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RESUMO

Nos ultimos anos, tem sido reportado o aumento na incidéncia de lesbes de carie
radicular, o que sugere a necessidade de estratégias preventivas que atuem de
forma duradoura neste tecido, tais como o uso de laser de alta intensidade. Desta
maneira, o presente trabalho avaliou os efeitos composicionais promovidos pelo
laser de Nd:YAG (A = 1064 nm) quando empregado para prevencdo da progressao
de lesbes de carie em dentina radicular, quando associado ou nao a aplicacéo tépica
de fluoreto. Para tal, foi conduzido um estudo in vitro empregando-se 60 blocos de
dentina radicular bovina, os quais foram inicialmente desmineralizados por 32 horas
buscando-se simular a instalacdo de uma leséo incipiente de carie. Em seguida, os
blocos foram aleatoriamente distribuidos em 6 grupos experimentais (n=10): G1 —
sem tratamento, ndo submetido a ciclagem de pH (grupo carie inicial); G2 - sem
tratamento e submetido a ciclagem de pH (controle negativo); G3 — tratado com flGor
fosfato acidulado - FFA (controle positivo); Grupo 4 — irradiado com laser de Nd:YAG
(84,9 J/cm?, 60 mJ/pulso); G5 — laser de Nd:YAG+FFA; G6 — FFA+laser de Nd:YAG.
Na sequéncia, foi simulada a progressao das lesGes de cérie por meio de ciclagem
de pH com duracédo de 4 dias nos grupos G2 a G6, sendo o grupo G1 usado para
comparacao. Mudancas composicionais e de fluorescéncia foram monitoradas antes
e depois da desmineralizacdo inicial e apds os tratamentos. Apos a ciclagem de pH,
foi avaliada a resisténcia a desmineralizacdo de todas as amostras por meio da
microdureza seccional. Foram observadas mudancas quimicas oriundas do
processo de desmineralizacdo da dentina, tais como a reducdo no conteudo de
fosfato e carbonato, expondo a matriz organica. A irradiacdo laser promoveu
mudancas quimicas e na fluorescéncia na dentina principalmente quando associado
a aplicacdo tépica de FFA; sendo que a associacdo de tratamentos promoveu
significativa reducéo da perda de microdureza. Foi possivel concluir que a irradiacédo
da dentina com laser de Nd:YAG previamente a aplicacdo topica de FFA promove
mudancas composicionais na dentina desmineralizada que alteram a fluorescéncia e
reduzem a perda de microdureza deste tecido, apresentando-se como a melhor
estratégia de tratamento para a progressao de lesdes de céarie radicular.
Palavras-chave: laser de Nd:YAG, dentina radicular, prevengdo da carie, mudancas

guimicas , fluorescéncia.



ABSTRACT

In the last years, the incidence of root caries lesions has increased, which
suggests the necessity of preventive methods that effectively act in root dentin as, for
example, the use of high intensity lasers. This study evaluated the compositional
effects of Nd:YAG laser when applied for prevention of progression of root dentin
associating or not laser irradiation with topical application of acidulated phosphate
fluoride (APF). For that a blind in vitro study was performed in which sixty bovine
dentin slabs were prepared and demineralized by 32h in order to create early caries
lesions. After that, the slabs were divided into six groups: G1) untreated and were
not submitted to a pH-cycling model(early caries lesions group); G2) untreated and
were submitted to a pH-cycling model (negative control); G3) acidulated phosphate
fluoride application —APF(positive control); G4) Nd:YAG irradiation (84.9 J/cm?, 60
mJ/pulse); G5) Nd:YAG + APF; G6) APF + Nd:YAG. After that, the progression of
caries lesions were simulated by a 4-day pH-cycling model in G2 to G6 group and G1
group was used for comparison. The compositions changes and fluorescence
changes were determined on the slabs before and after early demineralization and
also after treatments. The microhardness measurements were recorded in all slabs
after pH-cycling model in order to assessed an acid-resistant of the dentin.
Demineralization promoted reduction in carbonate and phosphate contents,
expositing the organic matter. Nd:YAG laser irradiation promoted chemical changes
and fluorescence changes mainly when associated with APF application. The
treatment association has resulted in significant reduction in dentin microhardness
values and the best results were obtained when laser irradiation was performed
before APF. In conclusion, the Nd:YAG laser association promotes compositional
changes on dentin, mainly when performed before APF application ,which modified
the fluorescence and decreased the reduction in microhardness of dentin. The laser
and APF association report like the best treatment device for prevention of root

dentin caries.

Key-words: Nd:YAG laser, root dentin, caries prevention, chemical changes,
fluorescence.
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1. INTRODUCAO

A irradiacéo laser tem se tornado uma ferramenta de grande contribuicdo
para a realizacdo de diversos procedimentos odontolégicos, o que lhe garantiu um
aumento de popularidade no decorrer dos anos. E sabido que o laser apresenta-se
como um excelente coadjuvante nas reparacOes teciduais e no tratamento de
importantes lesdes da cavidade oral, além de proporcionar excelentes tratamentos
quando aplicado em cirurgias de tecidos moles e duros, deteccdo e remocdo de
tecido cariado, preparo cavitario e adeséo terapias de clareamento dental, preparo
do canal radicular tratamento da hipersensibilidade dentinaria e também na

prevencdo da carie (1; 2).

Nas ultimas décadas, com o maior conhecimento do processo etiolégico
da cérie, houve a adogdo de medidas preventivas com consequente diminuicdo na
incidéncia e prevaléncia da carie no Brasil (3; 4), resultando em indices na faixa
recomendada pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude), o que equivale ao
indicador CPO (sigla para dentes cariados, perdidos e obturados) entre 1,2 e 2,6.
Em 2003, o pais tinha indice de 2,8, passando em 2010, para 2,1 (3). No aspecto
preventivo, as praticas de higiene bucal, controle da dieta e principalmente o uso do
flaor, por meio de métodos de fluoretacdo da agua (obrigatério no Brasil desde a
década de 1980), dentifricios, enxaguatérios bucais e aplicacdo topica profissional,
tem resultado em um declinio importante no surgimento de lesdes de cérie (4; 5; 6).
Assim, métodos de diagndstico precoce, associados a tratamentos que impecam a
instalacdo ou a progressdo de lesBes incipientes de carie tém uma importancia
fundamental para manutencdo desses baixos indices. Atualmente ha um relativo
controle dessa doenca, entretanto, em algumas faixas etarias, os indices ainda

apresentam-se elevados (3).

De acordo com os dados do ultimo levantamento feito pelo Ministério da
Saude em 2010 - Pesquisa Nacional de Saude Bucal - SB Brasil 2010 - (7), observa-
se que ainda mais de 50% das criancas brasileiras com 5 anos de idade apresentam

ou ja apresentaram um episodio de carie. Entretanto, conforme pode ser observado
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na Figura 1, o numero de criancas livres de cérie até os 12 anos, cresceu na
proporcao de 31% para 44% desde o levantamento anterior em 2003, significando
30% a mais de criancas que nunca apresentaram essa patologia. Na populacéo
adulta e idosa, apesar da incidéncia ser decrescente, a cérie continua sendo o
principal problema de saude bucal levando a perda dentéria. Nessas faixas etérias
pode-se observar a prevaléncia da carie de raiz, sendo que essa condicdo nao
tratada € a mais frequente nas regides Norte e Centro Oeste (3). Dados norte-
americanos também confirmam essa tendéncia de acordo com dois levantamentos
nacionais, um de 1988-1994 e outro de 1999-2002, nos quais foram observadas
diminuicdo da porcentagem de casos de cérie, porém essa ainda se mantém acima
dos 30% na populacdo com mais de 60 anos (8; 9; 10; 11). Nos paises europeus
com renda elevada também é muito prevalente a cérie radicular nos idosos, embora
essa tenha declinado na ultima década, assim como a carie corondria em outras

faixas etarias, devido a cuidados pessoal e profissional (12; 13; 14; 15; 16).

Porcentagem de individuos livres de carie, poridade,
sequndo relatorio de 2003 e de 2010
50
PP LT = 2003
40 2010
~ 3
g 30 231
]
= 20
S 11,1
e 10
05 09
04 : —
5 12 15-19 3B+
Idad e{(anos)

Figura 1 - Dados dos Relatérios Nacionais de Saude Bucal Brasil 2010 e Brasil 2003
divulgados pelo Ministério da Salde onde se observa que a porcentagem de
individuos livres de carie tem crescido a cada levantamento (7).

A carie radicular é definida como aquela que ocorre nas superficies
radiculares que ficaram expostas ao ambiente bucal devido a recessdo da margem
gengival (17). Esse tipo de lesédo esta fortemente associado ao predominio de uma
colonizacdo bacteriana especifica, a perda de insercdo periodontal ao longo dos
anos, associada ou ndo a higiene oral inadequada (18), e representa uma
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caracteristica importante da relacéo entre carie e envelhecimento (17). Entretanto, a
conscientizacdo de sua importancia s6 ocorreu no inicio dos anos 1980 nos paises
de alta renda, com a percepcdo de que adultos velhos estavam mantendo mais
dentes do que costumavam ter (6). Essa tendéncia vem se mantendo devido a
gradativa melhoria das condi¢Bes de saude bucal nas Ultimas décadas, o que indica
gue as futuras geracdes de idosos manterdo seus elementos dentarios e, como a
recessao gengival é caracteristica dessa idade, haverda um maior numero de
superficies radiculares expostas a carie (19). Ao considerar a reducdo da
mortalidade infantii e o aumento da expectativa de vida da populacéo, esse
problema ainda se torna maior (6; 20; 21; 22). Ressalta-se que a prevencao é
preferivel ao tratamento restaurador, pois as dificuldades técnicas para restauracao
dessas superficies, como o dificil acesso e isolamento adequados, comprometem a
eficacia e durabilidade do tratamento (17; 21).

A medida de maior impacto preventivo tem sido o uso de fldor, que por
possuir efeito local (24), mesmo em pequenas concentracdées como a obtida pela
ingestdo de agua fluoretada, sédo eficazes na reducdo da progressdo dessa
patologia. O flor de uso tépico atua diminuindo a solubilidade dos tecidos bucais ao
ser incorporado a hidroxiapatita formando apatita fluoretada e promove a
remineralizacdo por estar presente nos fluidos bucais. Essa presenca altera o pH
critico no desafio cariogénico, possibilitando a acdo biolégica da saliva numa faixa
de pH que na sua auséncia provocaria dissolucdo de minerais dentarios. Assim, ele
sozinho ndo previne o aparecimento da lesdo, pois ndo € capaz de interferir na
formacéao do biofilme oral e na transformacéo de aclUcares em acidos, e sim paralisa
a lesdo inicial. No entanto, seu efeito € parcial, pois ndo impede completamente o
desenvolvimento de lesdes de carie além de ser necesséria sua presenca constante

no ambiente bucal (4; 25).

Desse modo, considerando a eficacia dos métodos de prevencao atuais —
desorganizacdo periddica do biofilme dental bacteriano, disciplina no consumo de
carboidratos fermentaveis e uso do fldor (4), os quais necessitam da cooperacédo do
individuo e de manutencdo constante no ambiente oral, a carie ndo sera extinta,
ainda que continue a diminuir na populacéo (17). Desse fato decorre a necessidade

da busca por novos métodos preventivos ou aperfeicoamento dos ja existentes, com
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a utilizagdo de técnicas que possam potencializar ou complementar as ja adotadas
para prevencao e controle da céarie dentaria, nos segmentos onde a céarie tem se
apresentado polarizada devido ao fato desses procedimentos estarem se mostrando

insuficientes (26; 27).

A importancia da busca por métodos que previnam a progressao das
lesbes de carie radicular esta relacionada as caracteristicas especificas de uma
populacdo em crescimento a cada geracao, representado por individuos que ja
possuem habitos preventivos consolidados e, com o envelhecimento, passam a
apresentar recessdo gengival. E adicionalmente a esse fator, por situacfes
adversas, tornam-se impossibilitados de praticar uma adequada higiene oral, como
por exemplo, individuos doentes e funcionalmente dependentes fisica ou
neurologicamente. Tais individuos correspondem, principalmente, aos que sofreram
acidente vasculo-cerebral ou doencas neuroldégicas como deméncias, Mal de
Parkinson, Mal de Alzheimer, e tém os cuidados basicos diarios de higiene oral
comprometidos, passando a depender de ajuda. Essa populagcdo geralmente
também possui alguma outra enfermidade ou faz uso de medicamentos que causam
xerostomia (diminuicdo do fluxo salivar), a qual leva a perda da agdo tampéo da
saliva resultando em maior propensdo a desmineralizacdo dentaria. Essa é uma
condicdo também apresentada por pacientes submetidos ao tratamento do cancer
(17). Essas situacBes acometem a cada dia mais individuos (20) e sao
caracterizadas por rotinas extenuantes para os familiares em relagdo aos cuidados
basicos de higiene. Vale ressaltar que, devido as suas caracteristicas estruturais, a
dentina é um tecido com alta e rapida solubilidade quando exposta ao desafio
cariogénico, além de necessitar de flior em maior quantidade, em relacdo ao

esmalte, para uma acao remineralizadora (4; 17).

Novas possibilidades tém sido estudadas e o uso do laser de alta
intensidade (28) com o objetivo de aumentar a resisténcia do tecido a
desmineralizacdo e de aumentar a incorporacdo de flior tem se tornado uma
alternativa promissora que independe da cooperacao diaria do usuario. Esse método
caracterizaria uma intervencao profissional com duracdo de efeito maior que a

aplicacado topica de flaor fosfato acidulado (FFA) isoladamente (28) e com
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necessidade de atendimento odontolégico menos frequente, o que poderia

representar uma maior aceitabilidade clinica.

Dentro deste contexto, estudos tém sido realizados com a irradiagcéao laser
com finalidade preventiva, considerando sua importante interacdo com os tecidos
duros dentais, assim como sua provavel sinergia com o fluoreto (27; 28; 29; 30; 31;
32; 33; 34; 35; 36). Os lasers de alta intensidade, por seu efeito térmico localizado,
podem promover modificagcfes quimico-estruturais nos tecidos duros irradiados, as
gquais sao dependentes tanto da temperatura superficial atingida quanto do tempo de

exposicao dos tecidos a irradiacdo (30; 37; 38; 39).

Assim, observa-se que o laser de CO;, e o laser de Nd:YAG sdo 0s mais
populares e bastante estudados (2). Ambos tém sido indicados para prevencéo de
cérie de esmalte, onde resultados promissores foram encontrados. Entretanto, para
uso preventivo em dentina, o laser de CO, tem apresentado resultados conflitantes,
associado ou nao ao flaor (40; 41) sendo que os resultados mais promissores foram
obtidos com um comprimento de onda nao disponivel comercialmente (32). Em
relacdo ao laser de Nd:YAG foram realizados estudos in vitro, in situ e clinicos,
associados ou ndo ao uso do fluoreto, onde foram observados resultados favoraveis
ao seu uso para prevencdo de carie em esmalte (42) e para tratamento de
hipersensibilidade dentinaria devido a sua capacidade de provocar a obliteracdo dos
tubulos dentinarios da regido cervical dentéria (43). Vale ressaltar que em relacao a
prevencdo da cérie radicular os estudos sdo escassos (26; 44); entretanto, essa é

uma questao que sera relevante para as futuras geragdes de idosos.

Considerando-se a alta prevaléncia de caries radiculares, a importancia de
se prevenir ou paralisar a progressdo dessas lesfes e a auséncia de relatos na
literatura sobre o uso do laser de Nd:YAG para tal finalidade, o presente trabalho
buscou verificar os efeitos desse laser em superficies desmineralizadas in vitro,
guando associada ou ndo a aplicacao tépica de fluoreto. Para tal foram utilizadas
duas técnicas Opticas que permitem a monitoracdo da composicdo quimica da
dentina , sem serem destrutivas para as amostras, possibilitando analises nos varios

tempos experimentais propostos.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista a constante necessidade de aperfeicoamento dos métodos
existentes para prevencdo da progressdo de lesbes de carie radicular, o objetivo
principal do presente estudo foi avaliar os efeitos quimicos-estruturais promovidos
pela irradiacdo com o laser de Nd:YAG frente ao processo carioso da dentina,
associado ou nao a aplicacédo tépica de fluoreto.

Como objetivos secundarios, tem-se:

1 — avaliar as modificagcbes composicionais promovidas pelo processo de

cérie e pelos diferentes tratamentos na dentina radicular;

2 — avaliar as mudancas promovidas pelo processo carioso e pelos

tratamentos propostos na fluorescéncia da dentina;

3 — avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos na resisténcia da dentina

radicular a desmineralizacao.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Nesse capitulo, procurou-se ressaltar consideracdes a respeito dos
tecidos duros dentais - principalmente a dentina; do mecanismo etiolégico da carie
radicular, seus grupos de risco e suas formas de prevencdo. A literatura foi revisada
com relacdo aos efeitos do laser na prevencdo da carie em esmalte e dentina e
sobre o0 estado da arte do laser de Nd:YAG. Consideracbes também foram feitas
sobre a radiagdo eletromagnética e suas interagbes com a matéria visando a melhor

compreensao das técnicas de analise usadas nesse estudo.

3.1. Consideracdes sobre os tecidos duros dentarios humanos

A interacdo laser-tecido € dependente das caracteristicas da radiacao
laser - comprimento de onda, caracteristicas temporais de emissao, intensidade e
densidade de energia do feixe - e do conhecimento das propriedades Opticas e
térmicas do tecido biolégico alvo o que permite encontrar os comprimentos de onda
gue possam provocar o efeito desejado (1; 28; 29). O conhecimento detalhado da
estrutura anatdmica, histolégica, composicdo quimica e estrutura cristalografica
associadas as funcbes dentarias sao importantes para o entendimento das
alteracdes quimico-estruturais no mecanismo da doenca carie, da agdo do fluor e
dos mecanismos envolvidos no efeito de lasers que resultam na prevencao da carie
assim como na desejada interacdo com a radiacdo eletromagnética com finalidade

de diagnostico .

3.1.1. Estrutura anatdmica e histolégica dentaria

Os tecidos duros ou mineralizados do corpo humano — tecido 0sseo,

cemento, dentina e esmalte — estdo associados ao dente em funcéo, conforme
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mostrado na Figura 2 (23). Anatomicamente o dente é dividido em coroa, que é a
parte mais externa e visivel, e raiz, a extensdo oculta que o fixa a um conjunto
especializado de estruturas de suporte, as quais consistem em o0sso alveolar, liga-

mento periodontal e cemento e se encontram protegidos pela gengiva (45).

Histologicamente o 6rgdo dental € constituido de tecidos altamente
especializados: esmalte, dentina, cemento e polpa. O esmalte se desenvolve como
uma cobertura de protecdo para a coroa dentaria, sendo altamente mineralizado e
por isso duro e friavel, além de inerte, acelular e avascular. A dentina é a fase
mineralizada do complexo dentina-polpa que constitui a maior parte do dente, e
delimita uma camara pulpar central e um canal radicular onde estdo um tecido
conjuntivo frouxo (denominado polpa) além da irrigacdo e a inervacdo dentarias. A
dentina esta coberta pelo esmalte na coroa e pelo cemento na raiz e, devido seu alto

conteudo de colageno, sustenta o esmalte e compensa sua friabilidade (23).

Coroa

Raiz

alveolar

Figura 2 - Estrutura do dente: corte de tomografia computadorizada em feixe
cbnico vertical dos molares e pré-molares mandibulares.

Fonte : Adaptada de ten Cate: Histologia oral / Anténio Nanci [traduc¢éo
Marcelo Sampaio Narciso]. Rio de Janeiro : Elsevier, 2013 (23)

Assim, o0s tecidos duros dentais apresentam caracteristicas
composicionais e estruturais que possibilitam ao dente desempenhar suas funcdes e
solicitagdes do meio bucal, como resisténcia quimica aos acidos presentes na dieta
ou produzidos por microorganismos cariogénicos; resisténcia mecanica durante a
mastigacdo ou habitos parafuncionais (for¢ca de escovacgao excessiva, bruxismo, etc)

e resisténcia a choques térmicos gerados pela ingestdo de alimentos quentes ou
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frios. Alteracbes das caracteristicas desses tecidos ou sua exposicdo a condi¢des
orais adversas podem torna-los frageis e inadequados, comprometendo a sua

funcionalidade (23).

3.1.2. Composicao quimica dentéaria

Quimicamente os tecidos dentarios sdo constituidos de matriz organica,
matriz inorganica e agua, diferindo em quantidade e disposicdo de tal forma que
proporcionam as caracteristicas quimicas e mecéanicas necessarias ao desempenho
das funcbes dentérias. Na Tabela 1 sdo apresentados os valores percentuais de

conteudo orgéanico, inorganico e agua do esmalte e da dentina (46).

Tabela 1 - Composi¢ao quimica do esmalte e da dentina com o percentual em volume e em
peso do tecido (17; 46)

Dentina Esmalte

% em volume | % em peso | % em volume | % em peso

Inorgénico 48 69 92 97
Orgéanico 29 20 2 1
Agua 23 11 6 2

O componente mineral ou matriz inorganica dos tecidos duros dentarios
consiste principalmente de um fosfato de célcio semelhante a hidroxiapatita. A
familia dos fosfatos de célcio (Tabela 2) corresponde a mineral de especial interesse
para a odontologia e medicina, pois ocorrem normalmente no esmalte, dentina,
cemento e 0sso e patologicamente, como em calculo dental e calcificacdes
Também apresentam associacfes com a formacédo, progressao e controle da carie
em esmalte e dentina. Essa € uma familia de minerais que contém ions de calcio
(Ca*") em conjunto com ortofosfatos (PO,>), metafosfatos ou pirofosfatos (P,0;*)
e ocasionalmente hidrogénio (H") e ions hidroxila (OH"). Os sais de ortofosfatos s&o

sais de &cido fosférico tribasico (H3PO,4) e podem formar compostos que contem
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fons H,PO,4 (ndo encontrado em sistemas biolégicos), HPO42' ou PO43' (ocorrem na

parte mineral de 0ossos e dentes e varias calcificacdes patoldgicas) (47; 48).

Tabela 2 - Fosfatos de célcio organizados por relacdo Ca/P (47).

Nome Abreviagéo Formula Ca/P

Tetracélcio fosfato TTCP Ca,0(POy); 2.0
Hidroxiapatita HAP Cayo(PO4)s(OH), 1.67

Célcio fosfato amorfo ACP CayoxH24(PO4)s(OH).

Tricélcio fosfato (a,B,y) TCP Caz(PO,), 1.50
Fosfato de octacalcio OoCP CagH,(PQO4)6.5H,0 1.33
Dicélcio fosfato dihidratado DCPD CaHPO,.2H,0 1.0

Tricalcio fosfato (monetite) DCP CaHPO, 1.0

Fosfato de calcio (a,B,y) CPP CaP,0; 1.0

Pirofosfato de calcio dihidratado CPPD Ca,P,07.2H,0 1.0

Fosfato de heptacélcio HCP Caz(PsO16)2 0.7
Tetracélcio fosfato diacido TDHP CasH,Ps0; 0.67

Fosfato de célcio mono-hidratado MCPM Ca(H,POQO,),.H,O 0.5

Metafosfato de célcio CMP Ca(POs), 0,5

No pH 7,4 dos fluidos tissulares a hidroxiapatita (HAP) é o mineral mais
estavel, por isso é essa a forma depositada durante o desenvolvimento dos tecidos.
Entretanto, depois da erupcao dentéria, a apatita da por¢cdo mais externa do esmalte
e da dentina pode ser exposta a uma ampla variacdo do pH em funcéo da dieta e
biofilme oral (17). Assim, de acordo com a variagdo do pH as outras trés formas de
fosfatos de célcio (Tabela 3) podem se tornar estaveis e precipitar como cristais
separados ou cobrir os cristais existentes no esmalte. Acima do pH 4,3 a HAP € a
forma mais estavel, porém a presenca de ions adicionais, flior ou magnésio, pode
resultar em outros formas estaveis, como o fosfato tricalcio e fluorapatita. Isso
explica a presenca de outros fosfatos de célcio no calculo dental e no tecido cariado,
conforme descrito na Tabela 3 (17; 47).
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Tabela 3: Fosfatos de calcio encontrados em sistemas biolégicos humanos (47).

Fosfato de célcio Férmula quimica Ocorréncia

Apatita (Ca,2)10(POa,Y)s(OH,X)2 Esmalte, dentina, cemento, osso, célculo
urinario, pedras, calcificagbes de tecidos moles.

Fosfato de octacélcio CagH,(P0O,)s.5H,0 Célculos dental e urinario.

Dicalcio fosfato dihidratado DCPD (Bruxita) CaHPO,.2H,0 Célculo dental, condrocalcinose, cristalria e
deposicédo nos 0Ssos.

Tricéalcio fosfato, FTC-B (Whitlockite) (Ca,Mg)s(PO4)e Célculos dental e urinario, pedras salivares,
' carie dental, artrite cartilaginosa, calcificagéo
de tecidos moles.

Fosfato de célcio amorfo (ACP) (Ca,Mqg)»(PO4,Y’), Calcificagéo de tecidos moles.

Pirofosfato de célcio Dihidratado (CPPD) CayPs07.2H,0 Depdsito em fluido sinovial

Z=Na, Mg, K, etc ; Y=COg3, HPO,4; X=Cl, F ; Y’= P,0;,CO3

Assim, durante o processo carioso, ocorre a formagao de outros fosfatos
de calcio cujo processo de formacdo depende de um grande numero de variaveis.
Os subprodutos desse processo e as estruturas finais estdo descritas de maneira

resumida na Figura 3 (46).

A familia mineral das apatitas [A10(BO4)eX2] € cristalizada em prismas
hexagonais, onde A é usualmente Ca** ou Pb®*, B é P°* ou As°* e X é F,ClI" ou
(OH)". A hidroxiapatita de calcio (HAP) é representada na sua forma mineral pura
como Cajp(PO,)s(OH), . Essa formula indica apenas o contetdo atdmico de uma
célula unitaria ,ou seja, corresponde ao menor numero de ions célcio, fosfato e
hidroxila capaz de estabelecer relacdes estaveis, sendo a menor parte do cristal que
contém suas caracteristicas, e que, repetido tridimensionalmente, forma um mineral
(17; 47)
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Esmalte ou dentina

{4}

Ca® + Mg” + HPO,” + PO,” + HCO”

IS .

Fosfato Dicalcio .
di-hidratado Trli:%sll{:?g()F(fC) Fluorapatita
CaHPO,- 2H,0 (Caz,Mg)s(PO.), Cas(PO4 )sOH
A4 A4
Fosfato Octa-calcio
penta-hidratado Hidroxiapatita Fluoreto de célcio
CaaHz(PO4) - 5H20 Ca5(PO4 )3OH Can

Figura 3 - Representacéo esquematica da dissoluc¢éo dos tecidos duros dentais e
formacdo de novas fases cristalograficas. Com os subprodutos da dissolucao
podem ser formados o fosfato de dicalcio di-hidratado, fosfato de octacélcio
penta-hidratado, fosfato de tri-calcio com magnésio, fluorapatita, fluoreto de
célcio e a propria hidroxiapatita (Adaptado) (46).

A célula unitaria de apatita biologica é também hexagonal (Figura 4) e
guando empilhadas em conjunto, essas células formam a trama estrutural de um
cristal, sendo que o numero de repeticbes desse arranjo produz cristais de varios
tamanhos. Esses cristais formados geologicamente podem ser macroscopicos;
entretanto, os formados sob condic¢des biol6gicas geralmente sdo muito pequenos e,
em geral, tem formato de agulha ou de placa, e, no caso do esmalte, formam fitas

longas e delgadas (17; 47).

Cada cristal de apatita possui trés compartimentos: o interior do cristal, a
superficie do cristal e a capa de hidratacdo, todos 0s quais se encontram disponiveis
para trocas ibnicas. Nessas estruturas da apatita biolégica podem ser observados
diferentes ions substituintes, que podem ser adsorvidos a superficie dos cristais por
atracao eletrostatica ou associados a capa de hidratacao, alterando a rede cristalina

e mudando suas propriedades cristalogréficas (17; 23; 46; 47; 49).

Os cristais de apatita encontrados no esmalte e na dentina assemelham-
se a hidroxiapatita mineral, porém do ponto de vista composicional as apatitas

biolégicas sdo sempre deficitarias de calcio, tendo inclusées de carbonato, sodio,
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flor, magnésio, potassio, cobre, cloro, ferro, manganés, enxofre, chumbo e outros
ions o que faz dessa apatita uma forma impura do mineral. Devido ao fato do
carbonato ser seu maior substituinte - em torno de 3,5%-, nesses tecidos & entdo
denominada de hidroxiapatita carbonatada (HAPcarb) podendo ser representada
pela féormula quimica (Ca,Mg,Na,X)10(PO4,HPO,4,CO3)s(OH,Cl),’, onde X representa
inclusdes de outros ions (50).

Desse modo, 0 magnésio e o sédio podem ser substitutos na posicédo do
célcio; o flhor e o cloreto na posicdo da hidroxila, e o carbonato nas posi¢cdes da
hidroxila e do fosfato. Clinicamente, esse padrdo de variabilidade ibnica € usado
para modificar a estrutura dos cristais através de sua exposicdo a um ambiente rico
em fluoreto. Diferentes processos quimicos também podem alterar a estrutura
cristalografica desses tecidos ou formar estruturas adicionais sobre o tecido. A
estrutura cristalogréafica da hidroxiapatita carbonatada é mostrada na Figura 3C e
3D (17; 23; 46; 47).

Figura 4 - Estrutura cristalina de tecido duro dental. A - cortes transversais de esmalte
recém-formado no estagio de secrecdo e em estagios mais antigos de
maturacdo (cristais maiores) onde se observa o contorno hexagonal dos
cristais (49); B - estrutura cristalina da HAP pura de esmalte dental; C —
estrutura da hidroxiapatita carbonatada; D - destaque para a incorporacao de
carbonatos (CO3?%) (47) .

(Fonte: Adaptado de Ten Cate’s Oral Histology —Development, Structure, and
Function/Antonio Nanci- 8th ed. Elsevier.2013 (49) e de Rabelo Neto (47).
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As diversas substituicbes de ions na hidroxiapatita provocam efeito em
sua solubilidade, dependente principalmente do pH, pois alteram a cristalinidade e
as dimensdes dos cristais. Em estudos de solubilidade comparativa de esmalte,
dentina e 0sso observou-se que a dissolugdo ocorreu na seguinte ordem:
dentina > 0sso > esmalte. Essa diferenca de solubilidade foi atribuida as diferencas
de tamanho de cristalitos, pois em difratogramas de raios-X do esmalte foi
observada a forma mais estreita dos picos comparado com a dentina € 0 0Sso,
sugerindo que os cristais de esmalte sdo maiores do que os dos outros dois tecidos
(47). Em estudos in vitro de esmalte humano e hidroxiapatita pura, foi observado que
a incorporacdo de ions carbonato e/ou magnésio causa a formacdo de cristais
menores. Assim, a alta concentracdo de CO5” na dentina e osso pode fazer com que

sejam mais soluveis que o esmalte (47; 50).

Tem sido reportado na literatura que a presenca de COs* na estrutura é a
principal fonte de distor¢cdo da rede cristalina, pois cria microestresses e defeitos nas
suas proximidades, influenciando muito a solubilidade (47). S&o citados dois tipos de
incorporacédo do carbonato nas apatitas. A primeira delas, a substituicdo do tipo A,
ocorre quando o carbonato substitui a hidroxila e a tipo B, quando o carbonato
substitui o fosfato, sendo essa segunda a mais evidente na hidroxiapatita biolégica.
A substituicdo do fosfato pelo carbonato, com a quase simultanea substituicdo do
célcio pelo sédio provoca uma reducao no tamanho dos cristais e mudangas em sua
morfologia, com consequente aumento da &rea superficial, como também possivel
efeito na tenséo do cristal. Além disso, a ligacdo Ca-CO3 é mais fraca que a ligacéo
Ca-PO,, fazendo com que a HAP mais carbonatada seja mais soluvel que a menos
carbonatada. E importante observar que o carbonato é preferencialmente perdido
durante o processo de desmineralizagdo, sendo também excluido durante a

remineralizacdo (47; 50).

Entretanto, a incorporacao de flior promove um aumento no tamanho e na
espessura dos cristais, além da diminuicdo da deficiéncia de célcio e numa
diminuicdo de solubilidade. Mesmo tracos de flior na solu¢cdo quando a HAP se
dissolve geram uma solucdo altamente supersaturada para HAP e especialmente
fluorapatita, que entédo tende a precipitar ou crescer sobre a hidroxiapatita existente
(17; 47; 50).
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Também a acdo térmica como a da irradiacdo laser altera as
caracteristicas cristalograficas da matriz mineral dos tecidos, tais como o0s
parametros da rede cristalina, o tamanho dos cristais, elimina impurezas presentes
nos sitios do fosfato e da hidroxila e possibilita ainda a formacdo de novos
compostos cristalinos. Os dois Ultimos efeitos citados podem resultar em tecidos
mais resistentes quimicamente (51). Na regido entre 100-650 °C a HAP é estavel e
apresenta apenas uma expansao do parametro de rede a. Entre 650-1000 °C ocorre
o crescimento de cristais de HAP, a expanséo do parametro de rede a e a formagéao
do fosfato de tricalcio na fase B. Na temperatura > 1100 °C a fase TCF- é
convertida em FTC na fase a e ocorre a fusdo da HAP (1280 °C e a presenca do
FTeC (46).

As propriedades cristalograficas do esmalte e da dentina podem ser
observadas na Tabela 4. A diferenca entre os parametros de rede cristalina [Eixo-
a(nm)] do esmalte e da dentina é pequena, apenas 0,002 nm. A relacdo Ca/P da
HAP (Tabela 2) € importante para se avaliar a distribuicdo de calcio e fosforo na
estrutura, onde a relacdo ideal é ~1,67. Havendo alteracdes nesta relagdo tem-se
um material deficiente em calcio ou em excesso, o que pode levar a diferentes

comportamentos nas propriedades do material (17; 46; 47).

Tabela 4 - Propriedades cristalogréaficas do esmalte e da dentina humana. (46)

Esmalte Dentina
Eixo — a (nm) 0,944 0,942
Eixo — ¢ (nm) 0,688 0,688
Cristalinidade 70-75 33-37
Cristais (nm x nm ) ® 130 x 30 20 x 4
Raz&o molar de Ca/P 1,63 1,61

Em relacdo a dissolucdo e crescimento de cristais tem-se que a
solubilidade € convencionalmente descrita como a quantidade de sdlido que pode

dissolver em unidade de volume da solucdo. Todos 0s minerais possuem uma

# O tamanho dos cristais foi determinado a partir de valores médios correspondentes a suas segdes transversais.
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solubilidade caracteristica na 4gua em funcao da temperatura, por exemplo, a HAP
tem KSPP= 7,41x10%° mol’/L°® a 37° C e KSP=3,72x10® a 25° C, sendo esse
valor uma constante para uma dada temperatura . Os cristais inorganicos sao
dissolvidos pela 4gua de maneira singular. As moléculas de agua se movimentam na
superficie do cristal e deslocam ions do cristal em fungcdo de sua capacidade de
reduzir as forcas de atracdo entre ions de cargas opostas, uma funcdo da alta
constante dielétrica da agua. Além disso, as moléculas de agua circundam os ions
recém-liberados, e esta energia de hidratacdo supera a energia do cristal, garantindo
a manutencdo desses ions. A dissolugdo em agua pura é relativamente rapida, mas
diminui a medida que os ions constituintes dos cristais se acumulam na solucao até
gue a dissolucédo total cessa e a solucdo € dita saturada para o mineral, embora

ainda permaneca uma troca lenta de ions entre o cristal e a solugdo (17).

Entretanto, em relacdo a mudanca de pH e concentracGes de acidos e
bases, a solubilidade para os fosfatos de célcio pode mudar em varias ordens de
grandeza. O principio do produto de solubilidade pode determinar se uma solugéo
esta saturada ou ndo com a HAP. Essa teoria deriva da acdo da lei das massas, que
afirma que a velocidade da reacdo é proporcional ao produto das massas dos
reagentes, cada uma elevada a poténcia igual aos niumeros de moléculas existentes.
Foi determinado por convencéo que para a HAP quando uma unidade de massa do
solido se dissolve, cinco ions calcio, trés ions fosfato trivalentes e um ion hidroxila

serdo liberados da solugéo, conforme reacao abaixo (17):
Cas(PO4)3(OH) « 5Ca*" + 3P0,> + OH [1]

Desse modo, o IAP° da HAP ¢é determinado pela multiplicacdo da
concentracdo de fons calcio (ou melhor, pela atividade quimica®) elevado & quinta
poténcia pela concentracdo de fosfato trivalente elevada a terceira poténcia pela

concentragéo de hidroxila, em mol/l (17):

® KSP significa produto de solubilidade de um sélido e possui valor constante em uma dada temperatura.

®1AP é o produto da atividade idnica

4 Numa solugdo muito diluida, a atividade idnica é similar & sua concentragéo, no entanto, a medida que a concentracéo do sal
soltvel aumenta, a atividade se torna significantemente menor que sua concentracdo em fungdo das interacdes idnicas. A
atividade esté relacionada a concentracdo pelo coeficiente de atividade, podendo ser calculado com o conhecimento da forgca

ibnica, a salinidade da solugéo (17).
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IAPuap = (Ca*")° x (PO4*)* x (OHY [2]

Quando uma solucédo contendo hidroxiapatita esta saturada (isto €, ndo ha
mais dissolucdo da HAP) e o mineral em equilibrio com os ions na solugéo, o
IAPyap € igual ao produto de solubilidade da HAP (KSPuap), uma constante com
valor 7,41 x 10 mol%/L® a 37° C (17).

Desse modo, no equilibrio:
KSPuap = (Ca?")° x (PO,*)® x (OH) = 7,41 x 10°®° mol®/L° [3]

Como ja mencionado, a solubilidade da HAP e outros fosfatos de calcio
sdo muito afetados pelo pH da agua em que sdo dissolvidos. Pelo que foi exposto,
observa-se que quando o PO,* e 0 OH" se acumulam na soluc&o, em conjunto com
os ions célcio, a dissolucdo da HAP diminui e é interrompida a medida que a solucéo
se torna saturada. No entanto, se um &cido for adicionado, os fons PO,* e OH’
combinam-se ao H* (liberado pelo &cido) para formar HPO.> e HO,

respectivamente, removendo assim uma proporcado dos ions PO,> e OH (17).

Cas(PO4)30H « 5Cay+ + 3P0,> + OH

LHY [ H

HPO,~  H,O [4]
IH
H,PO,*

Como exemplificado na Tabela 5, caso 1, onde o pH da solugdo diminuiu
em uma unidade com a adicdo do acido, o IAPyap também diminui e a solucéo é
considerada insaturada (menos ions na solucdo) e mais HAP devera ser dissolvido
até a saturacdo ser restabelecida. No entanto, no caso 3 onde o pH da solucéo foi
aumentado em uma unidade, 0 IAPyap € maior que o KSPyap € a solucdo é
considerada supersaturada para a hidroxiapatita (mais ions na solu¢do).Quando o
pH de uma solucdo supersaturada € diminuido gradualmente, o ponto no qual a
solucao se torna saturada em relagao ao mineral em questao é conhecido como “pH

critico”. No exemplo da tabela 5, o pH critico € 6 (17).
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Tabela 5 - ConcentragBes de célcio e fosfato, atividades e produto de atividade para a HAP

na mesma solucdo com pH 5, 6 e 7, a 37°C (Adaptada de Cérie dentaria:a doenga e

seu tratamento clinico,2011) (17).

Caso 1l Caso 2 Caso 3

pH 5,0 6,0 7,0
Concentracao total de célcio(mol/L)  2,2925 x 10™ 2,925 x 10™ 2,925 x 10™
Atividade de Ca?‘mol/L) 2,553 x 10™ 2,539 x 10 2,452 x 10™
Concentracdo total de fosfato(mol/L) 2,925 x 10 2,925 x 10™ 2,925 x 10™
Concentracdo total de PO,* (mol/L)  1,652x10™ 1,546 x10™" 9,395 x 10°%°
Atividade de PO,> (mol/L) 1,215x 10" 1,136 x10™ 6,822 x 10™"°
Atividade de OH’ 4,787 x 10" 4,787 x 10 4,787 x 10°®
Produto de atividade total(mol/L) 931 x10°% 741 x 10°°° 1.35 x 1073

(Ca*™)° x (PO4*)® x (OHY ’ ’ ’
IAP < KSP IAP=KSP IAP>KSP

Insaturada Saturada Supersaturada

Em cada caso as concentracdes totais de calcio e fosfato sdo as mesmas, 0,2925 mmol/L.
No caso 2, IPAuap = KSPuap (7,41 x 10°), assim esta solucéo esta saturada para HPA.

Ao observar a equacao do produto de solubilidade numa solucéo saturada
[1] e [3] pode-se observar que, se existe um excesso de um ion na solugéo, entdo
menos dos outros ions serd necessario para atingir o0 KSPyap pois, como ja foi
mencionado, o produto de solubilidade é uma constante a uma dada temperatura.
Esse fato explica por que a adicdo de calcio ou fosfato a solucdo onde a
hidroxiapatita esta se dissolvendo reduz a quantidade que serd dissolvida, pois 0
aumento da concentracdo de um dos ions diminui a concentragdo necesséria do
outro para atingir a saturacdo. O principio do produto de solubilidade também explica
por que a remocéao do calcio da solucdo em equilibrio usando um agente de ligacao
ao calcio (por exemplo o acido etilenodiaminotetracético-EDTA), causara maior

dissolugéo da hidroxiapatita (17).

Sob condi¢cdes adequadas novos cristais de HAP podem se precipitar da
solucdo e pequenos cristais podem crescer em tamanho. Para que isso ocorra, a
solucdo deve estar supersaturada para HAP, isto €, o IAPyap deve exceder o
KSPpap, sendo necessario adicionar os ions constituintes a solucdo até que essa

condicdo seja obtida, tanto pela adicdo isolada de calcio e/ou fosfato como sais
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soluveis, ou pelo aumento do pH (que aumenta as concentracdes de PO,> e OH) ou
ambos. Entretanto as solucdes supersaturadas sao instaveis e a formacdo de um
cristal vai levar a precipitacdo de novos cristais se 0 nivel de supersaturacéo estiver
alto o suficiente, até a solucdo voltar a estar saturada. E devido a esse principio que

ocorre a remineralizacado na camada superficial da lesao cariosa (17).

Assim, considerando-se o0 ambiente oral, os cristais de hidroxiapatita
(esmalte e dentina) sdo dissolvidos em &cido provenientes da dieta, gastricos ou
medicinais, porque a solugéo circundante (saliva e fluidos orais) torna-se insaturada
em funcdo da remocao de um ou mais componentes da mesma ( pela ligacdo com
ions provenientes da dissociacdo do acido). A forca motriz para a dissolucdo € o
grau de subsaturacao. A saliva contém quantidades consideraveis de calcio e fosfato
e estad quase sempre supersaturada em relacdo a HAP e, portanto também para os
cristais nativos do esmalte, visto que esses sdo mais sollveis. Desse modo, 0s
tecidos duros dentais ndo se dissolverdo sob condi¢cées normais, somente quando o
ambiente estiver acidificado, o que ocorre na superficie dentaria coberta pelo
biofilme bacteriano (17).

3.1.3. Esmalte dental

Vérios estudos (27-36) tém investigado a interacao da irradiacao laser com
0 esmalte, associada ao ndo ao uso do fluoreto, entretanto em relacdo a dentina os
dados sdo escassos. Apesar de esses dois tecidos dentarios apresentarem
constituicdo semelhante, possuem diferencas significativas na propor¢do dos
constituintes e na maneira como estao organizado, o que parece interferir na referida
interacdo. Assim, o conhecimento dessas diferencas estruturais torna-se importante

na interpretacao dos resultados do presente estudo.

O esmalte tem a funcédo de fornecer aos dentes uma camada superficial
mecanicamente forte e quimicamente resistente e para isso possui um alto grau de
mineralizagdo com complexa organizagdo e uma matriz organica reduzida. Tem

cerca de 92% em volume mineral, 2% em matriz organica e 6% em agua (23). Os
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cristais de hidroxiapatita carbonatada estdo firmemente unidos, separados de seus
vizinhos por finos espacos intercristalinos que sao preenchidos por agua e material
organico, composto basicamente por proteinas ndo colagénicas de conformacgao
globular, as amelogeninas, e lipideos. Esses finos espacos assim preenchidos
formam poros que permitem a passagem de peguenas moléculas tais como acido
latico e ions como hidrogénio e célcio. Assim, o alto contelldo e o modo como a
hidroxiapatita carbonatada esta agrupada torna o esmalte um solido microporoso e,
portanto, permedavel as trocas idnicas com a saliva quando ha variacdo do pH na
cavidade bucal e particularmente vulneravel a desmineralizagdo pelo meio &cido

proveniente de bactérias cariogénicas (17; 23; 50).

No esmalte, os cristais de hidroxiapatita carbonatada tém em média 50 nm
de largura em corte transversal e mais de 100 ym de comprimento no eixo C (longo
eixo) (23). Cristalitos maduros podem ter milimetros de comprimento, formando fitas
de cristais longas e delgadas, as quais se apresentam densamente compactadas e
reunidas repetidamente numa organizacdo de aproximadamente 1000 cristais, que
formam os prismas ou bastbes de esmalte. Os diversos prismas (Figura 5)
apresentam-se separados pela substancia interprismatica, também composta de
cristalitos de apatita alinhados numa direcao diferente daquela dos prismas. Cada
cristal € circundado por uma camada aquosa firmemente ligada que somente ao ser

aguecido a 600 ° C pode ser totalmente removida (17; 23; 50).

Os cristais nesse tecido sdo muito mais extensos que 0s que se
encontram na dentina ou no cemento, e, assim, apresentam uma area superficial
menos reativa (23). Entretanto, do ponto de vista da quimica organica, a HAP reage
as mudancas quimicas de maneira similar nos trés tecidos. Os pequenos cristais no
cemento e dentina estdo embebidos na matriz colagena, enquanto os cristais no
esmalte estdo circundados por proteinas de origem do desenvolvimento,
abandonadas pelo tecido a medida que ocorre a maturacao do esmalte. Apesar de
corresponder a apenas 1% em peso, essas proteinas cobrem os cristais numa rede
delicada e juntamente com as proteinas de origem salivar influenciam o
comportamento quimico do esmalte, agindo como inibidoras do crescimento da HAP
a7) (23).
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Figura 5 - Imagens de microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucéo. A - observa-
se que os cristais no esmalte prismatico e no esmalte interprismético sao
semelhantes em estrutura, mas divergem em orientacdo; B, em corte
transversal, observa-se que o esmalte interprismatico circunda cada prisma.
IR, esmalte interprismatico; R, prisma.

Fonte: Adaptado de Ten Cate’s Oral Histology — Development Structure,and
Function/Antonio Nanci- 8th ed. Elsevier,2013 (49)

Devido seu alto conteado mineral e matriz acelular minima, a cor, dureza e
outras propriedades fisicas do esmalte como tecido sdo similares as do mineral
hidroxiapatita (23). Ambos sé&o incolores; a coloracdo levemente amarelada da coroa
dentaria € devida a dentina. Embora os cristais de HAP sejam transparentes, o fato
de terem um indice de refracdo (IR) de 1,62 e estarem circundados pela agua com
um IR de 1,33 faz com que o0 esmalte apresente uma translucidez. Assim, se a agua
€ substituida pelo ar, o esmalte passa a apresentar uma aparéncia opaca de giz. A
HAP apresenta dureza média de 430 KHN (numero de dureza Knoop) e o esmalte
de 370 KHN; entretanto isso nao reflete apenas a dureza desses cristais, mais
também esté relacionado a adesado dos cristais entre si. A solubilidade da apatita do

esmalte corresponde a solubilidade do esmalte como tecido (17) (23)
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3.1.4. Dentina

7

Enquanto o esmalte € um tecido avascular e acelular, e ndo pode
responder as injurias, a dentina e suas células, os odontoblastos, sdo partes do
complexo dentino-pulpar e, portanto tecidos vivos que possuem reagdes defensivas
especificas as agressdes externas (52). A dentina é um tecido denso, duro, elastico,
avascular, mas sensivel, pois apresenta tubulos densamente agrupados que contém
os prolongamentos dos odontoblastos que inicialmente a produziram e depois a
mantém. Os corpos dessas células se encontram alinhados ao longo da superficie
interna da dentina, onde formam os limites periféricos da polpa dentaria e ddo a

dentina a capacidade de sofrer reparos (23) .

Quando vista ao microscopio eletrébnico de varredura, diversos aspectos
estruturais (Figura 6) podem ser identificados: tdbulos dentinarios, dentina
peritubular, intertubular e interglobular. Os tubulos dentinarios sdo canaliculos
preenchidos pelos prolongamentos dos odontoblastos e por fluidos, que atravessam
a camada de dentina da polpa até a juncdo com o esmalte, formando uma rede para
a difusdo de nutrientes por toda a dentina. Possuem um diametro maior na
extremidade pulpar e na dentina radicular seguem um trajeto retilineo, com pouco ou
nenhum apinhamento e estdo muito ramificados, diferentemente da dentina coronal
onde apresentam formato de S e estdo aglomerados. Sua configuracdo indica o
trajeto seguido pelos odontoblastos durante a dentinogénese (23).

Os tubulos sé@o delimitados por uma area de dentina mais intensamente
calcificada e com pouco colageno, denominada dentina peritubular. A dentina
localizada entre os tubulos é a dentina intertubular formada por uma rede
firmemente entrelacada de fibrilas de colageno (medindo entre 50 e 200 nm de
diametro) nas quais os cristais de apatita estdo depositados. As fibrilas estédo
dispostas aletoriamente em um plano quase perpendicular em relacdo aos tubulos.
A dentina interglobular representa uma area de calcificacdo deficiente presente
principalmente na coroa de individuos que tiveram deficiéncia de vitamina D ou

foram expostos a elevados niveis de fluoreto durante a formacao da dentina (23).
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Figura 6: Preparagbes de microscopia eletrdnica de varredura em dentina sadia. A -
observa-se que cada tubulo é ocupado por um prolongamento odontoblastico
(Odp) ou suas ramificacbes; B - observa-se que o tubulo dentinario é delimitado
por uma camada de dentina peritubular (cabecas de seta) que é pobre em
colageno e é mais mineralizada do que o restante da dentina. Entre os tubulos
ha a dentina intertubular (iD).

Fonte : Adaptado de Ten Cate’s Oral Histology —Development, Structure,
and Function/ Antonio Nanci- 8th ed. Elsevier,2013 (49).

A natureza tubular da dentina possibilita um elevado grau de
permeabilidade a esse tecido mineralizado o que pode intensificar um processo
carioso mais rapidamente, pois os tubulos podem ser preenchidos por bactérias.
Entretanto a dentina terciaria ou de reparacdo tem a capacidade de vedar esses
tubulos na extremidade pulpar, quando ha retracdo ou desintegracdo dos
prolongamentos dos odontoblastos, 0 que consequentemente protege a polpa de
infeccdes (23).

A dentina madura é composta, em volume, de aproximadamente 50% de
matriz inorgéanica, 30% de matriz organica e 20% de agua (53) . O componente
mineral também consiste em cristalitos de hidroxiapatita , porém na forma de
pequenas placas uniformes localizadas dentro, na periferia e por entre as fibrilas de
coldgeno (Figura 7). Os cristalitos dentindrios hexagonais possuem 3-30 nm em
corte transversal e cerca de 50 nm de comprimento. Isso resulta numa proporcao
maior da area superficial/ volume do cristalito, e assim numa fase mineral mais
reativa; diferentemente da organizacdo do esmalte, no qual os cristalitos sdo mais
extensos e com é&rea superficial menor e, portanto menos reativa (17).

Consequentemente a porcentagem de ions diferentes, que ndo sejam calcio, fosfato
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e hidroxila, € maior na dentina que no esmalte o que torna a hidroxiapatita

carbonatada da dentina com maior solubilidade se exposto ao meio bucal (17; 23).

A fase organica da dentina tem cerca de 90% de colageno
(principalmente o do tipo | com pequenas quantidades dos tipos Ill e V) com
inclusGes fracionais de proteinas ndo colagénicas e lipideos da matriz (23). O
colageno do tipo | atua como um arcabouco que acomoda uma grande proporgao
(aproximadamente 56%) do mineral nos orificios e poros das fibrilas. As proteinas
néo colagénicas da matriz ocupam o espaco entre as fibrilas colagenas e acumulam-
se ao longo da periferia dos tubulos dentinarios, estas proteinas regulam a
deposicdo de minerais e podem atuar como inibidoras, promotoras e/ou

estabilizadoras, dependendo de sua localizagao (17; 23; 49).

Pore
Surface hole ——

“Holes" of
collagen fibril

Pore

Figura 7 — Microestrutura da dentina. A - ilustracdo esquemética da localizacdo do
componente mineral na fibrila colagena; B - eletromicrografia mostrando a
disposicdo dos cristais nos feixes de fibras coldgenas. Os espacos nas
fibrilas colagenas sdo os locais onde os minerais se depositam.

Fonte : Adaptado de Ten Cate’'s Oral Histology —Development, Structure, and
Function /Antonio Nanci- 8th ed. Elsevier,2013 (49).

A matriz de colageno esta presente como uma hélice tripla, com tamanho
de 300 nm de comprimento e diametro de 1,5 nm (23). Apresenta-se muito
estruturada com trés cadeias polipeptidicas entrelacadas, que une os cristalitos de

apatita, alguns dos quais séo precipitados dentro da estrutura fina dessa hélice. Ha
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ainda muitos componentes ndo colagenos que determinam as propriedades dessa
matriz, como as fosforoproteinas, fosfolipideos e proteoglicanas, que desempenham
um papel na nucleacéo e controle da formacédo mineral durante a dentinogénese.
Por um modo de acdo similar esses componentes ndo colagenos podem interferir

com o processo de desmineralizacao e remineralizacdo na dentina. (23).

Devido a forma da cadeia estrutural de colageno e sua relagdo com os
cristalitos de apatita parece haver um sinergismo, ou muatua protecdo, entre esses
dois componentes uma vez que a fase mineral s6 pode ser parcialmente dissolvida
durante o ataque &acido, enquanto a matriz ndo pode ser digerida pela acao
enzimatica das proteinases da matriz, visto que esta superficie € protegida pelos
cristalitos de apatita (23). Essa composi¢ao estrutural geral da dentina e do cemento
resulta em diferengcas importantes na forma como 0S microorganismos interagem
com a dentina e as superficies radiculares no desenvolvimento da leséo cariosa em
relacdo ao processo no esmalte. Além dos eventos quimicos no mineral, havera
também a necessidade de uma atividade proteolitica grande por parte dos
microorganismos para remover a matriz colagenosa durante o progresso do

processo carioso (17; 23).

Durante todo o tempo de vida do dente ha a formacdo de dentina pelos
odontoblastos, inicialmente como uma camada de matriz ndo mineralizada
constituida de coldgeno e chamada pré-dentina, que varia de espessura e reveste a
porcdo mais interna da dentina (pulpar) (53). Gradualmente essa camada se
mineraliza em dentina a medida que varias proteinas ndo colagénicas da matriz séo
incorporadas na frente de mineralizacdo. Ao longo de toda a margem dentina-polpa
0s mesmos odontoblastos formam a dentina primaria ou a secundaria (Figura 8).
Esses dois tipos de dentina possuem a mesma propor¢cao entre o componente
mineral e o material organico, entretanto a secundaria s6 se desenvolve apos a
completa formagdo da dentina radicular, sendo formada num ritmo mais lento e
depositada principalmente no teto e assoalho da camara pulpar. Além disso, possui
estrutura tubular menos regular que é em sua maior parte continua com a da dentina
primaria (23). Evidéncias indicam que os tubulos da dentina secundéaria tem mais
facilidade de sofrer esclerose (preenchimento com material calcificado). Essas

caracteristicas parecem indicar que a dentina secundaria faz parte de um processo,
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correlacionado com a idade, que tende a reduzir a permeabilidade global da dentina,
consequentemente protegendo a polpa e resultando em uma reducdo gradual,
porém progressiva, no tamanho da cavidade pulpar (52). Esse processo parece
ocasionar também a reducdo do numero de células no tecido pulpar com
consequente diminuicdo da capacidade de reparo da dentina com o decorrer da
idade (17; 23).

Na &rea onde ha injurias, tais como atrito, desgaste, cérie ou um
procedimento de restauracdo, a dentina terciaria é produzida na extremidade pulpar
dos tubulos dentinarios, cuja quantidade e arquitetura estao relacionadas a resposta
desencadeada pelas células diretamente afetadas pelo estimulo e dependem da
intensidade e da duragdo desse (23). Quanto mais grave for a injuria, mais rapido é
o ritmo de deposi¢do da dentina. Seus tubulos podem ser continuos com os da
dentina secundaria, esparsos em numero e irregularmente organizados, ou auséncia
absoluta de tubulos. A dentina terciaria € subclassificada em dentina reacional,
depositada por odontoblastos pré-existentes, e dentina de reparagcao, produzida por

células recém-diferenciadas semelhantes a odontoblastos (17; 23).

Dentina terciaria
Dentina primaria
Dentina secundaria

Pré-dentina

Figura 8 - Tipos de dentina e sua distribuic&o.

Fonte : Adaptado de Ten Cate’s Oral Histology —Development, Structure, and
Function/Antonio Nanci- 8th ed. Elsevier,2013 (49).
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Outra modificagdo na estrutura da dentina que parece estar relacionada
com a idade é a formacao de uma dentina esclerotica, ou seja, dentina cujos tubulos
dentinarios se tornaram obliterados com material calcificado (53). Quando isso
acontece em varios tubulos de uma mesma area a dentina assume uma aparéncia
vitrea e torna-se transllicida. A quantidade de dentina esclerética aumenta com a
idade, sendo mais comum no terco apical da raiz e na coroa, a meio caminho entre a
juncdo amelodentinaria e a superficie da polpa. Esse processo comeca na dentina
radicular de pré-molares aos 18 anos de idade, sem qualquer influéncia externa
identificavel; por isso acredita-se que essa seja uma resposta fisioldgica, e que a
obliteracdo seja alcancada através de uma continua deposicdo de dentina
peritubular ou por outros processos de deposicdo de mineral dentro dos tubulos.
Acredita-se que a esclerose pode ajudar a manter a vitalidade pulpar, pois ela reduz
a permeabilidade da dentina (23).

Como na regido da raiz ndo ha esmalte, a dentina esta coberta pelo
cemento, que € um tecido conjuntivo mineralizado semelhante ao tecido 6sseo -
exceto por ser avascular - constituido por matriz de colageno e por
aproximadamente 50 % de hidroxiapatita (23). Esse tecido se encontra firmemente
preso a dentina. No terco cervical da raiz tem espessura muito fina, em torno de 80 a
120 uym e baixa resisténcia ao desgaste. As raizes dentarias sdo cobertas e
protegidas por ligamento periodontal e fibras, entretanto depois da retragdo gengival
ou cirurgia periodontal, a raiz fica exposta. Se a protecdo é perdida, o cemento e/ou
a dentina radicular ficam expostos ao meio bucal e, portanto susceptiveis aos
processos de desmineralizacdo/remineralizacéo e consequentemente a céarie. Sendo
o cemento de baixa resisténcia, é entdo rapidamente removido pela escovacao
deixando a dentina exposta. E, nesse tecido, a progressdo da carie € mais rapida
devido as suas caracteristicas de menor mineralizagdo, cristalitos menores e mais
reativos, além de necessitar de maior quantidade de fluor para remineraliza-la A

carie nessa localizacdo é denominada de carie radicular (17; 23) .

E importante ressaltar que embora os modelos in vitro e in situ possam
mimetizar os eventos fisico-quimicos que ocorrem durante a formacao da leséo de
céarie in vivo, sempre € necessario analisar os resultados considerando que 0s

dentes no ambiente oral e com vitalidade pulpar responderdo a maioria dos
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estimulos provenientes desse processo através da producdo dos vérios tipos de
dentina com aposi¢cao de minerais ao longo e dentro dos tubulos dentinarios. Assim,
esse fendbmeno pode reduzir significantemente, in vivo, a taxa de progressao da

leséo na dentina observada nos referidos modelos (17).

Entretanto, apesar dessa protecdo apresentar-se eficaz para a polpa,
pode nao ser rapida o necessario e nem proteger a dentina exposta as variacées
frequentes do pH oral nem as consequéncias da diminuicdo da acdo salivar
decorrente de medicamentos ou patologias caracteristicos da sociedade
contemporanea, principalmente quando acometem a populacéo idosa. Essa € uma

guestao nova a ser investigada em beneficio das futuras geracdes de idosos.

3.2. Etiologia e mecanismo da doenca carie

O termo carie dentaria € usado para descrever os resultados — sinais e
sintomas — de uma dissolucdo quimica da estrutura dentaria causada por eventos
metabolicos ocorrendo no biofilme (placa dentaria) que cobre a area afetada e onde
se estabeleceu um desequilibrio entre o mineral dentdrio e o mesmo (54). A
producédo de &cidos pela microbiota cariogénica ocasiona a perda de célcio e fosfato
dos tecidos mineralizados, o que leva a destruicdo desses. A destruicdo pode afetar

esmalte, dentina e cemento (17).

A doenca cérie é de natureza infecciosa, multifatorial e dindmica. Sabe-se
gue sao quatro seus principais fatores determinantes: 1) existéncia de
microorganismo especifico (bactérias acidogénicas ); 2) presenca do biofilme dental
acrescido de um substrato onde as bactérias encontram seus nutrientes (acUcares
de baixo peso molecular proveniente da dieta); 3) um hospedeiro susceptivel
(carateristicas da estrutura dental e saliva) e o tempo de interacdo desses fatores.
Todos eles precisam coexistir para que o processo se desenvolva. Além desses
fatores determinantes, ha os modificadores, tais como as atitudes e comportamento
do individuo, bem como sua resposta imunoldgica e influéncia do ambiente que o

envolve. Assim, a educacédo, a renda e o stress do individuo sdo também fatores
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importantes que contribuem para a incidéncia e prevaléncia da doenga, pois
influenciam a atitude do individuo em relacdo aos fatores que podem ser mais
facilmente alterados: higienizacdo e dieta. Além disso, tais fatores também
influenciam na motivagdo para o uso constante do fllor, o que representa uma
medida de controle dessa patologia. A carie dentaria acomete individuos em
gualquer faixa etaria, mas devido principalmente a fatores comportamentais, esta
polarizada em criancas e adolescentes (26) e atualmente tem apresentado uma

tendéncia de incidéncia ascendente na populacao idosa (17; 54; 55; 25).

Na saliva humana coexistem milhdes de bactérias e alguns tipos se
aderem a superficie dos dentes tomando parte do biofilme e formando uma estrutura
tridimensional inclusa em uma matriz de material extracelular derivado das proprias
células e do ambiente. A formagé&o do biofilme inicia-se com a adsor¢éo de proteinas
salivares, lipideos e alguns componentes do fluido gengival sobre o tecido duro
dental, formando uma pelicula proteinacea de 1 a 10 um de espessura. Essa
pelicula adquirida facilita a colonizacéo inicial por bactérias do tipo Streptococos,
Actinomyces e bactérias gram-negativas. A medida que esses depdsitos bacterianos
se tornam mais espessos e que a concentracdo de oxigénio € diminuida, 0 meio
formado torna-se atrativo para a adesdo e multiplicacdo de outras espécies
bacterianas, que sao altamente capazes de sobreviver em meios &cidos,
principalmente S.mutans, S.sobrinus e Lactobacillus (56). O biofilme se forma
preferencialmente em areas que néo sao frequentemente submetidas aos desgastes
mecanicos, como nas superficies proximas a gengiva e nos sulcos e fissuras da
superficie oclusal dos dentes, que se apresentam como as areas mais susceptiveis

a formacéo de lesBes de carie (17).

As bactérias do grupo S.mutans possuem enzimas chamadas
genericamente de glicosiltransferases, as quais estdo presentes na superficie
bacteriana e na pelicula adquirida do esmalte. A partir da sacarose, exclusivamente,
essas enzimas produzem polissacarideos insollveis que facilitam a aderéncia
dessas bactérias mesmo as superficies lisas. Ao mesmo tempo, a sacarose fornece
energia para a multiplicacdo bacteriana e as mantem unidas (4). Assim, esse acucar
facilita a formacao do biofilme, este se apresenta poroso devido aos polissacarideos
insollveis, o que facilita a difusdo de acUcares por ele, levando a quedas mais
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acentuadas de pH na interface dente-biofilme. Adicionalmente, nesse tipo de
bioflme ha menores concentracbes de calcio, fosfato e fldor, dificultando a

remineralizacdo da superficie dentaria nessa regiao (4).

Assim, a sacarose apresenta a capacidade de tornar alimentos
anticariogénicos em cariogénicos, como é o caso do leite, que perde suas
propriedades anticariogénicas quando é acucarado, devido a mudancas na estrutura
do biofilme. Outra implicacao clinica diz respeito a produtos amiladceos que podem
ser considerados de baixa cariogenicidade para a dentina e ndo cariogénicos para o
esmalte. Todavia, quando a sacarose é usada ao mesmo tempo em que o amido, 0
potencial cariogénico desse aumenta. Esses aspectos sdo relevantes quando se
considera que esses alimentos fazem parte da rotina alimentar de muitos idosos

doentes ou que vivem em instituicoes (4; 17) .

O controle da carie usando agentes quimicos tem sido pesquisado ha
muito tempo, desde que foi sugerido que os antissépticos que destroem as
bactérias, ou limitam seu numero e atividade, poderiam intervir na formacédo ou
metabolismo do biofilme dentario, presumindo que o desenvolvimento da cérie
dentaria seria reduzido por eles (17). Entretanto, até o momento o agente quimico
ideal ndo esta disponivel e ndo ha comprovacao cientifica, em humanos, dos efeitos
profildticos contra cérie dos agentes disponiveis comercialmente. Apesar disso,
alguns produtos tém sido indicados para uso intermitente ou continuo para pacientes
com alto risco de atividade e incidéncia de cérie, ou que sofrem de hipossalivacao
em funcdo de doencas sistémicas ou medicacdo (57). Assim tem sido sugerido o
uso do digluconato de clorexidina por esse reduzir a formagdo de placa mesmo na
presenca da sacarose e auséncia de escovacao (4), bem como o uso desse agente
associado ao fluoreto (58) para o controle da céarie. O mecanismo de acédo seria, de
maneira simplificada, que enquanto o fldor diminui o pH critico, o antimicrobiano
diminuiria a queda do pH pela inibicdo bacteriana (58). Entretanto, o uso da
clorexedina como agente anti-carie € controverso, apresentando efeitos
guestionaveis e apenas transitorios (59). Um grande risco de desequilibrio
desfavoravel pelo exterminio de organismos benignos e benéficos também esta
presente. Além disso, produtos do metabolismo bacteriano e outros compostos

presentes na cavidade bucal, bem como a organizacdo espacial dos
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microorganismos no biofilme, facilitam a retencdo e a diversidade microbiana e
possibilitam que as bactérias do biofilme tornem-se menos sensiveis aos produtos

antimicrobianos (17; 50).

Apesar do potencial patolégico das bactérias aciddéfilas, um estudo de
2013 (60; 61) feito com 399 pacientes diagnosticadas com cancer de cabeca e
pescoco e 221 no grupo controle, observou que pessoas com mais caries
aparentavam ter menos chance de desenvolver essa patologia. A possivel resposta
para essa relacdo € que a presenca dessas bactérias leva a uma resposta do
sistema imunolégico que também tem efeito protetor contra doencas inflamatérias e
canceres nessas regioes, correlacdo que estudos anteriores (62; 63) ja haviam
indicado. Se essa correlacdo estiver correta, a busca pelo agente antimicrobiano
ideal e o0 procedimento ainda usado de indicacdo desses produtos em pacientes
com alto risco de carie deverdo ser ainda mais questionados. E assim, o uso de

laser como preventivo de caries sera uma boa opcao.

bY

Nos processos bioquimicos relacionados a cérie observa-se que, de
maneira resumida, os acucares de baixo peso molecular (sacarose, frutose, maltose,
lactose) e os alcoois de acucar, como sorbitol e manitol, sdo transportados e
metabolizados no biofilme pelas bactérias que os convertem em &cidos orgéanicos.
Os 4&cidos formados difundem-se para o interior do tecido dentério adjacente,
quando se dissociam em jons hidrogénio (H"), os quais podem interagir com as
bases presentes na saliva e bicarbonato. O excesso desses ions de hidrogénio
promove uma queda instantdnea do pH do meio. Alguns mecanismos tendem a
neutralizar esse pH , como os sistemas tampdo da saliva, por meio dos ions fosfato,
carbonato e por proteinas, o material organico do biofilme e também do célculo, se
presente. Quando o pH diminui para valores inferiores ao pH critico, 0 meio fica
insaturado para a HAP o que faz com que haja a liberacdo de ions calcio e fosfato

da superficie do esmalte para o meio oral (50; 4) .

O pH critico € o pH no qual a saliva apresenta-se saturada em relacdo a
apatita do tecido. Enquanto o pH critico € de 5,5 para 0 esmalte, para a dentina € de
6,5 (17). Assim, abaixo desse valor, a saliva esta subsaturada em relacédo a apatita

da dentina, os fons fosfato (PO,*) juntam-se aos fons hidrogénios disponiveis,
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havendo a formacéo de HPO42' e posteriormente, de H2PO42' gue voltara a dissociar.
A medida que diminui o pH, a solubilidade dos fosfatos de céalcio aumenta. Isso faz
com que os ions fosfatos continuem deixando a superficie do dente para manter o
equilibrio (solugdo saturada) e a solubilidade da HAP torna-se mais pronunciada (4;
17; 50).

O pH do meio permanece critico por um tempo de 20 minutos a horas e
entdo voltard ao normal (4). Esse tempo dependerd da forma em que o agucar é
ingerido, em que periodo do dia, sendo também de grande importancia a acdo da
saliva através de sua acdo mecanica e quimica. A¢ucar na forma liquida permite que
o pH volte ao normal mais rapidamente que em alimentos pastosos e solidos. Do
mesmo modo, a ingestdo apds as refeicbes é melhor que a noite, antes de dormir,
guando diminui o fluxo salivar. Entretanto, parece que as exposicdes frequentes ao
acucar, diminuindo e aumentando o pH rapidamente, pode esgotar os estoques de
célcio e fosfato do biofilme (que busca neutralizar os acidos nesse rapidamente) e
assim promover uma reducdo no grau de saturacdo induzida pelo pH, e isso
aumenta o potencial cariogénico do fluido da placa. Esse fato explica por que a
frequéncia de ingestdo de acglcar é considerada mais danosa que o aguUcar total

ingerido nos individuos com carie ativa (4; 17).

A saliva e os fluidos orais contém quantidades consideraveis de calcio e
fosfato e em condi¢cdes fisioldgicas estdo supersaturados para hidroxiapatita e
fluorapatita, sendo essa a pré-condicdo para a existéncia da apatita dentaria na boca
(17). Se os fluidos orais estivessem insaturados para a apatita, os tecidos duros
dentais se dissolveriam sem qualquer motivo. Em geral, quanto maior a
supersaturacdo em relacdo ao sal, maior a tendéncia para sua formagdo. Assim,
apos o retorno do pH a valores acima dos valores criticos devido a acdo do tampéao
salivar sobre os acidos produzidos, essa supersaturacao propiciara a reposicao dos
minerais perdidos durante o processo de desmineralizacdo. Entretanto, a
capacidade tampao salivar ndo € 100 % eficiente, sendo que alguns ions podem se
distanciar da superficie do tecido e néo ficarem disponiveis para redeposi¢cdo. Em
consequéncia, episodios frequentes de desmineralizacdo e remineralizacdo véo

causando perdas progressivas de mineral até que o fendbmeno atinja um estagio
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clinico visivel, que no esmalte é observado como formagdo de manchas brancas e

cavitacdes e na dentina como uma lesdo amarelada e amolecida (4; 17).

Quando o pH bucal diminui pela presenca de &cidos , a solubilidade da
HAP dentaria aumenta consideravelmente, geralmente 10 vezes com a queda de
uma unidade do pH, considerando-se a faixa de pH relevante para o ataque carioso
— entre 4 e 7. Adicionalmente, a dentina e o cemento sao formados por cristais de
HAP com maior incorporacdo de carbonatos em sua estrutura (0 que causa
distorgbes na rede cristalina tornando-a mais reativa) além dos cristais serem de
menor tamanho (e portanto com uma area superficial mais ampla que o do esmalte,
dando mais chance as reacbes) 0 que o torna esse mineral nesses tecidos mais
solivel que o do esmalte. Assim, a dentina e o cemento apresentam uma
dissolugdo maior ainda ao ocorrer a diminuicdo do pH e portanto um processo
carioso com evolucdo mais rapida, devido a sua composicao e ao fato de que esses
tecidos naturalmente deveriam estar em contato com o fluido tecidual (que em
condic0es fisioldgicas sofre pouca influéncia das mudancas no pH e esta altamente
saturado para a HAP e os outros fosfatos biol6gicos) e ndo com a saliva que sofre
grande influéncia das alterag6es do pH. Esses fatos justificam a grande necessidade

de prevencao da cérie nesses tecidos (17).

3.2.1. Cérie radicular

A cérie radicular engloba um conjunto de manifesta¢gdes clinicas que
variam desde areas pequenas, amolecidas e descoloridas até areas moles extensas,
amarelo-acastanhadas, que podem envolver toda a superficie radicular, podendo
estar ou ndo cavitadas. Mesmo nas lesbes muito extensas, a cavitacdo nao
necessariamente envolve a polpa devido a propriedade dessa de produzir dentina
terciaria (17; 21).

As lesbes de cérie radicular podem ser classificadas em ativas ou inativas
(interrompida) (Figura 9). Quando ativa, a lesdo apresenta uma area amolecida, bem

definida, com coloracdo amarelada ou marrom-clara e provavelmente estara coberta
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por biofiime dental. A lesdo inativa ou interrompida tem aspecto brilhante, é
relativamente uniforme e resistente a sondagem com pressdo moderada. A cor varia
entre amarelo, marrom e preto. Caso haja cavitacdo essa possui margens uniformes
e nenhum depoésito bacteriano visivel é observado cobrindo essas lesdes.
Clinicamente permanecerd inalterada, a menos que a higienizacdo ndo seja
adequada nesse local. Lesdes ativas podem ser inativadas em resposta a processos
metabolicos do biofilme na presenca do flor, apresentando mudancas na textura e
cor. Para diagnostico diferencial de outras descoloracdes, observa-se que no
aspecto fisico a carie radicular é geralmente bem ampla e mal definida (17; 18; 64).

Figura 9 - Lesdes de cérie radicular.

Fonte : Cérie dentaria — a doenca e seu tratamento clinico. Ole Fejerskov e Ewina Kidd— S&o
Paulo:Santos, 2011 (4).

Microrradiograficamente, a perda mineral ocorre abaixo da zona superficial
gue geralmente apresenta-se mais mineralizada, principalmente na presenca do
fldor (17). Essa zona superficial varia em espessura e contetdo mineral dependendo
do desafio cariogénico do biofilme bacteriano presente, e se forma em um periodo
relativamente curto (65). Em um estudo in situ foi observado que se a superficie
radicular é coberta por biofilme intacto por 1-6 meses e apenas exposta aos fluidos
orais, até os 3 meses ocorre perda progressiva de mineral na superficie e na
subsuperficie da dentina, porém ha também a formacdo de uma fina camada
superficial com certo grau de remineralizacdo. Mantendo as mesmas condi¢des,
apos os 3 meses, observou-se aumento da profundidade da lesédo e o contetdo
mineral na camada superficial diminui ao longo do tempo. Entretanto, quando nos 3

meses seguintes houve a remocao diaria do biofilme e tratamento com fldor tépico
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(2 tratamentos com solucéo de fluoreto de sédio a 2% por 2 minutos, um no inicio da
remocao da placa e o outro 1,5 meses apés), como resultado houve um ganho
mineral total devido ao aumento do conteudo mineral na camada superficial e a

formacao de zona mineral no corpo da lesdo 125 um abaixo da superficie (66).

Entretanto, diferentemente do que acontece com o esmalte (onde ha
inicialmente formacao de uma lesdo de mancha branca para apenas posteriormente
ocorrer cavitacao), na cérie radicular, em seu estagio inicial do desenvolvimento da
lesdo a superficie apresenta-se amolecida, pois 0s microrganismos penetram na
zona superficial entre as fibras de colageno parcialmente desmineralizadas (65). Nos
estagios mais avancados da destruicdo, a desmineralizacdo espalha-se por
centenas de micrometros abaixo da superficie. A mudanca na condigdo ambiental do
biofilme (variacdo do pH para acima do valor critico) que recobre essa cérie pode
resultar na deposicdo de calculo dental obliterando os defeitos radiculares

correspondentes as lesdes de caries interrompidas (17; 23; 67).

3.2.2. Incidéncia da carie radicular

Com o avanco da idade ha uma tendéncia dos individuos em sofrer
recessdo gengival devido fatores fisioldgicos, habitos incorretos de escovacdo,
problemas inflamatorios, cirurgias periodontais, problemas oclusais e tabagismo (18;
19; 21). Quando ha recessdo gengival, a juncao cemento-esmalte se torna o local
com maior propensao de acumulo de biofilme - por ser uma regido altamente
irregular - e, portanto, para o desenvolvimento de cérie radicular bem como de
problemas gengivais, o que resulta em maior recessdo. Em acréscimo, 0 consumo
de dieta cariogénica, controle de biofilme deficiente, colonizacdo por um biofilme
especifico além de problemas crénicos de salde que se refletem na diminuicdo do
fluxo salivar e em alteracées na composi¢cdo salivar contribuem para a instalagcéo
desse processo carioso especifico (68; 69). Lesdo de carie radicular € um dos
principais motivos de perdas dentarias em adultos, sendo essa a lesdo mais

prevalente na populagéo idosa (17; 64; 70; 71; 72). Na Tabela 6 temos um resumo



das principais causas de secura bucal e em consequéncia do aumento da incidéncia

de cérie radicular. (17; 10; 13; 73).

Tabela 6 - Principais causas da xerostomia (17)

Medicamentos

Antidepressivos

Drogas antipsicéticas
Tranquilizantes
Hipnéticos
Anti-histaminicos

Drogas antiparksonianas
Supressores do apetite
Antinauseantes

e Antieméticos
Anticolinérgicos
. ; Relaxantes musculares
Anti-hipertensivos
Expectorantes
Derrame
Sindrome de Sjogren Desidratacéo
Artrite reumatéide Mudancgas hormonais
Diabtes Gravidez
HIV / AIDS P6s-menopausa
. A Escleroderma Doenca neurolégica
Doencas ou condic8es sistémicas . o S
Sarcoidose Disturbios pancreaticos

Mal de Parkinson
Mal de Alzheimer
Fibrose cistica
Asma

Disturbios hepéticos
Deficiéncias nutricionais
Anorexia nervosa
Desnutricdo

Tabagismo

Radioterapia de cabeca e pescoco

Quimioterapia

Nesses grupos de alto risco, o tratamento preventivo recomendado é o
acompanhamento odontoldgico profissional frequente com aplicacéo topica de fldor
e/ou controle quimico do biofilme, além do uso de saliva artificial gquando necessario
(21). Entretanto, sendo a carie uma doenca de etiologia multifatorial, sabe-se que
até agora nenhuma técnica tem sido eficaz em preveni-la sem a desorganizagéo

periddica do biofilme e controle da ingestao de carboidratos fermentaveis.

Na Figura 10 observa-se uma situacdo extrema de carie radicular. H&
lesbes extensas e ativas de caries nas superficies radiculares, com grande
guantidade de depdésitos bacterianos amolecidos, especialmente no canino superior.
Esses dentes sdo muito dificeis ou impossiveis de restaurar. A figura a direita mostra
0 paciente 4 meses depois sendo que houve apenas o controle do biofilme durante
esse periodo. As lesbBes estdo agora predominantemente inativas. A superficie
previamente amolecida estd com aspecto que varia da consisténcia de couro a

consisténcia rigida, e do ponto de vista biologico, a Odontologia Restauradora nédo
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tem nenhum papel a exercer. Entretanto, se o paciente solicitar melhora estética, as
restauracdes poderiam ser realizadas, mas elas ainda seriam de dificil execucéo,
mesmo usando materiais adesivos contemporaneos, além de ndo proporcionar a

aparéncia estética desejada. (17).

Assim, a existéncia desses grupos especificos que ainda apresentam alto
risco de carie radicular enfatiza a necessidade de se aperfeicoar os métodos
preventivos ja existentes, pois apesar dessa lesdo cariosa ser caracterizada pela
perda mineral muito similar a observada na céarie de esmalte, seu inicio e
progressdo sdo bem mais rapidos (17; 64). E quando se pensa em solucfes para o
problema, o tratamento restaurador por melhor executado que seja raramente
devolve a aparéncia ou a saude periodontal perdidas (Figura 10-B). Além disso, em
relacdo a saude oral, a prevencdo sempre é mais eficaz e mais barata que o

tratamento curativo ou restaurador (17; 21).

Figura 10 - Fotografias de leséo de carie radicular. A — a esquerda, antes e a direita, apds o
tratamento periodontal; B - & esquerda, lesdo de carie radicular ndo tratada e a
direita apds o tratamento restaurador. Observe que o resultado ndo devolve a
aparéncia e a saude periodontal perdidas.

Fonte : Cérie dentéria — a doenga e seu tratamento clinico /Ole Fejerskov e Ewina Kidd; Sao
Paulo:Santos, 2011.
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3.3. O papel do flaor

A odontologia passou por grandes mudancgas conceituais no século XX,
sendo uma das mais significativas o entendimento da cérie dental como doenca, seu
tratamento e prevengdo. Dentre as medidas adotadas, a de maior impacto para o
controle do desenvolvimento da cérie tem sido o uso do elemento fldor - na agua
fluoretada, em dentifricios, enxaguatoérios bucais e em aplicacfes clinicas - embora
seu uso isolado ndo impeca a instalacdo da carie, apenas reduza a sua progressao
(4).Estudos demonstram que as aplicagcdes topicas de fldor devam ser
frequentemente repetidas para se modificar as propriedades do esmalte e dentina e
garantir a manutencao do efeito anti-carie (74; 24). Entretanto, o uso do laser de
alta intensidade no esmalte com o objetivo de aumentar a resisténcia do tecido a
desmineralizacdo e de aumentar a incorporacao do fllor tem se mostrado uma
alternativa promissora que independe da cooperacao diéria do usuario. Assim, um
profundo entendimento da acdo do fldor torna-se importante para a analise dos
resultados obtidos no presente trabalho assim como oferece respaldo para a

indicacao clinica da combinagéo dos tratamentos.

O termo flior é o termo genérico para definir as formas: quimica i6nica
(fluoreto ou ion flaor), ionizavel (mineralizada, na forma de monofluorfosfato de
sédio-MFP) e nao ionizavel (ligado covalentemente) do elemento fldor. Esse tem
sido usado de modo tépico sob forma de géis, espumas, bochechos, dentifricios e
vernizes fluoretados. O flior de uso tépico atua diminuindo a solubilidade dos
tecidos bucais ao ser incorporado a hidroxiapatita formando apatita fluoretada e
promove a remineralizacdo por estar presente nos fluidos bucais alterando o pH
critico no desafio cariogénico (4). Assim, ele ndo impede o aparecimento da leséo e
sim paralisa a lesao inicial. Seu efeito € parcial, pois em alguns casos nao impede
completamente o desenvolvimento de lesbes de céarie além de ser necessaria sua

presenca constante no ambiente bucal (24).

Os mecanismos de atuacdo do fldor sdo trés principais: 1) inibicdo da
desmineralizacdo, por meio da formacao de cristais do tipo fluoreto de célcio (CaF,)
gue se depositam sobre a superficie dental e disponibilizam o ion fluoreto durante o

processo de desmineralizagdo e remineralizagdo o que muda o pH critico; 2)
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potencializacdo da remineralizagcdo, com a formacdo de apatita fluoretada ou
fluorapatita sobre as superficies remineralizadas; 3) inibicho do metabolismo
bacteriano ap0s sua difusdo para o interior da bactéria, como moléculas de acido
fluoridrico que depois de dissociado inibe a atividade de enzimas essenciais para a
bactéria (enalose/metabolismo de carboidratos) (4; 24; 50).

Quando os tecidos duros dentais sao expostos ao fldor ibnico, esse pode
ser adsorvido sob duas formas: cristais do tipo fluoreto de célcio (CaF,) ou sob a
forma de fluorapatita — Caio(PO4)sF2 € fluoridroxiapatia (FHA ou apatita fluoretada
ou fluorapatita carbonada - Cajo(PO4)s(OH)F ) (4; 17).

O cristal tipo fluoreto de célcio € o responsavel pelo potencial cariostatico
dos produtos de aplicacdo topica. Por meio de sua lenta dissolucdo e prolongada
retencdo, atua como um reservatério de flior mantendo-o constante no meio para
interferir com a posterior progresséo da carie. E importante ressaltar que o CaF,n&o
é formado apenas em superficies sadias do esmalte. O fluoreto de célcio mais
importante € aquele que se precipita no biofilme, pelicula, nas porosidades do tecido
duro dentario e em outras areas inacessiveis a acdo mecanica da saliva e sujeitas a
estagnacédo, pois em tais areas a concentracao de célcio ionico livre € alta e uma

formacao consideravel de glébulos pode ser obtida (4; 17; 23; 50).
Sua reacdo de precipitacdo é a seguinte (17; 50):
Cao(PO4)s(OH), + 20F + 8 H" — 10 CaF, + 6 HPO,* + 2H,O  [5]

O fluoreto de calcio é produzido na forma de glébulos esféricos,
compostos por cristais misturados ao fosfato e proteinas salivares, espalhados sobre
a superficie dental. Sua formacdo acontece quando a concentracdo de fllor
banhando o esmalte esta acima de 100 ppm, situacdo que ocorre quando os dentes
recebem tratamento topico ou sdo expostos ao dentifricio fluoretado contendo

fluoreto de sodio (NaF). Uma maior concentragdo e um pH acido® (3,5) potencializam

€ Com um pH baixo a solubilidade do esmalte ( a solubilidade do esmalte como tecido € equivalente a da hidroxiapatita)
aumenta consideravelmente e sua dissolucéo fornece quantidades de célcio para uma formagédo substancial do fluoreto de
célcio.
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sua formagéo pois o fluor fosfato acidulado (FFA) € mais reativo que 0 neutro,
entretanto ha limite para uma alta concentracdo e um baixo pH. Ha uma tendéncia
de formar mais fluoreto de céalcio em funcédo do tempo de aplicacdo e da frequéncia,
mas dentro do intervalo de aplicacdo de 1-4 minutos ndo ha diferenca de efeito (4).
Esses fatores explicam a eficiéncia do uso diario de dentifricio fluoretado, pois
apesar da menor concentracao de fldor nesse (1000-1100 ppm ) e portanto, pouco
CaF, formado, varias escovacdes diarias tendem a compensar a maior quantidade
formada através da aplicacao tdpica profissional (12.300 ppm com pouca frequéncia)
(4). Ainda, forma-se mais fluoreto quando da reac¢do de qualquer tipo topico no
tecido dental com lesdo do que no integro, o que tem uma importante implicacdo
clinica pois o fluoreto de calcio formado dentro da lesdo reduz a sua posterior

progressao (4; 17).

Apés sua formacao através da aplicacdo topica, o fluoreto de célcio age
como fonte temporaria de flior a partir da qual esse ion é gradualmente liberado na
saliva. Esse efeito preventivo dura tanto quanto o flaor liberado for capaz de manter
sua concentracdo aumentada nas redondezas, ou seja, por um tempo de 30 a 40
minutos e depois volta ao normal (24). Através da propria acao dos fluidos bucais
gue estdo insaturados para esse sal, o fluoreto de calcio é dissolvido, tendo seu
efeito perdido com o decorrer do tempo, em taxas variadas. Para saturar a saliva
com fluoreto de calcio, a concentracdo de flior teria que ser aumentada 100 vezes,
do fisiol6gico 0,02-0,05 ppm para 3-7 ppm, 0 que seria toxico. O fluoreto de calcio
situado nas superficies abertas e expostas desaparece em um dia, enquanto que
nos sitios protegidos, na placa e nas superficies rugosas, como nas lesdes cariosas
ativas, o sal sobrevive por dias e semanas. Apés a dissolucéo do fluoreto de célcio,
todos os tragos quimicos do tratamento topico terdo desaparecido; no entanto, seus
efeitos tém sido observados nos meses seguintes: incidéncia reduzida de caries.
Desse modo, as aplicacdes tOpicas devem ser constantes e frequentes para se

garantir a manutencgéo do efeito de controle da cérie (4; 17).

A apatita fluoretada (FHA) é formada quando a concentracdo de fldor é

baixa, menor que 50 ppm, e em um ambiente acidico (4)

Cayo(PO4)s(OH)2 + F + H — Cayo(PO4)s(OH)F + H,O [6]
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A FHA formada ficara nas camadas mais externas do esmalte e se torna
parte desse tecido, somente sendo perdida se todo o mineral for desgastado ou
dissolvido completamente. Sob condi¢cdes neutras a formacdo da FHA é lenta e
incapaz de acompanhar o desgaste normal da superficie dentéria através da
escovacédo diaria. Por outro lado, sob a pelicula adquirida, as condi¢cdes sdo mais
favoraveis e o contetdo de flhor da superficie do esmalte geralmente aumenta ao

longo da vida (4) .

Entretanto, um maior efeito preventivo é obtido quando da incorporacéo do
fluoreto na estrutura do esmalte, através da formacéo da fluorapatita [Cai0(PO4)sF2],
a qual se apresenta como cristais maiores e mais estaveis quimicamente que a
hidroxiapatita e, portanto menos soltvel. Assim, durante a remineralizacdo, os ions
fldor presentes em solucao, em concentracées menores que 50 ppm, sdo adsorvidos
nos cristais de hidroxiapatita carbonatada parcialmente dissolvidas, atraindo ions
célcio e propiciando a formacédo de um composto , cuja reacdo é mostrada a seguir
(4, 50):

CaF, — Ca®" +2F

l

Cay(PO4)s(OH), + F — OH + Cayo(PO4)sF2 fluorapatita [7]

7

A condicdo bucal necessaria para formacdo da fluorapatita € que os
fluidos orais, saliva e fluido da placa estejam supersaturados para fluorapatita. Isso
ocorre quando o pH esta acima de 4,5. Abaixo do pH 4,5 os fluidos orais se tornam
cada vez menos insaturados para a fluorapatita e também para a fluoridroxiapatita

que se dissolve proporcionalmente com um pH menor (4; 17; 50).

As fluorapatitas (FA) originam-se quando hd 100% de substituicdo de
hidroxilas por fldor, o que ndo acontece naturalmente na maioria dos tecidos
biolégicos, exceto no esmalte do dente do tubardo. No entanto, se os ions flaor
substituem 50% dos ions hidroxila durante o processo de remineralizacao, originam

as fluorhidroxiapatitas ou apatita fluoretada (17). Em relagdo a solubilidade, a
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7

fluorapatita € menos sollvel que a apatita fluoretada, que € menos soluvel que a

hidroxiapatita carbonatada (47) .

A presenca do fluoreto no ambiente oral promove, além da formacédo de
apatitas menos soluveis, a inibicdo da formacéo de fosfatos de célcio mais acidos e
mais sollveis, tais como fosfato de octacélcio e de fosfato tricalcico tipo beta. A
apatita € o unico fosfato de calcio que pode incorporar fllor em seu cristal,
entretanto, a presenca do flor promove a conversdo da bruxita e fosfato octacalcico
para apatita e permite a formagdo da FHA em condi¢des acidicas quando a bruxita
poderia se formar ou quando o Mg esta presente e o B-tricalcio pode ser formado.
Isso decorre do fato de que a FHA é mais estavel que os outros fosfatos de calcio

(17).

Durante o desafio cariogénico, mesmo baixos niveis fisioldégicos de fluor
(menores que 0,1 ppm) podem propiciar a formacdo de fluorapatita na camada
superficial da lesdo de cérie. O efeito geral desse flior em solucdo € reduzir
drasticamente a quantidade de célcio que seria liberada do esmalte na solucéo
acida, sendo entdo a perda mineral muito reduzida. Assim, quando um cristal de
fluorapatita carbonada dissolve e ocorre a reprecipitacdo, o fllor tende a ser
incorporado, enquanto o carbonato € descartado. A apatita livre de carbonato ou

com baixo conteddo do mesmo é menos soluvel (50).

Além disso, quando sob a influéncia da atividade cariogénica da placa,
uma pequena quantidade de apatita altamente carbonada e com baixo contetido de
fldor se dissolve, tragcos de flior nessa solucdo geram uma solucdo altamente
supersaturada para HAP e especialmente fluorapatita, que entdo tendem a se
precipitar ou crescer sobre a hidroxiapatita da superficie. A secado reparada vai
conter menos carbonato e sera menos soluvel e, assim, mais resistente aos futuros
eventos de dissolucdo. Os ions flior em solugéo provavelmente serdo incorporados,
de tal forma que a area reparada ndo serd apenas reduzida em carbonato, mas
também aumentada em fltor, dado que o fllor esta disponivel na solucdo. Assim o
fldor potencializa a remineralizacdo. E ainda somente pequenas quantidades de fltor
séo removidas da solucdo durante o recrescimento do cristal de apatita. Essa € a

base cientifica para a visdo atual de que baixas concentra¢des de flior na solucéo
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do ambiente bucal sdo mais benéficas para reducdo de carie que concentracdes

elevadas incorporadas ao esmalte (17)

Considerando-se que nos dias atuais a populacao estd exposta ao fluor,
seja pela ingestdo de agua e/ou pelo uso de dentifricios fluoretados, a presenca
constante do fldor na saliva muda suas propriedades fisico-quimicas com relacao ao
pH critico de dissolucao do dente como ja foi mencionado. Um aspecto relevante é
gue o pH critico para o esmalte é diferente do da dentina. Enquanto a saliva
consegue proteger de desmineralizacdo o esmalte até que o pH néo seja inferior a
5,5 a dentina tem uma maior solubilidade e nédo resiste a um pH inferior a 6,5 ,
conforme mostrado na Tabela 7. Esse fator tem importancia quanto a
cariogenicidade de alimentos que podem nao ser considerados cariogénicos para o
esmalte mas podem ser cariogénicos para a dentina por provocarem um pH critico
para essa (4) . Além disso, o pH critico também ndo é o mesmo na presenca de
fldor, s6 sendo critico para o esmalte um pH inferior a 4,5. Assim, ha uma faixa de
pH onde o flior exerce um de seus efeitos, isto €, embora a dissolucdo da
hidroxiapatita ou da fluorapatita néo seja evitada, uma certa quantidade de célcio e
fésforo é simultaneamente reposta para o tecido na forma de fluorapatita. Desse
modo, o resultado da simples presenca do flior no meio oral serd uma reducéo de
perda de minerais, interferindo diretamente com a desmineralizacdo do esmalte,
mantendo uma lesdo em estagio subclinico ou como lesdo de mancha branca de
carie paralisada. Outro aspecto esta relacionado com a ag¢do remineralizante da
saliva que é ativada e aumentada de 2 a 4 vezes pela presenca do flior quando o
pH esta acima do pH critico, além de ser melhorada pelo aumento do fluxo salivar.
Nessa reestruturacdo de mineral com troca de HAP por FA, a deposi¢cdo ocorre
basicamente na superficie dental o que possibilita a posterior resisténcia a

progressao da cérie (4; 17).

As acdes do fldor tornam-se mais potencializadas na dentina, pois essa €
mais reativa que o esmalte devido a fonte disponivel de calcio , na forma de apatita
carbonatada, e fosfato de calcio amorfo, os quais, ao serem solubilizados, reagem
com o fldor e reprecipitam como fluoreto de célcio (17). Isso é importante

clinicamente tanto através de uma agcédo mecanica dos cristais de fluoreto, reduzindo
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a sensibilidade dentinéria (4), como para a reducdo da progressdo da carie na

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

Tabela 7 - Efeitos fisico-quimicos e consequéncias para a estrutura dental devido a
mudancas no pH do meio e a presenca ou auséncia de flior. (Adaptada de
Uso do fltor e controle da cérie como doenga. In : Odontologia Restauradora —
Fundamentos e possibilidades. L.N.Bararieri.Sdo Paulo:Santos;2001.) (4)

EfeitoFisico-Quimico
Consequéncias para
oH Flaor Dissolucéo de Dissolugdo Formacéo Dissolugdo Esmalte Dentina
no minerais mais de de de
meio soliveis * HAP e AF FA FA
7,0 Néo N&o N&o Néo Néo Re Re
7,0 Sim N&o N&o Sim Néo Re+ Re+
<6,6>5,5 Néo Sim N&o N&o Néo Re Des
<6,6>5,5 Sim Sim Néo Sim Néo Re+ Des’
5,5>4,5 Néo Sim Sim Néo Néo Des Des+
<5,5>4,5 Sim Sim Sim Sim N&o Des’ Des
<4,5 Indiferente Sim Sim N&o Sim Cérie aguda/Erosao

*Apatita Carbonatada e fosfato amorfo, Re = Remineralizagcdo; Re+ = Remineraliza¢é@o ativada; Des = Desmineralizacéo; Des

= Desmineralizagéo reduzida; Des+ = Desmineralizagdo aumentada.

Embora com base nos experimentos in vitro e in situ sobre lesdes de cérie
radicular consultados na literatura ndo seja possivel tirar conclusées sobre a
participacdo individual do dentifricio fluoretado, do tratamento com fltor topico e da
remocao de biofilme no resultado do desenvolvimento da leséo, pois esses estudos
nao distinguem o efeito da remocao da placa separado do flior (17); observa-se que
os fluoretos topicos inibem a progressado da carie, especialmente quando a limpeza
dentéria é insuficiente (44). Porém, em termos praticos, considerando a importancia
da educacdo em higiene oral, é fundamental ndo valorizar a necessidade da
existéncia de biofilme dental para que o fllor tenha acdo (4), exceto em situacoes
onde realmente o individuo esteja impossibilitado de realizar essa higiene.

Assim, considerando um individuo adulto ou idoso impossibilitado de

realizar uma escovacao satisfatéria, a obtencdo de um reservatério grande e mais
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duradouro de fluoreto de calcio decorrente da aplicagéo tépica de FFA possibilitando
a liberacdo de ions flior de maneira constante e em pequenas concentracdes, por

um tempo maior, parece ser uma boa alternativa de tratamento preventivo.

Além disso, os aspectos histopatoldgicos das lesGes de carie radicular,
mostram que a perda mineral ocorre numa zona superficial, relativamente bem
mineralizada, que exibe com frequéncia um conteddo mineral maior que o da
dentina ndo afetada. Semelhante as lesbes no esmalte, essa zona varia em
espessura e conteudo mineral dependendo do desafio cariogénico do biofilme
microbiano existente (17; 64; 75). O alto conteiddo mineral observado na zona
superficial de uma lesédo radicular pode refletir uma redeposicéo seletiva de minerais
nessa regido, pois tem sido mostrado que o tamanho dos cristais de apatita na zona
superficial é significantemente maior que no cemento normal (17). Além disso, tem
sido mostrado que mesmo as superficies radiculares nao irrompidas, que se tornam
expostas ao ambiente oral por recessdo gengival ou cirurgia periodontal podem
sofrer modificagbes minerais substanciais em funcdo da atividade metabdlica nos
biofilmes, apresentando aumento de tamanho e empacotamento dos cristais (maior
area superficial, menor area reativa, menor solubilidade) que as superficies de
cemento normal quando esse nado foi exposto & cavidade oral. Isso reflete uma
captacdo e redeposicdo substancial dos minerais nos cristais que estao
parcialmente dissolvidos (76). Assim, a permeabilidade e a reatividade das
superficies radiculares podem mudar tornando-se menos suscetiveis aos futuros

desafios cariogénicos (17).

Tem sido demonstrado que o principio fisico-quimico para explicacdo da
desmineralizacdo e remineralizagdo descrito para o esmalte também se aplica a
dentina. Entretanto os niveis de flior necessérios para inibir a desmineralizacao sao
10 vezes maiores para a dentina que para o esmalte (17; 77). Em um estudo com
idosos com baixo risco de carie e que apresentavam carie radicular foi observada a
necessidade da manutengdo de maiores concentragdes de flior para que ocorresse
remineralizacdo do que as ofertadas pelos dentifricios fluoretados comerciais,

conforme pode ser observado na Figura 11 (26).
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Figura 11 - Comparagao entre a porcentagem de remineralizacdo de carie radicular néo
cavitada em idosos com risco de cérie, entre uma concentracdo de flior de
1000 ppm ofertada por dentifricio fluoretado comercial e uma concentracao de
5000 ppm proporcionada pelo produto com alta concentragéo (26).

Além disso, em individuos com alto risco de céarie, os métodos de
aplicacao tépica de fluor usuais ndo tem sido suficientes para a remineralizacéo,
sendo necessaria a disponibilizacdo constante de concentracdes mais elevadas de
flor ou de técnicas que proporcionem tecidos duros dentais menos soluveis. Para
isso, € necessario o conhecimento das particularidades do processo carioso e da
acdo do fluor na superficie radicular que se torna exposta ao ambiente bucal assim
como das implicacdes clinicas e dificuldades no trato com o individuo alvo do
método preventivo que se pretende praticar para que esse possa ser eficaz, com

efeito mais duradouro e custo acessivel para que tenha aceitabilidade clinica .

Contudo, nas les@es iniciais de carie radicular, diferentemente do que
acontece nas lesbes de carie de esmalte, verifica-se ja no estagio inicial do
desenvolvimento da lesdo que a superficie parece amolecida em funcdo da
penetracdo de microrganismos na zona superficial entre as fibras colagenas
parcialmente desmineralizadas (17). Assim, uma aplicacdo topica de fluor fosfato
acidulado disponibilizando 12300 ppm F (4) sobre uma superficie nessas condi¢cdes
parece apresentar-se bastante vantajosa por essa ter presumidamente uma grande
oferta de ion calcio (proveniente da desmineralizagdo da HAP carbonatada) e ja
apresentar uma superficie rugosa com pH baixo onde o fluoreto de calcio pode
precipitar e ficar protegido enquanto libera o ion fldor para a formacdo de

fluorapatita, além de evitar nova desmineralizacdo (17). Além desse fato, considera-
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se a da possibilidade do flior agir como bactericida ao inibir atividades enzimaticas

no interior da bactéria (78).

3.4. Airradiacao laser como técnica preventiva da carie

Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido feitos (30; 36; 42; 79), os
guais apontam a irradiacdo laser como um método alternativo e eficaz para
prevencdo da carie. Os primeiros estudos que demonstraram o aumento da
resisténcia a desmineralizacdo do esmalte dental irradiado foi com o laser de rubi
(de comprimento de onda de 693 nm), na década de 60 (80). Entretanto em estudos
posteriores, 0s mesmos autores relataram um aumento da permeabilidade do
esmalte, além de superaquecimento da superficie e do tecido pulpar,
contraindicando o uso desse laser (81). Desde entdo, muitos trabalhos tém sido
realizados com lasers que emitem em diferentes comprimentos de onda visando a
prevencdo da céarie , quando se demostrou a reducdo da solubilidade do esmalte
dental (1; 2; 30), assim como efeitos de obliteragdo de tubulos dentinarios o que é
favoravel em casos de hipersensibilidade dentinaria (40; 41; 43; 82).

O efeito preventivo do laser de alta intensidade ocorre quando o tecido
absorve a energia irradiada e promove um efeito térmico localizado, o que
geralmente é conseguido quando ha emisséo na regido espectral no Infravermelho
(IR). Esse efeito provoca modificacdes quimico-estruturais nos tecidos duros dentais
gue dependem da temperatura superficial atingida (46). A matriz organica do
esmalte e da dentina € eliminada com temperaturas inferiores a 350 °C, entretanto a
desnaturacdo de proteina é observada apO0s a temperatura atingir os 45°C. Os
constituintes da matriz mineral sdo mais estaveis termicamente. No entanto, a
eliminacdo de carbonato comeca a ser observada apos aquecimento a 100°C, sendo
guase totalmente eliminado apds aquecimento a 1100°C. Entre 100°C e 650°C
ocorre oxidacdo de fosfato e formacdo de pirofosfatos, entretanto o fosfato néo

apresenta grandes variagdes na sua concentracdo, condicdo observada somente
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apos a fusdo da HAP, em aproximadamente 1280°C. A formacdo de novas
estruturas cristalograficas, tais como fosfato de tricalcico na fase a e B e fosfato
tetracélcico ocorre a temperaturas acima de 1100°C. Entretanto somente essa Ultima

fase é mais resistente a desmineralizagdo que a HAP (46).

Esse aumento de temperatura vai depender de fatores do laser tais como
comprimento de onda, poténcia, modo de emissdo (continuo ou pulsado), duracao
do pulso, energia por pulso, taxa de repeticdo, densidade de energia (ou fluéncia),
diametro do feixe e caracteristicas do feixe e da propriedades 6pticas e térmicas do

tecido, com destaque para o indice de refracdo, o coeficiente de absorcdo (Jg) € 0

coeficiente de espalhamento(Js) (83) .

Assim, dependendo dessas caracteristicas citadas, a irradiacdo laser
podera ser absorvida, espalhada, refletida ou transmitida para o interior do tecido
irradiado. Para que os efeitos promovidos pelos lasers de alta intensidade nao
causem danos térmicos no proéprio tecido irradiado, assim como no tecido pulpar e
periodontal adjacentes, € necessario que sejam empregados comprimentos de onda
absorvidos pela estrutura do tecido duro dental, composta principalmente por cristais
de hidroxiapatita, proteinas e agua. Quanto maior o coeficiente de absor¢cdo de um
comprimento de onda, maior é seu potencial para causar o aquecimento do tecido.
Além disso, o coeficiente de absorcdo é inversamente proporcional a penetracéo da
luz laser no tecido (Lei de Beer-Lambert), sendo que quanto mais a radiacdo é
absorvida, menor € a sua profundidade de penetracdo. Sendo assim, lasers que
emitem em comprimentos de onda na regido do infravermelho na regido espectral de
3 micrometros (lasers de érbio) ou aqueles que emitem em comprimento de onda
proximo a 9 micrometros (lasers de diéxido de carbono — CO;) sdo 0s mais

favoraveis para este fim, conforme pode ser observado na Figura 12 (41; 84).

Dentre os lasers mais estudados, destacam-se os lasers de CO,, Nd:YAG,
Argonio, Ho:YLF, Er:-YAG e, mais recentemente, o laser Er,Cr:YSGG e de diodo.
(50). Estudos com laser de CO, ja demonstraram que efeitos distintos séo
observados quando o laser é empregado antes ou apds a aplicacao tépica de flaor.
Entretanto, os reais mecanismos pelo qual isso ocorre ainda ndo estdo bem
elucidados. (84).
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Um dos mecanismos propostos para explicar a agéo da irradiagcéo laser na
paralizacdo da carie seria que ocorre a formacdo de microespacos devido a
remocao de componentes organicos, agua e carbonato do esmalte pela irradiacdo, o
gue torna esses espacos sitios para deposicdo de ions liberados pela
desmineralizacdo, como por exemplo, célcio. Quando associado ao fluoreto, em
acréscimo e através da fusdo e solidificacdo das camadas de cristais de
hidroxiapatita combinadas com a camada de fluoreto de célcio incorporado pelo
tratamento tépico haveria a conversdo de hidroxiapatita em fluorapatita. Entretanto,
trabalhos efetuados com lasers que ndo promovem fusdo da superficie irradiada
também demonstraram uma maior formacdo e retencdo de cristais de fluoreto de
célcio decorrentes da associacdo da irradiacdo laser com a aplicacédo de flaor fosfato
acidulado (FFA), o que aumentaria o efeito cariostatico deste tratamento. Os reais

mecanismos ainda precisam ser bem elucidados (30; 50).
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Figura 12 - Principais lasers utilizados na Odontologia e sua interacdo com o0s principais

componentes dos tecidos biol6gicos. Destaque para a hidroxiapatita e agua (50).

Entretanto, mesmo lasers com comprimento de onda muito pouco
absorvido pela estrutura dental (Figura 12) tém sido usados com resultados positivos
no aumento da resisténcia do tecido dentario a desmineralizacdo. Para tal, é

necessario o uso de substancias fotoabsorvedoras que propiciam o aquecimento
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térmico da superficie além de impedir a transmissdo do calor para o tecido dental

adjacente, diminuindo as chances de danos pulpares (34; 41; 42).

Sendo assim, o laser de Nd:YAG tem sido estudado como potencial
equipamento para prevencdo de cérie no esmalte desde a década de 1980, quando
foi demonstrado seu potencial para provocar a fusdo do esmalte dental e torna-lo
mais resistente a dissolucao acida (85; 86; 87). Entretanto, nos primeiros estudos
foram usadas altas densidades de energia causando danos aos tecidos.

Esse é um laser de corpo sélido formado por um cristal de Itrio-aluminio-
granada dopado com o metal raro neodimio , de onde vem seu nome Nd:YAG. No
comprimento de onda de emissdo em 1,064 um o feixe de radiacdo emitido ndo é
visivel, sendo entdo usado como luz guia um laser visivel, como, por exemplo os
lasers de He-Ne ou diodo. Devido ao fato desse comprimento de onda ndo ser bem
absorvido pela agua, ndo age na superficie dos tecidos biolégicos, mas sendo bem
absorvido pela melanina e hemoglobina tornou-se bastante usado para hemostasia
e coagulacdo de vasos profundos (1). Estudos tem indicado esse laser para
prevencdo da carie no esmalte se associado ao fllor, pois tem sido reportado que
possibilita a criacdo de espacos microscopicos pela perda de substancias organicas,
0s quais serviriam como depdésito de ions fluor liberados pelo flior fosfato acidulado
(88).

Nos anos 90 diversos estudos foram feitos associando a irradiagcdo com o
laser de Nd:YAG a aplicacéo topica de gel de flior em lesdes artificiais de caries de
esmalte, para promover sua remineralizacdo. Em um desses, 0s autores usaram
densidade de energia de 40 Jicm? e observaram que a remineralizacdo se
processou desde o fundo da area da leséo artificial de carie até sua superficie, fatos
medidos por técnicas de microrradiografias, teste de microdureza e microscopio
eletrénico de varredura (MEV) (89). Em um estudo clinico os mesmos autores
avaliaram o resultado da irradiacdo com o laser de Nd:YAG sobre superficies de
céarie incipientes, cobertas com pigmentos fotoabsorvedores, associado ao fluor
fosfato acidulado (FFA) e relataram que nao foi observado nenhum aumento visivel

da lesé&o apos 24 meses do tratamento (90).
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Desde entdo varios estudos tem sido realizados procurando determinar
parametros seguros de utilizacdo, apresentando resultados promissores para uso
clinico em superficies lisas e oclusais (91). No final da década de 2010, dois estudos
da mesma equipe, um in vitro (42) e outro clinico (91),reportaram como parametros
seguros para a prevencado de cérie de esmalte, a irradiacdo com o laser de Nd:YAG
com poténcia média de 60mJ/pulso e taxa de repeticdo de 10 Hz (densidade de
energia de 84,9 Jicm?) apds a aplicacdo de uma pasta de carvdo vegetal como
substancia absorvedora. O procedimento de aplicagdo da pasta seguido da
irradiacdo com laser foi repetido por trés vezes, garantindo o aumento de
temperatura para derretimento e recristalizacdo da superficie do esmalte. Essa pasta
aplicada sob a forma de uma camada homogénea sobre a superficie do esmalte
absorve a irradiacao laser, o que causa microexplosées que correspondem a ejecao
da pasta de carvao, sendo entdo o calor produzido transmitido ao esmalte adjacente.
Assim, somente uma parte da energia do pulso laser é depositada num pequeno
volume de tecido, evitando a penetracéo do feixe laser na profundidade do esmalte e
consequentes riscos a polpa dental. A pasta de carvdo mineral apresentou-se
biocompativel, com baixa tenséo superficial, facil de ser removida e capaz de auxiliar

na promoc¢ao do derretimento da superficie do esmalte.

Como o0 esmalte apresenta coeficiente de espalhamento nao
negligenciavel nesse comprimento de onda, conforme pode ser observado pelos
valores de coeficiente de espalhamento apresentado na Tabela 8, poderia ocorrer
esse fendbmeno com transmisséo para o tecido periodontal e em profundidade para o
tecido pulpar, provocando necrose desses. No estudo in vitro acima mencionado
(42), foi verificado através da utilizacdo de camera termografica e de termopares
gue, com o0s parametros citados, houve um efeito minimo no aumento de
temperatura pulpar de aproximadamente 1°C, ficando portanto abaixo do limite
classicamente estabelecido como potencialmente agressivo para a vitalidade pulpar
e dos tecidos periodontais adjacentes . Esse valor limite corresponde a um aumento
de 5,6°C, sendo que um aumento de 16 °C resulta em completa necrose pulpar
(50; 92). E importante ressaltar que a espessura da dentina abaixo do esmalte tem
consideravel efeito na geracao de calor para a polpa, quanto maior a espessura da

dentina, menor o aumento de temperatura observado nesse tecido e na polpa.
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No estudo clinico (91) foi feita a associacdo irradiacédo laser + aplicacédo
topica de fldor nos dentes posteriores do lado direito de 33 voluntarios e no lado
esquerdo foi aplicado somente flior. Depois de 1 ano, foi observada uma reducao de
39,2% na incidéncia de caries no grupo irradiado em comparagdo com 0 grupo
controle(somente fllor). Esses resultados atestam que essa associacao pode ser um
tratamento eficaz para prevencdo de caries de cicatriculas e fissuras em dentes
permanentes. Entretanto ainda ndo € possivel determinar a durabilidade desse efeito

preventivo .

Em outro estudo clinico (93) realizado com 10 adolescentes em tratamento
ortodontico e apresentando lesGes de mancha branca foi demonstrado que a
associacdo da irradiacdo com o laser de Nd:YAG seguida da aplicacdo de flaor
tépico foi capaz de prevenir a progressao das lesdes quando comparadas a lesdes
nao irradiadas , no mesmo paciente. A comparacéo foi feita através da medicéo, por

fotografias, do tamanho das lesfes no intervalo de 1 ano.

J& foi demonstrado que o derretimento da superficie do esmalte requer
aguecimento a aproximadamente 1200°C (46) , quando entdo ocorrem varias
mudancas quimicas na microestrutura do esmalte. Buscando entender esse
processo, em um estudo recente (51) foram investigadas as mudancas
composicionais e cristalograficas no esmalte irradiado por laser de Nd:YAG
(A=1064nm, 84,9J/cm® usado com foto absorvedor), na resisténcia a
desmineralizacdo quando associado a aplicacdo tdpica de fluor, assim como
investigada a formacao e retencao de fluoreto de calcio. As mudancas quimicas
foram analisadas por ATR-FTIR, sendo observada uma significativa diminuicdo da
agua, carbonato e amidas | e Il apés a irradiacdo com o laser de Nd:YAG. A difracéo
de raio X mostrou que ambos os lasers irradiados promoveram formacao de FTC-a
e FTeC e significante aumento no crescimento do cristal de HAP do esmalte. Essas
mudangas foram correlacionadas com o aumento da resisténcia do esmalte a
desmineralizacdo. Além disso foi observado que a associacao laser Nd:YAG + APF
causou um significativo aumento na retencdo de fllor ap6s a ciclagem de pH
guando comparado ao grupo com apenas uso do fluoreto topico. Os resultados
desse estudo sugerem que 0 aumento na formacéo e retencao do fluoreto de calcio

séo decorrentes das mudancas morfologicas promovidas pela irradiacao,ou seja , do
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derretimento superficial do esmalte, expondo um alto numero de cristalitos de HAP

gue reagem com o fluoreto .

3.4.2 Airradiacdo com laser para prevencao da carie na dentina

Na década de 1970 foi demonstrado que a irradiacdo laser poderia ser
usada para aumentar o conteudo mineral relativo da dentina pela remoc¢édo de
proteinas e da agua intrinseca desse tecido (94). Desde entdo pesquisadores tém
avaliado o aumento da resisténcia a desmineralizacdo da dentina irradiada com
diversos equipamentos de lasers. Os resultados tem mostrado a ocorréncia de fuséo
e derretimento desse tecido com zonas de recristalizagcdo que levaria a inibicdo do
processo de desmineralizacdo e a obliteracdo dos tubulos dentinérios (95; 96; 97;
98).

As exatas razbes para a inibicdo de lesbGes de cérie na dentina irradiada
também sdo ainda desconhecidas. Varias hipéteses tém sido formuladas. Uma delas
sugere que ha mudancas cristalograficas na dentina irradiada com crescimento no
tamanho dos cristalitos e formacdo de um tecido com maior grau de cristalinidade,
com cristais estruturalmente modificados e semelhantes a estrutura cristalina da
HAP do esmalte normal (94). Além disso, a forma¢do de uma camada de selamento
superficial dos tubulos dentinarios reduziria a difusdo dos acidos para a dentina
sadia, o que diminuiria a extenséo da lesédo de carie (95). O emprego da irradiacéo
laser associada ao fluoreto também tem sido investigada, sugerindo que pode haver
um efeito sinérgico de inibicdo da desmineralizacdo, proporcionada pela

incorporacgdo do fldor dentro da estrutura cristalina (99).

S&0 escassos o0s estudos (97) que avaliam o efeito da irradiacao laser
sobre a prevencdo de lesbes de carie radicular associado ou ndo a aplicacao de
fluoreto tépico. Em um estudo recente (100; 99) utilizando o laser de Nd:YAG na

dentina foi observada a reducdo dos valores de microdureza da dentina higida e
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significantes danos térmicos ao tecido. Entretanto esse laser tem sido utilizado com

resultados promissores para tratamento da hipersensibilidade dentinaria (98).

Em uma tese de doutorado recente (97) foi avaliada, in vitro, a influéncia
da irradiacéo dos lasers de CO,, Nd:YAG (A =1064 nm, poténcia média de 0,6W e
taxa de repeticdo de 10Hz) e Er:YAG sobre a dentina radicular apos prévia aplicacéo
topica de fluoreto, para prevencao da carie. Para tal foi utilizada uma ciclagem de pH
em solugdo desmineralizante por 6 horas e em solugcdo remineralizante por 18
horas por um periodo experimental de 14 dias. A avaliacdo dos tratamentos foi feita
através dos seguintes testes: mensuracdo da porcentagem de desmineralizacao
utilizando microscopia Optica; avaliagdo da morfologia da superficie irradiada por
microscopia eletrdbnica de varredura; analise da microdureza da dentina
correlacionada com a perda mineral através do teste de microdureza knoop e a
guantificacdo da porcentagem dos elementos calcio, fosforo e flior através de micro
analise dispersiva de raios X (EDS). Foi observado que os trés tipos de lasers
promoveram algumas alteracdes favoraveis apos desafio cariogénico. A irradiacao
com os lasers de Nd:YAG e CO, proporcionou menor porcentagem de
desmineralizagdo com menores valores de microdureza em relacdo a dentina
irradiada com Er:YAG, mas ndo em relacdo ao grupo controle (cariado) entretanto
causaram trincas na superficie dentinaria. Entretanto, nesse estudo, néo foi
observado sinergia entre a irradiacdo laser e o fluoreto, sendo que somente a

associacgao do fluor gel aplicada previamente a irradiacdo foi testada.

E relevante considerar que na dentina o conteido organico e de agua é
muito maior que no esmalte e, portanto, parece haver uma menor contribuicdo da
matriz mineral na absorcdo da irradiacdo. Sendo assim, essa absor¢do pela agua e
proteinas deve também ter uma importante relacdo com os efeitos observados e
deve se considerada na definicdo de parametros seguros para uso da irradiacéo
laser na dentina. Como o esmalte, a dentina apresenta baixa absorcao da irradiacéo
na regido espectral do visivel, mas apresenta maior espalhamento que ele (Tabela
8) 0 que resulta em maiores consequéncias negativas como a vaporizacdo da
subsuperficie, trincas do tecido e necrose pulpar (87). Além disso, ja foi
demonstrado que a espessura de dentina influencia no aumento da temperatura

nesse tecido e também na polpa (42). Assim, parece ser necessario o uso de
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densidades de energia menores que as usadas para 0 esmalte para efeitos

preventivos .

Tabela 8 - Coeficientes de absorcdo e espalhamento do esmalte e da dentina de
comprimentos de onda proximos aos usados nesse estudo para a irradiacdo
laser e indugéo da fluorescéncia (101) .

Comprimento Coeficiente de Coeficiente de
de onda absorcso (cm™) espalhamento (cm™)
Esmalte Dentina Esmalte Dentina
543 nm <1 3-4 105 + 30 280 + 84
1053 nm <1 3-4 15+5 280 + 78

Somando a esses fatores, a irradiacdo laser nessa regidao, mesmo que
possibilitando a modificacdo de uma estreita camada de tecido dentinério, de cerca
de 1 a 5 ym de espessura com o uso do laser de Nd:YAG (102) poderia representar
a possibilidade de obliteracdo dos tubulos dentinarios conferindo protecdo a
penetracdo bacteriana para um complexo dentino pulpar que possivelmente
apresenta sua capacidade regenerativa ja diminuida devido a idade. Além disso,
essa camada representaria uma superficie com microrugosidades que serviriam
como maior reservatério de fluoreto de célcio decorrentes da associacdo do FFA
com a irradiacdo laser. Esses fatos sugeririam a indicacdo dessa associacao.

Entretanto sdo necessarios mais estudos para verificarem esses efeitos e indicacao.
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3.5. Técnicas espectroscopicas

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos niveis de energia de
atomos ou moléculas, obtendo informacgdes fisicas e quimicas sobre o material
analisado. Ha dois tipos de técnicas espectroscopicas : espectroscopia de emissao e
espectroscopia de absorcdo. Na espectroscopia de emissdo, ocorre a excitacao dos
atomos do material estudado por meios térmicos e eletrdnicos. Quando os atomos
decaem de volta ao estado estavel, a energia que haviam absorvido € emitida em
forma de ondas eletromagnéticas, sendo essa energia detectada e utilizada para a
analise do material. Na espectroscopia de absor¢cdo, a substancia a ser analisada é
posicionada entre o detector e uma fonte de energia que emite a radiacéo
eletromagnética com o comprimento de onda desejado, sendo a analise feita
comparando-se a radiacdo transmitida ou refletida pela amostra, com a radiacdo da
fonte. A escolha da técnica depende do material ou substancia a ser analisado, da

informacéo desejada e da radiacdo eletromagnética utilizada (103).

3.5.1- Espectroscopia de absorc¢éo

O processo de absorcao ocorre quando a frequéncia da radiacéo incidente
€ a mesma que a frequéncia de vibracdo molecular. Sabe-se que as moléculas e
atomos de um material ndo sdo estaticos; eles possuem um frequéncia natural de
vibragdo. Assim, quando a vibragdo molecular ou rotacional origina um momento
dipolof da molécula, surge um campo elétrico. Se a radiacdo eletromagnética tiver a
mesma frequéncia da vibracdo molecular, o campo elétrico alternante da radiacéo
incidente interage com o campo elétrico originado pela mudanca de momento dipolo,

e ocorre uma transferéncia de energia da radiacdo para a molécula (absorgéo),

"O momento dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e a distancia entre dois
centros de carga (105).



69

originando um espectro. Essa frequéncia pode ser calculada através de uma
expressao que relaciona a frequéncia vibracional com a constante de ligacao
guimica (uma medida de rigidez) e a massa reduzida em relacdo as massas dos

atomos que formam a molécula (47; 104).

A vibracdo dos atomos no interior de uma molécula apresenta energia
correspondente com a regido do espectro eletromagnético do infravermelho (IR).
Além disso, a radiacdo infravermelha ndo possui energia suficiente para que sua
absorcdo possa alterar o nivel energético da molécula (105), sendo assim, seu uso
envolve a espectroscopia de absorcdo e o sinal analisado serd o transmitido ou o
refletido, dependendo do equipamento utilizado e do material analisado. Em relagéo
a compostos organicos, geralmente a espectroscopia de absor¢cdo é a mais
indicada, pois existe uma diversidade de compostos que apresentam bandas de
absorcéo na regido espectral entre 4000 a 670 cm™ que é o segmento, dentre as
regides espectrais do infravermelho mostradas na Tabela 9, mais frequentemente

usado nos equipamentos disponiveis (105; 104).

Tabela 9 - Subdivisdes da regido espectral do infravermelho (105)

NUmero de onda (cm™) Frequéncia (Hz) Comprimento de onda (um)
Infravermelho préximo 12800 - 4000 3,8x10™ - 1,2x10™ 0,78-25
Infravermelho médio 4000 — 200 1,2x10" - 6,0x10" 2,5-50
Infravermelho distante 200 - 100 6,0x10" — 3,0x10" 50 - 1000

Como a energia fornecida pela radiacdo no IR tende a afetar os niveis
vibracionais de uma ligacdo quimica, classifica-se as vibracdes moleculares em
dois tipos: deformacdes axiais e deformacdes angulares, simétricas ou assimétricas.
Quando a deformacdo ocorre na direcdo do eixo da molécula, a distancia
interatbmica aumenta e diminui alternadamente, o modo de vibracdo € denominado
estiramento ou deformacdo axial. As vibracdbes de deformagdo angular
correspondem ao movimento de um grupo de atomos em relacdo ao resto da
molécula, sem que as posicoes relativas dos atomos do grupo se alterem, entretanto
ocorre a variagdo do angulo entre duas ligacdes e podem ser de quatro tipos:
tesoura, balango, sacudida e tor¢ao (47).
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Como mencionado, o0 espectro de absor¢ao no infravermelho tem origem
guando a radiacdo eletromagnética incidente tem uma componente com frequéncia
correspondente a uma transicdo entre dois niveis vibracionais, refletindo esse
movimento vibracional, o que aparece em forma de bandas. Embora o espectro no
IR seja caracteristico da molécula como um todo, certos grupos de atomos dao
origem a bandas que ocorrem proximas a uma mesma frequéncia,
independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presenca destas
bandas caracteristicas de grupos que permite a obtencdo de informacgdes estruturais
uteis. A frequéncia ou o comprimento de onda de uma banda de absor¢cdo depende
das massas relativas dos atomos, das constantes de forcas das ligacbes e da
geometria dos atomos. Atomos leves vibram a frequéncias mais altas do que os
atomos mais pesados. As ligacOes triplas sdo mais rigidas do que as duplas, que
sdo mais rigidas que as ligacbes simples, logo as ligacdes triplas vibram a
frequéncias mais altas. A intensidade de uma banda de absorcéo é proporcional a
concentracdo do componente que causou essa banda. Essa intensidade pode ser
expressa como transmitancia ou absorbancia. A transmitancia € a razao entre a
energia radiante transmitida por uma amostra e a energia radiante que nela incide. A

absorbéancia é o logaritmo decimal do inverso da transmitancia (105; 104; 106).

Na espectroscopia de absorcdo no infravermelho a radiacdo proveniente
de uma luz continua (usualmente na regido espectral de 2.5 a 25 ym ou 4000 a 400
cm™) atravessa a amostra a ser analisa, a radiacdo transmitida é comparada com
aguela transmitida na auséncia de amostra e 0 espectrémetro registra o resultado na
forma de uma banda de absorcado. A técnica de medicdo mais sofisticada atualmente
envolve o uso de um interferometro de Michelson e a posterior transformada de
Fourier do interferograma, a chamada Absor¢ao no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR). Ha varias técnicas de FTIR que devem ser escolhidas de acordo
com o tipo de amostra e as informacdes que se deseja obter. Assim, ha disponiveis
as seguintes técnicas: de Transmissdo, de Absorcdo, Reflexdo Total Atenuada
(ATR), Refletancia Especular e Refletancia Difusa. Além dessas, com o acoplamento
do microscépio ao equipamento € possivel realizar a microespectroscopia pelas

técnicas de Transmissao, Absorcao, ATR, e Refletancia Especular (107).
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A técnica de reflexdo total atenuada (ATR) (Figura 13A) possibilita a
obtencéo de espectros qualitativos e quantitativos de amostras solidas independente
de sua espessura (104). Essa técnica consiste na reflexdo de um feixe que passa de
um meio menos denso (cristal) para um meio mais denso (amostra). No entanto,
uma pequena parcela da radiagdo incidente penetra poucos micrometros na
amostra, podendo ser absorvida. Essa radiagdo que penetra no material® é chamada
de onda evanescente. O cristal, um material de alto indice de refracéo, pode ser de
diamante, ZnSe (Seleneto de Zinco) ou Ge (Germanio) o qual deve ser escolhido de
acordo com o material a ser analisado. A proporcéo de feixe refletido varia com o
angulo de incidéncia, havendo um angulo critico onde a reflexdo é total, que
depende do tipo de cristal. Com a absorcao da radiacdo que penetrou na amostra, o
feixe refletido tem sua intensidade atenuada, e assim se consegue identificar as

bandas de absorcédo (103; 105; 104; 108).

A utilizacdo do microscopio como acessorio do equipamento caracteriza a
técnica de u-ATR (Figura 13B), que proporciona uma profundidade de penetracdo da
radiacdo da ordem de 0.66 um devido ao uso do cristal de Ge em contraste com
os 2 ym de profundidade de penetacdo obtida com o cristal de Seleneto de Zinco
disponivel no modo ATR (dados de profundidade de penetracdo de acordo com o
cristal fornecidos pelo fabricante do equipamento). Isso permite que o sinal

analisado fique restrito a superficie da amostra.

A profundidade de penetracéo depende do comprimento de onda do feixe ,do &ngulo de incidéncia deste com a amostra, do
indice de refrag&o do cristal do equipamento e do material analisado
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Figura 13 - Esquema de funcionamento. A - FTIR com acessorio ATR; B - J-ATR.

3.5.2. Fluorescéncia

Fluorescéncia € um fenbmeno bastante conhecido em ciéncia e
tecnologia, tendo um grande numero de aplicagdes. Esse fendmeno 6ptico consiste
na absorcdo de energia pela estrutura eletrébnica de uma molécula, fazendo com que
os elétrons passem do estado fundamental para o estado excitado, que é menos
estavel. Entretanto, buscando maior estabilidade, esses elétrons retornam ao estado
fundamental liberando a energia em excesso através da emissao de radiacao, a qual
envolve o estado quantico singleto e tem duracdo da ordem de nanosegundos.
Essa quantidade de energia emitida corresponde a diferenca de energia entre os
estados envolvidos e é caracteristica de cada molécula, podendo ser usada para
detecta-la (109).

A andlise de fluorescéncia de tecidos bioldgicos utiliza a propriedade da
luz, na qual a radiacdo ao interagir com a matéria torna-se capaz de fornecer
informacdes sobre processos fisicos quimicos ocorridos. Ja foi relatado na literatura
gue imagens de fluorescéncia de amostras dentarias sdo capazes de proporcionar
informagBes importantes sobre o processo de cérie (110; 111). Essa modalidade de
imagem combina a técnica de espectroscopia com a formacdo de imagens digitais
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das amostras e permite a analise de sinais 6pticos através de informacéo espacial e
espectral (distribuicdo bidimensional de intensidades) ao mesmo tempo.
Representam uma grande vantagem quando comparada as técnicas tradicionais de
espectroscopia, as quais s6 permitem o estudo de uma area muito pequena da
amostra (112).

Em linhas gerais, um sistema de imagem da fluorescéncia (SIF) é
composto por uma lente objetiva, uma camera CCD cientifica, um computador, um
sistema de iluminagdo para induzir a fluorescéncia e um elemento de selecéo
espectral (112). Quanto ao processamento das imagens de fluorescéncia, busca-se
detectar diferencas de intensidade entre uma amostra teste e um controle e, a partir
disso, utiliza-se processamentos para melhorar as imagens capturadas, por

exemplo, por meio de filtros dpticos.

Desde a primeira deteccdo das diferencas na fluorescéncia do esmalte
sadio e cariado, em 1928 , (113) tal propriedade tem sido estudada e usada em
equipamentos para pesquisa e uso clinico. A utilizacdo de uma camara CCD para
coletar as imagens produzidas por amostras dentérias iluminadas no infravermelho,
utilizando um laser de diodo emissor no comprimento de onda de 830 nm foram
pouco nitidas, no entanto demonstraram diferencas evidentes entre esmalte e
dentina, sadio e cariado, apesar de nao ter sido possivel explicar qual a relagdo dos

fendbmeno de absorcéo, espalhamento e fluorescéncia com esses achados (114).

Apesar de a fluorescéncia ser bastante estudada, a origem dessa emissao
nos tecidos dentarios ainda ndo estd completamente esclarecida. Ha relatos de a
autofluorescéncia ser proveniente do esmalte, da juncdo amelo-dentinaria e da
dentina, sendo que nessas ultimas seria devido aos componentes organicos (111;
115; 116). Muitas sdo as teorias e poucas sdo as evidéncias para explicar o
fendbmeno. Além disso, os estudos apresentam variagbes entre 0s parametros
utilizados o que deixa os resultados ndo conclusivos e inconsistentes entre si.
Entretanto uma observacdo atenta parece indicar que para cada comprimento de
onda de excitacdo parece haver uma ou mais moléculas especificas que fluorescem
em um comprimento de onda também especifico, sendo que 0 mecanismo desse

fendbmeno pode ndo ser o mesmo para todos os componentes fluorescentes.
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O gque se apresenta como certo é que a cor da fluorescéncia corresponde
a energia emitida durante o decaimento da estrutura eletrbnica de determinada
molécula para o estado fundamental e que a banda de fluorescéncia emitida possui
comprimentos de onda maiores que o da fonte de excitagdo. Assim, a excitacdo no
ultravioleta da origem a emissdo de fluorescéncia entre o violeta e o azul; a
excitacdo no azul origina emissao azul, verde ou amarela e da excitacdo vermelha
provém a fluorescéncia vermelha ou infravermelha proxima (117). A literatura relata
gue os possiveis componentes que fluorescem, quando excitados com comprimento
de onda na regido do ultravioleta préximo e inicio do visivel (A< 400 nm)
correspondem a componentes inorganicos (esmalte e hidroxiapatita sintética (116;
118) e a componentes organicos (produtos bacterianos, fluoréforos néao identificados
e alguns componentes de origem proteica como a tirosina, o triptofano e a piridina)
(119). H& ainda um continuo questionamento se a autofluorescéncia no verde é
devida a croméforos proteicos e tem apenas uma contribuicdo da apatita ou se é

proveniente desse mineral (111; 120; 121; 122).

A literatura reporta varios estudos de fluorescéncia no esmalte e poucos
na dentina (123). Outro fator complicador na comparacao entre 0s Varios relatos é a
diferenca de materiais e métodos, principalmente a variabilidade nos comprimentos
de onda de excitacdo e nos procedimentos de analise, 0 que muitas vezes inviabiliza
a comparacdo. Assim, consideraremos as evidéncias relatadas para o esmalte
utilizando algum parametro semelhante ao usado no presente estudo e para as
guais procuraremos analisar a viabilidade na dentina. Evidéncias (113; 114; 119)
mostram que ha diferencas na fluorescéncia do esmalte dentario higido e cariado,
na excitagdo com comprimento de onda no violeta ou azul e, provavelmente, essas
diferencas sdo devido a modificacdes Opticas nos componentes desses tecidos e
nas suas interagdbes com a luz através dos fenbmenos de espalhamento,
transmissdo ou absorcdo. Os métodos de deteccdo de carie incipiente, tais como o
QLF (111) e o Diagnodent (117), que usam a fluorescéncia, se baseiam nessas
diferencas.

Quando a emissdo de fluorescéncia foi comparada entre o esmalte
humano e hidroxiapatita sintética em solucdes, excitadas por uma luz com

comprimento de onda de 375 nm (ultravioleta), foram encontradas fluorescéncias
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semelhantes em picos de 460 (azul) e 540 nm (verde), tanto no componente
humano quanto no sintético, o que levou os autores a concluirem gue nesse
comprimento de onda de excitacdo, esses picos eram devido ao componente
inorganico do esmalte. Foi entdo sugerido que um meétodo de diagndstico de lesdes
cariosas iniciais poderia ser feito com utilizagédo de excitagcdo em 488 nm (azul), um
filtro de barreira até 540 nm, o que resulta em fluorescéncia dentro do espectro
visivel com A maiores que esse (verde). Assim, foi observado que lesbes de carie
mostram uma perda da fluorescéncia em relagéo ao tecido sadio e emitem menos
fluorescéncia acima de 540 nm. Foi concluido que a perda de material inorganico

contribuiria para este decréscimo (111; 116).

Em decorréncia desses achados, um método de deteccdo de carie em
superficie lisa foi proposto e denominado de quantificacdo da fluorescéncia induzida
por laser, ou quantitative laser fluorescence (QLF) (124). Esse método apresentava
um laser de argdnio que emitia uma luz com comprimento de onda de 488 nm (azul),
uma camera CCD que captava a imagem e transmitia para um computador. Um filtro
de 540 nm foi acoplado para barrar luz com comprimento de onda menor que esse,
e assim detectar apenas a fluorescéncia emitida pelo dente. Um programa de
computador especifico foi desenvolvido para armazenar as imagens e quantificar a
perda mineral das lesdes de carie usando a diferenca entre a fluorescéncia do dente
higido (mais intensa) e a da regido desmineralizada. Assim, trés parametros eram
fornecidos para as lesbes: média da diferenca de fluorescéncia, diferenga méaxima
de fluorescéncia e area da lesdo. Estudos in vitro, in situ e in vivo foram realizados e
demonstraram que o meétodo apresentava boa correlacdo com perda mineral,
avaliada por microrradiografia transversa (125), e era também capaz de avaliar
remineralizacdo (125; 126). Devido a dificuldades de utilizacdo clinica e em
laborat6rio, um novo equipamento semi-portétil foi desenvolvido utilizando um
sistema de filtros e um sistema de luz ndo coerente com comprimento de onda
semelhante, mas que por essa ser absorvida no caminho, o espectro de excitagao
apresentava um pico em 404 nm (violeta).

Esse novo método, quantificacdo da fluorescéncia induzida por luz (QLF)

mostrou-se efetivo na maioria dos estudos, entretanto ndo € adequado para

deteccado e quantificacdo de lesdes oclusais, para lesdes mais profundas (> 400um),
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proximas a dentina e também ndo apresenta grande precisdo na quantificacdo de
perda mineral de tecido cariado dentinario. Apesar de esse equipamento estar
disponivel para uso na pratica clinica, é caro e necessita de um computador para
armazenar e processar as imagens, fazendo com que o aparelho ndo seja portétil.
Diante dessas limitagcdes, outros equipamentos tém sido propostos (111; 118). E
importante destacar que os comprimentos de onda de excitacdo e de fluorescéncia
utilizados no presente estudo assemelham-se aos do novo QLF, com a vantagem de
gue o sistema usado nesse estudo pode vir a ser uma alternativa para ser usado na

deteccao de fluorescéncia na dentina, de maneira mais simples e mais barata.

Um sistema de imagem da fluorescéncia (SIF) (110), com algumas
semelhancas ao utilizado no presente estudo, entretanto utilizando um
espectrémetro, foi empregado em um estudo com um Unico pré-molar superior
humano com lesdes de caries com cavidade na regido da coroa e na porcao da raiz,
além de desmineralizacdo radicular sem cavitacdo visivel a olho nu. Através de
imagens espectrais da autofluorescéncia dental com pico em 520 nm e 612 nm, com
excitacdo em 405 nm, esse sistema mostrou ser capaz de detectar a diminuicdo ou
auséncia da fluorescéncia nestes comprimentos de onda, associada aos processos
de desmineralizacdo dental ou formacéo de caries com perda da estrutura dental,
nas mesmas regides da amostra que apresentavam oS sinais visuais desses
processos. A imagem da autofluorescéncia emitida com pico em 520 nm
apresentava-se com maior nitidez do que a outra. Entretanto esse sistema néo era
portatil, necessitava de calibracdo e trabalhava através de composicao das imagens
espectrais. Sendo assim, no presente estudo foi usado um SIF baseado em uma
roda mecéanica com filtro 6ptico banda larga no lugar do espectrégrafo, o que
proporcionou um sistema robusto e portétil, mais r4pido, além de ndo necessitar de

calibracdo e composicao das imagens espectrais (109; 110; 112).

Na literatura h&d predominéancia de relatos de maior fluorescéncia da
dentina em relacdo ao esmalte, entretanto nesses estudos geralmente a
fluorescéncia € atribuida ao componente organico e o comprimento de onda de
excitacdo (127; 128) e de fluorescéncia ndo sdo 0s mesmos usados no presente
trabalho. No entanto, em um estudo (129) com excitacdo em 488 nm e emissao >

515 nm, foi relatado que a cérie em dentina apresenta maior fluorescéncia que o
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tecido sadio e ndo foi encontrada relacdo direta entre esse fendmeno e o
componente mineral, sendo sugerido que nesses parametros, os cromoforos
responsaveis deveriam ter natureza organica. Desse estudo é importante destacar
gue também foi discutido que se os croméforos fossem de natureza estritamente
inorganica, seria esperado que a dentina saudavel (especialmente as areas
hipermineralizadas) e o esmalte apresentariam um alto brilho de fluorescéncia assim
como a dentina desmineralizada ou cariada exibiria uma menor fluorescéncia (118).
Contudo, mais trabalhos sdo necessarios para explicar a origem da fluorescéncia na

regiao espectral do verde dos tecidos duros dentais (117).
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Delineamento experimental

Foi conduzido um estudo in vitro, cego, empregando-se 60 blocos de
dentina radicular bovina, os quais foram desmineralizados por 32 h buscando-se
simular a instalacdo de uma leséo incipiente de carie. Em seguida, os blocos foram
aleatoriamente distribuidos em 6 grupos experimentais (n=10): G1 — grupo sem
tratamento, o qual ndo foi submetido a ciclagem de pH (grupo cérie inicial); G2 —
grupo sem tratamento e que foi submetido a ciclagem de pH (controle negativo); G3
— grupo tratado com flaor fosfato acidulado (FFA) com 1,23% F, pH 3,3 — 3,9,
durante 4 minutos (controle positivo); Grupo 4 — amostras irradiadas com laser de
Nd:YAG (A=1064 nm); G5 — amostras irradiadas com laser de Nd:YAG e posterior
aplicacao de FFA; G6 — amostras com aplicacdo de FFA e posterior irradiacdo com
laser de Nd:YAG. Na sequéncia, foi simulada a progressao das lesdes de carie por
meio de ciclagem de pH com duracédo de 4 dias nos grupos G2 a G6, sendo 0 grupo
G1 mantido para fins de comparacdo. Mudancas composicionais e de fluorescéncia
foram monitoradas por meio da técnica da micro-reflexdo atenuada da
espectroscopia de absorcdo no infravermelho por transformada de Fourier (p-
ATR/FTIR) e por meio de um sistema de imagens da fluorescéncia (SIF),
respectivamente, em trés momentos distintos, isto é, antes da desmineralizacédo
inicial, apés a desmineralizacdo inicial e apds os tratamentos. Apos a ciclagem de
pH, as amostras foram submetidas a analise de fluorescéncia, assim como a analise
da resisténcia a desmineralizacdo por meio de analise de microdureza seccional. A
andlise estatistica foi executada individualmente para cada metodologia de analise
(L-ATR/FTIR, SIF e Microdureza), apos a verificacdo dos pressupostos de
independéncia, homogeneidade e normalidade dos dados amostrais, ao nivel de
significancia de 5%. Em todas as analises efetuadas, os tratamentos foram
considerados como fatores de variagcdo, os blocos de dentina como unidade
experimental e, como varidveis resposta, tem-se a variagdo composicional, a

variacao de fluorescéncia e a perda de microdureza em relacdo ao substrato sadio e
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com carie inicial. O fluxograma a seguir (Figura 14) ilustra o delineamento

experimental empregado no presente estudo.

=
Sae
-

Figura 14 - Fluxograma que evidencia as diferentes fases experimentais do presente
trabalho.
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4.2. Preparo das amostras

Para este estudo foram utilizados 30 dentes incisivos inferiores bovinos, os
guais podem substituir os dentes humanos em vista de sua similaridade em testes
bioquimicos (130; 131). A vantagem da utilizacdo de dentes bovinos € que eles séo
mais faceis de obter e de manipular. Além disso, eles apresentam uma composicao
guimica relativamente mais uniforme o que proporciona menores variacbes nas
respostas nos experimentos relacionados com efeitos cariogénicos e
anticariogénicos, sendo ja demonstrado em estudos in situ que a dentina bovina
pode ser usada em substituicdo a humana para avaliar a progressao de caries e o
efeito de dentifricios fluoretados (130; 131; 132; 133; 134). Tais dentes foram obtidos
em um unico frigorifico, provenientes de bois da mesma raca e idade, apés
aprovacdo do presente projeto pela Comissdo de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal do ABC (CEUA-UFABC), conforme documento no Anexo 1.

Apb6s a obtencdo, os dentes foram lavados com &gua corrente e
detergente anidnico e tiveram seus indutos removidos com raspagem ultrassonica e
profilaxia com pedra-pomes e &gua, com escova tipo Robinson® sob baixa rotacao.
As amostras foram entdo mantidas em ambiente Umido em recipiente com algodéao
estéril, agua destilada e timol, para evitar o crescimento de fungos, até o0 momento

dos experimentos.

Para o preparo das amostras, os dentes foram aderidos individualmente
com cera pegajosa de uso odontolégico (amarela, Kota® Brasil) &, uma placa de
acrilico de 5x5cm e levados a cortadeira metalogréafica de precisdo (IsoMet 1000-
Precision Saw Buehler, EUA) onde tiveram a raiz separada da coroa por meio do

uso de um disco de corte diamantado.

Em seguida, cada raiz teve sua face vestibular aderida a placa de acrilico
e na superficie lingual foi demarcado um retangulo de 8 x 4 mm de maneira que
fossem obtidos blocos na face vestibular e lingual com tamanhos semelhantes e,
entdo, um corte transversal foi realizado. As amostras foram submetidas a novos
cortes sequenciais conforme esquema indicado na Figura 15, até que foram obtidos
2 blocos de cada raiz, um de cada face, sempre na porc¢éo cervical de cada uma.
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Face vestibular /externa B

face lingual /externa

Figura 15 - Preparo das amostras de dentina radicular. A - raiz de incisivo inferior bovino
aderido a placa de acrilico para ser seccionado; B - esquema de cortes da
amostra de dentina pré-cortada transversalmente, para obtencdo de blocos
com 8 x 4 x 2 mm; C - protecdo acido-resistente sendo aplicada sobre a
superficie frontal das amostras de dentina

Em seguida, as superficies de cada bloco foram lixadas e planificadas com
lixas de granulacdo 400,600 e 1200 (Silicon Carbide Grinding, Buehler, USA) em
lixadeira politriz (Arotec S.A. Ind. Com., Brasil). Esse procedimento resultou na

obtencéo de blocos padronizados de 8 x 4x 1,5 mm.

Com o objetivo de delimitar a area para desmineralizacdo foram
impressas mascaras de etiquetas autoadesivas (Pimaco, Brasil) com 4 x 2 mm, as
guais foram posicionadas sobre a superficie externa das amostras com auxilio de
pinga e explorador. Em seguida, as faces laterais, posterior e o restante da face
anterior das amostras foram cobertas com 2 camadas de verniz &cido resistente
(esmalte de unha) de cor forte (Figura 15C), facilitando a visualizacdo de eventuais
bolhas na aplicacdo do mesmo. Apds a secagem desse esmalte, a etiqueta foi
removida e a area exposta foi submetida a limpeza com cotonetes umedecidos em
agua destilada e deionizada para remoc¢ao de residuos do adesivo proveniente das
etiquetas, sob observacdo em lupa estereoscopica com aumento de 10 X (Nikon Inc.

Instrument Group, EUA).

As amostras assim preparadas foram mantidas em ambiente Umido e sob

refrigeracdo até o momento das analises
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4.3. Analises efetuadas nas amostras higidas

4.3.1. Analise composicional

A andlise composicional da dentina foi realizada empregando-se a
espectroscopia de absor¢édo no infravermelho por transformada de Fourier — FTIR
(135). Inicialmente a técnica utilizada foi a de reflexdo total atenuada (ATR-FTIR)
empregando-se cristal de seleneto de zinco, que possibilita a obtencdo de espectros
gualitativos e quantitativos de amostras sélidas (104). Para a analise inicial das
amostras higidas antes da delimitacdo da area de 8mm? para desmineralizacao,
essa técnica mostrou-se apropriada. Entretanto, apds a delimitacdo da referida area
com verniz acido-resistente, essa técnica mostrou-se inadequada, pois, como a
amostra era colocada sobre o cristal e pressionada suavemente (Figura 16), ndo era
possivel visualizar e posicionar a area a ser analisada, havendo entédo sobreposicéo

do espectro dos componentes do verniz no espectro da dentina (Figura 17).

Assim, a obtencdo de espectros foi efetuada, em todo o trabalho,
utilizando a técnica de JATR-FTIR, a qual permite uma andlise ndo destrutiva e que
pode ser realizada em varios momentos do estudo. Em acréscimo, essa técnica
tornou-se a mais indicada pelo fato dessa técnica proporcionar uma profundidade de
penetracao da radiacdo da ordem de 0.66 ym devido ao uso do cristal de Ge em
contraste com os 2 uym de profundidade de penetacdo obtida com o cristal de
Seleneto de Zinco disponivel no modo ATR (dados de profundidade de penetracéo
de acordo com o cristal fornecidos pelo fabricante do equipamento). Isso permitiu

gue o sinal analisado ficasse restrito a superficie e portanto, a area dos tratamentos.

Assim, nesse trabalho foram conduzidos experimentos com o sistema de
microespectroscopia utilizando o Microespectrometro FTIR 610 acoplado ao
Espectrometro FTIR 660 (Varian Inc., EUA) instalado na Central Experimental
Multiusuério da Universidade Federal do ABC (CEM-UFABC) (Figura 18). No
momento de aquisicdo dos dados foram realizadas medidas em trés pontos
diferentes da mesma amostra, de onde foi tirada a média composicional de cada

amostra. Em cada leitura, feitos 80 scans (103) resolucdo de 4 cm™ (136) sendo a
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tomada de background realizada a cada 5 amostras. A faixa de espectros coletados

variou entre 600 a 4000 cm™. O registro e a converséo dos espectros de absorcao

foram realizados através do programa especifico do espectrometro (Varian

Resolutions Pro, Varian Inc., EUA). Os dados foram salvos em arquivos identificados

individualmente por amostra, no formato .csv.

Figura 16 - Espectrometro no infravermelho por transformada de Fourier —FTIR com
destaque para o acessorio de Reflexdo Total Atenuada- ATR, onde esta
posicionada uma amostra de dentina (seta) .
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Figura 17 — Espectros representativos de amostras de dentina radicular bovina.

A - espectro onde estdo evidenciadas as principais bandas de absorgéo
observadas nas analises qualitativa e semi-quantitativa nesse estudo;
B - espectro de dentina radicular bovina com verniz acido-resistente
(esmalte de unha) obtido no ATR-FTIR.
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MICROESPECTROMETRO -
\ FTIR
<

VARIAN

Cristal de Ge

Amostra

posicionada Placa de apoio

Figura 18 - Microespectrometro Varian 610 onde foram tomados os dados para analise
composicional da dentina.

Apés a obtencao dos espectros foi utilizado o programa OriginPro (versao
8.0 - Origin®, OriginLab Corp, USA) para visualizagdo desses e realizacdo de uma
analise qualitativa descritiva e semi-quantitativa das bandas presentes nas
amostras. As bandas de absorcdo encontradas foram comparadas com os dados
encontrados na literatura, conforme Tabela 10, Tabela 11 e Figura 17A. A faixa de
interesse nesse trabalho é de 800 a 1720 cm™ onde est&o localizados os picos de
bandas de componentes da matriz organica e inorganica dos tecidos duros dentais,
havendo pequenas variacfes devido a caracteristicas do equipamento, da técnica
empregada e da local de origem do tecido dentinario utilizado em cada estudo.

Para comparacao entre 0s grupos experimentais, foi realizada uma analise
semi-quantitativa. Para tal, as &reas sob as bandas de absorcao de interesse foram
calculadas e normalizadas pela area sob a banda do fosfato, tendo em vista que
este € o componente mais estavel da dentina quando ocorre um aumento de
temperatura. Isto é feito para se remover variacbes decorrentes do sinal
infravermelho durante os experimentos, principalmente aqueles relacionados ao

contato da amostra com o cristal (137).



Tabela 10 - Bandas de absorcéo associadas ao carbonato (CO5*) e ao fosfato (PO,°)

presentes na dentina e no esmalte encontradas na literatura (#) e faixa das
bandas usadas nesse estudo(¢) (103) (138) (139) (140) (46) (141).
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Frequéncia de vibragdo aproximada (cm™)
Composto Vibragdo Dentina(#) Dentina(e) Esmalte
Deformagdo angular 872 826 2 888 873/880
assimétrica no plano (v,)
Carbonato
(COs%) : o
Estiramento assimétrico 1410; 1452; 1300 a 1516 1415; 1460;
(vsevy) 1509; 1547 1480; 1543
Deformag&o angular simétrica 471;
no plano (v,) 470/467 - 471
Deformacéo angular assimétrica 563; 603; 755; ) 561 602:
no plano (va) 606; 559 582: 620
Fosfato
(PO.%)
. s 1028
Estiramento assimétrico (vs) 1280 - 950 888 a 1185 1008
A 470 - 467 - 950 -1000

Tabela 11 - Bandas de absorcao referentes ao contetido organico presentes na dentina e no
esmalte encontradas na literatura(#) e faixa das bandas usadas nesse estudo()

(103) (142).

Composto Vibragéo Dentina (#) Dentina (¢) Esmalte
Amida 3 - 1224 1185-1300 1236
Carbona,tﬁ;Amda 2 1393; 1395
- 1442 1443
C-N 1540 1516 a 1590 1534
Agua + Amida 1 - 1550-1700 1590 a 1720 1643;1650
C=0
1338/1333;
Estrutura do colageno - 1288/1281 - -
1204/1201
CH3 abano 1315 - -
CONH (amida 3)
C-N Estiramento iggi - -
N-H Deformagéo
Agua - - 2500 a 3664 -
CH (gordura) . . 2835 a 2980 .

CH2 e CH3
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4.3.2. Anélise de fluorescéncia da dentina sadia — Sistema de Imagem da
Fluorescéncia (SIF)

A analise de fluorescéncia da dentina utiliza a propriedade da luz, na qual
a radiacdo ao interagir com a matéria torna-se capaz de fornecer informacdes sobre

processos fisicos quimicos ocorridos.

No presente estudo, foi usado um SIF baseado em uma roda mecanica
com filtros Opticos banda-larga, de acordo com o descrito previamente na literatura
(112). A captura das imagens € feita por meio de uma cémera CCD cientifica
mvBlueFOX120a (Matrix Vision, Alemanha); uma lente objetiva modelo #53-
301(Edmund Optics, USA) e roda de filtros modelo CFW-1-8 (Finger Lakers
Instrumentation, EUA) controlada por computador. No presente estudo, foi
empregado o filtro banda larga com comprimento de onda de corte em 450 nm para
auxiliar a captura da fluorescéncia, sendo a excitagao da fluorescéncia efetuada por
diodos emissores de luz (LEDs) de comprimento de onda de 405 nm e largura de
banda de 30 nm. A roda de filtros, o sistema de iluminagcédo e o suporte da amostra
estdo posicionados dentro de uma estrutura sob a forma de uma caixa preta. Um

esquema do SIF e uma foto séo apresentados na Figura 19 (112).

CAMERA
LENTES

RODA DE FILTROS

m | SISTEMA DE
ILUMINAGAO

B ———

Amostra

A Fonte elétrica o
= METALICO = posicionada

Figura 19 - Esquema do equipamento SIF empregado no presente estudo. A - esquema de
montagem, destacando o alinhamento 6ptico dos principais componentes como
camera, lentes, roda de filtros e sistema de iluminagdo (71); B - imagem digital do
sistema utilizado nesse experimento.
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Antes do inicio da aquisicdo das imagens e depois a cada 10 imagens
tomadas, foi realizada a afericdo da poténcia Optica emitida pelos LEDs com o uso
de um medidor de poténcia (FieldMaxll, Coherent, USA), o0 que garantiu a
padronizacdo da emissdo dos diodos. Além disso, as amostras foram posicionadas
duas a duas, em posicdo padronizada lado a lado, numa marca feita na placa
suporte de amostras, para garantir que, em todas as aquisicées, a energia recebida

por cada uma delas tivesse a menor variacao possivel.

Para possibilitar o estudo comparativo entre as intensidades de
fluorescéncia de todas as amostras do presente estudo, foi empregada uma
amostra referéncia, a qual foi escolhida tomando-se por base a média de

intensidade de fluorescéncia obtida nas amostras do grupo sadio.

Tendo em vista que o grau de hidratacdo das amostras influencia na
fluorescéncia das mesmas, executou-se a analise de fluorescéncia imediatamente
apos a retirada de cada amostra do ambiente Umido no qual era mantida. Para tal,
cada amostra foi suavemente seca com papel absorvente e posicionada no interior
do equipamento. Imediatamente apds a captura da imagem, a amostra era devolvida
ao ambiente Umido. Para evitar a desidratacdo da amostra de referéncia,
padronizou-se realizar a tomada das imagens de 10 amostras e, em seguida, a
amostra de referéncia era devolvida ao ambiente Umido por 2 horas, tempo
suficiente para permitir a re-hidratacdo da amostra referéncia, de acordo com estudo

piloto.

Para aquisicdo das imagens o software de captura wxPropView (driver
version 2.5.17.1054) para o ambiente Labview®, era acionado e entdo confirmado o
reconhecimento por esse software da configuracdo da camara digital através do
aparecimento na tela do item “mvBlueFox-221-C”. Esse reconhecimento ja
proporcionava a abertura da tela de configuragdo da camera no programa “Matrix
Vision Hardware Configuration Tool” (Matrix Vision GmbH, USA) onde os itens de
ganho de camera e tempo de exposicdo eram ajustados em 10 dB e 10%s,
respectivamente. As amostras eram posicionadas, a caixa fechada, as imagens

capturadas e salvas, ap0s identificacao, no formato Bitmap.
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Essas imagens foram processadas através de uma rotina elaborada no
programa Matlab® (The MathWorks, EUA) a qual utiliza o componente G do sistema
RGB. Essa é a sigla do sistema de cores aditivas baseado na teoria da visédo
colorida tricromatica usada na reproducdo de cores em dispositivos eletronicos,
cameras digitais e fotografias tradicionais. No sistema RGB, cada cor é definida pela
guantidade de vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue) que a compdem e a
maioria dos arquivos digitais atuais usam numeros inteiros entre 0 e 255 para
especificar estas quantidades. O numero 0 indica auséncia de intensidade e o
namero 255 indica intensidade maxima, sendo que cada cor nesse sistema é
identificada por uma tripla ordenada (R, G, B) de niUmeros inteiros entre esses limites
(143; 144). No caso do processamento nesse estudo, foi considerada apenas a
componente G da qual foram obtidas as médias de intensidade e desvios padrao de
cada pixel da imagem, sendo esses valores representativos da fluorescéncia média
de cada amostra. Utilizando o programa Excel, foram calculadas as médias de
intensidade de fluorescéncia em cada grupo juntamente com o desvio padréao para a

determinacao da intensidade de fluorescéncia observada.

4.4. Simulacdo do processo de céarie inicial in vitro

Para simular os efeitos dos tratamentos na progresséo de lesGes de cérie,
foi necessaria a desmineralizacéo inicial das amostras visando-se criar uma lesdo de

carie subsuperficial inicial com profundidade aproximada de 95 uym (145).

Para tal, todas as amostras do presente estudo foram aderidas em placas
de cera tipo 7 de uso odontologico (Tecnew, Brasil) e, em seguida, tiveram as
regides protegidas com o verniz acido resistente e recobertas cuidadosamente com
uma fina camada dessa cera. Objetivando manté-las submersas na solucao
desmineralizante durante todo o processo, essas placas foram adaptadas 2 a 2, em
suporte metalicos ,0s quais foram confeccionados com fio ortodéntico de 0,8 mm de

diametro (Morelli, Brasil), conforme Figura 20. Assim, as amostras foram
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desmineralizadas em grupos, permitindo que todas elas fossem colocadas e

retiradas da solugdo ao mesmo tempo.

O processo de simulacdo de carie inicial in vitro consistiu na submerséo
das 60 amostras, por 32 horas, em estufa a 37°C, numa solugéo desmineralizante,
constituida por 1,4 mM de calcio, 0,91 mM de fosfato e 0,06 ug F/mL, em tampéo
acetato 0,05 M com pH 5,0 (2mL de solucdo/mm? de substrato exposto, 16 ml por
amostra) (145). ApOs esse periodo, as amostras foram lavadas com agua
deionizada e secas delicadamente com papel absorvente. As amostras com lesdo
de carie subsuperficial inicial assim obtidas foram mantidas em ambiente Umido sob

refrigeracao.

Figura 20 — Inducdo do processo de desmineralizagéo inicial. A - amostras aderidas em
cera tipo 7 adaptada em suporte metalico confeccionado com fio ortoddntico;
B - amostras sendo submetidas ao processo de desmineralizagéo inicial,
simulando in vitro, o processo de céarie. Foram utilizados 2 mL de solug&o por
mm? de 4rea da amostra exposta, totalizando 16 mL por cada amostra.

4.5. Tratamentos para prevencao da progressao do processo de cérie

radicular

Apos a desmineralizacao inicial, as 60 amostras de dentina radicular foram

aleatoriamente separadas em 6 grupos experimentais (n = 10), a saber:

G1- Grupo carie inicial: grupo sem tratamento, o qual ndo foi submetido a ciclagem
de pH;
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G2 - Grupo cariado sem tratamento (grupo controle negativo): grupo sem

tratamento, submetido & ciclagem de pH.

G3 - Grupo FFA (grupo controle positivo)

As amostras desse grupo apds terem sua superficie suavemente secas
com papel absorvente, foram abundantemente cobertas, com o auxilio de cotonete,
com gel de fldor fosfato acidulado com 1,23 % de fldor, em pH que varia de 3,3 —
3,9, proporcionado pela presenca de 0,1M de acido fosférico (Fluor Gel, Dentsply,
Brasil), que permaneceu sobre elas por 4 minutos (4). Transcorrido esse tempo, 0s
blocos foram lavados com &gua destilada e deionizada por 1 minuto e secos com

papel absorvente.

G4 - Grupo Laser

Esse grupo recebeu irradiacdo com o equipamento laser de Nd:YAG,
pulsado Pulse Master 1000 (American Dental Technology, USA), do Laboratério
Experimental de Lasers em Odontologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sdo Paulo (Figura 21). Este laser emite comprimento de onda de
1,064 ym e possui um sistema de entrega de fibra Optica de quartzo de diametro
interno de 300 um. Devido ao fato de ser um laser com comprimento de onda
situado na faixa do espectro eletromagnético ndo visivel, esse equipamento se
utiliza de luz guia vermelha de um laser de He-Ne (A = 632 nm). No momento das
irradiacdes, o equipamento foi ajustado com poténcia média de 0,6 W, energia por
pulso de 60mJ, taxa de repeticdo de 10Hz e densidade de energia de 84,9 J/cm?
sendo as irradiages realizadas sob a forma de varredura manual, com tempo de
irradiacdo por amostra padronizado (91). No momento das irradiacfes, a energia
emitida foi verificada por um medidor de energia (Coherent FildMaster GS+ Detector
LM45; Coherent, USA), a cada 10 amostras irradiadas (Figura 21A).
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Visando aumentar a absorcdo do laser na superficie dental, uma pelicula
de fotoabsorvedor foi aplicada previamente as irradiacdes, o qual consistiu de uma
pasta de p6 de carvao vegetal finamente triturado, diluidas em uma solucédo de agua
destilada com etanol 50% (42) (Figura 21B). A aplicagdo do fotoabsorvedor foi
realizada imediatamente antes das irradiagbes, com pincel #1 sobre toda a
superficie a ser irradiada, consistindo de uma camada homogénea, conforme Figura
21C.

Figura 21 - Imagens relacionadas a irradiagéo laser realizada nesse estudo. A - verificacao
da energia emitida por meio de um medidor de energia; B - componentes da
pasta fotoabsorvedora; C - pasta de fotoabsorvedor sendo aplicada nas
amostras , previamente a irradiacdo; D - equipamento de laser de Nd:YAG
utilizado; E irradiagdo com laser de Nd:YAG sendo realizada sobre a superficie
das amostras de dentina radicular bovina.

G5 - Grupo Laser + FFA

Nesse grupo as amostras foram irradiadas, conforme descrito para o Laser
e entdo foi feita aplicagcéo tépica de flior conforme descrito para o Grupo FFA.
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G6 - Grupo FFA + Laser

Nesse grupo as amostras foram submetidas a aplicacéo topica de fluor,
conforme descrito para o Grupo FFA; em seguida, tiveram o fotoabsorvedor aplicado
sobre sua superficie e logo apds foram irradiadas, conforme descrito para o Grupo

Laser.

4.6. Simulacdo do desenvolvimento do processo de carie in Vvitro:
Ciclagem de pH

Nesse estudo, para possibilitar a simulagcdo da progressao das lesdes
iniciais de carie, as amostras foram individualmente submetidas a um modelo de
ciclagem de pH conforme modelo proposto por ten Cate & Duijisters (1982) (146),
modificado por Queiroz (2004) (145), por um periodo de 4 dias, visando-se evitar a
perda estrutural da superficie da dentina.

Desta forma, a solucdo desmineralizadora (Des) foi constituida de 1,4 mM
de célcio, 0,91 mM de fosfato e 0,06 pg F-/mL, em tampéo acetato 0,05 M com pH
5,0. A solucdo remineralizadora (Re) foi constituida de 1,5 mm de célcio, 0,9 mm de
fosfato, 150 mm de KClI e 0,05 ug F-/mL em 0,1 M de tampéo TRIS em pH 7,0. Para
a conservacao, evitando-se o crescimento de fungos, ao final do preparo da
guantidade necessaria, acrescentou-se, ao recipiente de armazenagem, a
guantidade de 0,64 gramas de Timol (Cromoline Quimica Fina Ltda, SP, Brasil) para
cada litro de solugéo.

Na Tabela 12, observam-se o0s reagentes utilizados no preparo da
solucdo, sua férmula quimica, peso molecular, constituinte fornecido na ordem de
adicao para o preparo da solucdo, quantidade usada para o preparo de 1 litro da

solucédo e para qual solucao foi usada.
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Tabela 12 - Informagdes sobre composicao das solugbes Desmineralizante (Des) e
Remineralizante (Re) usadas nesse estudo.

Quantidade usada para o
Peso preparo de 1 litro de
Reagente Férmula quimica | molecular solugéo
(g/mol)
DES RE
. o 0,330 g 0,354 ¢
Nitrato de Calcio
tetrahidratade Ca(NO3),.4H,0 236,15 de de
reagente reagente
L 0,244 ¢g 0,2419
FOngfgédS?C%Od'o Naa(HPO).H,0 268,07 de de
reagente reagente
Cloreto de Potéssio KCI 74,55 11,182 g de
reagente
Padréo de fltor de ) ) O’%‘?L O,Sd(;nL
100 ppm reagente reagente
Tampdo &cido acético 2869
; CH3;COOH 60,05 de
glacial
reagente
Tampéo TRIS NH,C(CH,0H)s 121,14 12,114 g de
regente
HCl a 20%
pH NaOH a 20% (com - 50 7,0
H20 d.d)

O processo de ciclagem de pH (145) consistiu na submerséao dos blocos
na solucédo Des por um periodo de 4 horas, sendo utilizadas 6,25 mL de solucao por
mm? de amostra. Apds esse periodo, as amostras eram retiradas da solucdo Des,
lavadas abundantemente com jato de &gua deionizada por 10 segundos, secas
delicadamente com papel absorvente, e submersas na solucdo Re por um periodo
subsequente de 20 horas, sendo utilizada 3,12 mL de solucdo Re por mm? de
amostra. O esquema da ciclagem de pH utilizado no presente estudo encontra-se na
Figura 22.

As amostras foram submetidas ao procedimento de ciclagem separadas
por grupos, sendo empregado um recipiente plastico e uma placa de cera 7 para
cada grupo experimental. Os recipientes com as amostras eram mantidos em
temperatura constante a 37 ° C, sem agitacdo e, durante o periodo de ciclagem
proposto, ndo houve troca de solugcdes. No final da ciclagem de pH, as amostras
foram removidas da placa de cera 7 empregadas durante a ciclagem,
acondicionadas em recipientes com divisérias individuais e identificadas, separados
por grupo e mantidas em ambiente fechado, Uumido e sob refrigeracdo até o

momento das analises.



Ciclagem de pH

L. .
Lavagem

B

3,12 mL/ bloco
1,5 mM calcio

™ 0,91 mM
ucio fosfato
Soluga 0.06 ppm flaor
Des 0.05 M acetato
pHS5

54

SIMULAGAO DA PROGRESSAO DA LESAO DE CARIE

6,25 mL/ bloco
1,4 mM calcio

Lavagem

”

Avaliagbes das amostras em:

94

0,90 mM fosfato * Odias;
150 mM KCl . -
0.05 ppm flaor 4 dias;
0.1M TRIS

pH7

Figura 22: Diagramacdo do processo de simulagdo da progressdo de carie em
dentina radicular bovina realizado nesse estudo.

4.7. Analise da perda de microdureza seccional

A andlise de microdureza seccional foi efetuada para verificar os efeitos
dos diversos tratamentos na inibicdo da progresséo da lesdo de carie, tendo em
vista a alta correlacdo entre os valores de microdureza (0,91) e a perda mineral
medida por microtomografia (147). Para tal, esta analise foi efetuada imediatamente
apos inducdo de cérie incipiente no grupo sem tratamento e em todas as amostras

submetidas a ciclagem de pH.

Assim, as amostras foram seccionadas longitudinalmente, por utilizacédo
de disco diamantado sob refrigeragdo em cortadeira metalografica (Buehler,USA),
com corte localizado proximo a uma das bordas das lesbes, buscando-se preservar
a integridade das lesBes o maximo possivel. Em seguida, as lesdes seccionadas
foram embutidas em resina acrilica termicamente ativada (Vipi Cril, Brasil), com a
face seccionada voltada para baixo, com auxilio de embutidora metalografica PRE-

31 (Arotec, Brasil). Para o embutimento, os ciclos foram padronizados em 7 minutos
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de aquecimento, com pressdo mantida entre 125-150 Kgflcm? , seguido por 9
minutos de resfriamento. As amostras assim embutidas foram planificadas e polidas,
utilizando-se lixas de granulacéo 400, 600 e 1200 (Buehler, USA), assim como pasta

de polimento de diamante de granulagéo de 1 um e disco de feltro (Buehler, USA).

Apés o polimento, as amostras foram submetidas a analise de
microdureza seccional Knoop, utilizando-se o microdurémetro Microscopic
HardenessTester — HV-1000 (Huatec Group Corporation, China) com ponta de
indentacao do tipo Knoop (Figura 23A). Para tal, em cada amostra, foram realizadas
trés linhas de 19 indenta¢gdes, com 10 ym de distancia entre elas (até 80 ym de
profundidade) e com 20 ym de distancia até 300 ym de profundidade (Figura 23B).
Estas linhas foram posicionadas na regiao central de cada amostra, de acordo com
o determinado na literatura (50; 145).Entre as linhas, a distancia padronizada foi de
100 ym, sendo todas as indentacfes realizadas com carga de 10 g durante 5
segundos (134; 145). Foi realizada a medida da maior diagonal de cada indentacéo
utilizando o microscépio Olympus BX51M (Olympus,Japéo), com aumento de 1000X,
através do software Belview (Bel Phothonics,EUA) (Figura 23C) . Esses valores
foram inseridos numa planilha Excel e utilizando a férmula para calculo especifica
de dureza Knoop (American Nacional Bureau, 1939) foi obtido o KHN (Knoop

Hardness Number) de cada indentacéo, de acordo com a equacao 8 (148):
KHN = F/CL? [8]

onde F é a carga aplicada em Kgf ( nesse caso 0,01), C é a constante do penetrador
( 0,07028) e L é o comprimento medido da diagonal maior da impressdo em mm.
Para cada amostra, foi obtida a média do KHN das trés colunas, em cada

profundidade.

Esses dados foram transportados para planilhas, onde foram calculadas
as médias dos valores em cada profundidade, para cada grupo. A plotagem dos
valores de microdureza Knoop, relacionados a profundidade nas quais foram
obtidos, permitem o tracado de uma curva caracteristica da lesdo de cada amostra
ou grupo. Dessa forma, € possivel o calculo da perda de microdureza de cada
amostra, correspondente a area sob a curva tracada. Também ¢ feita a projecao do

perfil mineral da parte da amostra considerada higida e o calculo da area sob essa
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curva. Assim, a area de perda de microdureza (AS) correspondera a diferenca entre

a area do tecido higido e a area do tecido cariado (149) (Figura 24).
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Figura 23 - Imagens relacionadas a analise de microdureza seccional realizada nesse
estudo. A - microdurdmetro indentando as amostras embutidas em resina
acrilica; B - imagens de microscopia ( aumento de 200X) das indentacbes e
distancias utilizadas; C - imagens de microscopia da medicdo da maior
diagonal das endentacdes (aumento de 1000X).
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Figura 24 - llustracdo do parametro (AS), correspondente a diferenca da area da
projecéo de cada amostra higida e a area da amostra cariada.

Vale ressaltar que néo foi realizado o calculo da perda mineral a partir do
calculo do Delta S, tendo em vista a discrepancia encontrada na literatura a respeito
da forma de converséo dos dados de Delta S em perda mineral (147; 150)
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4.8. Forma de andlise dos resultados

Andlise de FTIR

Para comparacao entre os grupos experimentais foi realizada uma analise
semi-quantitativa para a qual as areas sob as bandas de absorcdo de interesse
foram calculadas e normalizadas pela area sob a banda do fosfato, tendo em vista
gue este € o componente mais estavel da dentina quando ocorre um aumento de

temperatura.

Para a analise estatistica dos dados composicionais da dentina, os testes
foram realizados separadamente para cada banda de absorcdo considerada, ao
nivel de significancia de 5%. No caso de comparacao de apenas 2 grupos por vez
(grupos sadio x cariado), foi empregado o teste t de Student para dados que tinham
variancias com distribuicdo normal. Para os dados com distribuicdo n&o normal foi

realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, utilizando-se os dados puros.

Na segunda fase, para a comparacdo entre os grupos de tratamento,
primeiramente foram testados o0s pressupostos para a realizacdo da andlise de
variancia; assim, foram realizados os testes de normalidade e homogeneidade das
variancias, executando-se os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente,
sempre ao nivel de significancia de 5%. Testados estes pressupostos, para cada
grupo de tratamento, foi empregada a analise de variancia (ANOVA), com teste post-
hoc de Tukey, ao nivel de significAncia de 5%, para dados cujas variancias
apresentaram distribuicdo normal. Para os dados cujas variancias apresentaram
distribuicdo ndo normal, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls para contraste, ao nivel de

significancia de 5%.
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Analise de fluorescéncia

Em um estudo piloto, foi observado que a amostra referéncia, apesar de
ser a mesma em todas as imagens, apresentava uma variacdo na intensidade de
fluorescéncia entre as varias imagens obtidas, as quais provém da imprecisdo do
instrumento, ou até mesmo da flutuacdo estatistica dos dados (dada pelo desvio
padrdo) a serem considerados para o calculo da média em um grupo. Desse modo,
guando se faz medicOes a fim de chegar indiretamente a outras grandezas, essas
incertezas precisam ser levadas em conta, e a forma de se calcular a incerteza final
da grandeza encontrada indiretamente é através do uso da “Teoria de Propagacéo

de Erro Experimental” (151).

Como o proprio grupo controle apresenta uma variacdo na fluorescéncia,
o calculo do indice & proposto para excluir qualquer variagdo de sinal presente
simultaneamente nas amostras experimental e controle. Assim, o indice representa
a relacdo entre a média de intensidade de fluorescéncia do grupo considerado
(grupo experimental) e a média de intensidade de fluorescéncia do controle (aqui
representado pelo grupo formado pelos dados obtidos da mesma amostra
referéncia). Sendo assim, nesse estudo foi usada a média do indice de propagacéao
de erro de cada grupo (Ind) e o desvio padrao desse indice para a construcdao dos
gréficos de barras e das barras de erro, respectivamente.

ApoOs os calculos dos valores de indice e desvio padréo do indice de cada
grupo experimental, partiu-se para a andlise estatistica dos dados, considerando-se
os valores de indice. Primeiramente foram testados os pressupostos para a
realizacdo da analise de variancia; assim, foram realizados os testes de normalidade
e homogeneidade das variancias, executando-se os testes de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente, sempre ao nivel de significancia de 5%. Testados estes
pressupostos, para cada grupo de tratamento, foi empregada a analise de variancia
(ANOVA), com teste post-hoc de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. Utilizou-se

0 programa IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Ins., EUA). Nos grupos cujas variancias
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tiveram distribuicdo ndo-normal, foi executado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis e teste de Student-Newman-Keuls para contraste, ao nivel de significancia de
5%.

Analise de microdureza seccional

Como os dados relativos as médias das areas de perda de microdureza
seccional apresentaram variancia com distribuicdo n&o normal, foi realizado o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls

para contraste, ao nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise composicional

A Figura 25 representa os espectros médios de p-ATR/FTIR obtidos de

amostras de dentina radicular bovina sadias e com desmineralizagdo inicial

(imediatamente antes dos tratamentos), nos quais podem ser observadas, nas

mesmas posi¢cdes, nos dois espectros, as bandas de absor¢cdo no infravermelho

localizadas entre 750 cm™ a 1800 cm™, as quais permitem a identificacéo de grupos

funcionais especificos do tecido dentinario, correspondentes ao conteudo organico e

inorgéanico.

Intensidade (u.a.)
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Figura 25 - Espectros médios de YATR/FTIR, normalizados vetorialmente, de dentina

radicular bovina sadia e submetida ao processo de desmineralizacao inicial.
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A Figura 26 mostra os resultados da analise semi-quantitativa do grupo
sadio e do grupo carie inicial, onde se observa uma variacdo na relacdo entre as
areas sob as bandas de absorcdo. Pode-se evidenciar que houve uma significativa
(p<0,05) diminuicdo na area correspondente a vibracéo v, carbonato em relacdo ao
conteudo de fosfato, mas que a proporc¢ao referente aos grupos amidas (1,11 e Ill) em
relacdo ao fosfato aumentaram significantemente (p<0,05) no grupo cariado. Tendo
em vista que o teor de carbonato e de fosfato esta relacionado ao contetdo
inorganico do tecido e que o teor de amidas esta relacionado ao contetdo orgéanico,
observa-se, neste processo de desmineralizagao inicial da dentina, uma perda do

conteudo inorganico e uma maior exposi¢cao do contetdo organico da dentina.

Grupo sadio x cariado
W Sadio Cariado
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Figura 26 - Comparacéo entre as areas sob as bandas de absorcdo no infravermelho,
apos normalizacdo pela &rea do fosfato, entre o grupo sadio e o grupo
submetido a criacdo de lesdo de carie incipiente. As barras indicam erro -
padrdo. Letras distintas indicam médias significantemente diferentes
(p < 0,05) de acordo com os testes t de Student ou Mann-Whitney. Dados
nao transformados.
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Os gréficos das Figuras 27 e 28 mostram a média dos espectros de
absorcao no infravermelho das amostras de dentina radicular bovina dos diferentes
grupos experimentais imediatamente ap0s os tratamentos, bem como do grupo com
amostras sadias. Foi possivel identificar todas as bandas pretendidas em todos os
grupos estudados, nao sendo observada nenhuma nova formagdo ou
desaparecimento de bandas. Pode-se verificar uma diminuicdo da intensidade da
banda de absorcéo relativa ao vsfosfato nos grupos que tiveram aplicagéo topica de
FFA, independente de haver ou néo irradiacdo laser (linhas azul, vermelha e
magenta). No grupo com apenas irradiacéo laser (linha laranja) essa intensidade
variou menos, havendo uma aparéncia semelhante a do grupo cariado, ou seja, uma
pequena reducdo na area relativa ao fosfato, em relagdo ao grupo sadio. Em
contrapartida, observa-se que a intensidade das areas sob a banda de absorcéo
relativa as amidas Il e | apresenta-se maior nos grupos com aplicacéo tépica de FFA
em comparacdo com aqueles que nao tiveram tal aplicacdo, assim como provavel
diminuicdo da intensidade das areas referentes as diferentes bandas de vibracédo do

carbonato.
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Figura 27 - Média dos espectros de infravermelho obtidos, utilizando-se a técnica de
MATR, de amostras de dentina radicular bovina desmineralizadas e

submetidas aos diferentes tratamentos propostos. Espectros normalizados
vetorialmente. Regido compreendida entre 800 cm™ e 1900 cm™.
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Figura 28 - Média dos espectros de infravermelho obtidos, utilizando-se a técnica de pATR,
de amostras de dentina radicular bovina desmineralizadas e submetidas aos
diferentes tratamentos propostos. Espectros normalizados vetorialmente. Regido
compreendida entre 1185 cm™ e 1900 cm™.
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Os gréaficos das Figuras 29 a 33 mostram os resultados da andlise
composicional semi-quantitativa da dentina radicular, obtida pela razdo entre os
valores das areas sob as referidas bandas de absorcdo em relacdo a area sob a
banda de absorcdo do fosfato. E possivel observar que houve um aumento
estatisticamente significativo da propor¢cdo amida l/fosfato em todos os grupos que
tiveram aplicacdo de FFA, independente se acompanhados ou ndo de irradiacdo
laser (Figura 29); entretanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) entre a proporcao amida/fosfato obtida no grupo apenas

irradiado em comparac¢do com o grupo cariado.

A érea relativa a banda de absorcdo correspondente ao conteddo de
amida 2+carbonato se apresenta significantemente aumentada nos grupos com
aplicacdo do gel de FFA isoladamente (Grupo G3) ou imediatamente apos irradiacdo
laser (Grupo G5) em relacdo ao grupo cariado (Figura 30). A irradiacdo laser
isoladamente ou imediatamente apds a aplicacdo de FFA ndo promoveu alteracdes

significativas na proporcédo (amida2+fosfato)/fosfato em comparacdo com o grupo

cariado.
Amida 1
. 04
=
3'_ 0,35 T
o
E 0,3
8
v (0,25
L
a2 0.2
[1-]
E 0,15
£ 0,1
S
S 0,05
[1-]
L
< 0
sadio cariado laser laser + FFA FFA + laser

Figura 29 - Comparacdo entre as areas sob a banda de absorcdo de amida 1, apos
normalizagcdo pela area do fosfato, entre os grupos de tratamento do
presente estudo. As barras indicam erro padrdo. Letras distintas indicam
médias significantemente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Amida 2 e carbonato
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sadio cariado laser laser + FFA FFA + |aser

Area normalizada pelo fosfato

Figura 30 — Comparacdo entre as areas sob a banda de absorcdo de amida 2 e
carbonato, ap6s normalizacdo pela area do fosfato, entre os grupos de
tratamento do presente estudo. As barras indicam erro padrdo. Letras
distintas indicam médias significantemente diferentes (p < 0,05) de acordo
com o teste de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.

Amida 3
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sadio cariado FFA laser laser + FFA FFA + laser

Area normalizada pelo fosfato

Figura 31 - Comparacédo entre as areas sob a banda de absor¢cado da amida 3, apés
normalizacdo pela area do fosfato, entre os grupos de tratamento do
presente estudo As barras indicam erro padrdo. Letras distintas indicam
médias significantemente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.



106

v, e v, carbonato

0.1

: I I I I I E

sadio cariado laser laser + FFA FFA + laser

o
[=]
o

o
[
B

o
o
%]

Area normalizada pelo fosfato (u.a.)

o

Figura 32 - Comparagédo entre as areas sob a banda de absor¢éo do v; e v, carbonato,
apos normalizacao pela area do fosfato, entre os grupos de tratamento do
presente estudo. As barras indicam desvio-padrdo. Letras distintas indicam
médias significantemente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Figura 33 - Comparacéo entre as areas sob a banda de absorcédo v, carbonato, apés
normalizacdo pela area do fosfato, entre os grupos de tratamento do
presente estudo. As barras indicam desvio-padrdo. Letras distintas indicam
médias significantemente diferente (p < 0,05) de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Em relacdo ao conteudo de amida Ill em relacdo ao fosfato (Figura 31),
observa-se que nenhum tratamento proposto propiciou a alteracao significativa desta
proporcdo em relagdo ao grupo apenas cariado. O mesmo se observa em relacao a
proporcao de vs e v4 carbonato/fosfato (Figura 32). Contudo, em relacéo a proporcao
de v, carbonato/fosfato (Figura 33), é possivel observar que nenhum dos
tratamentos propostos alterou significativamente esta propor¢do em relacdo ao
grupo sem tratamento (apenas cariado). Na comparagcao entre os grupos, detectou-
se que a aplicacdo de FFA diminuiu significativamente a proporcao v,
carbonato/fosfato em relacéo a irradiacdo laser (p = 0,04); contudo, esta reducéo
nao foi estatisticamente significativa em comparagdo com 0S grupos que tiveram a
associacao dos tratamentos (p = 0,1 para a comparagdo com o grupo laser + FFA e

p = 0,57 para a comparacao com o grupo FFA + laser).

Visando-se avaliar se os componentes do gel de FFA empregado no
presente estudo interferem nos espectros de FTIR obtidos, foi tomado um espectro
do gel isoladamente, o qual foi depositado sobre o cristal de ATR/FTIR. Na Figura 34
pode ser observado o espectro do FFA obtido por FTIR-ATR sobreposto ao de
dentina radicular bovina sadia, no qual podem ser observadas varias bandas de
absorcao, no espectro do FFA, na regido entre 1000 cm™ e 1700 cm™ coincidentes

com os picos das amidas | e Ill e amida II+Carbonato.

z A = Dientina5 adis E B = Dentina sadia
—FFA — FFA

Intensidadelu.a.)
Irntensidade (u.a)

Figura 34 - Espectros obtidos por ATR-FTIR. A - espectro do gel de FFA empregado no
presente estudo sobreposto ao espectro de dentina sadia; B - destaque para a
regido onde sdo evidenciadas bandas de absorcdo intensas na regido
compreendida entre 1000 a 1750 cm™. Espectros normalizados vetorialmente.
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5.2. Andlise da imagem de fluorescéncia

Quando excitada com radiacdo com comprimento de onda de 405 nm,
observou-se que a dentina radicular bovina prioritariamente fluoresce na regido
espectral do verde (492 < A < 577nm). A Figura 35 ilustra uma imagem de
fluorescéncia de duas amostras de dentina higida avaliadas pelo SIF no presente
estudo. Pode-se observar fluorescéncia nas amostras evidenciada pelo maior brilho

esverdeado das mesmas.

Dentina

PR

Verniz

protetor N
&

Amostras de dentina sadia

Figura 35 - Imagens digitais da fluorescéncia de duas amostras de dentina radicular bovina
sadias, feitas pelo SIF.

Para a realizacdo das analises das imagens de fluorescéncia, foram
necessarios testes para a determinagdo de uma amostra de referéncia, assim como
para a padronizacdo da tomada das imagens, cujos resultados estdo descritos nos

itens a seguir.

5.2.1. Escolha da amostra para referéncia

Para a andlise das imagens de fluorescéncia, foi necesséria a utilizacao de
uma amostra referéncia que se mantivesse constante em todo o experimento, tendo

em vista a necessidade de se ter uma mesma amostra para normalizacdo dos
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dados. Para tal, foram tomados dados de intensidade média de fluorescéncia de

dez amostras de dentina sadia.

No presente estudo, a intensidade meédia da fluorescéncia de amostras
sadias variou de 0,36 a 0,73 u.a.( unidades arbitrarias), com intensidade média de
0,47, considerando a escalade 0 a1 (Tabela 13). Assim, foi selecionada a amostra
GS8 para tal, tendo em vista que a intensidade de fluorescéncia desta amostra foi a
gue mais se aproximou da média de intensidade do grupo sadio (Tabela 13)

Tabela 13 - Intensidade média da fluorescéncia emitida por 10 amostras de dentina sadia.

Média da fluorescéncia por Desvio Padrao da fluorescéncia por
Amostra amostra amostra
GS1 0,404 0,03
GS2 0,377 0,04
GS3 0,527 0,05
GS4 0,574 0,05
GS5 0,456 0,04
GS6 0,730 0,06
GS7 0,400 0,04
GS8 * 0,463 0,04
GS9 0,357 0,05
GS10 0,411 0,03
Média de fluorescéncia do grupo 0,470 0,04

*Amostra usada como referéncia devido ao fato de seu valor médio de intensidade de fluorescéncia
ser o mais préximo ao valor da intensidade média de fluorescéncia do grupo.

5.2.2. Padronizacédo do grau de hidratacdo da amostra referéncia

7

Tendo em vista que o tecido dentindrio € bastante susceptivel a
desidratacdo, foi necessaria a execucdo de experimento piloto visando-se
padronizar o grau de hidratacdo da amostra a ser utilizada como referéncia, visando-
se evitar alteragbes expressivas nos dados obtidos. Para tal, foram empregadas 2
amostras de dentina higida, as quais foram submetidas a diferentes procedimentos

prévios a tomada da imagem de fluorescéncia:

1 — amostra Umida: amostra retirada do recipiente com algodao estéril

umedecido sob refrigeragdo e imediatamente submetida a leitura pelo SIF;
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2 — amostra seca com papel: amostra retirada do ambiente Umido sob

refrigeracédo, seca com papel absorvente sob friccdo e submetida a leitura por SIF;

3 — amostra exposta por 30 minutos: amostra retirada do ambiente Umido

e deixada exposta ao ar livre por 30 minutos e depois submetida a leitura por SIF;

4 — amostra exposta por 1 hora: amostra retirada do ambiente imido e

deixada exposta ao ar livre por 1 hora e depois submetida a leitura por SIF;

5 - amostra exposta por 1 hora e 30 min: amostra retirada do ambiente
umido e deixada exposta ao ar livre por 1h30min e depois submetida a leitura por
SIF.

Foi observado que a hidratacdo das amostras interferiu na intensidade da
fluorescéncia da dentina, fato evidenciado nas imagens de fluorescéncia da Figura
36 . Pela Tabela 14, é possivel evidenciar que, apesar dos valores iniciais diferentes,
as duas amostras apresentam comportamento semelhante em relagdo ao aumento
da intensidade de fluorescéncia com o decorrer do tempo: quanto maior o grau de
hidratagdo da amostra, menor o valor de fluorescéncia média e menor intensidade

de fluorescéncia.

Tabela 14 - Teste de hidratacdo realizado com amostras de dentina radicular bovina
variando-se o grau de hidratacédo relacionado com a secagem das mesmas.

Amostras Sadias - Diferentes hidratacbes

Amostra 1 Amostra 2
Média Desvio Média . .
Fluorescéncia Padréo Fluorescéncia Desvio Padrao
Inicio:umida 0,540 0,027 0,468 0,061
Seca com papel 0,718 0,048 0,549 0,051
30 minutos* 0,777 0,064 0,662 0,062
1 hora* 0,781 0,071 0,659 0,067
1h30min* 0,801 0,058 0,669 0,059

(*) Tempo de exposicdo ao ambiente.
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'Y

Amostras imidas Amostras secas com papel absorvente

Amostras expostas no ambiente por 30 minutos Amostras expostas no ambiente por 60 minutos

Amostras expostas no ambiente por 90 minutos

Figura 36 - Imagens de fluorescéncia obtidas de amostras de dentina radicular com varios
graus de hidratacdo. Os numeros correspondem a numeracao dada as amostras
empregadas de acordo com a Tabela 14.
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De acordo com os dados obtidos, optou-se por realizar os experimentos
com SIF empregando-se a amostra referéncia e as amostras tratamento
imediatamente apés retirada do ambiente iumido e secas com papel absorvente.
Como a amostra referéncia é sempre a mesma, ela foi empregada na leitura de um
grupo experimental de 10 amostras (cujo tempo de leitura ndo ultrapassava 15
minutos), retornando ao ambiente Umido sob refrigeracdo por um periodo de 2
horas. Apos este periodo, foram tomadas as leituras de outras 10 amostras e assim

sucessivamente.

5.2.3. Analise das imagens de fluorescéncia das amostras com carie inicial

A Figura 37 mostra uma imagem representativa de fluorescéncia de uma
amostra de dentina ap6s 32h de desmineralizacdo, em compara¢cdo com a amostra
sadia empregada como referéncia (amostra GS8, Tabela 13). Pode-se observar que,
na amostra desmineralizada, ocorre uma suave diminuicdo do brilho caracteristico
da fluorescéncia. O processamento das imagens confirmou essa observacao, pois
enquanto o tecido sadio apresentou uma intensidade média de fluorescéncia no
grupo de 0,50 u.a., variando de 0,476 a 0,519 u.a., o tecido desmineralizado
apresentou fluorescéncia média no grupo de 0,38 u.a., variando de 0,263 a 0,495
u.a., com Ind= 0,761 e AInd=0,23, conforme Tabela 15.

Dentina sadia Dentina com

(referéncia) desmineralizacéo inicial

Figura 37 - Imagem de fluorescéncia de uma amostra de dentina radicular bovina com
desmineralizag&o inicial por 32h (a direita), em compara¢do com a amostra
referéncia (a esquerda).
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Tabela 15 - Tabela com valores de fluorescéncia média emitidas por 10 amostras
desmineralizadas por 32h.

Imagem de Intensidade Desvio Padrao Intensidade Desvio Padrao Ind Alnd
Fluorescéncia amostra amostra amostra amostra amostra amostra
Referéncia Referéncia Experimental Experimental Experimental Experimental

1 0,476 0,036 0,360 0,020 0,952 0,024

2 0,482 0,036 0,348 0,035 0,6952 0,031

3 0,487 0,036 0,263 0,032 0,5254 0,026

4 0,489 0,035 0,495 0,076 0,9890 0,058

5 0,487 0,049 0,465 0,047 0,9294 0,042

6 0,517 0,041 0,338 0,041 0,6756 0,034

7 0,516 0,041 0,306 0,023 0,6128 0,024

8 0,511 0,044 0,380 0,034 0,7604 0,032

9 0,519 0,038 0,374 0,042 0,7471 0,036

10 0,515 0,041 0,478 0,035 0,9558 0,037

Média aritmética 0,500 0,040 0,381 0,039 0,761 0,034
do grupo

Indice de propagacdo de erro experimental do grupo = 0,761 e (AlInd) = 0,237

5.2.4. Anéalise das imagens de fluorescéncia das amostras ap0s tratamentos
e apos ciclagem de pH

O Ind, Alnd das amostras de cada grupo experimental nos diversos
momentos de analise de fluorescéncia estdo especificados na Tabela 16. Pode-se
evidenciar que com a progressao do processo de desmineralizagdo houve
acentuada diminuicdo do valor do Ind no grupo sem tratamento. No grupo FFA o
valor do Ind foi mantido, contudo no grupo laser houve diminuicdo desse valor.
Entretanto a associagdo de tratamentos apresentou resultados divergentes, sendo
gue no grupo laser + FFA houve discreto aumento e no grupo FFA + Laser houve

uma acentuada diminui¢ao no valor do Ind.
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Tabela 16 - Valores de Ind, Alnd da intensidade de fluorescéncia das amostras, de cada
grupo experimental, nos varios tempos de analise de fluorescéncia do presente

estudo.

Grupo Apo6s desmineralizagdo inicial | Apds 4° dia de ciclagem
experimental Ind A Ind Ind Alnd
Cariado (G1) 0,761 0,237
Cariado (G2) 0,761 0,237 0,502(G2) 0,430

FFA 0,546 0,395 0,547 0,311

Laser 0,771 0,243 0,614 0,278
Laser + FFA 0,804 0,223 0,813 0,198
FFA + Laser 0,909 0,199 0,764 0,272

Grupo sadio —> Ind = 0,963, Alnd =0.208

A Figura 38 apresenta imagens de fluorescéncia de todos os grupos
experimentais deste estudo imediatamente ap0s os tratamentos e apos 4 dias de
ciclagem de pH. E possivel observar que a intensidade de fluorescéncia diminui com
o decorrer do tempo para todos os grupos em relagdo a amostra referéncia. Esse
processo pode ser também observado na Figura 39, grupo cariado, onde se observa
ter havido uma diminuicdo significativa no valor de indice de fluorescéncia das
amostras apos desmineralizacao inicial e apos ciclagem de pH em relacdo ao grupo
sadio (p<0,05); contudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as
intensidades de fluorescéncia obtidas nas amostras com cérie incipiente em relagcéo

as amostras submetidas a ciclagem de pH (p>0,05).



Grupo Cariado
(Apos tratamentos)

Grupo FFA
(Ap0s tratamentos)

Grupo laser
(ApOs tratamento)

Grupo laser+FFA
(ApoOs tratamento)

Grupo FFA+laser
(Apos tratamento)
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Grupo Cariado
(DES 4 dias)

Grupo FFA
(DES 4 dias)

Grupo Laser
(DES 4 dias)

Grupo Laser + FFA
(DES 4 dias)

Grupo FFA+laser
(DES 4 dias)

Figura 38 - Imagens de fluorescéncia de dentina radicular bovina obtidas pelo SIF em dois
momentos distintos no decorrer do processo de simulacdo da progressdo de

carie, nos grupos experimentais G2 a G6.
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Figura 39 - Média dos indices obtidos a partir das imagens de fluorescéncia para o grupo
sem tratamento, nos diferentes tempos experimentais. As barras indicam
erro padrdo. Letras diferentes indicam médias estatisticamente distintas de

acordo com o teste de Tukey.

A Figura 40 ilustra os valores médios de indice obtidos para as amostras
submetidas a aplicagdo topica de FFA, dos diferentes tempos experimentais. Pode-
se evidenciar que a aplicacdo de FFA promove uma reducdo significativa na
fluorescéncia em relagcédo ao grupo apenas com carie incipiente (p = 0,03). Contudo,
apos a ciclagem de pH, observa-se nao haver alteracbes na fluorescéncia em

relacdo ao grupo apos tratamento (p = 0,95).

Grupo FFA

1.2

=
oo

Indice (u.a.)

=
iy

o
[N

sadio carie incipiente apos tratamento 4 dias de ciclagem

Figura 40 - Média dos indices obtidos a partir das imagens de fluorescéncia para o grupo
tratado com flaor fosfato acidulado (FFA), nos diferentes tempos experimentais
As barras indicam erro padrao. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente distintas de acordo com o teste de Tukey.
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A andlise dos efeitos da irradiacdo laser sobre a fluorescéncia das
amostras encontra-se na Figura 41. Observa-se que a irradiacdo laser nao
promoveu alteracOes significativas na fluorescéncia em relacdo a fluorescéncia
emitida pelas amostras com cérie incipiente (p = 0,89). Ainda assim, observa-se nao
haver diferencas significativas entre o indice de fluorescéncia emitido apds a

ciclagem de pH em relacdo ao periodo apos tratamento (p = 0,14).

Os efeitos da associagao dos tratamentos no indice de fluorescéncia estéao
ilustrados nas Figuras 42 e 43. Observa-se que a irradiagdo laser, quando efetuada
previamente a aplicacdo tépica de FFA, ndo propicia alteracGes significativas na
fluorescéncia quando comparada ao grupo com carie incipiente (p = 0,56); ainda
assim, nao foram evidenciadas alteracfes estatisticamente significantes apos
ciclagem de pH (p = 0,82). A irradiacdo laser efetuada apds a aplicagdo topica de
FFA nao promove alteracdes significativas na fluorescéncia emitida em relacdo ao
grupo apenas com carie incipiente (p = 0,31), assim como nao ha diferenca
estatisticamente significante em relagcdo ao grupo sadio (p = 0,06). Apos a ciclagem
de pH, contudo, observam-se alteragBes significativas apenas em relacdo as

amostras sadias (p = 0,01).

Grupo laser

1.2

=
oo

Indice (u.a.)

&
~

o
o

sadio carie incipiente  apos tratamento 4 dias de ciclagem

Figura 41 - Média dos indices obtidos a partir das imagens de fluorescéncia para o grupo
irradiado com laser de Nd:YAG, nos diferentes tempos experimentais. As
barras indicam erro padrao. Letras diferentes indicam médias estatisticamente
distintas de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls.
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Grupo Laser + FFA
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Figura 42 - Média dos indices obtidos a partir das imagens de fluorescéncia para o grupo
Laser + FFA, nos diferentes tempos experimentais. As barras indicam erro
padrdo. Letras diferentes indicam médias estatisticamente distintas de acordo
com o teste de Student-Newman-Keuls.

Grupo FFA + laser
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Figura 43 - Média dos indices obtidos a partir das imagens de fluorescéncia para o grupo
FFA + laser, nos diferentes tempos experimentais. As barras indicam erro
padrdo. Letras diferentes indicam médias estatisticamente distintas de acordo
com o teste de Student-Newman-Keuls.
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Quando se analisa os graficos comparativos dos diversos grupos
experimentais no decorrer do tempo mostrados nas Figuras 44 e 45, evidencia-se
gue, imediatamente apds os tratamentos, apenas a aplicacdo topica de FFA
promoveu diminui¢éo significativa no indice de fluorescéncia quando comparado ao
grupo com cérie inicial. Além disso, foi possivel observar que a irradiacdo laser
realizada apos a aplicacdo tépica de FFA foi o Unico tratamento que nado alterou
significativamente o indice de fluorescéncia em comparacdo com o grupo sadio
(Figura 44). Apés a ciclagem de pH, observa-se que apenas 0s grupos que tiveram a
associacdo de tratamentos (laser + FFA e FFA + laser) propiciaram aumento
significativo no indice de fluorescéncia em comparacdo com 0 grupo apenas com
cérie incipiente (p = 0,008 e p = 0,013, respectivamente), enquanto que 0s
tratamento isolados ndo promoveram alteracGes significativas nos indices de
fluorescéncia em relacdo as amostras com cérie incipiente (p>0,05). Contudo,
ressalta-se que apenas o grupo Laser + FFA apresentou indice de fluorescéncia

similar ao apresentado pelas amostras sadias (p = 0,104).

Grupos imediatamente apos tratamentos

sadio carie incipiente laser laser + FFA FFA + laser
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Figura 44 - Média dos indices obtidos a partir das imagens de fluorescéncia para todos
0S grupos experimentais do presente estudo, imediatamente apds os
tratamentos. As barras indicam erro padrdo. Letras diferentes indicam
médias estatisticamente distintas de acordo com o teste de Student-
Newman-Keuls.
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Grupos apods ciclagem de pH
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Laser + FFA FFA + Laser
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Figura 45 - Média dos indices obtidos a partir das imagens de fluorescéncia para todos
0S grupos experimentais do presente estudo, no 4° dia de ciclagem de pH.
As barras indicam erro padrdo. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente distintas de acordo com o teste de Student-Newman-

Keuls.
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5.3. Analise por Microdureza Seccional

A Figura 46 mostra os valores de microdureza, em funcdo da
profundidade, obtidos nas amostras submetidas a desmineralizacdo inicial por 32h
(grupo G1) e comparando-se com 0 grupo sem tratamento submetido a posterior
ciclagem de pH (grupo G2). E possivel observar que ja na desmineralizac&o inicial
foram formadas lesdes de céarie com profundidade ao redor de 80 ym, sendo que a
partir dessa profundidade o valor de dureza Knoop (KHN) permaneceu com valor ao
redor de 50 nesse grupo, o que corresponde ao valor de um tecido sadio. No grupo
G2, observa-se que ndo houve um aumento na profundidade da lesdo de carie
formada, tendo em vista que os valores de microdureza Knoop tém comportamento
ascendente até 80 pum de profundidade, atingindo um patamar apos tal
profundidade. Contudo, observa-se, no grupo G2, maiores valores de microdureza
Knoop de 10 pum até 30 um de profundidade em comparacéo com o grupo G1.

A Figura 47 mostra os valores de microdureza Knoop em funcdo da
profundidade, obtidos apds a ciclagem de pH, para as amostras submetidas aos
tratamentos. Observa-se que o grupo com aplicacdo topica de FFA (G3) apresentou
maiores valores de microdureza seccional, em comparagdo com O grupo sem
tratamento (G2), em até 50 um de profundidade. Para o grupo irradiado, observa-se
um comportamento similar ao grupo sem tratamento nos primeiros micrometros de
profundidade; contudo a partir de 40 ym, as amostras irradiadas apresentaram
menores valores de microdureza quando comparadas ao grupo sem tratamento,
porém, as diferencas entre estes dois grupos desaparecem a partir de 100 ym de
profundidade. Por esse grafico, também é possivel observar que a associacao de
tratamentos, Laser + FFA ou FFA + Laser, grupos G5 e G6, respectivamente,
propiciou um aumento nos valores de microdureza seccional em até 70 ym de
profundidade quando comparadas ao grupo sem tratamento (G2), sendo as maiores
diferencas encontradas no grupo FFA + Laser, o qual também apresentou aumento
nos valores de microdureza seccional em relacédo ao grupo FFA em até 80 uym de

profundidade.
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Progressao da lesao de carie
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Figura 46 - Média dos valores de microdureza Knoop (Knoop Hardness Number — KHN), de
acordo com a distancia de superficie, comparando-se as amostras com carie inicial e
aquelas submetidas a ciclagem de pH por 4 dias. As barras indicam erro padrao.
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Figura 47 - Média dos valores de microdureza Knoop (kgf/mm?) obtidos nos diferentes
grupos experimentais, de acordo com a distancia de superficie, apos ciclagem
de pH. As barras indicam erro padrao.
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A Figura 48 mostra os valores médios de Delta S (perda de microdureza)
das amostras apos a ciclagem de pH. Foi observado, pelo teste de Kruskal-Wallis,
haver uma alta significancia estatistica (p = 0,0002) em relacdo aos valores de Delta
S obtidos entre os grupos. Na comparagao entre os grupos pelo teste de Student-
Newman-Keuls, observou-se que a aplicacdo topica de FFA reduziu
significativamente o valor de Delta S (p = 0,04) em relacéo ao grupo sem tratamento.
A irradiacdo laser isoladamente, contudo, ndo propiciou tal reducdo (p = 0,34). A
associagcao dos tratamentos proporcionou uma significativa reducdo nos valores de
Delta S em relag&o ao grupo sem tratamento (p < 0,0001 para o grupo Laser+FFA e
p = 0,001 para o grupo FFA+Laser). Contudo, apenas a irradiacdo laser antes da
aplicacdo de FFA (grupo Laser+FFA) reduziu significativamente o valor de Delta S

em relagdo ao grupo FFA (p = 0,04).
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Figura 48 - Média da area de perda de microdureza seccional ( AS = kg/mm? x um), de
acordo com os tratamentos propostos. As barras indicam erro padréo.
Letras distintas indicam diferencga estatisticamente significativa (p < 0,05) de

acordo com o teste de Student-Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

Embora avancos tenham ocorrido nas pesquisas relacionadas ao uso da
tecnologia laser para prevencédo de carie (36), o flior se tornou e se mantém como
um dos meios mais consagrados nesse aspecto, pois interfere no equilibrio dindmico
da interface dente/fluidos orais e possui um menor custo (4; 152). Porém estudos
recentes indicam sua possivel utilizagdo em associacdo com lasers para prevencao
de carie de esmalte (27; 28; 35; 36; 37; 50). Além disso, a associacdo dos dois
métodos poderia ter resultados muito favoraveis em casos especificos de cérie
radicular onde néo fosse possivel a cooperacao diaria do individuo e a aplicacéo
topica profissional periédica fosse inviavel devido a questdes de manejo do
paciente (27; 40; 43; 82).

Para simular os resultados de pesquisas in situ e in vivo de Cariologia,
testes de laboratérios vém sendo usados para avaliar 0 processo carioso.
Atualmente, os modelos de estudo in vitro sédo usados com frequéncia em pesquisas
de carie dental, principalmente na avaliacdo do efeito do fluoreto (F’) na inibicdo da
desmineralizacdo e na remineralizacdo utilizando geralmente esmalte e dentina
bovinos. Dentre os protocolos usados, o0 modelo de ciclagem de pH é usado porque

mimetiza bioquimicamente o desenvolvimento da carie in vivo.

No presente estudo foi usado o modelo de ciclagem de pH modificado por
Queiroz (2004), no qual, durante seu desenvolvimento, foram feitos testes com
solucbes de concentracbes crescentes de F (70 a 280 pg F/mL), sendo observado
efeito do F dose-resposta, quer seja na reducdo da desmineralizacdo como no
ganho da remineralizacdo do esmalte e da dentina bovinos. Esses efeitos foram
validados pela analise de microdureza seccional, com a profundidade da leséo
sendo avaliada pela microscopia de luz polarizada. Além disso, esse modelo de
ciclagem de pH apresentou-se capaz de avaliar o potencial anti-carie de dentifricios
com altas concentracbes de F (1100 pg F/g) como também de concentracbes
reduzidas de F (500 ug F/g), quer seja na sua capacidade de aumentar a resisténcia
da dentina na desmineralizagdo como na ativacado da remineralizagcdo. Os modelos

de ciclagem de pH existentes haviam sido testados somente em tecido dentério
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humano e portanto eram indicados somente para esse substrato (145). A base do
modelo de ciclagem de pH modificado por Queiroz (2004) é a utilizacdo de uma
solucdo desmineralizante (Des) e de uma solucdo remineralizante (Re) de
composicao especifica a qual determina a concentracdo de ions que elas oferecem
e assim propiciam os processos de desmineralizacdo e remineralizagdo do
substrato. A composicao das solu¢cdes Des e Re foram originalmente obtidas de uma
solucdo 50% saturada em relacdo a solubilidade da dentina, em tampé&o acetato, pH
5,0, preparada através do uso de dentina radicular de incisivos inferiores bovinos
moida. A partir dessa solucdo de dentina, as concentracdes de fluor, fosforo

inorganico e calcio foram determinadas para a solucdo Des e Re (145).

Assim, no presente estudo, ao utilizar esse modelo de ciclagem de pH
procurou-se utilizar de sua capacidade de avaliar o efeito dose-resposta para
detectar o potencial anti-carie da associacdo da aplicacdo topica de fldor com
irradiacdo laser aplicada a amostras de dentina radicular bovina. Esse fato é
relevante, pois, como relatado na literatura, a dentina € mais susceptivel a carie que
0 esmalte, apresentando um pH critico de uma unidade maior que o do esmalte (4;
17), sendo que também nela o uso do fluoreto tem sido efetivo em reduzir a cérie
radicular, entretanto a concentracao de fllor para esse efeito necessita ser maior do
gue para o esmalte (17; 44). Para monitorar as alteracbes quimico-estruturais
promovidas pela irradiagdo laser, associada ou n&o ao uso do fluoreto, quando
empregada para prevencao da progressado de lesdes de carie radicular em substrato
bovino foram utilizadas duas técnicas Opticas que permitem a monitoracdo da
composicdo quimica da dentina, sem serem destrutivas para as amostras,

possibilitando andalises nos varios tempos experimentais propostos.

A analise composicional da dentina submetida a um processo de
desmineralizacdo inicial e aos diferentes tratamentos propostos nesse estudo foi
realizada através da monitoracdo qualitativa e semi-quantitativa de componentes da
matriz organica e inorganica (103; 51) presentes na matriz dentinaria antes e apoés
os referidos procedimentos, utilizando a técnica de pATR/FTIR. Adicionalmente e
utilizando-se da propriedade de fluorescéncia, através da qual a luz ao interagir com
a matéria torna-se capaz de fornecer informacdes sobre processos fisicos quimicos

ocorridos (109), imagens da fluorescéncia da dentina foram adquiridas e analisadas



126

antes e ap6s a aplicacdo dos tratamentos e apdés a submissdo ao desafio
cariogénico propostos no presente estudo. Ja foi relatado na literatura que imagem
da fluorescéncia emitida na regido espectral do verde obtida de tecidos dentarios
cariados possibilita a diferenciacdo entre as areas saudaveis e com lesbes (110;
111), sendo que a referida fluorescéncia dental tem sido considerada como

proveniente da hidroxiapatita.

E importante ressaltar que nos modelos de ciclagem de pH o fluoreto tem
sido adicionado a solugdo desmineralizante (153; 154) para que possa ser
estabelecido o grau de saturacdo adequado desse elemento em relacdo a sua
concentracdo encontrada no substrato a partir do qual o modelo é desenvolvido, que
no caso especifico desse estudo corresponde a uma solucao 50% saturada obtida
da dentina em pé. Desse modo, as baixas concentragdes usadas ndo interferem na
resposta dos tratamentos e sdo relevantes para evitar a desmineralizacao erosiva
(145) que ocorreria caso a solucdo desmineralizante estivesse insaturada para o ion
fldor. Foi observado, no presente estudo, que o protocolo de desmineralizacdo in
vitro utilizado mostrou-se capaz de promover mudancas quimicas na dentina,
principalmente em sua matriz inorgénica levando a maior exposicdo da matriz
organica, simulando o processo de desmineralizagcdo que ocorre in vivo, alteracdes

essas detectadas pela técnica de yATR-FTIR e pelo SIF.

Uma andlise qualitativa descritiva das mudancas quimicas decorrentes do
processo de desmineralizacdo pode ser obtida através da observacdo dos espectros
médios de P-ATR/FTIR de amostras de dentina radicular bovina sadias e com
desmineralizag&o inicial (imediatamente antes dos tratamentos),nos quais podem
ser observadas nas mesmas posi¢oes, nos dois espectros, as bandas de absorcéo
no infravermelho localizadas de 750 cm™ a 1800 cm™, as quais permitem a
identificacdo de grupos funcionais especificos do tecido dentinario, conforme

relatado na literatura com o uso da técnica FTIR-ATR (46).

Estes espectros também evidenciam que ndo houve o desaparecimento
ou o surgimento de novas bandas de absorcdo apO0s o0 processo de
desmineralizacdo, o que confirma relatos prévios da literatura (79). Observou-se,

também, que as intensidades relativas das bandas correspondentes as vibragdes do
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carbonato foram alteradas, havendo diminuicdo das mesmas apdés o processo de
céarie. Pode-se evidenciar que houve uma diminuicdo no contetudo de carbonato em
relacdo ao fosfato. Isso indica que o processo de desmineralizagdo promove uma

perda maior de carbonato do que de fosfato propriamente dito.

Este fato é esperado, pois o carbonato ligado a hidroxiapatita apresenta
uma ligacdo menos estavel e €, portanto, o constituinte mais facilmente perdido
durante o processo de desmineralizacdo (4; 24). Pela Figura 25, também € possivel
observar que o conteddo de amidas aumentou no grupo cariado, o que pode
evidenciar a maior exposicdo de colageno apos a perda do mineral. Como as
amidas refletem o conteudo organico da dentina, uma maior exposi¢cao deste tecido
€ detectado como aumento em quantidade pela técnica. Essa observacdo €
corroborada pela literatura, onde na descricdo de cortes histolégicos de dentina
(Figura 6) é relatada a presenca de cristais de apatita carbonatada localizados entre
e sobre as fibrilas de colageno tipo | (23). Além disso, a literatura mostra que o
processo de desmineralizagdo empregado neste trabalho promove a formacao de
lesbes de cérie com profundidade de até 95,4um, evidenciando que se trata de um
processo inicial; entretanto, com pequena perda mineral superficial decorrente de
uma rapida desmineralizacdo nos tubulos dentinarios, seguida de uma lenta
desmineralizacdo da matriz intertubular (145; 155). Considerando que a técnica de
MATR empregada no presente estudo analisa regides de até 0,66 pm de
profundidade (107), os resultados evidenciados aqui refletem a analise da superficie
e ndo do corpo da lesdo (17; 24), embora tenha ocorrido uma pequena perda de
tecido superficial. Assim, neste processo de desmineralizacdo inicial da dentina
observa-se uma perda do conteldo inorganico e aparente aumento do organico.
Desse modo, foi demonstrado que a técnica de FTIR empregando-se o acessorio
micro-ATR ¢é indicada para analise qualitativa e semi-quantitativa da dentina

desmineralizada.

Nos espectros médios de absor¢cdo no infravermelho das amostras de
dentina radicular bovina dos diferentes grupos experimentais imediatamente apds 0s
tratamentos, bem como do grupo com amostras sadias foi possivel identificar todas
as bandas pretendidas em todos os grupos estudados, ndo sendo observada

nenhuma nova formacéo ou desaparecimento de bandas, o que indicaria a formagéo
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de compostos ou mudancas bruscas nos modos de vibracdo. Além disso, foi
possivel identificar, pela Figura 27, uma diminuicdo da intensidade da banda de
absorcao relativa ao vs fosfato nos grupos que tiveram aplicagdo topica de FFA,
independente de haver ou néo irradiacdo laser. Em contrapartida, na Figura 28
observa-se que a intensidade das areas sob a banda de absorcao relativa as amidas
Il e | apresenta-se maior nos grupos com aplicacdo topica de FFA em comparacéao
com aqueles que ndo tiveram assim como provavel diminuicdo da intensidade da
area referente ao carbonato (1300-1516 cm™). Isso pode ser explicado pela

presenca de componentes do gel de FFA e pela agéo do acido fosforico desse gel.

O fldor fosfato acidulado (FFA) tem sido reportado como um agente
cariostatico amplamente efetivo para prevencdo da desmineralizacdo do esmalte e
da dentina e, por isso pode ser aplicado para prevenir ou paralisar a progressao das
lesBes de carie. Seu mecanismo de acao deve-se a formacao de cristais de fluoreto
de célcio (CaF,) sobre a superficie tratada, cuja liberacdo de fluoreto (F’) ocorre de
forma lenta. Assim, o F’ liberado atua na diminuicdo do pH critico para que ocorra a
desmineralizagcdo e favorece a remineralizacéo, interagindo com a hidroxiapatita
carbonatada para formacdo de hidroxiapatita fluoretada ou, eventualmente,
fluorapatita (4; 25).

Para otimizar sua interacdo com os cristais de hidroxiapatita, melhor
eficiéncia foi demonstrada nos agentes de formula acidulada com acido fosférico, o
gual dissolve levemente o tecido mineralizado superficialmente e disponibiliza maior
guantidade de caélcio para formacao de fluoreto de célcio (17). No entanto, sdo
dissolvidos alguns poucos micrometros de esmalte ou dentina em decorréncia da
acao do acido fosforico incorporado ao gel de flior. Dessa maneira, supde-se que a
diminuicdo das areas do fosfato e do carbonato nas amostras tratadas com FFA seja
decorrente de uma desmineralizacdo parcial da dentina pelo acido fosforico. Essa
relacdo com o fluoreto foi também observada nas medidas de intensidade de
fluorescéncia realizada no presente estudo. Entretanto mais trabalhos sé&o

necessarios para confirmar tal hipotese.

Em relacdo as areas das amidas, parece haver no gel de FFA compostos

com o mesmo grupo funcional detectavel nos mesmos comprimentos de onda que
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se somam aos provenientes das amidas da matriz organica da dentina, conforme
pode ser observado no espectro do FFA obtido por FTIR-ATR (Figura 34) (156).
Nesta figura, podem ser observadas varias bandas de absorcdo na regido entre
1000 cm™ e 1700 cm™ coincidentes com os picos das amidas | e Ill e amida
[I+Carbonato. Esses picos de absorcao séo devidos principalmente ao espessante
do gel de fldor empregado (Fluoreto de sodio — com concentracdo de 1,23% de
fluoreto, acido fosforico, éacido fluoridrico, sacarina soédica, celulose qgsp 100,
propilenoglicol, aroma, corante e agua deionizada), os quais podem interferir na
visualizacdo dos efeitos promovidos pela irradiacdo laser ou pelo desafio

cariogénico, na dentina radicular.

Essas observagdes sao corroboradas pelas Figuras 29 a 33. Pela analise
semi-quantitativa, obtida pela razdo entre os valores das areas sob as referidas
bandas de absorcdo em relacdo a area sob a banda de absorcdo do fosfato,
observa-se que houve um aumento da area da amida | em todos 0s grupos com
aplicacdo de FFA, independente de acompanhado ou ndo de irradiacdo laser,
entretanto ndo sendo observado esse aumento no grupo com somente a irradiagao.
A éarea relativa a amida 2+carbonato também se apresenta aumentada nos grupos
com aplicacdo do gel de FFA em relacdo ao grupo cariado. Entretanto, como no
grupo laser essa area ndo se apresenta alterada, assim como a area relativa ao
carbonato, sugere-se que o aumento da intensidade das amidas | e Il observadas
nesse estudo nos grupos ap6s os tratamentos € devido a componentes do gel de
FFA. As pequenas alteracdes na intensidade das areas sob a banda de absorcéo
relativa a amida Ill ndo apresentaram significado estatistico quando realizada a
andlise semi-quantitativa, conforme Figura 31, apesar de no espectro do gel de FFA
(Figura 34) haver a presenca de bandas de absorcdo na mesma regiao

correspondente a dessa amida.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a irradiagdo da
dentina cariada com laser de Nd:YAG ndo promoveu modificacdes quimicas
adicionais, quando comparadas com o0 grupo apenas cariado, nas bandas de
carbonato e amidas I, Il e lll. Contudo, quando associada a aplicacao topica de fltor,
a irradiacao laser, principalmente se efetuada apds a aplicacdo topica de FFA,
promove discreto decréscimo na propor¢cdo destas bandas em relacdo ao fosfato,
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guando comparado com o grupo onde houve apenas a aplicacdo de FFA, porém
sem diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Estes achados sugerem que
os efeitos térmicos exercidos pela irradiacdo laser possam ter ocasionado a discreta
evaporacao dos glébulos de CaF, formados, assim como dos componentes do gel
de FFA que possam ter permanecido apés aplicacdo topica. Contudo, por tratar-se
de uma técnica bastante sensivel ao posicionamento da amostra, assim como a
rugosidade da superficie (0 que € critico no caso das amostras desmineralizadas),
os dados aqui apresentados sugerem parecer necessario o aumento do niamero de
amostras para evidenciar diferencas estatisticas entre os grupos quando analisados
por FTIR.

As alteracBes superficiais detectadas pela técnica de FTIR também foram
percebidas como alteracbes na fluorescéncia da dentina. Quando excitada com
radiacdo com comprimento de onda de 405 nm, a dentina sadia e cariada
prioritariamente fluoresceu na regido espectral do verde (492 < A < 577nm). Estudos
da literatura, empregando-se esmalte humano e hidroxiapatita sintética, indicam que
essa fluorescéncia € proveniente da hidroxiapatita (111; 116). Isso discorda de outro
estudo (123) que utilizando dentina radicular humana cariada encontrou maior
intensidade de emissdo de fluorescéncia na regido espectral entre 600 e 700 nm,
sendo essa atribuida a compostos derivados de porfirina produzidos por

microorganismos orais.

As imagens de fluorescéncia relacionadas ao grau de hidratacdo das
amostras evidenciam que, apesar dos valores iniciais diferentes, as duas amostras
(referéncia e tratamento) apresentam comportamento semelhante em relagcdo ao
aumento da intensidade de fluorescéncia com o decorrer do tempo. Notou-se que,

guanto maior o grau de hidratacdo da amostra, menor a média de fluorescéncia .

A razdo da menor intensidade de fluorescéncia observada na dentina
umida talvez possa ser explicada pela alteracdo das propriedades Opticas da
amostra que a presenca da agua causa. Parece que na presenca de agua, a qual
apresenta indice de refracdo 1,33 (111), e que esta preenchendo os tubulos
dentinarios, ocorre maior espalhamento da luz comparando-se com o0 estado da

dentina seca, na qual os tdbulos encontram-se preenchidos por ar (n = 1), e em
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consequéncia, menor fluorescéncia é observada. Quando a agua evapora dos
tubulos dentinarios, o espalhamento diminui e maior intensidade de fluorescéncia é
entdo observada no tecido seco (157). Assim, a troca da agua pelo ar diminui os
agentes espalhadores e, portanto mais agentes fluorescentes sao ativados

resultando em maior intensidade de fluorescéncia.

Ao observarmos a imagem de fluorescéncia de uma amostra com carie
inicial, nota-se que ocorre uma suave diminuicdo do brilho caracteristico da
fluorescéncia. Esse achado corrobora os estudos prévios da literatura, realizados em
esmalte, que reportam que lesdes cariosas iniciais apresentam menor intensidade
de fluorescéncia que o tecido sadio nesse comprimento de onda de excitacdo (111)
(116). Assim, sugere-se que a perda de material inorganico contribui para esse
decréscimo. O processamento das imagens confirmou essa observagdo, pois
enguanto o tecido sadio apresentou um indice de fluorescéncia média no grupo com

valor 0,963, o tecido desmineralizado apresentou esse indice com valor de 0,761.

Como mencionado, para a analise estatistica da intensidade de
fluorescéncia e para a construcdo dos graficos apresentados no presente estudo, foi
calculado um indice que relaciona os dados de cada amostra experimental com a
referéncia, o qual possui variacdo diretamente proporcional a variagdo do valor da
média de intensidade de fluorescéncia do grupo analisado, nos diversos tempos. Ele
foi utilizado para excluir qualquer variacdo de sinal presente simultaneamente nas
amostras experimental e controle, possibilitando que a proposta de tratamento (FFA,

Laser, Laser+FFA e FFA+Laser) seja analisada com mais especificidade.

Os resultados da analise de fluorescéncia apresentados aqui condizem
com os efeitos da desmineralizacdo in vitro, por 32 h, empregada no presente
estudo, e também observados pela analise de microdureza onde fica evidenciado
gue ocorreu uma perda mineral em profundidade de aproximadamente 80 pym. A
lesdo assim caracterizada corresponde a uma lesdo rasa , ainda um processo de
cérie inicial, com o corpo da lesdo apresentando uma area de desmineralizacao.
Esse processo pode ser observado na primeira linha de imagens da Figura 38,
assim como no grafico da Figura 39, onde € possivel observar que, com o

desenvolvimento da les@o de cérie incipiente, ocorre reducdo significativa do indice
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de fluorescéncia. Contudo, este indice apresenta alteracdo ndo significante
estatisticamente apos a ciclagem de pH. Este fendmeno pode ser explicado devido a
pouca desmineralizacdo promovida pela ciclagem de pH nas amostras ja
previamente desmineralizadas, conforme pode ser observado na Figura 46. Por esta
mesma figura, nota-se ter havido uma discreta remineralizacdo da superficie das
amostras apoés ciclagem de pH, evidenciado pelo aumento dos valores de
microdureza seccional em até 20 um proporcionado pela pouca quantidade de fltor
disponivel na solucdo remineralizadora. Desta maneira, estes efeitos podem ter
contribuido pela pequena, porém ndo significativa, reducdo do indice de

fluorescéncia no grupo sem tratamento apdés ciclagem de pH.

A Figura 38 apresenta imagens de fluorescéncia de todos os tratamentos
propostos neste estudo, imediatamente apds os tratamentos e apos 4 dias de
ciclagem de pH . E possivel observar que a intensidade de fluorescéncia diminui em
todos os grupos de tratamento, exceto para o grupo FFA + Laser. Esse
comportamento é esperado, pois as amostras foram submetidas a um processo de
desmineralizacdo e, portanto perderam contetdo mineral e estamos considerando a

autofluorescéncia no verde como proveniente da hidroxiapatita (116).

No processo de desenvolvimento da carie, parte desse mineral sofre
dissolugéo quando as amostras de dentina sao colocadas na solu¢cdo DES durante a
ciclagem de pH. Essa solucdo possui pH 5,0 e, portanto, abaixo do pH critico para a
dentina, o que propicia a dissolucdo de cristais de hidroxiapatita até que seja
restabelecido a condicdo de saturacdo para o mineral quando, entdo, cessa a
dissolugcéo. Essa condicdo de saturacdo € obtida ao se submergir as amostras na
solugdo RE, a qual possui pH 7,0 e representa condicdo de supersaturacédo para
hidroxiapatita quando entdo, induz a precipitacdo de cristais sobre a area
desmineralizada , resultando na recristalizacdo da camada superficial da dentina
(17). Entretanto, com o tempo de submersdo na solucdo DES é de 4 horas, a
guantidade de desmineralizacéo supera a de remineralizagdo e a perda de estrutura

mineral progride (4; 17).

Ha ainda uma incerteza a respeito da causa do decréscimo da

fluorescéncia em lesdes incipientes de céarie no esmalte. Uma teoria sugere que, no
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esmalte cariado, ocorre um maior espalhamento da luz devido as diferencas dos
indices de refracdo entre as condi¢cdes sadio e desmineralizado. No tecido sadio a
hidroxiapatita (n = 1,62) predomina em relacdo a agua e, como na presenca da cérie
ocorre um aumento da quantidade de agua (n = 1,33) nos espacos intercristalinos
em substituicdo a HAP, um maior espalhamento da luz pode ser observado (158)
(117). Além disso, no esmalte sadio, devido a propriedade de guiar ondas da
estrutura dos prismas, se o dente for irradiado com fétons, do UV até o IR, estes
penetrardo profundamente no dente. Quando a estrutura do esmalte esta alterada,
as propriedades de guiamento de ondas diminuem ou desaparecem e assim a
radiacdo ndo penetra tdo profundamente. Dessa forma, um aumento significante no
espalhamento da luz pode ser observado no processo da doenca. Assim, 0 maior
espalhamento da luz no esmalte cariado induz a uma menor intensidade de
fluorescéncia devido ao fato de diminuir a quantidade de luz que chega até os
compostos fluorescentes ou por espalhar a fluorescéncia da dentina ou da ligacao
amelo-dentinaria. Portanto, o sinal da fluorescéncia assim obtido apresenta menor
intensidade quando comparado com a fluorescéncia do tecido sadio, quando o dente
é excitado com luz azul, por exemplo, (111; 114; 117; 118; 159; 160).

Talvez esse raciocinio possa ser extrapolado para a dentina,
considerando que em estudo (101) das propriedades Gticas de amostras de 170 um
de espessura de dentina humana e de bovina em relacéo a luz visivel, foi relatado
que o coeficiente de absorcéo (ua era independente do comprimento de onda, com
um valor de p, de aproximadamente 4 cm™. Porém o coeficiente de espalhamento
variou de 30 a 200 cm™. Amostras com variacdo do conteldo mineral e da
densidade de tubulos mostravam uma nitida dependéncia do coeficiente de
espalhamento com a densidade dos tubulos. Nenhuma dependéncia do conteddo
mineral foi encontrada, sugerindo que o espalhamento era devido a fenbmeno
relacionado aos tubulos dentinarios. Além disso, outro estudo (161) também relatou
gue a estrutura dos tubulos era o principal espalhador com as fibras colagenas e os
cristalitos minerais exercendo apenas um papel secundéario. Contudo, essas
informacgdes ndo foram obtidas com as amostras imersas num fluido semelhante ao
do meio oral, o que talvez interfira nos valores obtidos mas ndo na tendéncia de

espalhamento da luz no tecido.
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Entretanto, € importante considerar que a ultraestrutura do esmalte e
dentina sdo diferentes. Enquanto o esmalte tem alta concentracdo de hidroxiapatita
agrupada sob a forma de prismas, a dentina € formada por 48 % em volume de
cristais de hidroxiapatita na forma de pequenas placas uniformes localizadas dentro,
na periferia e por entre as fibrilas de colageno (30% em volume). Vale ressaltar que
devido ao alto conteddo mineral (92% em volume) e matriz acelular minima, a cor,
dureza e outras propriedades fisicas do esmalte como tecido podem ser
consideradas similares as da hidroxiapatita (23). Além disso, o esmalte € um tecido
guase homogéneo, enquanto que a dentina é heterogénea, formada por proteinas,
células e agua e, portanto com caracteristicas fisico-quimicas e Opticas, além do
comportamento perante os varios fenbmenos, diferentes dos apresentados pelo
esmalte. Considerando a intensidade da luz fluorescente proporcional a quantidade
de material que causa a fluorescéncia e assumindo a fluorescéncia no verde com
excitacdo em comprimento de onda de 405 nm somente da hidroxiapatita, o esmalte
deveria apresentar uma intensidade de fluorescéncia bem maior que a dentina. A
nédo ser que devido a estrutura em forma de prismas do esmalte ocorra um maior
espalhamento da luz ao invés do guiamento dessa e a fluorescéncia emitida no
esmalte, ao ser observada, esteja diminuida. Outra explicacdo para as observacdes
de que a fluorescéncia na dentina seja maior que no esmalte poderia ser a de que
essa seja devido ao mineral e também a um cromoéforo organico com grande
concentragdo na dentina. Estudos adicionais devem ser feitos comparando os dois

tecidos sob as mesmas condicoes.

Sob essas consideracdes, parece légico que o tecido desmineralizado
apresente menor intensidade de fluorescéncia que o sadio, independente de ser
esmalte ou dentina, pois apresenta menor quantidade de mineral além de maior

guantidade de agua, a qual é considerada substancia espalhadora.

De acordo com os graficos das Figuras 39 a 43 e as imagens de
fluorescéncia da Figura 38, também pode ser observado que imediatamente apés os
tratamentos, o Grupo FFA foi o Unico grupo que apresentou reducdo significativa do
indice de fluorescéncia em relacdo a condicdo de carie incipiente. Entretanto esse
fato ndo decorreu da perda mineral devido ao processo carioso pois, na presenca do

fldor ocorreria menor perda mineral, pois o flior promove uma remineralizagdo. Além
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disso, essa diminui¢do de intensidade de fluorescéncia ocorreu imediatamente apos
a aplicacao topica de fluor, antes mesmo das amostras serem submetidas a
ciclagem de pH. Essa diminuicdo da intensidade de fluorescéncia pode ser devido a
interferéncia nesse processo de algum componente do gel de flior fosfato acidulado
aplicado sobre as amostras, como por exemplo, do espessante usado nessa

composicao.

Visando otimizar a interagdo do fluoreto com os cristais de hidroxiapatita,
melhor eficiéncia foi demonstrada com o uso do gel acidulado com &cido fosférico, o
gual dissolve levemente a dentina superficial, o que disponibiliza maior quantidade
de calcio para formacéao de fluoreto de calcio (4). Assim, outra hipotese para explicar
essa diminuicdo da intensidade de fluorescéncia observada no Grupo FFA é que,
como o gel aplicado contém uma pequena quantidade de acido fosférico, esse acido
poderia propiciar uma leve dissolucdo superficial nas amostras e essa pequena
desmineralizacdo poderia ser detectada resultando em diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia. Entretanto, ndo € possivel afirmar que 0 equipamento apresente tanta

sensibilidade para essa deteccéo.

Entretanto, como pode ser observado nos gréaficos das Figuras 41 a 43 e
nas imagens da Figura 38 nos grupos onde houve irradiacao laser, essa diminuicao
de fluorescéncia em relagdo as amostras com cérie incipiente promovida pelo FFA
nao ocorreu, uma vez que a irradiacdo laser promove a formacao de novas fases
cristalinas e ndo a perda de hidroxiapatita (51; 50; 82). No grupo FFA + laser (Figura
43) também néo foi observada mudanca significativa na intensidade de fluorescéncia
guando comparada ao grupo sadio, o que pode ser explicado pelo fato de que a
irradiacéo laser pode ter removido, por aguecimento, os componentes do gel de FFA
gue reduzem a emissao de fluorescéncia. Além disso, a irradiacéo laser, realizada
apos aplicacao de FFA, pode ter originado a formacg&o de compostos que reduzem a
fluorescéncia das amostras cariadas. Contudo, sdo necessarios estudos posteriores
para se evidenciar quais os compostos que poderédo ser formados neste processo e

gue interfiram com a fluorescéncia da dentina.

Quando se analisa os graficos comparativos dos diversos grupos

experimentais no decorrer do tempo mostrados nas Figuras 44 e 45, evidencia-se
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gue tanto a aplicacdo de FFA quanto a irradiagcéo laser, aplicados isoladamente ou
guando associados, ndo promove mudancas significativas de fluorescéncia no
decorrer da ciclagem de pH. Essa manutencao na intensidade de fluorescéncia pode
ser explicada pelo fato dos tratamentos realizados terem sido efetivos em reduzir a
perda mineral. No caso do FFA, os mecanismos de redugdo da perda mineral
referem-se, principalmente, a formacéo de fluoreto de célcio sobre a superficie (25).
No caso da irradiacdo laser, a literatura relata que o aumento da resisténcia a
desmineralizacdo da dentina irradiada € promovido por mudancas composicionais,
tais quais evaporacdo de carbonato, agua e componentes organicos, assim como
por mudancas cristalinas, tais quais a formacéo de novas fases cristalograficas e o
aumento do tamanho dos cristais de hidroxiapatita, resultando em uma dentina de
maior grau de cristalinidade, estruturalmente modificada (50; 91; 97; 51). A
associacao de tratamentos revela, em estudos anteriores efetuados em esmalte com
outros comprimentos de onda, a maior formacao e retencao de fluoreto de calcio
(36), além da possivel formacéo de fluorapatita (35). Contudo, ndo ha estudos que
relatam os efeitos da irradiagcdo da dentina com laser de Nd:YAG associado a
aplicacao de FFA.

Nesse estudo pode ser observada uma maior intensidade de fluorescéncia
decorrente da associacao laser com aplicacéo topica de flior no 4° dia de ciclagem,
em relacdo ao Grupo Cariado e em relacdo aos grupos de tratamento isolado (grupo
FFA e grupo laser), conforme Figura 45. Melhores resultados foram observados no
grupo laser+FFA, o qual apresentou indices médios de fluorescéncia, apds ciclagem
de pH, similares estatisticamente ao das amostras sadias. Considerando a hipodtese
do SIF empregado no presente estudo detectar a perda de hidroxiapatita, considera-
se que este grupo foi o que apresentou menor perda de mineral, 0 que também é
corroborado pelos dados de microdureza obtidos (Figura 48). Segundo relatos na
literatura considerando o esmalte dental (51), a associacao laser+ FFA pode induzir
a um maior aumento da resisténcia a desmineralizacao devido ao fato da irradiacéo
promover uma superficie mais rugosa, 0 que propicia a forma¢do de um numero
maior de cristais de fluoreto de calcio (CaF;), provenientes da aplicacdo topica, que
ficam retidos por um maior tempo, prolongando, assim, o efeito do fluoreto (51; 91).
Dessa maneira, a progressdo do processo carioso torna-se mais lenta, o que poéde

ser evidenciado em quatro dias de ciclagem de pH.
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A determinacdo das alteracdes do conteudo mineral, resultantes da
desmineralizacdo e remineralizacdo é considerada importante em varios estudos
relacionados aos tecidos duros dentais, principalmente na area de cariologia. Dentre
os diversos meétodos utilizados destaca-se o teste de microdureza em corte
transversal, que indiretamente evidencia a perda e/ou ganho mineral (162).
Microdureza é definida como a resisténcia a deformacéo local, e o teste € baseado
na inducdo de uma deformacdo superficial que permanece quando a carga é
removida. Nesse teste, um penetrador de diamante € levemente pressionado contra
a superficie a ser testada, usando carga e tempo pré-definidos de acordo com o
tecido a ser analisado. O comprimento das impressdes na amostra € determinado
microscopicamente e se esse valor aumenta, indica que a microdureza diminuiu
(163; 164). Essa andlise tem sido usada em estudos in vitro e in situ para determinar
a dureza em diferentes profundidades da lesdo de cérie e determinar as mudancas
na consisténcia dos tecidos duros dentais depois de serem submetidos a diferentes
tipos de tratamento (50; 147; 165; 148; 166). O teste de microdureza seccional tem
sido associado a perda do conteudo mineral dos tecidos duros dentarios, tendo em
vista a alta correlacéo (0.91) existente entre a porcentagem de mineral medida por
microrradiografia, uma técnica quantitativa, e a dureza do esmalte com lesdao de
céarie (147). Assim, se o valor da microdureza aumenta, indica que o tecido ganhou
mineral, mas ao contrario, se esse valor apresenta-se diminuido, muito

provavelmente o tecido perdeu mineral (50).

Diferentes métodos tém sido usados para avaliar a progressao de leséo de
carie em dentina radicular e dentre eles a microdureza tem sido reportado como
sendo o Unico que considera as alteracdes nos componentes organico e inorganico
desse tecido (167). A diminuicdo da média da area de perda de microdureza
seccional (AS) esta correlacionada com a diminuicdo da perda ou com o ganho
mineral e, portanto com a prevencdo da progressao da lesdo de carie (147).
Entretanto, considerando que a dentina é formada por uma rede de colageno
presente na matriz organica, foi sugerido que a remocéao de parte desse componente
deixa poros e espacgos vazios que podem ser detectados como reducao na dureza
(100; 168).
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Além disso, a microestrutura da dentina (quantidade relativa de tubulos,
area dentina peritubular e intertubular) superficial varia muito em relacdo a dentina
profunda, assim como a dentina coronaria em relacdo a radicular e a dentina
humana em relagcdo a bovina (131). Contudo, estudos usando dentina humana
higida (169), mostraram que as diferencas na dureza da dentina em funcdo da
profundidade existem, mas ndo sdo relevantes para as propriedades mecanicas
desse tecido (170). Adicionalmente, outro estudo, no qual foi usada a microscopia de
forca atbmica em dentina sadia, mostrou que apesar da diminuicdo da rigidez da
dentina intertubular ser devido a distribuicdo heterogénea do mineral dentro da
matriz de colageno e apesar da estrutura dos tubulos dentinarios, esses fatores
exerciam apenas efeito minimo nessas propriedades (171). Portanto, parece que
poros e vazios de dimensdes nanométricas como os decorrentes da microestrutura
da dentina ndo alteram a microdureza apresentada pela dentina sadia. Entretanto,
apos o processo de desmineralizacdo, a perda de cristalitos de HAP pode alterar as
propriedades mecanicas da matriz organica da dentina, possibilitando alteracdes nos

valores de KHN observados.

Além disso, no presente estudo, através da analise de microdureza, foi
possivel observar que apos a desmineralizacdo inicial de 32 h houve a formacao de
lesdo rasa de carie na dentina radicular com aproximadamente 80 um de
profundidade, conforme mostrado na Figura 46. Esse valor esta préximo com o
relatado na literatura para o uso do modelo de ciclagem aqui adotado ( 95,4+ 5,8
Mm), 0 que corresponde a uma lesao de carie inicial (145). No grupo com apenas a
desmineralizagcao inicial (G1) o KHN da profundidade de até 30 um apresentou
valores préximos a 20 (Figura 46), indicando que a superficie da lesdo apresenta-se
também desmineralizada apds a permanéncia das amostras na solucdo Des pelo
periodo de 32 h. Essa observacdo € corroborada pelo relato da literatura de que
apesar da presenca de fluoreto na solucdo Des, esse ion ndo interfere nos
resultados obtidos, conforme discutido anteriormente. Caso o fluoreto presente na
referida solucdo exercesse efeito remineralizante, ocorreria a remineralizacdo da
camada superficial da lesdo que passaria a apresentar um valor de KHN maior, o
gue parece ter ocorrido no grupo sem tratamento somente apés ser submetido aos
ciclos de ciclagem de pH por um periodo de 4 dias (G2). Conforme pode ser

observado na Figura 46, apds esse periodo o grupo sem tratamento (G2), que
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corresponde a condigao cariado, apresentou maiores valores de microdureza em
menor profundidade quando comparado com os valores apresentados pelo grupo
com desmineralizacdo inicial(G1l), o que indica que provavelmente houve ganho
mineral no tecido proximo a superficie, causado pelo fluoreto presente na solugéo
Re, 0 que estd de acordo com o efeito do fllor na remineralizagdo da camada

superficial da lesdo, conforme relatado na literatura (17).

As observacbes em relacdo as diferencas entre as amostras com
desmineralizacdo inicial e apds a ciclagem de pH obtidas pela analise de
microdureza estéo de acordo com aquelas fornecidas pela analise compaosicional por
M-ATR-FTIR e pela andlise de intensidade de fluorescéncia realizadas no presente
estudo, as quais indicam que houve perda mineral com a evolucdo do processo

carioso nas amostras que nao sofreram qualquer tratamento.

No presente estudo, também foi observado um pequeno aumento do valor
da microdureza da superficie da lesdo durante o processo de ciclagem no grupo
laser em relacdo a condicdo de desmineralizacao inicial ,0 que pode ser evidenciado
pelo valor de KHN nos 40 pm superficiais, com magnitude proxima de 30 e 20,
respectivamente (linha verde da Figura 47 e linha azul da Figura 46). Esse fato pode
ser decorrente da remineralizagcdo superficial ocorrida durante o processo de
ciclagem devido a presenca do flior na solugéo Re, pois comportamento semelhante
foi observado no grupo sem tratamento (G2 - cariado), com o KHN apresentando

valor préximo de 30 nos primeiros 30 um de profundidade.

Entretanto, apés a referida profundidade, foi observado que o grupo com
irradiacdo laser isoladamente ndo apresentou valores de microdureza maiores nem
um AS menor que 0 grupo sem tratamento, o que indicaria um maior conteudo
mineral e, portanto um efeito anticariogénico (Figuras 47 e 48). Esses achados
sugerem que nas condicbes do presente estudo a irradiacdo laser isoladamente
pode nado ter promovido alteracdes cristalinas na dentina que possibilitassem a
diminuicdo da progressdo das lesdes de carie neste substrato. Contudo, ndo ha
relatos na literatura que expliquem quais os efeitos quimicos e cristalograficos
promovidos pelo laser de Nd:YAG na dentina cariada, 0 que sugere que estudos

devam ser efetuados para se esclarecer esta hipotese. O presente estudo corrobora



140

os achados de microdureza, a partir do momento em que nao foram evidenciadas,
por FTIR, modificagbes composicionais na dentina cariada oriundas da irradiacédo

laser isoladamente.

Tem sido relatado que em esmalte (51), a irradiacdo laser promove
alteracOes cristalinas tais como as decorrentes da reducdo de carbonato, aumento
do tamanho dos cristais de hidroxiapatita e formacao de novas fases cristalinas que
tornam o tecido menos sollvel. Para a dentina, foi relatado (172) que a irradiacéo
com o laser de Nd:YAG com densidade de energia de 207J/cm? e duracédo de pulso
de 120 ym e taxa de repeticdo de 10 Hz e posterior desmineralizacdo nao
proporcionou efeito protetor para a dentina subjacente, apesar de ter produzido
significativa recristalizagcédo e crescimento dos cristais de apatita, sem a formacéo de
fosfato tricalcico tipoB, alteragcbes comprovadas por difracdo de raio-X. Nesse
estudo, foi sugerido que a ineficiéncia da camada recristalizada em resistir a
desmineralizacdo, apesar de sua permanéncia sobre a camada de colageno
desmineralizada mesmo depois de 80 horas imersa no gel acido, conforme visto em
microtomografia de raio-X, foi devido as rachaduras e poros macroscopicos que

permitiram a penetragao do gel desmineralizante.

Entretanto, como a dentina possui um menor volume mineral (48%) em
forma de pequenos cristais dispersos sobre e entre as fibrilas de colageno,
diferentemente do esmalte onde os cristais de HAP formam estruturas bem maiores
e alongadas (92%) com pequena quantidade de matriz organica e agua entre essas
estruturas, 0 que no esmalte significa uma maior proporcdo de mineral alterado em
relacdo a proporcdo da dentina ; e, tendo em vista que no presente estudo, se
trabalhou com um substrato que ja estava parcialmente desmineralizado, pode ser
gue a irradiacdo laser tenha provocado as alteragcdes mencionadas mas que tenha
ocorrido mudancas em fases cristalinas em menor quantidade por haver menos
cristais de hidroxiapatita e, portanto a irradiacéo laser isoladamente nao foi capaz de

prevenir a desmineralizacdo durante o processo de ciclagem de pH.

Adicionalmente, a irradiacdo laser promove desnaturacdo de colageno,
evaporacao proteica e de agua (51), sendo que, ao ocorrer na dentina, esses efeitos

podem aumentar a concentragdo mineral relativa desse tecido (94; 97). Entretanto,
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pela analise composicional por PYATR-FTIR realizada imediatamente apdés o0s
tratamentos, ndo foram observadas mudancas quimicas adicionais, quando
comparados com o grupo apenas cariado, nas bandas de carbonato e amidas I,Il e
[l (Figuras 29-33). Porém essa andlise abrange apenas 0,66 um de profundidade e
sabe-se que a irradiagdo com o laser de Nd:YAG no esmalte, produz efeitos em
profundidade de 1 a 5 ym (102), assim, a andlise composicional pode ter se
restringido somente a uma pequena superficie do tecido irradiado. No entanto, caso
essas mudancas tenham ocorrido, as mesmas ndo impediram a cérie de evoluir,
pelo contrario, pois a remocao de colageno pode ter causado o aparecimento de
poros e espacos vazios que, adicionados aos espacos ja presentes no tecido
decorrentes da perda prévia de HAP, podem ter aumentado a permeabilidade da
dentina e propiciado uma maior difusdo das solu¢des durante a ciclagem de pH.
Assim, ocorreu uma perda mineral maior (menor KHN), a qual foi observada como
um valor de microdureza diminuido em relacéo ao grupo cariado na profundidade de
40 a 200 um e, portanto, resultado numa maior evolucéo da carie no grupo irradiado.
No entanto, esse aumento de permeabilidade teria permitido também uma maior
difusdo da solugcdo Re que, nos grupos com aplicacdo de FFA apresentava-se
potencializada, por entre as fibrilas da dentina intertubular além da difusdo pelos
tibulos dentinérios. Esse fato pode ter possibilitado uma deposicdo de maior
guantidade de cristais de HAP nos 40 um iniciais da lesdo, o que justifica o maior
KHN apresentado pelos grupos Laser+FFA e FFA+ Laser nessa profundidade de

lesédo em relag&o ao grupo cariado, ao grupo laser e mesmo ao grupo FFA.

Em estudo recente utilizando o laser de Nd:YAG na dentina higida (100),
observou-se que a irradiacao resultou na reducdo dos valores de microdureza e em
significativos danos térmicos a esse tecido. Entretanto foi utilizada uma poténcia
média de 2 W com taxa de repeticdo de 20 Hz e as medidas de microdureza foram
realizadas com ponta Vickers, com carga de 100 g e tempo de 10 s. Vale a pena
ressaltar que tal valor de carga diminui a sensibilidade da técnica, ndo sendo
possivel detectar pequenas diferencas entre os tratamentos. Em uma tese recente
(97) utilizando os lasers de Nd:YAG, Er:-YAG e CO, para prevencdo da carie
radicular, associado ou ndo ao uso de fluoreto de sédio, na qual também foi
realizada a analise de microdureza Knoop, foi observado que o grupo irradiado com

laser de Nd:YAG ndo apresentou dureza inferior ao grupo cariado, porém essa
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também nédo foi similar a da dentina ndo-irradiada. Foi também sugerido que o
subsequente desafio cariogénico acentuou a diminuicdo da microdureza (diminuiu o
KHN), sendo esse comportamento decorrente da baixa poténcia empregada (0,5 W),
0 que pode ter promovido alteragcbes menos evidentes, levando esse comprimento
de onda laser a obter os resultados menos indicativos de promover resisténcia a
desmineralizacdo quando comparado aos outros pesquisados. Além disso, ndo foi
encontrado sinergismo entre a irradiacdo laser e a aplicacdo de flior gel usado
previamente a irradiacdo (fldor + laser). No presente estudo foi observado um valor
de microdureza no grupo irradiado menor que o do grupo cariado, na profundidade
de 40 a 200 pm, entretanto até 40 um de profundidade os valores nos dois grupos foi
semelhante, indicando que esse laser isoladamente ndo foi capaz de promover

resisténcia a desmineralizacao.

Como era esperado, a aplicacdo topica de FFA inibiu a progressao das
lesbes de carie em relacdo ao grupo sem tratamento. A diminuicdo da perda mineral
ou o0 ganho desse, correlacionado com o aumento do KHN, pode ser evidenciado
pelo menor AS apresentado pelo grupo FFA em relagdo ao grupo cariado, pois a

presenca do fluoreto interfere com o desenvolvimento da carie.

Com a aplicagao topica do FFA sobre as amostras, ha uma reacio
quimica com ou sobre essa superficie, formando um mineral tipo fluoreto de calcio
que funciona como um reservatorio sobre a superficie tratada e tende a manter o
fluoreto constante no meio. A presenca desse ion diminui o pH critico para que
ocorra a desmineralizacao além de possibilitar que, durante a remineralizacao,
ocorra a formagcado de hidroxiapatita fluoretada ou eventualmente de fluorapatita,
minerais mais resistentes a dissolugao acida (35). Assim, ao submergir as amostras
na solugcao RE, a qual possui pH acima do valor critico, o flior aumenta de 2 a 4
vezes a capacidade da solugcdo de repor minerais perdidos pela dentina. Contudo,
nem todo mineral perdido € reposto e uma lesdo de carie pode se desenvolver. No

entanto, a presenca do fluor reduz sua progresséao.

Conforme pode ser observado na Figura 48, a associagdo da irradiagao
laser com aplicagao topica de FFA impediu a progressédo da carie, com resultados

estatisticamente significativos em relagdo ao grupo sem tratamento. Entretanto,



143

melhores efeitos foram observados no grupo Laser +FFA, sendo que esse grupo
apresentou o menor valor de AS, inclusive com diferengca estatisticamente
significativa em comparagdo com o grupo FFA. Isso se deve ao fato de que a
irradiacao laser aumenta a area de superficie do tecido irradiado, expondo mais
cristais de HAP para reagir com o FFA posteriormente aplicado e assim, é formado
mais fluoreto de calcio, o qual propicia a oferta de uma maior quantidade de fluoreto
por um maior tempo em comparagao com a aplicagao de FFA isolada (51). Essas
observacoes estdo de acordo com as obtidas pela analise de fluorescéncia onde foi
evidenciada que a associacado Laser + FFA proporciona uma maior intensidade de
fluorescéncia. A fluorescéncia foi considerada como sendo proveniente da HAP e
portanto, o grupo Laser+FFA apresentou o maior conteudo mineral apds 4 dias de
ciclagem em relagdo aos outros grupos experimentais, inclusive com valor médio

equiparado ao do tecido sadio(Figura 45).

Entretanto, como a dentina tem cerca de 50% em volume de matriz
organica e agua, e considerando que o laser de Nd:YAG pode causar 0 aquecimento
da superficie em até 1200°C, sendo que matriz organica é eliminada com
temperaturas inferiores a 350° e um aquecimento de 60°C ja promoveria a
desnaturacao de proteinas (46) , o0 aquecimento da matriz organica poderia causar
sua desnaturacao parcial, a qual somada aos microespacos deixados pela perda da
HAP, favoreceria a difuséo das solucdes de ciclagem. Assim, a irradiacdo sobre uma
superficie de dentina jA desmineralizada aumentaria a permeabilidade dessa,
entretanto quando associada ao FFA potencializaria o efeito do FFA, permitindo uma
maior remineralizacdo da lesdo do que a proporcionada pelo FFA isoladamente.
Esse fato justifica a maior microdureza nos 60 um iniciais da lesdo, além da menor
média da &rea de perda de microdureza apresentada pelos grupos Laser +FFA e

FFA + Laser em relagao ao grupo FFA.
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7. CONCLUSAO

De acordo com a proposta deste estudo e com os resultados obtidos, é

possivel concluir que:

1 — em associacdo com a aplicacdo tépica de flior fosfato acidulado
(FFA), a irradiacdo com laser de Nd:YAG promove alteracbes no conteudo

inorganico e organico da dentina desmineralizada;

2 — tanto o processo de desmineralizagdo quanto a associacdo da
irradiagéo laser com a aplicagdo de FFA promovem mudancgas na fluorescéncia da
dentina, quando usado comprimento de onda de excitacdo de 405 nm, sendo que a
irradiacdo laser previamente a aplicacdo de FFA foi o tratamento que apresentou

imagem de fluorescéncia similar a da dentina sadia ap6s desafio cariogénico;

3 — a associacdo de tratamentos reduz a progressao da desmineralizagao
da dentina radicular, apresentando-se, como tratamento mais efetivo, aquele em que

a irradiacao laser efetuada antes da aplicacdo de FFA.

Desta maneira, conclui-se que a irradiacdo da dentina radicular com laser
de Nd:YAG previamente a aplicacdo de FFA apresenta-se como a forma mais
eficiente de prevencao da progressao de lesbes de carie radicular em comparacao

com os efeitos isolados destes tratamentos.
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8. PERSPECTIVAS

Realizacdo de um estudo semelhante, porém in situ para verificacdo do
comportamento da fluorescéncia em dentina radicular humana e nas condicfes do
ambiente oral, assim como para verificacdo do efeito preventivo da progressdo de
carie radicular obtido pela irradiacdo com laser de Nd:YAG em associacdo com a
aplicacéo topica de FFA.
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