada
corpo de prova teve as 6 imagens analisadas e para representar cada grupo foram
escolhidas 5 corpos de prova de cada um. Os corpos de prova tiveram as imagens
iniciais e finais comparadas para eliminar duvidas sobre os efeitos isolados da
desmineralizagcdo. Em seguida foram selecionadas 5 cortes diferentes em imagens de
TCO, de cada um dos 5 corpos de prova. Na &rea de interesse do estudo (regido do
desafio cariogénico) foram contornados os limites de profundidade de desmineralizacéo
(regido delimitada em vermelho- Figura 21) onde foram realizadas trés medidas: uma

em cada extremidade e outra no centro conforme ilustra a figura abaixo.

Figura 21 - Area de interesse do estudo (regido do desafio cariogénico) delimitada em
vermelho na figura. Em cada regido delimitada foram realizadas 3 medidas (linhas
brancas): uma em cada extremidade e outra no centro.

500pum

Fonte: a autora

As medidas foram realizadas com auxilio do Sotware ImageJ (Versao 1.46r,
Wayne Rasband National Institutes of Health, EUA), utilizando a escala do programa
em micrometros. O indice de refracdo para o esmalte de 1.6.(CARA et al., 2014) Cada
imagem de TCO foi redimensionada no software ImageJ convertendo pixels para
distancia, ja conhecida, da escala da imagem do TCO (500 um) gerada pelo software.
Em seguida foi realizada a medida guiada pelas linhas brancas tracadas dentro da area

delimitada.
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3.2.6.4 Microdureza
3.2.6.4.1 Seccao e embutimento dos corpos de prova

Para a andlise de microdureza foi necesséario previamente seccionar 0s
corpos de prova e embuti-las em resina acrilica quimicamente ativada (Classico Artigos
Odontoldgicos Ltda, Campo Limpo Paulista — SP, Brasil), com auxilio da prensa de
embutimento PRE-30Mi (Arotec, Cotia, Sdo Paulo, Brasil).

Os corpos de prova foram seccionadas perpendicularmente ao longo eixo do
dente com auxilio de um disco de corte diamantado de dupla face ventilado (Pretty
Odonto, Sao Paulo, Brasil) acoplado em micro-motor e peca reta (Dabi-Atlante, Ribeiréo
Preto, SP, Brasil). A linha de corte selecionada (Figura 22 a) representa o meio da area
de estudo delimitada no inicio do trabalho. Antes de serem embutidas, os corpos de
prova foram armazenadas individualmente por 24h em 4gua deionizada.

Apos seccionadas, os pedacos cortados dos corpos de prova (Figura 22 b) foram
embutidos agrupados em 4 unidades por disco acrilico (Figura 22 c). Cada disco tinha
2 cm de diametro e 0,5 cm de altura. Os ciclos de embutimento foram padronizados em
6 minutos de aguecimento, com pressdo mantida entre 100-150 Kgf/cm?, seguido por

9 minutos de resfriamento.

Figura 22 - (a) Linha de corte, (b) pedaco do corpo de prova utilizado para
embutimento, (c) aspecto dos discos embutidos para testes de microdureza.

Aveé protegida
pelo esmalte de
unha (verniz)

Fonte: a autora
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Antes de seguirem para o0 ensaio de microdureza desta regido, cada disco foi
submetido a uma sequéncia de polimento até atingirem brilho superficial com auxilio de
uma lixadeira- politriz Ecomet 300 (Jabaquara, S&o Paulo, Brasil) com um dispositivo
para tratamento simultdneo de 6 corpos de prova - discos acrilicos. A sequéncia de
lixas seguiu as granulacdes: 400, 600, 800, 1200, 2500, 4000 Carbimed Paper Discs
(Buehler, lllinois, EUA). O polimento foi realizado com disco de papel feltro auto-adesivo
Polishing Cloth (METADI, Buehler 40-7618, IL, EUA) e suspensao diamantada de 1um
(METADI Diamond Suspension - Buehler), sendo considerado satisfatorio quando néao
foram mais observados riscos nas superficies dos corpos de prova. O tempo dos corpos
de prova com cada lixa foi de 4 minutos, e mais 4 minutos com o disco de feltro com a
suspensao diamantada. Em seguida, os corpos de prova passaram por banhos em
cuba ultrassbnica e foram secas com lenco de papel absorvente. Este procedimento
padronizado foi realizado entre todas as etapas de acabamento e polimento, e o0s
corpos de prova ficaram armazenados em agua deionizada (4°C) por 24h.

ApOs o polimento, os corpos de prova foram marcados com caneta
esferografica preta de ponta fina, dividindo o esmalte nas areas que ficaram protegidas
pelo esmalte de unha, abaixo do braquete e a area do desafio cariogénico, para facilitar

a visualizacdo no momento do ensaio de microdureza.

3.2.6.4.2 Medidas de Microdureza

Ap6s o polimento, os corpos de prova foram submetidos a analise de
microdureza seccional utilizando-se o microdurbmetro HMV-2000 (Shimadzu, Kyoto,
Japao). Em cada corpo de prova, foram realizadas trés sequiéncias de 11 indentacdes
no meio do bloco de esmalte, sendo que a primeira indentacdo foi feita a partir de 20
pMm da borda da lesdo de esmalte na regido abaixo do desafio e a 20 um de distancia da
borda da superficie de esmalte nas regibes abaixo do braquete e abaixo do verniz,
seguindo-se as distancias de 30 ym, 40 pm, 50 ym, 60 pm, 70 pm, 80 pym, 100 uym, 120
pm, 140 ym e 160 um em profundidade (Figuras 23 e 24). Entre as linhas, a distancia
padronizada foi de 50 ym, sendo todas as indentacdes realizadas com carga estatica
de 98,07 mN (HK 0,01) durante 5 segundos.
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Figura 23 - Exemplificacdo das medidas feitas iniciando 20 um abaixo da borda da
lesédo em corpo de prova representativo do G1.
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Figura 24 - Representagao ilustrativa do protocolo utilizado no ensaio de microdureza
sobreposto a uma imagem de TCO com finalidade didatica.
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O parametro de forca da microdureza foi escolhido de acordo com teste
piloto que possibilitaram resultados com esta for¢a utilizada, uma vez que o tecido
abaixo do desafio cariogénico apresentava-se demasiadamente amolecido,

impossibilitando as medidas com forcas maiores nesta regido e adjacente a ela.
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Os dados obtidos foram transportados para planilhas, onde foram calculadas
as médias dos valores obtidos para, a partir destes dados, calcular-se o valor de
contetdo mineral (% vol.) de acordo com o protocolo do estudo de Ana (2007),(ANA;
BACHMANN; ZEZELL, 2006) utilizando-se a relagéo: [contelido mineral= 4,3 YKHN +
11,3], onde KHN (Knoop hardness number) € o numero de dureza Knoop médio em
cada uma das profundidades analisadas. Desta forma é possivel o calculo do perfil
mineral de cada corpo de prova. (FEATHERSTONE et al., 1983)

A area de lesdo de carie foi calculada individualmente para cada corpo de
prova sendo e relacionada com a profundidade de lesdo. Para o seu célculo, faz-se a
projecéo do perfil mineral do corpo de prova considerado higido. Assim, a perda mineral

correspondera a diferenca entre a area do esmalte higido e a area do esmalte cariado.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram executados no programa GraphPrisma
(GraphPad Software, Sdo Paulo, Brasil) com niveis de significaAncia de 95% para os
dois estudos. Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk foram realizados para verificar
a normalidade dos dados obtidos. Para os dados de cisalhamento, os testes ANOVA e
Post Hoc Tukey foram feitos (considerando dados normais e testes ndo pareados). Para
a profundidade de desmineralizacdo e o coeficiente de atenuacdo Optica foram
utilizados o teste de Kruskal Wallis e o teste post hoc de Dunn. Para andlise de
microdureza, foi realizado o teste ANOVA, Kruskal Wallis (para medidas intergrupos) e

Friedman (para medidas inter regides do mesmo corpo de prova).
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4 RESULTADOS

Os resultados serdo mais bem descritos nos artigos 1 e 2, derivados dos

estudos 1 e 2 desta tese.
4.1 RESULTADOS DO ESTUDO 1
4.1.1 Ensaio de Cisalhamento

Houve similaridade entre todos os grupos. O maior valor foi observado no
grupo jato + laser (G5), seguido pelo grupo laser + jato (G3), grupo jato (G4), grupo
controle (G1) e grupo laser (G2), respectivamente.

4.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Apos preparo dos grupos, o grupo do laser (G2) evidenciou fuséo dos cristais
de hidroxiapatita (melting) com aspecto de microcrateras e bolhas, os grupo que tiveram
0 jateamento como ultima etapa de pré-tratamento mostraram desorganizacdo da
superficie. O grupo que teve associa¢ao das técnicas com o laser em ultima etapa (G5)
evidenciou melting em menor quantidade do que o grupo do laser isolado (G3). Apés o
cisalhamento, o grupo controle (G1) mostrou exposicdo dos prismas de esmalte e os

demais grupos mantiveram seus aspectos semelhantes a anélise anterior. (Figura 26)
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Figura 25 - Representacdo do comportamento dos grupos (a) antes de qualquer
tratamento, (b) apds precondicionamento das superficies e (c) apos cisalhamento dos
braquetes. Linha 1 = G1 (controle), linha 2 = G2 (laser), linha 3 = G3 (laser + jato), linha
4 = G4 (jato) e linha 5 = G5 (jato + laser).
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Fonte: a autora

4.1.3 Tomografia por Coeréncia Optica

O grupo do laser (G2) demonstrou 0 melting como pontos densos na linha da
superficie do esmalte ou imediatamente abaixo dela. O grupo do jateamento (G4)
apresentou uma area de refracdo larga com decaimento Optico mais evidente do que

em dentes higidos. No grupo em que o jateamento foi realizado sobre o melting (G3),
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houve um decaimento Optico menor do que 0 grupo apenas com jateamento (G4).
Quando o laser foi aplicado em superficie jateada (G5) observou-se pontos densos

pouco evidentes misturado com decaimento Optico caracteristico do jateamento.
4.1.3.1 Coeficiente de atenuacgédo optica

Observou-se que o grupo da irradiacdo com o laser (G2) e o grupo do
jateamento (G4) tiveram um aumento do a, enquanto os grupos com associacao de
técnicas (G3 e G5) tiveram uma diminuicdo. A andlise de variagdo a (A) mostrou

diferenca estatisticamente significante (p = 0,0124) entre os grupos G5/G2 e G5/G4.
4.2 RESULTADOS DO ESTUDO 2
4.2.1 Ensaio de Cisalhamento

O grupo laser + condicionamento acido + FFA obteve o maior resultado
(21,21 + 1,83 MPa), seguido dos grupos condicionamento acido + FFA (15,93 %
1,66 MPa), laser + FFA (8,53 + 0,81 MPa), Controle negativo (6,85 + 1,26 MPa) e
apenas FFA (4,68 £ 0,76 MPa), respectivamente. Houve diferenca estatistica apenas
entre 0s grupos com condicionamento &cido em relagdo aos grupos sem

condicionamento (p < 0,0001).
4.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Apoés desafio cariogénico o grupo controle negativo apresentou grande
desmineralizacdo superficial com exposicdo dos prismas de esmalte em forma de
microcavidades ovaladas. O grupo com apenas FFA teve menor exposi¢cado dos prismas
de esmalte. O grupo com condicionamento acido + FFA demonstrou desmineralizacao
mais uniforme. O grupo do laser + FFA exibiu melting na superficie, e o grupo laser +

condicionamento + FFA teve um melting com aspecto mais liso.
4.2.3 Tomografia por Coeréncia Optica

Os grupos sem irradiacdo do laser mostraram a presenca de

desmineralizagdo na area exposta ao desafio cariogénico como um decaimento éptico
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extenso e esbranquicado. Dentre eles, o grupo controle teve desmineralizacdo mais
intensa, o grupo apenas FFA foi menos profundo, e o grupo tradicional mais uniforme.
Os irradiados revelaram os pontos densos de fusdo sem desmineralizagbes abaixo
destes pontos, sendo que o grupo do laser + condicionamento &cido + FFA demonstrou

remocao parcial do melting.
4.2.3.1 Coeficiente de atenuacao Optica

Todos os grupos, com excecado do grupo condicionamento acido + FFA,
apresentaram aumento do a apos o desafio cariogénico, demonstrando diferenca na
comparacao intergrupos (p<0,0001). Na comparacdo das variacdes (A) do a final e
inicial individuais, o grupo laser + FFA foi o Unico ndo que teve diferenca estatistica
significante (p = 0,0630).

4.2.3.2 Profundidade de desmineralizacéo

O grupo controle apresentou maior profundidade de desmineralizacao
(312,20 = 24,15um), seguido pelo grupo apenas FFA (300,60 + 12,16um), grupo
condicionamento &cido + FFA (285,60 + 13,34um), grupo laser + condicionamento +
FFA (235,20 + 6,70um) e grupo do laser + FFA (214,90 + 13,86um). Apenas o grupo do

laser + FFA teve diferenca estatistica significante (p=0,0006).
4.2.4 Ensaio de microdureza

O grupo controle e o grupo apenas FFA foram desconsiderados para a
andlise estatistica, pois a presenca de lesGes caviadas na superficie de alguns corpos
de prova impossibilitou indentacdes delimitadas nestas areas, dificultando a obtencédo
de medidas corretas tanto abaixo do braquete quanto do desafio. Nao houve diferencas
na comparacao inter regides entre 0s grupos ou nos mesmos corpos de prova (p>0,05).
Todos os grupos apresentaram os valores minimos de microdureza entre 20-40 um de
profundidade. E, os valores maximos foram encontrados entre 70-80 pm de
profundidade, exceto no grupo laser + condicionamento + FFA, que foram a partir de

100 um de profundidade.
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5 ARTIGOS

5.1 ARTIGO 1: EFFECT OF ND:YAG LASER AND ALUMINUM OXIDE
SANDBLASTING PRECONDITIONING ON LINGUAL ENAMEL CHARACTERIZATION
AND BRACKET SHEAR BOND STRENGTH

A ser submetido a Journal of adhesive dentistry

Effect of Nd:YAG laser and aluminum oxide sandblasting
preconditioning on lingual enamel morphology and bracket shear

bond strength

Purpose: This study measured the shear bond strength (SBS) of lingual brackets and analyzed
the enamel morphology after different surface preconditioning techniques.

Materials and Methods: 35 bovines’ incisors were divided into 5 groups (n=7): G1- Control
group; G2- Nd:YAG laser; G3- laser + Aluminum oxide sandblasting (Al203); G4- Al,Os; G5-
Al>03 + laser. All groups had lingual brackets bonded with Transbond XT adhesive (3M ESPE)
according to the manufacturer’ protocol, and were shear bonded after 72h. The enamel was
evaluated by Optical Coherence Tomography (OCT) and Scanning Electron Microscope (SEM)
before (TO) and after preconditioning surface (T1) for each group. The optical attenuation
coefficient (o) was obtained from OCT images. Data were analyzed by ANOVA-test, followed
by post hoc Tukey for SBS, and Kruskal Wallis and post hoc Dunn test for a (significance of
5%).

Results: The SBS was similar among groups but a presented statistical difference (p= 0.0124)
between associated preconditioning groups (G3 and G5) and the others. The optical analyzes
evidenced the melting on the enamel after lasing, when it was the only preconditioning or when it
was the final preconditioning step. Also there is crystal surface disorganization in Al.O3 groups,
however the sandblasting removed partially the melting of the laser effect.

Conclusion: All protocols presented SBS within the recommended in literature. The laser
irradiation and/or the aluminum oxide sandblasting promoted enamel structural changes that
maintained the clinical adhesive performance. Sandblasting preconditioning did not increase
significantly the SBS in bonding protocols, and mechanically reduced the laser melting effect.

Key words: Dental Enamel, Orthodontic Brackets, Optical Coherence Tomography, Laser,
Melting, Dental Air Abrasion.
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INTRODUCTION

Dental caries is a chronic infectious disease that affects billions of people with large
individual differences in activity. It is estimated that 20% of the population has caries by genetic
factors that have not enough response to fluor therapy and hygiene habits, being indicated
intensified traditional prevention and immunostimulatory therapeutics. * In general, orthodontic
brackets are considered a risk factor beginning as white spot lesions (WSL). *° About 75% of the
orthodontic patients have an incidence of WSL, and recently, 4.6% of the global economy is a
burden of dental diseases.®

The introduction of lingual brackets, in the 70s, came to improve the aesthetic of the
patient during treatment. However, the diminished inter-bracket distance and the gum proximity
of the bracket position decrease the cleaning efficiency and increase the WSL's risks.'? Usually,
the base of prototyped lingual bracket covers the whole lingual surface and decrease this risk, 4!
but patients wearing non-prototyped lingual brackets showed more plaque retention and S.
mutans counts after bonding, even more than buccal appliances, 2° as it intensifies the risk of
caries disease. Additionally, the lingual enamel is thicker than the buccal 8 and could increase the
caries propagation to the other tissues.

During the lingual bracket bonding, the initial protocol includes the aluminum oxide
sandblasting % before the acid etching to increase the surface contact area. * 1> 1% 2236 After acid
etching, the enamel demineralization, that promotes superficial hydroxyapatite loss and
porosities, is considered a WSL risk factor. To minimize these lesions it is indicated fluoride
application directly onto the enamel adjacent to bracket,'® associated with bonding materials 2* or
with laser irradiation. 73! The ability of Nd:YAG laser to promote fluoride uptake and prolong it
releasing time in an oral environment points to a demineralization resistance with reduction of
caries potential up to 45.9%. 44

The laser irradiation changes chemically and morphologically the enamel surface that
could influence shear bond strength (SBS) of the brackets. To guarantee the SBS during the
treatment, the enamel should be prepared to assure SBS of brackets between 5.9 and 7.8 MPa. %’
No studies have reported if the changes on enamel after lasing disturb the SBS of lingual brackets
and if the aluminum oxide sandblasting allow the SBS to increase without removing the laser

effect of enamel protection.
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The aim of this study was to quantify the shear bond strength of lingual brackets for direct
bonding after different surface preconditioning using the Nd:YAG laser as preventive protocol
and/or aluminum oxide sandblasting. Characterization of the enamel behavior was carried out

before, during and after procedures, through noninvasive optical analysis.
MATERIAL AND METHODS

This study was carried out after approval by the Animal Ethics Committee from IPEN
(CEUA-IPEN/SP n. 107/12). Thirty-five bovine incisors teeth, free from caries, cracks, fractures,
deep dental grooves, surface decalcification, abrasions, and stains, were selected and disinfected
with 1 % Chloramine-T solution (7 days) (ISO / TS11405) and stored in deionized water at 4 °C.
17

For sample size calculation, the equation N = 462 (Zerit + Zpwr)? / D?, was used.® N is the
total sample size, ¢ the standard deviation (value 0.204), Zcit the significance level (1.96, for
significance 5 %), Zpwr the statistical power (1.282, for study power of 90 %) and D is the
expected minimum difference between the groups (value 0.5). This calculation consisted of

approximately 7 samples per group.
Sample preparation

Approximately 2 mm of the incisal surface was removed from the teeth with a diamond
disc (Pretty Dental, Sdo Paulo, Brazil) mounted in the micromotor and handpiece to standardize
the positioning of brackets and the shear bond strength procedure (Figure 1). The groups were
divided according to the preconditioning methods of lingual surfaces (n=7): G1- Control Group;
G2- Nd: YAG laser irradiation; G3- Nd: YAG laser irradiation and aluminum oxide sandblasting;
G4- Aluminum oxide sandblasting; G5- Aluminum oxide sandblasting and Nd: YAG laser

irradiation.
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Figure 1. Schematic drawing of the incisal tooth surface removal to help positioning the brackets.

Orthodontics lingual brackets (Forestadent, Pforzheim, Germany) with quadrangular base
were used by a mesh with dimensions of 3.26 mm x 3.26 mm (base area: 10.62 mm?).

The aluminum oxide sandblasting (50um, 60 PSI, BIO-ART, SP, Brazil) was applied
perpendicular to the tooth lingual surface, within the distance of 10 mm for 3 seconds. '

For pulsed laser irradiation (Nd:YAG laser Power TM ST6, Lares Research®, USA), the
lingual surfaces were covered with a thin layer (~100 um) of a photoabsorber composed of
triturated coal (particles of £10 pum diameter) diluted in equal parts of deionized water and 99%
ethanol.** Samples were irradiated twice in manual contact: once in a horizontal way and the
other in a vertical way (30 s each) to guarantee that all the surface was irradiated as per clinical

application. The employed laser protocol is shown in Table I.

Table I: Parameters of Nd:YAG laser irradiation

Laser Nd:YAG
Wavelength 1064 nm
Average Power 0.6 W
Pulse frequency 10 Hz
Width of pulses 100 ps
Pulse Energy 60 mJ
Energy density (fluency) 84,9 Jlcm?
Duration of the irradiation 30s

Fiber Diameter 300 pm
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All teeth were cleaned with pumice stone (SSWhite Duflex, Rio de Janeiro, Brazil) then
washed (10 s), air dried (10 s) and bonded, after respective pretreatments, according to the
manufacturer instructions (kit Transbond XT/Lot: N821727/3M Unitek, Monrovia, CA, USA),
including: 37% phosphoric acid etching (Condac, FGM, Joinvile, Brazil) for 30 seconds on the
designated space for bonding, followed by water spray (10 s), air dried (10 s), primer application,
primer photoactivation (20 s) and resin application on the brackets’ base for positioning on the
tooth surface.

To standardize the resin flow before the curing, an adapted tensiometer (Morelli, S&o
Paulo, Brazil) was used with 1200 gf for 5 s, and all the excesses of resin were removed by an
exploratory probe. The LED curing unit (LED Ortholux™ Luminous Curing Light; 3M ESPE,
Minnesota, EUA) had 1600 mW/cm? of irradiance tested before the experiment, and the
photoactivation was done for 10 s on each side of the brackets (distance of 2-3 mm).

After 24 h of storage in deionized water, samples were vertically included in chemically
activated acrylic resin (Jet, S&0 Paulo, Brazil) aided by a device for specimens’ inclusion
(Odeme, 467, Santa Catarina, Brazil). After inclusion, another 48 h storage occurred in deionized

water, totalizing 72 h between the bonding procedure and the shear bond strength.
Shear bond strength analysis

The shear bond strength test was performed according to 1ISO/TS11405 by a universal test
machine (Instrom 5567, Texas, EUA) with 1 kN cell load and 0.5 mm/min speed. Samples were
positioned for the chisel to have contact with the bracket-adhesive-enamel interface when sliding
in parallel vector to the bracket’s base until it fractures or the adhesive bond breaks. The force
was recorded in Newtons (N) and divided by the base bracket area to obtain the resistance value
of shear bond strength in Megapascal (MPa).

Scanning Electron Microscope (SEM) analysis

For each stage, the groups were evaluated by low vacuum SEM (Hitachi TM3000, Tokyo,
Japan) to analyze the enamel surface morphology. It was operated with 15 kV, and images were

captured and analyzed at magnitudes of 3.000 x.
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Optical Coherence Tomography (OCT) analysis

An OCT system, OCP930SR (Thorlabs Inc., NJ, USA), produced cross-sectional (2D)
images from the scanned samples. The base unit contains a light source, a superluminescent
diode (SLD), operating at a central wavelength of 930 nm, with a spectral width of 100 nm, 29
kHz A-scan rate and it can capture 8 frames per second (fps), composed by 512 lines, 2000
columns and axial resolution of 6.2 pum. The generated images had 6 mm of transverse scan and
the distance between the cuts and measurements in the cervico-incisal direction were 1 mm. The

enamel refractive index considered was 1.6. 1°
Optical Attenuation Coefficient (a)

A custom software using MatLab programming language (Matlab, MathWorks Inc,
Massachusetts, USA) was specially developed to analyze the optical decay of samples images
obtained by OCT. The software identifies the air sample interface. The operator selects a region
of interest (ROI) delimiting the analysis where the average A-scan was calculated after aligning
the A-scan by the air-sample interface. An exponential fit, based on Beer’s Law, was applied to
average A-scan to obtain the optical attenuation coefficient (o). This analysis was repeated for
several sequential acquisitions giving an arithmetic value o for each group. It was calculated the
variation (A) considering the final average values (T1- immediately after the group’s
preconditioning) minus initial average values (TO- before any treatment), for intergroup

comparison. 1° It was considered a depth analysis between 0 and 400 pm.
Data analysis

Shapiro-Wilk normality tests were performed to verify the normality of obtained data with
a significance of 95% (power of 90%). For intergroup comparison of SBS data, the ANOVA and
Post Hoc Tukey tests were done (considering normal data and unpaired tests). For the optical
attenuation coefficient, the Kruskal Wallis test and the Dunn post hoc test was used. Tests were

performed in the GraphPrisma program (version 6, GraphPad Software, S&o Paulo, Brazil).
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RESULTS
Shear bond strength

The shear bond strength demonstrated the difference in the intergroup comparison

(p=0.0034) for G3 and G5 in relation to G1, G2, and G4, as shown in Table II.

Table II. Measurements description of shear bond strength of groups.

Groups Minimum Maximum Median (xSE) (MPa)
G1- Control 6.22 20.07 9.76 (+ 1.83)%°
G2- Nd:YAG 4.60 14.16 7.01 (+ 1.54)%0
G3- Nd:YAG + Al,05 441 26.19 13.31 (£ 2.56)?
G4- AlLO3 10.71 24.21 11.36 (+ 1.83)2P
G5- AlL,O3+ Nd:YAG 10.83 28.20 14.15 (+ 2.39)?

SE= standard error. ANOVA and Post Hoc Tukey tests.

SEM and OCT

The analysis of the enamel superficial morphology by SEM resulted in the images
shown in figure 2. By SEM analysis, G2 presented a fusion and recrystallization of enamel
surface (melting). In G3 and G4, surfaces showed roughness and irregularities, with multiple
elevations, different heights, and rounded borders, showing superficial depressions of the
particles impact, with linear forms. In G5 the surface presented the aspect of a few enamel

fusions associated with micro-craters and some cracks.

Figure 2. SEM images after preconditioning (T1) of enamel surface: a) G1 initial control; b) G2 after Nd: YAG
laser irradiation; c) G3 after laser irradiation + Al.Os; d) G4 after Al,Os; e) G5 after Al,O3 + Nd: YAG laser

irradiation.

Through OCT images (Figure 3), it was observed that the laser melting effect in G2 was
present as dense points on enamel surface line. In the samples of G4, the effect of aluminum
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oxide sandblasting was represented as a large straight refraction area under the enamel surface
line showing a different optical decay from G3, that sandblasting effect was more concentrated
in points on the sub superficial layer and less reflective. In G5, the center of the image presented
less optical decay than lateral areas, but nevertheless, it also presents interleaved areas of higher
optical decay.

Figure 3. OCT images after preconditioning (T1) of enamel surface: a) G1 initial control; b) G2 after Nd: YAG laser
irradiation; c) G3 after laser irradiation + Al,O3; d) G4 after Al,Os; ) G5 after Al,O3; + Nd: YAG laser irradiation.
On OCT images, the laser effect is shown by dotted arrows and sandblasting effect by white arrows.
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Optical Attenuation Coefficient (a)

The analysis of the variation (A) on the optical attenuation coefficient o showed a
statistically significant difference (p=0.0124) among the groups G5/G2 and G5/G4. The G3 and
G5 were similar and both presented a decrease in their final o values, whilst G2 and G4 had

increased (Table I11).

Table I11. Measurements variation of a before and after pretreatment on enamel surface.

Groups A (£SE) (um™)
G2- Nd:YAG 1.04 (£ 0.37)* (1)
G3- Nd:YAG + Al,O; -0.67 (+ 0.52)*"(})
G4- Al,Os 0.92 (+ 0.48)* (1)
G5- Al,Os + Nd:YAG -2.57 (£1.13)° (})

SE= standard error. Kruskal Wallis e o teste post hoc de Dunn tests.
A is a variation of o before and after pretreatment

DISCUSSION

The present study is, to the best of our knowledge, the first that reports the SBS for
direct bonding on the lingual surface of anterior teeth with lingual brackets. It was motivated by
the increased demand for preventive caries protocol with lasers in orthodontics. * ** The 20% of
the patients with high caries risk due to genetic factors have an indication to intensified
traditional prevention and immunostimulatory therapeutics. 3 However, it could result in
fluorosis or other systemic compromises. And the laser could supersede these disturbs.

The statistical similarity between direct and indirect bracket bonding, * ** lead the
present study to choose the simplicity of the direct technique. The bovine incisor teeth have
chemical and microstructural similarities with human tooth becoming adequate for enamel
adhesion studies. ' 1723 And the use of human premolars would demand resin compensations to
adapt to the utilized bracket, compromising the sample standardization.

The present study demonstrates accordance with Sfondrini et al. (2017) 32 of SBS -
between 16.74 = 5.18 MPa - using the same lingual brackets in similar tests conditions, but on the
buccal enamel. Additionally, the present results agree with a meta-analysis on that ranges from
3.5t0 27.8 MPa (mean, 13.4 MPa, SD, 5.7). ** And based in the minimal adhesive resistance for
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clinical demand on orthodontics treatments - 5.9 to 7.8 MPa —2’ all the groups of this study
presented favorable results.

The literature indicates that the sandblasting allows the aluminum oxide particles (50 um
of diameter) randomly attack the enamel prims (5 um of diameter) removing different parts of the
surface. 28 It exposes the subjacent prismatic structure % and increases the superficial roughness.
Associated with the acid etching there is an additional demineralization of the fragilized enamel
structure that enhances the area of surface contact. % It consequently increases the union strength.
Optically, this alteration is represented as large structural disorganization of enamel prisms
(Figures 2c and 2d) in SEM images - especially when Al.O3 was the final step (G3 and G4). And,
by OCT analysis, as greater exponential light decay in depths than the other protocols.

The chemical and morphological alterations on the enamel after lasing by Nd: YAG
changed the balance of Ca/P in 10 to 20 um in depth according to the temperatures reached.
Between 100°C-650°C, the hydroxyapatite presents an expansion of their unit mesh. Until 1100
°C there is a continuous expansion of hydroxyapatite crystallite sizes, and tricalcium phosphate
formation (B-TCP). Above 1100 °C, the B-TCP phase is converted into a-TCP. It allows the
hydroxyapatite melting (at 1280 °C) creating a new phase (tetracalcium diphosphate). These
matrix crystallographic alterations reduce the water permeability and carbonate amount and
enhance the hydroxyapatite crystal sizes. It indicates an additional resistance to acids contends
that help to prevent dental caries  *® because decreases the critical pH for irradiated enamel
tissue.

The melted enamel could increase the adhesive mechanical bonding % “° once the surface
alterations were similar to micro-craters - on tested output — as seen in the microscopical analysis
(Figure 2b). *° The melting effect is seeing as dense points on enamel superficial line in OCT
images (Figure 2b).

The results of the preconditioning association groups (G3 and G5) are new in the
literature, to the best of our knowledge. It is speculated that the subsequent treatment of Nd:YAG
laser further increased the contact surface of the sandblasted enamel and simultaneously
eliminated the weak structures caused by the sandblasting. The Al,Os removes partially the
melting effect (G3), and the laser irradiation is effective even on disorganized surfaces (G5). It
also implies that the protective laser effect could be active without harm the SBS. Furthermore,
considering the SBS, the present results demonstrated no differences in the pretreatment
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protocols tested. It corroborates with other studies that showed no difference to the traditional
prOtOCOl. 6,9, 29, 37, 42

Beer's law relates the light attenuation through the material properties with its traveled
distance. Different biological tissues, or states of a tissue (healthy or diseased), present different
optical attenuation coefficient (o). Several studies have reported the behavior of the attenuation
coefficient o carried out between healthy and demineralized enamel. 1% 2% 21 2634 Djfferently, the
present study proposed to identify the attenuation coefficient differences due to different types of
preconditioning.

The higher is the o, the less is the light transmission, 1 3* due to light scattering and
absorption. In the laser (G2) and Al>Os (G4) group the final surface promoted a higher light
scattering. It was possible due to a higher density (in the case of the laser), or with great structural
disorganization (in the case of sandblasting). 3* It increases the light reflection on the surface and
reducing the light propagation within the sample.

After preconditioning, the associated groups (G3 and G5) presented a decrease in the a.
This fact indicates greater light transmission in these images and low interaction with scattering
centers, 2® probably due to the lower mineral content on enamel sandblasted by Al,Os particles
that removes the central enamel. 2° The values of o were similar for both preconditioning orders

presented.
CONCLUSION

1) All protocols employed in this work, using lasers and conventional ways, led to SBS within
the recommended in the literature. The irradiation with Nd: YAG laser and/or aluminum oxide
sandblasting presented enamel structural modifications that maintains the clinical adhesive

performance.

2) Sandblasting preconditioning did not increase significantly the SBS in bonding protocols,

and mechanically reduces the laser melting effect.
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CLINICAL RELEVANCE

The Nd:YAG laser, as a tool to prevent caries without promoting systemic effects, do not
compromise the adhesion efficiency in orthodontics and is interesting for patients with genetic
high risks of caries. > Additionally, in a few years, its benefits will become an accessible tool for

clinics.
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5.2 ARTIGO 2: INFLUENCE OF ND:YAG LASER IRRADIATION AND
FLUOR TREATMENT ON ENAMEL AROUND LINGUAL BRACKETS:
DEMINERALIZATION AND SHEAR BOND STRENGTH

A ser submetido @ American Journal of Orthodontics and Dentofacial

Influence of Nd:YAG laser irradiation on enamel around lingual brackets on

demineralization and shear bond strength

The aim of this study was to use Nd:YAG laser irradiation and fluoride treatment to reduce the
demineralization around/under lingual brackets with no interference in shear bond strength, after
direct bonding. Seventy-five bovine incisors teeth were divided into 5 groups (n=15) according
to different preconditioning surface: G1 - negative control group; G2 - no acid etching bonding +
acidulated phosphate fluoride (APF); G3 - acid etching bonding (HsPO4) + APF; G4 - Nd:YAG
laser irradiation + APF; G5 - Nd:YAG laser + H3PO4 + APF. All brackets were bonded with
Transbond XT resin (3M ESPE), thermocycled, submitted to a 48h cariogenic challenge and
shear bonded in a universal testing machine (0.5 mm/min). Specimens were qualitatively
analyzed by Optical Coherence Tomography (OCT) and Scanning Electron Microscope (SEM)
and quantitatively evaluated through the shear bond strength (SBS), demineralization depth,
optical attenuation coefficient (o) and microhardness. Data were analyzed by ANOVA post hoc
Tukey for SBS, Dunn post hoc for demineralization depth and a, Friedman and Kruskal Wallis
for microhardness (significance of 5%). The combination of Nd:YAG laser irradiation + H3POs+
APF presented the highest SBS (16.23 + 1.40 MPa), whilst the group no acid etching + APF, the
lowest. Groups with acid etching were similar (p>0.05). Melting was observed by SEM and OCT
(as higher density) in groups after laser application, without demineralization under irradiation.
The association of laser and APF presented less demineralization depth than isolated fluor
(p=0.0006). There were no significant differences in enamel microhardness between groups
(p>0.05). Nd:YAG laser irradiation is, therefore, a good alternative to avoid demineralization
around the brackets and keep the SBS performance when associated with the acid etching.

Key-words: Dental Enamel; Orthodontic Brackets; Optical Coherence Tomography; Laser;
Melting; Tooth demineralization; Shear Bond Strength.
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1 Introduction and literature review

Enamel demineralization is a common complication of orthodontic fixed appliance
therapy that can be seen in 71.7% to 75% of the patients after the first month of treatment. 13 The
demineralization first appears as white spot lesions (WSL) on cervical regions adjacent to
brackets. 4 Changes in the oral environment, such as increased plaque retention, altered bacterial
flora, increased acidogenic bacterial counts, reduced cleansing effects of the tongue, ° saliva pH
alterations ® and genetic factors, 7 and adhesive failure on bonding & extends the lesions for deep
layers and beneath the bracket.

Caries is a chronic disease that compromises about 4.6% of global health spending.®
Orthodontic brackets are a risk factor that present 3.9 more risk than non-orthodontic patients.
Considering the non-prototyped lingual brackets, the risk increases due to decrease in inter-
bracket distance and the gum proximity of the bracket position decrease the cleaning efficiency
and increase the WSL's risks.>!! It retains more plaque and increases the S. mutans counts after
bonding.!! The thickness of the lingual enamel layer'>® could be a concern for faster caries
propagation once installed.

The use of Nd: YAG laser on enamel changes the hard tissue morphology and turns it
more resistant to demineralization and habitual high risks of caries, * and when associated to
fluoride, allows it to uptake and prolong the releasing time in an oral environment. ** The caries
reduction could reach up to 45.9 % *° to 50 % ' for posterior and anterior teeth, respectively.
Microscopically, the chemical and crystalline changes on enamel after laser treatment could
benefit the superficial microhardness and shear bond strength (SBS). 8 However, no studies have
reported optically if it can be an advantage to avoid lingual enamel demineralization beneath °
and adjacent 2%?! to lingual bracket, without altering its SBS.

Initial demineralization lesion can only be detected at microscopic level on extracted
teeth, in vitro. When it is detected radiographically or visually, means a great mineral loss.
Unfortunately, 20% of the population has a genetic alteration that does not respond to the
traditional techniques of caries prevention (fluoride therapy, dietary and hygiene habits). ” In this
case, the non-invasive optical tools, such as optical coherence tomography (OCT), 2% could
help the detection in early stages. OCT allows visualizing the demineralization even earlier in

cross-sectional images of the dental structures, 222 and can be exploited as another tool that
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simultaneously analyze the optical decay of light through the teeth, indicating the precise
demineralization point.

This study aimed to analyze the effect of Nd:YAG laser irradiation associated to fluoride
treatment for preventing the enamel demineralization close to lingual brackets, as well as the

changes promoted in enamel and their shear bond strength. at enamel-bracket interface.
2 Material and methods

This study was carried out after approval by the Ethics Commission on Animal Use
(CEUA-IPEN/SP), under process number 107/12. Seventy-five bovine incisors teeth, free from
caries, cracks, fractures, deep dental grooves, surface decalcification, abrasions, and stains, were
selected and disinfected with 1 % Chloramine-T solution (7 days) (ISO / TS11405) and stored in
deionized water at 4° C.

The sample size was determined according to the equation N = 462 (Zrit + Zpw)? / D? %8,
considering that N is the total sample size, ¢ the standard deviation (value 0.298), Zcit the
significance level (1.96, for 5% significance), Zpwr the statistical power (1.282, for study power of
90 %) and D is the expected minimum difference between the groups (value 0.5). This
calculation consisted of approximately 15 samples per group.

Approximately 2 mm of the incisal surface was removed from the teeth with a diamond
disc (Pretty Dental, Sdo Paulo, Brazil) mounted in the micromotor and handpiece to standardize
the positioning of brackets and the shear bond strength procedure (Figure 1). The groups were
divided according to the preconditioning methods of lingual surfaces (n = 15): G1- negative
control group, represented by the absence of acid etching and fluoride application; G2- no acid
etching previous bonding + acidulated phosphate fluoride application (APF); G3- acid etching
previous bonding (HsPO4) + APF; G4- Nd:YAG laser + APF; G5- Nd:YAG laser + H3PO4 +
APF.
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Figure 1. Experimental design: A) incisal surface preparation; B) laser irradiation, only for G4 and G5; C) Bracket
bonding and APF application; D) varnish coverture with 3 mm rectangular window uncovered surrounding the
bonded area; E)Tooth inclusion and shear bond strength step; F) sectioning and polishing of the specimen for
microhardness analysis.

For laser irradiation, the selected area for bracket bonding on lingual surfaces was covered
with a thin layer (~100 um) of a photoabsorber composed of triturated coal (particles of £10 um
diameter) diluted in equal parts of deionized water and 99% ethanol.’® Samples were irradiated
twice in manual contact: once in a horizontal way and the other in a vertical way to guarantee that
all the surface was irradiated as per clinical application. For irradiation, a Nd:YAG laser was
employed (Nd:YAG laser Power TM ST6, Lares Research®, USA), with 1064 nm of central
wavelength, following the protocol of 0.6 W, 10 Hz frequency, emitting 60 mJ of pulse energy
and 100 ps of pulse width, resulting in 84.9 J/cm? fluence. Each sample was irradiated through 30
seconds, and the laser fiber measures 300 um diameter.

Acidulated Phosphate Fluoride gel (1.23 % F, 0.1 M of phosphoric acid, pH 3.6-3.9 —
Nova DFL, Rio de Janeiro, Brazil) was applied to the enamel with a cotton swab for 4 min,
followed by washing with deionized water during 1 min. ?® The APF application followed the
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bracket bonding step, around the brackets, to avoid the interference of fluor particles on adhesive
results. Orthodontics lingual brackets (Orthomundi, Porto Alegre, Brazil) with the quadrangular
base were used by a mesh base with an area of 10.62 mm?.

The groups H3PO4 + APF (G3) and Nd:YAG laser + H3PO4 + APF (G5) had the samples
cleaned with pumice stone (SSWhite Duflex, Rio de Janeiro, Brazil), then washed (10 s), air
dried (10 s) and bonded, after respective pretreatments, according to the manufacturer
instructions (kit Transbond XT/Lot: N821727/3M Unitek, Monrovia, CA, USA), which included:
37% phosphoric acid etching (Condac, FGM, Joinvile, Brazil) for 30 seconds on the designated
space for bonding, followed by water spray (10 s), air dried (10 s), primer application, primer
photoactivation (20 s) and resin application on the brackets’ base for positioning on the tooth
surface. Samples from the negative control group (G1), no H3PO4+ APF (G2) and Nd:YAG laser
+ APF (G4) were initially cleaned with the pumice stone, washed (10 s), air dried (10 s) and had
the primer application, subsequently photoactivated (20 s) and then the resin was applied on the
brackets’ base for positioning on the tooth surface.

To standardize the resin flow before the polymerization an adapted tensiometer (Morelli,
Sdo Paulo, Brazil) was used with 1200 gf for 5 seconds, and the resin excess was removed by an
exploratory probe. The LED curing unit (Radii-cal, SDI, S&o Paulo, Brazil) had 1200 mW/cm? of
irradiance tested previous to the experiment, and the photoactivation was performed for 10 s on
each side of the brackets (distance of 2-3 mm). After 24 h of storage in deionized water, samples
were thermocycled and 24 h later the cariogenic challenge was carried out. These steps simulated
approximately 10 weeks in oral environment conditions. *°

After 24 h storage, samples were vertically included in a matrix with self-curing acrylic
resin (Jet, Sdo Paulo, Brazil), aided by a device for specimens’ inclusion (Odeme, 467, Santa
Catarina, Brazil). After inclusion, another 48 h storage occurred.

The specimens were thermocycled (MSCT-3, Elquip, Séo Carlos, SP, Brazil), 500 cycles
of cold and warm baths, with distilled water between 5 °C + 3 °C and 55 °C + 3 °C, respectively,
with 20 s of exposition in each temperature and 5 s of transference between then, following 1SO /
TS 11405: 2015 protocol. A nail-varnish was used, after the thermocycling, to cover the whole
specimens leaving a 3 mm rectangular window uncovered surrounding the bonded brackets, %’
(Figure 1d), and submitted to the cariogenic challenge following the model proposed by Fried et
al. (2013), by 48 h.
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a. Measurement techniques

The measurements with SEM and OCT were done on initial evaluation and after 1) laser

irradiation, 2) thermocycling, 3) cariogenic challenge 4) Shear bond and 5) microhardness test.
2.1.1. Scanning Electron Microscopy

The groups were evaluated by low vacuum SEM (Hitachi TM3000, Tokyo, Japan) to
analyze the enamel surface morphology. It was operated with 15 kV, and images were captured

and analyzed at magnitudes of 1.000 x.
2.1.2. Optical Coherence Tomography

An OCT system, OCP930SR (Thorlabs Inc., USA), produced cross-sectional (2D) images
from the scanned samples. The base unit contains a light source, a superluminescent diode (SLD),
operating at a central wavelength of 930 nm, with a spectral width of 1200 nm, 29 kHz A-scan rate
and it can capture 8 frames per second (fps), composed by 512 lines, 2000 columns and axial
resolution of 6.2 um. The generated images had 6 mm of transverse scan and the distance
between the cuts and measurements in the cervico-incisal direction were 1 mm. The enamel
refractive index considered was 1.6. 2

The analyzed areas on OCT images were (1) under the nail-varnish, (2) under the
bracket and (3) under the cariogenic challenge (see Figure 2). This last area was subdivided into
region immediately around the bracket — corresponding to approximately 1 mm surrounding the
bonded brackets —, and the region totally exposed — the remaining 2 mm.

Demineralization depths were measured on the demineralized bounded area by ImageJ
(Version 1.46r, Wayne Rasband National Institutes of Health, USA) on OCT images and
represented the reach of enamel damage from the cariogenic challenge. Each demineralized
bounded area had 3 vertical measures horizontally equidistant, and the registered data followed to
statistical analysis.

A routine (Matlab, MathWorks Inc, Massachusetts, USA) was developed to analyze the
optical decay (a) of samples images obtained by OCT. It was used the delimiters analysis from
horizontally select the two regions of interest (ROI) by each side of the bracket on enamel

exposed area to the cariogenic challenge. The A-scan average was calculated, and analysis was
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repeated for several sequential acquisitions giving an arithmetic value average of A-scans for
each group. It was calculated the variation (A) considering the final average values (T1-
immediately after cariogenic challenge test) minus initial average values (TO- before any
treatment), for intergroup comparison. ?® It was considered a depth analysis between 0 and
400 pm.

2.2. Shear Bond Strength

The SBS test was carried out according to ISO/TS11405 by a universal test machine
(Instrom 5567, Texas, EUA) with 1 kN cell load and 0.5 mm/min speed. Samples were
positioned for the chisel to have contact with the bracket-adhesive-enamel interface when sliding
in parallel vector to the bracket’s base until it fractures or the adhesive bond breaks. The force
was recorded in Newtons (N) and divided by the base bracket area to obtain the resistance value

of shear bond strength in Megapascal (MPa).
2.3. Microhardness

Specimens were horizontally sectioned in the middle of the studied area with a
micromotor and handpiece with diamond disc (Pretty Dental, Sdo Paulo, Brazil). The samples
were included in self-curing acrylic resin (Classico Artigos Odontolégicos Ltda, Campo Limpo
Paulista, SP, Brazil) aided by pre-inlay press PRE-30Mi (Arotec, Cotia, S&o Paulo, Brazil). The
produced discs had 25 mm (height) x 3 cm (diameter) with 4 pieces of samples. The grinding
wheels polishing sequence was: #400, 600, 800, 1200, 2500, 4000 (Carbimed Paper Discs,
Buehler, IL, USA) and felt disc (Polishing Cloth METADI, Buehler, IL, USA) with 1 pum
diamond suspension solution (METADI Diamond Suspension, Buehler, IL, USA) in a Politrix
(Ecomet 300, Jabaquara, S&o Paulo, Brazil) for 4 min each (Figure 1f).

A Knoop longitudinal microhardness tester (Shimadzu HMV-2000, Kyoto, Japan)
loaded with a 98.07 mN (HK 0.01) (5 s) measured three rows of 11 indentations depths (20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140 e 160 um) in the 3 analyzed area, with 50 pum of horizontal
distance. In the areas, under the nail-varnish and the bracket the measurements were taken from
the outer enamel surface to dentin-enamel junction, whilst under the exposed area, measurements

were taken from the outer lesion surface (Figure 2).
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50 um, 50 pym

Figure 2. The schematic draw of microhardness test represents the protocol used in this study, as described in the
methods section. Microhardness measures beneath the brackets, around the brackets (cariogenic challenge exposed

region) and beneath nail varnish area.

The area beneath the nail-varnish for each sample was considered the control area for
itself. It was calculated the average of all points of the same distance from the surface and then it
was obtained the Knoop hardness number (kg/mm?). The area of hardness loss was calculated by
numerical integration using a trapezoidal rule by the difference between the area under the curve

(kg/mm? x um) of the sound enamel minus the area of the demineralized one. 32
2.2.5. Data analysis

Shapiro-Wilk normality test was performed to verify the normality (significance 95 %).
For shear bond strength data, ANOVA and post hoc Tukey test were done (considering normal
data and unpaired tests). For the demineralization depth and optical attenuation coefficient, the
Kruskal Wallis test and the Dunn post hoc test was used. For microhardness analysis, ANOVA,
Friedman and Kruskal Wallis tests were done. Statistical analyses were performed with the

GraphPrisma program (version 6, GraphPad Software, Sdo Paulo, Brazil).

3 RESULTS
SEM and OCT

Figure 3 presents a composition of photograph, SEM and OCT images from
representative samples of the studied groups. Through the SEM analysis, it was observed the

exposure of enamel prism in non-irradiated groups (G1, G2 and G3). In G1, the exposure was
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more intense than the G2 (Figure 3al and 3bl). In the traditional group, with acid etching (G3),
there was a uniform prisms exposure (Figure 3cl). There was melting on laser irradiated enamel,
represented by small enamel molten bubbles, craters, micropores and recrystallized aspect
(Figures 3d1 and 3el). When associated with acid etching the laser irradiated enamel samples

presented flatter aspect of the melting (Figure 3el).

; Cariogenic challenger area et PR
Varnish area

. Laser effect

300um _

Figure 3. Representative images from the experimental groups, showing, from left to right side sequence, the visual
aspect of samples, SEM (1.000x) and OCT (300um) images around the bracket, after cariogenic challenge: a,
al(MEV) and a2 (OCT): G1- negative control group, with no fluoride protection; b, b1 and b2: G2- no acid etching
bonding, with fluoride protection; ¢, c1 and c2: G3- acid etching bonding, with fluoride protection; d, d1 and d2: G4-
Nd:YAG laser, with no acid etching and with fluoride protection; e, el and e2: G5- Nd:YAG laser, with acid etching
and with fluoride protection. The white lines are surrounding the demineralized area in G1, G2 and G3, whilst dotted
lines are surrounding the areas of laser effect in G4 and G5.
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In the OCT analysis, the images after cariogenic challenge showed demineralization in
exposed areas in the groups without laser irradiation (Figures 3a2-c2), but the negative control
had the highest signal intensity in outer enamel surface. It led the G1 to present the higher
demineralized aspect with intense optical decay. Among the non-irradiated groups, the G3
presented the lowest depth and a uniformity in its demineralization pattern. In laser irradiated
enamel the melting appears on the surface as white dense points (Figures 3d2 and 3e2) and
beneath it there were no demineralization. The demineralization occurred only in areas where the
laser irradiation did not reach in both G4 and G5 groups. When associated to acid etching, the

melting was softer, as seen in G5 group (Figure 3e2).

Demineralization depth
There was statistically significant difference between G4 and the other groups

(p = 0.0006), regarding the demineralization depth, as shown in Table I.

Table 1. Demineralization depth of each group.

Groups Minimum Maximum Median (xSE) (um)
G1 (Negative Control) 188.1 417.2 321.4 (+ 24.15)
G2 (APF) 225.6 3470 3042 (+12.16)
G3 (HsPO4+ APF) 224.4 358.3 270.8 (+ 13.34)
G4 (Nd:YAG + APF) 113.3 279.8 231.8 (+ 13.86)
G5 (Nd:YAG + HsPOu+ APF) 198.7 264.9 229.8 (+ 6.70)

SE= standard error. post hoc de Dunn test.
a and b= statistical significance

Optical attenuation coefficient

There was a statistically significant difference for the optical attenuation coefficient (o)
when comparing G3 to the other groups (p < 0.0001). G1, G2, G4, and G5 showed an increase in
the final surface condition, whilst G3 had a decrease. Individually, the G4 was the only group that
did not show a statistically significant difference between the variation in the o value from initial

to final enamel conditions (Table I1).
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Table Il. Individual comparison measurements description of a values before and after cariogenic challenge

on enamel surface (um-1).

Groups Before (SE) After (SE) A
G1 (Negative Control) 3.35(0.38) 4.63 (0.67) 1,28a M
G2 (APF) 3.10 (0.21) 6.14 (0.28) 3,04 (1)
G3 (H3PO4+ APF) 5.49 (0.27) 4.11(0.13) 1138 ()
G4 (Nd:YAG + APF) 3.96 (0.45) 5.46 (0.57) 15 (1)
G5 (Nd:YAG + HsPO4+ APF) 4.66 (0.40) 5.04 (0.36) 0,38 (1)

SE= standard error. Kruskal Wallis e o teste post hoc de Dunn tests.
A is the variation between the final and initial a.
a and b= statistical significance

Shear bond strength

There was a significant difference among the groups G1, G2 and G4 in comparison to G3

and G5 (p < 0.0001) on the shear bond strength test, as shown in Table I1I.

Table I11. Measurements description of shear bond strength of groups (MPa)

Groups Minimum Maximum Median (+SE)
G1 (Negative Control) 0.71 11.19 4.86 (+0.95)
G2 (APF) 0.77 8.18 3.50 (+0.58)"
G3 (H3PO4 + APF) 2.04 19.57 13.00 (+1.12)
G4 (Nd:YAG + APF) 3.25 10.28 5.77 (+0.73)
G5 (Nd:YAG + HsPOs+ APF)  7.88 25.71 15,57 (+ 1.40)

SE= standard error. Post Hoc Tukey test.
a and b= statistical significance

Microhardness

Only G3, G4, and G5 groups were considered for microhardness test; G1 and G2 were

excluded because they presented enamel cavities lesions from cariogenic challenge, which did

not allow to measure the samples at the same points of the other groups. There was similarity in

the comparison of intergroup regions or among regions in the same group (p > 0.05). All groups

presented proportionally minimum values of microhardness between 20-40 um depth. And the
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maximum values were found between 70-80 pum depth, except in G5, which were from 100 pum
depth (Table IV).

Table IV. Minimum and maximum Knoop microhardness (KHN) measurements beneath varnish, challenge
and bracket area.

KHN (Kg/mm?)

Groups Varnish Challenge Bracket P value F
Min. Max. Median Min. Max. Median Min. Max. Median
G3 (H3PO4+ APF) 258.80 470.90 366.85 96.59 406.40 313.31 300.43 450.37 343.17 0.8187
G4 (Nd:YAG + APF)  297.33  482.83 354.77 275.00 412.73 355.37 275.00 481.97 402.00 0.3087
G5 (Nd:YAG + 219.53  432.77 313.43 226.75 441.67 308.77 234.23 435.87 307.72 0.0654
H3POu+ APF)
P value 0.2821 0.1928 >0.05

ANOVA e Kruskal Wallis test (P value) for intergroups comparison and Friedman (P value F) for inter regions comparison in the same sample.

Considering the median after cariogenic challenge, G3 had 14.6% hardness loss in the
challenge area, and 6.45% in the bracket area. On the other hand, G4 had an increase of 0.16%
and 13.31%, whilst G5 presented 1.48% and 1.82% of loss, respectively, to challenge and bracket
areas.

4 DISCUSSION

Laser-induced caries resistance is relevant for Orthodontics practice as an alternative to
reduce demineralization lesions. Especially for patients with genetic high risks, it could
minimize the need of fluoride application since it prolongs the fluoride-releasing time, ** and
consequently diminished the fluorosis risks. It also diminishes the patient's need to dislocate
many times for fluoride application. Additionally, one study®® mentioned the potential of fluoride
to decrease the mechanical properties of Ni-Ti wires, that could prolonged the duration of the
treatment. The use of bovine incisors guarantees the sample standardization, due to better bracket
adaptation on anterior teeth. It is considered an adequate substitute for human teeth for enamel
adhesion studies. 3* The lack of studies with lingual brackets and demineralization inspired the
present study.
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To evaluate the SBS condition, the present study considered the work of Wen et al.
(2014) * to choose the order of irradiation, acid etching, and the fluoride to be presented. The
obtained finds corroborate with it because the association of Nd: YAG + HzPOs had greater
performance. However, the present study used lingual bracket instead buccal ones, bonded on
lingual surface. Another difference was the present study used a photosensitizer before the laser
irradiation to guarantee the laser absorption, which according to other studies, 63" allows lower
laser outputs that can reflect in lower SBS values. Considering the minimal clinical SBS accepted
in literature (5.8-8 MPa), *® only the acid etching groups were considered adequate (G3 and G5).
It speculates the G5 had a synergic effect of melting and H3POs that increase the surface contact
area and reach higher SBS values than G3 (traditional protocol).

The crystalline structure of enamel hydroxyapatite (HA) basically consists of the
calcium, phosphate, and hydroxyl group When exposed to acid contents, the enamel
demineralizes, > which was clearly seen in the non-irradiated groups by SEM and OCT images
(Figures 3a - 3c). On the other hand irradiated groups presented the melting on enamel surface. It
occurs because of the homogeneous hydroxyapatite fusion, with the growth of hydroxyapatite
crystals, 352° and a new component formation (tetracalcium diphosphate). It changes the balance
of Ca/P  decreasing the interprismatic spaces and increases the resistance of demineralization.
16,35,39

The melting is microscopically (MEV) shown as superficial micro-craters, small enamel
molten bubbles or micropores, 83 especially in the first 20 pm ° of the lased enamel. In sound
enamel the acid etching for more than 15 s removes 10 um to 50 pum of it, creating
microporosities (until 200 um). #* It enhances the mechanical bond strength between resin-
enamel interface, ° but also removes the acid-protection of superficial enamel layer with fluoride
retention up to 50 pm. * The underlying layers are less mineralized and easily allows
demineralized depths (until 75 pm) just after 1 month of orthodontic treatment. 43

Through OCT images, the present study demonstrated that the enamel after laser
irradiation had shallow demineralization depth after cariogenic challenge than the other groups. It
Is important to notice that the laser irradiation associated with acid etching (G5) seems to have
the melting effect more discreet than the group which only received laser irradiation (G4),
suggesting that the acid etching removes part of the melting superficial layer. The negative
control group had the deepest demineralization, and the association of Nd:YAG laser and fluoride
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had a synergic effect to prevent the demineralization (Table I). But the isolated fluoride
application did not avoid demineralization lesions. In despite of this, for less aggressive protocols
in literature, the isolated fluoride application showed enough lesions protection. 2

The laser-irradiated groups (G4 and G5) did not show demineralization beneath
irradiated points, and because of that, they were considered the best protocol to minimize the
demineralization, corroborating to other studies. *173° The OCT allows observing the melting
effect as dense points (Figures 3d and 3e). Additionally, the optical attenuation coefficient in
these samples kept the final aspect almost unaltered when compared to the initial aspect.

Instead, the demineralization observed in non-irradiated groups created a large number
of micro-interfaces. It increases the light backscattering and the brightness, leading to 2-3 times
the magnitude of scattered coefficient values in OCT. ?> The deeper the lesion is, the weaker is
the signal strength. G3 was the only group that decreased the final a. It can be related to the
intensification of the light propagation through the exposed enamel prisms with lower mineral
content from the acid etching.

Usually, the demineralization decreases the enamel microhardness, 2 whilst Nd:YAG
laser irradiation increases — depending on the applied radiation energy. '8 The laser protocol used
in the present study (60 mJ, 10 Hz) already showed satisfactory clinical results of caries reduction
in hard tissues, in previous study,® related to the increase of the enamel microhardness. ** The
Knoop microhardness test, indirectly, indicates the enamel mineral content. ?° In the present
study, there were similarity in intergroup and inter regions comparison, suggesting no mineral
content significant changes. However, considering the differences in the median values, it is
possible to infer there was a synergic effect of acid challenge and acid etching on mineral loss in
G3, melting protection against acid challenge in G4 and G5, but also an effect of acid etching on
G5 that partially removed the melting. In a large sample size, these results could be statically
significant.

Generally the first 40 um of enamel presents greater mineral content after laser
irradiation than deeper layers, 340 although the analysis of microhardness behavior in the present
study demonstrated there were minimum values of microhardness between 20-40 um depth with
an increase up from 50 um. It was associated with the aggressiveness of the cariogenic challenge
protocol. Additionally, there was a microhardness limitation in the tested protocol because the 3

mm rectangular area was not fully irradiated. Then, the laser irradiated groups presented some
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areas left with isolated APF protection, which could negatively influence the results. But,
although microhardness test had no differences between groups, the optical analysis showed
better results from laser + APF experience, and this protocol can be used to improve the enamel

resistance with the same SBS than the traditional protocol.

5 CONCLUSIONS

The laser irradiation associated to acid etching had similar performance to traditional
bonding protocol, regarding the SBS. The optical analysis (OCT and SEM) showed that the
association of Nd:YAG laser with APF was more preventive to WSL formation around lingual
orthodontic brackets than the isolated APF, or the absence of treatment. There was a synergic
effect of Nd:YAG and APF with melting formation, which reduced the demineralizing depth and
increased the optical attenuation coefficient, representing a denser surface. The first 20 pum of

enamel had greater mineral content than deeper layers.
CLINICAL RELEVANCE

It's known that the laser promotes a protective effect on the enamel surface by melting
and can be helpful to avoid caries around orthodontics appliances. And considering the tendency
to popularize the lasers uses becomes important to know about its performance. For the patients
with a high risk of caries, where traditional therapy is not sufficient for its development, there is
an intensified fluoride wuse and continuous search for alternative treatment and
immunostimulatory therapeutic medicines. Unfortunately, it can cause systemic implications, but
the laser could be an alternative to avoid caries lesions or even medicines/fluoride overdose in
these patients without harm the bracket shear bond strength. It dispenses any additional protocols

to guarantee adequate shear values.
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6 CONCLUSOES

6.1 CONCLUSOES ESTUDO 1

Todos os protocolos apresentaram valores de cisalhamento dentro do
recomentado clinicamente na literatura. Nao hé& prejuizo na resisténcia adesiva em
incluir a irradiagéo do laser, com o objetivo de prevenir a desmineralizagdo no esmalte
adjacente aos braquetes ortodénticos, antes do condicionamento acido no protocolo de
colagem tradicional. A irradiacdo com laser de Nd:YAG e / ou jateamento com Oxido de
aluminio apresentaram modifica¢des estruturais no esmalte que mantém o desempenho
clinico do adesivo. O pré-condicionamento com jateamento tem uma tendéncia a
aumentar os valores de cisalhamento, mas ndo houve diferencas entre os protocolos
testados. O jateamento com oOxido de aluminio pode ser desconsiderado como o
protocolo de colagem de braquetes linguais e se associado ao laser, reduz

mecanicamente as alteracdes superficiais provocadas pelo laser.

6.2 CONCLUSOES ESTUDO 2

A irradiacdo com laser de Nd:YAG associado ao fluor preveniu a formacéo de
lesGes de mancha branca em torno dos braquetes ortodénticos linguais de forma mais
eficiente que o tratamento isolado com fldor ou nenhum tratamento. A associacdo do
condicionamento acido com o laser de Nd: YAG + flGor mostrou resultados para
cisalhamento tdo bons quanto o protocolo classico de colagem, com apenas
condicionamento acido. As analises 6ticas (imagens em MEV e TCO) mostraram a
formacéo de fusdo superficial do esmalte apds a irradiacdo com laser de Nd:YAG, e a
sua associacdo com o flaor foi mais eficaz no surgimento e na reducdo das
profundidades das desmineralizagfes; que foi confirmado por um maior coeficiente de
atenuacdo Optica, representando uma superficie mais densa. Nao houve diferencas
estatisticas entre as medidas de microdureza, entretanto, foi observada uma tendéncia
de Nd:YAG + fldor em diminuir as desmineralizagcdes nas camadas superficiais das

areas expostas ao desafio.
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Paulista Frigorifico Bandeira — PE, sob o CNPJ n. 040.068.203/0001-70, sob a
supervisdo do médico veterinario Dr. Silvio Ricardo Lins de Melo CRMV-PE n. 1180. Os
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Monica Schaffer Lopes.
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Parecer - Projeto N° 107/12 - CEUA-IPEN/SP
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