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Resumo

Introdugio: Critérios clinicos vém sendo utilizados para determinagdo da presenca de tecido cariado remanescente,
mas geram duvidas, tornando-se relevante a utilizagdo de métodos que auxiliem na determinagdo da presenca
de carie dentdria remanescente. Objetivo: Avaliar in vitro a eficicia de métodos de indu¢io de fluorescéncia no
diagndstico da remocio de tecido cariado artificial dentinario. Material e método: O esmalte oclusal de 94 terceiros
molares humanos higidos foi removido, expondo a dentina subjacente, para indugdo microbioldgica de lesdo
de carie artificial. Apds a remogdo do tecido cariado induzido, o remanescente dentinario foi avaliado por dois
examinadores com DIAGNOdent, DIAGNOdent pen e Quantitative Light-Induced Fluorescence (QLF). Apos todas as
avaliagdes, sec¢oes dos dentes foram observadas e fotografadas em lupa estereoscdpica com 30x de aumento por um
examinador independente. As imagens foram analisadas no software Image J, permitindo a quantifica¢ao de tecido
remanescente em milimetros quadrados. Foi calculada a reprodutibilidade interexaminador através de coeficiente
intraclasse, sensibilidade, especificidade e area sob a curva ROC, e o teste de McNemar (p<0,05) foi aplicado para
comparac¢io dos diferentes métodos. Resultado: Dos 94 dentes, 51 (54,2%) apresentaram remanescente de tecido
cariado. Os valores de sensibilidade, especificidade e area sobre a curva ROC foram semelhantes para os trés grupos
(p>0,05). Os valores de reprodutibilidade variaram entre 0,952 e 0,978. Conclusdo: Dentre os métodos utilizados, o
DIAGNOdent e 0 DIAGNOdent pen apresentaram melhor desempenho na avaliagdo da presenga de carie artificial
remanescente quando comparados ao QLF.

Descritores: Carie dentaria; diagndstico; fluorescéncia.

Abstract

Introduction: Clinical criteria have been used for the determination of the presence of residual caries, however
in a subjective manner. Then the use of auxiliary methods that assist in determination of the remaining presence
of caries can be considered for this purpose. Objective: Evaluate the in “in vitro” efficacy fluorescence induction
methods in the diagnosis of removing artificial dentinal caries. Material and method: Ninety-four thirds sound
human molars without occlusal enamel were used for microbiological artificial caries lesion induction. The decayed
tissue was removed and the remaining dentin evaluated by two examiners with DIAGNOdent, DIAGNOdent pen and
Quantitative Light-Induced Fluorescence - QLF. After all assessments, sections of the specimens were observed and
photographed in stereoscopic lens with 30x increase by an independent examiner. These images were analyzed with
Image J software, allowing quantitation of remaining caries tissue in mm? The inter-examiner reliability, sensitivity,
specificity, and area under the ROC curve was calculated and the McNemar test (p<0.05) was used to compare the
different among methods. Result: Of the 94 teeth, 51 (54.2%) had residual caries. The sensitivity, specificity, and
area under the ROC curve were similar for the three methods (p>0.05). The inter-examiner agreement ranged
between 0.952 and 0.978. Conclusion: Among the methods used, the DIAGNOdent, DIAGNOdent pen showed
better performance in residual caries detection after dentin caries removal when compared to QLE.

Descriptors: Dental caries; diagnostic; fluorescence.
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INTRODUCAO

As lesbes cariosas em dentina apresentam duas camadas
distintas, com diferentes caracteristicas estruturais e quimicas: a
dentina contaminada, que contém predominantemente bactérias
acidogénicas, ¢ parcialmente desmineralizada e apresenta menor
degradagdo de fibras colagenas, sendo fisiologicamente passivel
de remineraliza¢do’? Ja a dentina infectada apresenta maior
descalcificagdo e uma matriz organica substancialmente degradada,
contaminada por bactérias proteoliticas e com fibras colagenas
necroticas, e nao ¢é fisiologicamente remineralizavel'. Sabendo-se
dessas diferengas, a técnica de remogao do tecido cariado tem se
tornado mais conservadora, priorizando apenas a remogao da
dentina infectada’.

Convencionalmente, os critérios clinicos de cor e dureza vém
sendo utilizados para a determinagdo do limite entre a dentina
infectada e a afetada>*. Como esses critérios geram duvidas ao
cirurgido-dentista, torna-se de interesse a utilizagio de métodos
que auxiliem na determinacdo da presenca de lesdo cariosa residual
de maneira objetiva.

Por meio da estimulagdo da estrutura dentdria por uma luz
laser com comprimento de onda de 655 nm, o DIAGNOdent 2095
(DD) (KaVo, Biberach, Alemanha) e o DIAGNOdent pen (DDP)
(KaVo, Biberach, Alemanha) avaliam as alteracdes na intensidade
da fluorescéncia emitida pelas porfirinas e por outros croméforos,
produtos do metabolismo bacteriano, e quantificam em valores
que variam de zero a 99, de acordo com a profundidade da lesao®®.

A efetividade do DD na detec¢do de dentina cariada residual foi
avaliada por Iwami et al.’, que observaram potencial aplicabilidade
clinica na determinacéo da presenca de tecido cariado remanescente.
Entretanto, seu uso para determinar a remogao seletiva do tecido
cariado tem sido controverso, ja que Krause et al.® sugerem que um
aumento no valor da fluorescéncia pelo DD pode ser indicativo de
presenca de cdrie residual proxima ao tecido pulpar e Neves et al.’
sugerem ainda que tal quadro seja devido ao aumento da pigmentagéo
da dentina residual.

A Quantificagdo de Fluorescéncia Fotoinduzida [Quantitative
light-induced fluorescence - QLF (QLE, Inspektor Research Systems
BV, Amsterda, Holanda)] usa luz com comprimentos de onda de
290 a 450 nm, para excitar e quantificar a diferenca da fluorescéncia
entre o esmalte sadio e o desmineralizado. A sua capacidade de
diagnostico baseia-se no mecanismo em que a intensidade de
fluorescéncia natural de um dente é diminuida por dispersdo devido
a uma lesdo cariosa; assim, a fluorescéncia emitida apresenta uma
relacdo direta com o contetido mineral do esmalte'’. Estudos tém
mostrado sua utilizagdo para detecgdo de lesdes cariosas incipientes
em dentes deciduos'' e permanentes'’, lesdes cariosas secundarias'
e monitoramento das lesdes’. Entretanto, nao foram encontrados
na literatura trabalhos relatando o uso desse aparelho na detec¢ao
de lesoes cariosas residuais.

Diante da subjetividade quanto a avaliagdo do remanescente do
tecido cariado a ser removido, nossa hipdtese é de que os métodos de
diagndstico induzidos por fluorescéncia a laser poderiam contribuir
para a detecgio da presenca da lesdo de carie remanescente apds o
preparo cavitario. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar
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in vitro a eficicia de métodos de inducio de fluorescéncia no
diagnostico da remogao de tecido cariado artificial dentindrio,
considerando-se como hipdtese nula que os aparelhos nao sao
capazes de detectar remanescente cariado ap6ds escavagio.

MATERIAL E METODO

O delineamento da pesquisa foi realizado de acordo com
Fluxograma 1.

Noventa e quatro terceiros molares humanos foram doados
por pacientes de uma clinica particular, que concordaram com a
utilizagdo dos mesmos através de um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido aprovado pelo CEP/FOAR, processo 75/09.
Os dentes estavam erupcionados e higidos, e foram extraidos por
indicago terapéutica. Apds a extragédo, foram removidos os debris
e limpos' com escova Robson e dagua, e mantidos congelados a
-20 °C durante todo o experimento, sendo degelados por trés
horas antes de cada fase da realizacio dos testes'*. Toda a amostra
foi inspecionada visualmente com lupa'® (Modelo SZX7 Olympus,
Sao Paulo, Brasil) (30x) e ndo apresentava lesdes cariosas, dreas
hipoplasicas, restauragdes, selantes ou manchas.

A indugdo artificial da lesdo de cérie foi feita de acordo com
Lenzi et al.'®. Inicialmente, todos os dentes foram seccionados
transversalmente na altura do limite amelodentindario, para
remover o esmalte oclusal com mdquina de corte ISOMET 1000
(Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA) equipada com disco diamantado
102 mm x 0,03 mm / série 1SLC diamond (Buehler Ltd., Lake Bluf,
IL, EUA), sob refrigeragdo constante a 300 rpm e 200 gf, expondo
assim a dentina subjacente. Apds o corte, a superficie de dentina
exposta foi lixada e polida com lixas de granulacdes decrescentes
de 180 a 400, a fim de remover o esmalte remanescente e tornar a
superficie plana. Para a confirmacdo da auséncia de remanescente
de esmalte, os dentes foram inspecionados e fotografados em lupa
estereoscopica (Modelo SZX7 Olympus, Sao Paulo, Brasil) com
aumento de 30 vezes. Posteriormente, os apices radiculares dos
dentes foram selados com resina composta para evitar que houvesse
penetracdo do meio cariogénico a ser utilizado. Em seguida, foram
realizadas perfuragoes nas raizes com fresas esféricas, para que os
dentes pudessem ser fixados com fios ortodonticos para o melhor
manuseio. Para delimitar a drea a ser cariada, foi aderido a superficie
oclusal um adesivo retangular, medindo 3 mm x 6 mm, e toda a
area restante foi impermeabilizada com uma camada de adesivo
epoxi (ARALDITE, Ciba Especialidades Quimicas Ltda., Sao Paulo,
Brasil) e outra de verniz acido resistente (Colorama, CEIL Com.
Exp. Ind. Ltda., Sdo Paulo, Brasil)®.

Ap6s a esterilizacdo em autoclave por 20 minutos a 121 °C, os
dentes foram colocados numa solugdo para indugio de lesdo de carie
inoculada de 2% de cepas de Streptococcus mutans (108 UFC/mL,
sobre a superficie dentindria delimitada anteriormente. O conjunto foi
levado em jarra de microaerofilia e, por 14 dias, o meio cariogénico
foi substituido a cada 48 horas, porém sem a inoculagdo de novos
microrganismos".

Apos esse periodo, o biofilme foi removido com gaze e os dentes
foram escovados com escova de cerdas macias, por dez segundos, em
agua deionizada, permitindo assim que fosse visualizada a superficie
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94 molares recém extraidos

Remocao do esmalte

Inducao de lesdes cariosas artifi

ciais em meio microbioldgico por 14

Remocao de metade da lesdo cariosa com escavador

Avaliacao da area escavada por 2 examinadores treinados utilizando DD, DDP

Seccao dos dentes no sentido mésio-distal e observacdao em lupa

Captura das imagem e analise em software Image J
para quantificacdo de tecido cariado remanescente (mm?

Determinac¢ao dos pontos de corte e analise

Fluxograma 1. Delineamento experimental esquematico.

de dentina. A constata¢do da presenca da lesdo de cérie foi realizada
através de pardmetros relacionados a cor (amarelado/castanho) e
textura (amolecida) da dentina ao exame com sonda exploradora
pelo pesquisador responsavel'.

Em seguida, foi realizado um corte no sentido vestibulo-lingual,
dividindo a superficie dentinaria cariada em duas partes iguais,
em que foi colocada uma matriz de ago para que metade da lesdo
cariosa fosse removida com auxilio de escavador manual (Escavador
SSW-Duflex #11 1/2) por um examinador independente, e a outra
metade foi mantida para permitir posterior comparagao de cor
e textura. A quantidade de tecido removido foi determinada de
acordo com os pardmetros de Hosoya et al.'® modificados, sendo
removida a dentina que se apresentasse com textura macia, e
mantida, se rigida. Para este procedimento, o operador realizou
um treinamento prévio em lesdes de carie artificiais, possibilitando
seguranca na operacao realizada.

Apdsaremogio do tecido cariado, a parte da superficie dentinaria
que teve sua lesdo removida foi analisada com auxilio dos sistemas
de indugéo de fluorescéncia DD, DDpen e QLE.

Para os métodos DD e DDpen, as medidas foram realizadas
ap0ds secagem da superficie por 3 segundos, utilizando-se seringa
triplice. Ambos os aparelhos foram calibrados para cada dente,

utilizando um padrao cerdmico cuja fluorescéncia é conhecida e
estavel, de acordo com as instru¢des do fabricante. Foram realizados
movimentos de varredura sobre toda a superficie com a ponta
posicionada o mais perpendicularmente possivel, permitindo, desta
forma, que a luz incidisse em todas as dire¢des. Para o aparelho DD,
a superficie dentinaria foi avaliada utilizando-se a ponta especifica
para superficie lisa (ponta B). Para o aparelho DDpen, utilizou-se
a ponta cilindrica de fibra de safira.

Os exames com o0 QLF foram realizados em uma sala escura,
para evitar possiveis influéncias da luz do ambiente'. As imagens
foram capturadas, armazenadas e observadas em um computador.
Através dessa imagem, foi avaliada a perda de fluorescéncia
(DeltaF)* e, de acordo com esses valores, foi verificada a presenca
da dentina cariada.

Asandlises foram realizadas por dois examinadores experientes,
que ja participaram de outras pesquisas®?** utilizando esses mesmos
aparelhos, sendo que todos os valores obtidos foram anotados em
fichas especificas para esse fim.

Para obtengdo do padrao de referéncia, os dentes foram seccionados
perpendicularmente ao longo eixo, no sentido mesiodistal, com uma
maquina de corte de precisio ISOMET 1000 (Buehler Ltd., Lake
Bluf, IL, EUA), observados e fotogratados em lupa estereoscdpica
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(Modelo SZX7 Olympus, Sao Paulo, Brasil) com 30x de aumento
por um examinador independente, que nio participou de nenhuma
etapa prévia do experimento. As imagens capturadas foram
analisadas no software Image J, pelo qual foi calculada a quantidade
de tecido cariado remanescente em milimetros quadrados, em
todos os espécimes. Uma quantidade >10% de tecido cariado foi
considerada como presenca de carie residual. Apos construcio de
curvas ROC, os pontos de corte foram determinados para cada um
dos métodos: DD = 17; DDpen = 13 e QLF = 10,6.

Os dados obtidos foram tabulados e analisados com o software
MedCalc. Foram calculadas a sensibilidade (Se), a especificidade
(Es) e a area sob a curva ROC (Az), bem como o Coeficiente de
Correlagéo Intraclasse (ICC) para cada um dos métodos. O teste
de McNemar (p<0,05) foi aplicado para comparagao dos diferentes
métodos.

RESULTADO

Cinquenta e um dentes (54,2%) apresentaram remanescente
de tecido cariado. Os valores de sensibilidade (Se), especificidade
(Es), area sob a curva ROC (Az), valores verdadeiros positivos
(VP), verdadeiros negativos (VN), falsos positivos (FP) e falsos
negativos (FN) sdo apresentados na Tabela 1.

Os valores de sensibilidade, especificidade e drea sobre a curva
ROC foram semelhantes para os trés grupos (p>0,05), embora o
DDP tenha apresentado menores valores de especificidade (0,37).

Na apresentacio de forma dicotomica dos resultados, ou seja,
expressos em duas categorias, positivo e negativo, observamos,
para o aparelho QLE, valores distintos dos demais, sendo menores
na detec¢do correta da presenca de carie (VP=17) e maiores na
detecc¢do incorreta (FN=34). Para o DDpen, foram encontrados
maiores valores de FP (27) e menores valores de FN (12). Tanto o
DD como o DDpen apresentaram maiores valores na detec¢ao da
presenca de carie remanescente em dentina (37 e 39, respectivamente)

Os valores de reprodutibilidade interexaminadores através do
coeficiente de correlacdo intraclasse (ICC) variaram entre 0,952 € 0,978
(Tabela 2). De acordo com a classificagdo do coeficiente de correlacdo
intraclasse: boa/excelente: >0,75; moderada/boa: 0,5 a 0,75;
fraca/moderada: 0,25 a 0,5; auséncia de correlagdo: <0,25, todos
os métodos apresentaram excelente correlagio.

DISCUSSAO

Métodos auxiliares de detec¢do de carie sdo avaliados na tentativa
de eliminar a subjetividade do exame visual. Assim, torna-se valido
indagar se os métodos baseados em indugéo de fluorescéncia (DD,
DDpen e QLF) seriam efetivos como auxiliares na detecgdo de
tecido cariado remanescente.

A determinagéo do padréo de referéncia em nosso trabalho foi
realizada com o auxilio de uma lupa estereoscopica (Modelo SZX7
Olympus, Sao Paulo, Brasil) com aumento de 30 vezes, para avaliar
a presenga de dentina residual na cavidade®. A escolha do ponto
de corte de cada método foi baseada no limite de detectabilidade
dos mesmos, de forma que uma quantidade de tecido cariado
remanescente inferior a 10% ndo poderia ser detectada pelos
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Tabela 1. Valores de sensibilidade (Se), especificidade (Es), area sob
a curva ROC (Az), verdadeiro positivo (VP), verdadeiro negativo
(VN), falso positivo

Método Se Es Az VP VN FP EN

DD 0,72a  0,46a  0,595a 37 20 23 14

DDpen 0,76a  0,37a  0,568a 39 16 27 12

QLF 0,66a  0,46a  0,562a 17 23 20 34

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significante
(p<0,05) entre os métodos (teste de McNemar para Se, Es; teste ndo paramétrico
para Az).

Tabela 2. Valores de reprodutibilidade interexaminador para cada método

Método Valores de ICC
DD 0,972
DDpen 0,978
QLF 0,952

aparelhos. Isso foi comprovado através da confeccdo de curvas
ROC em fungdo de diferentes quantidades de tecido cariado
remanescente (5, 10, 15, 20 e 25%). Iwami et al.?%, em seu estudo,
determinaram os pontos de corte do DD para dentina cariada,
criando uma curva ROC com os dados do aparelho e das coletas
e analise de PCR do tecido examinado.

Pode-se observar que todos os métodos avaliados apresentaram
resultados semelhantes (McNemar, p>0,05), com valores de
sensibilidade moderados, ou seja, foram satisfatorios em determinar
a presenca da lesdo cariosa residual apds remocdo do tecido
cariado dentinario. J& os valores de especificidade foram mais
baixos, mostrando que os testes ndo foram tdo eficientes para
determinar a auséncia de cérie residual. De acordo com a area sob
a curva ROC, os métodos apresentaram desempenho semelhante.
Unlu et al.” também observaram que o DDpen pode contribuir na
detec¢do de remanescente cariado, no qual a especificidade foi de
0,50 e a sensibilidade de 0,85, assemelhando-se com os resultados
encontrados no presente estudo. Entretanto, os autores relataram
acurdcia do DDpen superior (0,81). Sugere-se que essa diferenca
deve-se aos dentes utilizados na pesquisa por Unlu et al.”, que
apresentavam lesdes em dentina profundas naturais, que foram
determinadas pelo exame radiografico. Entretanto, outros estudos
mostram que o DD nio foi eficaz na determinacgio da presenca de
lesdo de carie residual®®. Deve-se enfatizar que diferentes pontos de
corte foram utilizados nessas pesquisas para o DD e foram utilizados
dentes com lesdes cariosas naturais ou lesdes cariosas induzidas
artificialmente com solu¢do desmineralizadora.

A descoloragdo tipica encontrada em algumas lesées de cérie
pode ser atribuida a reagdo que ocorre entre os hidratos de carbono
e um grupo amino das proteinas, formando polimeros acastanhados.
Como os produtos dessa reagdo sdo capazes de emitir fluorescéncia,
podem, assim, aumentar os valores de fluorescéncia de DD e DD
em lesdes escuras’. Este fato pode ter contribuido para os baixos
valores de especificidade encontrados neste estudo.

O QLF vem sendo amplamente estudado por se tratar de uma
ferramenta quantitativa para detec¢do das lesdes de carie'*'*%.
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Este aparelho permite que imagens fluorescentes sejam capturadas
e ferramentas do software quantificam parametros, como perda
mineral, profundidade, extensao e severidade da lesdao com alta
precisao e reprodutibilidade’>*.

No presente estudo, o QLF apresentou menor valor de sensibilidade
quando comparado a DD e DDpen. Além disso, dos 94 dentes
examinados pelo QLE, 17 apresentaram resultados VP (18,1%) e
23 VN (24,5%). Os outros 54 dentes (57,4%) apresentaram resultados
que sugerem uma tendéncia do método na determinagao errénea
da presenca ou auséncia de cérie residual. Esses dados determinam
apossibilidade da realizagdo de sub ou sobretratamento, ou seja, na
manuten¢io de tecido sem capacidade de remineralizagdo ou na
retirada de tecido passivel de remineralizacdo, com possibilidade
de exposi¢ao pulpar.

Em contrapartida, o DD e o DDpen apresentaram maior
capacidade de determinar a presenca do remanescente cariado (39,4%
e 41,5%, respectivamente) quando comparados ao QLE. Ressalta-se
que o método ideal deva apresentar menores valores de FP e FN,
o que também foi observado para o DD e o DDpen. A associa¢do
de outros métodos, como o exame visual, permite que os riscos de
diagnosticos erréneos sejam minimizados. Essa associagao tem se
mostrado efetiva na detecgiao de lesoes de cérie tanto em superficies

oclusais como proximais®**.

O coeficiente de correlagio intraclasse foi utilizado para verificar
areprodutibilidade entre os dois examinadores, mostrando que os
resultados apresentados pelos métodos variaram quando utilizados
por diferentes examinadores. Unlu et al.”” obtiveram em seu estudo
uma correlagdo interexaminador de 0,48 para 0 DDpen, assim como
Yazici et al.”® encontraram valores entre 0,46 e 0,89. Cabe salientar
que os valores de reprodutibilidade podem ser influenciados pelo
nivel de treinamento e experiéncia dos examinadores. No presente
estudo, ambos os examinadores eram experientes e treinados na
utiliza¢do dos trés métodos para detecgdo de carie, baseados em
indu¢io de fluorescéncia. Para a utilizagdo do QLE foi usado
o software proprio do aparelho e padronizagdo da distancia do
aparelho com o dente, o que também contribuiu para os elevados
valores de reprodutibilidade obtidos pelo método.
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Por ser um trabalho in vitro, algumas limitagdes foram
encontradas, apesar das caracteristicas comuns entre a lesdo de
carie natural e a induzida, microbiologicamente; acredita-se que
trabalhos com lesdes naturais devam ser realizados para avaliar
a eficiéncia desses métodos em determinar a presenca de lesdo
cariosa residual em situagdes clinicas. Apesar dos altos valores de
reprodutibilidade encontrados nos exames com o QLF, salienta-se
a dificuldade no uso deste dispositivo na padronizagao da captura
das imagens, além da dificil utiliza¢do da cimera responsavel pela
captura. Sugere-se ainda que, para uma padronizagao dos pontos
de corte para esse fim, outros estudos devam ser realizados, uma
vez que apenas apontam-se os melhores pontos de corte por nos
encontrados.

Retomando os conceitos sobre a possibilidade de remineralizagio
da dentina contaminada, apresentando menores taxas de exposicao
pulpar e maiores taxas de sucesso, e, consequentemente, removendo-se
adentina infectada®, vale salientar que seria de interesse a utilizagio
de métodos que pudessem efetivamente mostrar a presenca deste
tipo de dentina na cavidade. Entretanto, outros trabalhos devem
ser realizados para elucidar ainda mais essa afirmacao.

CONCLUSAO

Dentre os métodos baseados em inducio de fluorescéncia, o
DD e o DDpen apresentaram melhor desempenho na avaliagdo
de lesoes cariosas residuais artificiais apos a remogdo do tecido
cariado dentinario, quando comparados ao QLE
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