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Resumo
Um dos efeitos colaterais da radioterapia da regido de cabeca e pescoco € a carie de radiacao,

lesdo agressiva que resulta rapidamente na perda dos dentes. A irradiacdo laser tem mostrado
importante potencial preventivo, mas ndo ha estudos que avaliem a associagdo da irradiagdo
laser com material bioativo para paralisacdo de lesGes de cérie ap0s radioterapia. Este estudo
avaliou as mudancas quimicas e morfoldgicas da dentina radicular submetida a radioterapia e
ao processo de céarie, assim como apds a irradiacdo com laser de Nd:YAG Q-switched
associado ou ndo ao Biosilicato®, buscando-se determinar o melhor veiculo para o
biomaterial, assim como o momento ideal para associagdo com a irradiacdo laser. Foi
conduzido um estudo in vitro cego randomizado no qual 80 blocos de dentina radicular
bovina foram submetidos a um processo de radioterapia simulada (Co-60, 2 Gy/dia, 30 dias)
e, apos, tiveram inducdo de lesdo incipiente de carie por 32h. As alteracbes composicionais e
morfolégicas nas amostras foram avaliadas por espectroscopia de absor¢do no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletronica de varredura (MEV).
Posteriormente, as amostras foram aleatoriamente distribuidas em 8 grupos, nos quais houve a
aplicacdo do Biosilicato®, veiculado em agua Milli-Q ou em soro fetal bovino (SFB), seguida
ou ndo da irradiacdo com laser de Nd:YAG (Q-switched, 1064 nm, 5 ns, 250 mJ)
imediatamente ou ap06s 24h da aplicacdo do biomaterial. Apds, todas as amostras foram
imersas em saliva artificial e avaliadas por FTIR e MEV apds 48h e 7 dias. O pH da saliva
artificial foi monitorado nos mesmos periodos. Adicionalmente, a analise de difracdo de raios-
X foi efetuada em pasta de Biosilicato® seguida ou ndo da irradiagdo laser. A analise
estatistica foi efetuada ao nivel de significancia de 5%. A radioterapia alterou a proporc¢éo de
amida 2 sobre fosfato e obliterou os tUbulos dentinérios, assim como a lesdo de carie
promoveu maior exposicdo de material organico e abertura dos tubulos. Detectou-se maior
formacdo de apatita, recobrimento da matriz orgéanica e obliteracdo dos tubulos dentinérios
quando o Biosilicato® foi veiculado em SFB. A irradiacdo laser alterou a composicdo e
morfologia da dentina e, quando efetuada 24 h apds aplicacdo do Biosilicato®, promoveu a
presenca da fase de fosfato de sodio e célcio, auxiliando na maior converséo para apatita. A
associacao de tratamentos é promissora para remineralizacdo de lesdes de carie radiculares
oriundas de radioterapia, sendo a melhor estratégia de tratamento a irradiacdo laser efetuada
24h apos aplicagéo de Biosilicato® veiculado em SFB sobre a dentina desmineralizada.

Palavras chave: Laser em alta intensidade, lasers de pulsos curtos, Biosilicato®, cérie,

dentina, prevencdo, radioterapia.



Abstract
One of the side effects of head and neck radiotherapy is radiation-related caries, an aggressive

injury that quickly results in tooth loss. Laser irradiation has shown an important preventive
potential, but there are no studies that evaluate the association of laser irradiation with
bioactive material for preventing caries lesions after radiotherapy. This study evaluated the
chemical and morphological changes of root dentin submitted to radiotherapy and caries
process, as well as after Q-switched Nd:YAG laser irradiation associated or not with
Biosilicate®, aiming to determine the best vehicle for biomaterial, as well as the ideal time
for association with laser irradiation. A randomized blinded in vitro study was conducted in
which 80 bovine root dentin slabs were submitted to a simulated radiotherapy process (Co-60,
2 Gy/day, 30 days) and, afterwards, induction of incipient caries lesion for 32h. The
compositional and morphological changes in samples were evaluated by Fourier transformed
infrared spectroscopy (FTIR) and scanning electron microscopy (SEM). Subsequently, the
samples were randomly distributed into 8 groups, in which Biosilicate® was applied, either in
Milli-Q water or fetal bovine serum (SBF), followed or not by Nd:YAG laser irradiation (Q-
switched, 1064 nm, 5 ns, 250 mJ) immediately or after 24 hours of biomaterial application.
Afterwards, all samples were immersed in artificial saliva and evaluated by FTIR and SEM
after 48h and 7 days. The pH of artificial saliva was monitored over the same periods.
Additionally, X-ray diffraction analysis was performed on Biosilicate® tablets which were
treated or not by laser irradiation. Statistical analysis was performed at a significance level of
5%. Radiotherapy changed the proportion of amide 2 to phosphate and obliterated the dentinal
tubules, just as caries lesion promoted greater exposure of organic material and opening of the
tubules. Biosilicate® promoted greater formation of apatite, the covering of the organic
matrix and the obliteration of dentinal tubules when conveyed in SFB. Laser irradiation
altered the composition and morphology of dentin and, when performed after application of
Biosilicate®, promoted the presence of sodium and calcium phosphate phase, helping in the
greater conversion to apatite. It was concluded that the combination of treatments is
promising for remineralization of radiation-related caries. The best treatment strategy seems
to be the laser irradiation 24h after application of Biosilicate® carried in SFB on

demineralized dentin.

Key words: High-intensity infrared laser, short pulse laser, Biosilicate®, caries, dentin,

prevention, radiotherapy.
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1. Introducao e justificativa

Céncer € 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o
crescimento desordenado (maligno) de células, que invadem tecidos e 6rgdos, podendo
espalhar-se (metéstase) para outras regides do corpo®. Com base no documento World Cancer
Report 2014 da Internacional Agency for Research on Cancer (IARC), da Organizacao
Mundial de Saude, é inquestionavel que o Céancer é um problema de salde publica,
especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde é esperado que, nas proximas
décadas, o impacto do cancer na populacdo correspondera a 80% dos mais de 20 milhdes de
novos casos estimados para 2025. No Brasil o cancer também alcancou uma grande
magnitude. Estima-se que entre 2020-2022 aponta-se a ocorréncia de cerca de 625 mil casos
novos por ano do triénio. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente
177 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil novos casos de cancer. O perfil observado
do povo brasileiro assemelha-se ao da América Latina e do Caribe?.

Em razdo de sua significativa incidéncia, prevaléncia e mortalidade, o cancer de
cabeca e pescoco é considerado um dos principais tumores no Brasil e no mundo®. O cancer
de cabeca e pescoco representa aproximadamente 5% de todas as neoplasias e atinge cerca de
1,7% da populacédo brasileira, correspondendo a um grupo grande e heterogéneo de tumores
localizados na pele, labios, cavidade oral, faringe, laringe, glandulas salivares, cavidade nasal
e seios paranasais, meato acustico externo e ouvido médio. O cancer de cabeca e pescoco
(CCP) acomete ambos o0s sexos e todas as racas, sendo até 3 a 4 vezes mais frequentes em
homens que em mulheres e mais comuns em negros e asiaticos. A incidéncia do CCP aumenta
com a idade e sua ocorréncia € maior em pessoas acima de 50 anos. O aumento da sua
incidéncia em mulheres foi observado nos Gltimos anos e é atribuido ao aumento do
tabagismo e etilismo entre elas®. A literatura* demonstra que os principais fatores que esto
associados ao CCP sdo o consumo de bebidas alcoodlicas e tabaco, havendo um efeito de
colaboracéo pelo uso frequente de ambos. A associacdo dos produtos ao longo do tempo e 0
habito constante de sua utilizagdo se tornam fatores de risco e ¢ demonstrado na literaura®. O
tabagismo ainda € o principal fator associado ao desenvolvimento do CCP, apresentado com
grande frequéncia em pacientes com historico de sua utilizacdo, estando amplamente
associado principalmente ao cancer de laringe e assoalho da boca®.

Outros fatores implicados na carcinogénese do CCP sdo viroses, principalmente no

cancer da laringe e da rinofaringe (virus de Epstein — Barr); exposi¢fes ocupacionais nas
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refinarias de niquel, marcenarias e fabricas de artigos de couro e trabalhos em minas de
asbestos. A exposicdo a radiacdo ionizante e a exposi¢do solar se mostram extremamente
importantes principalmente no cancer de labios e cancer de pele localizada em regido de
cabeca e pescogo. Fatores dietéticos também estdo relacionados ao aparecimento do CCP,
quando se observa que a caréncia de vitamina A e carotenoides propicia o0 aparecimento
destes tumores. A suscetibilidade genética também deve ser considerada um possivel fator,
isolada ou associada ao tabagismo, podendo manifestar-se na forma de sindrome de
suscetibilidade ao cancer claramente definidas, defeitos de reparo do DNA, alteracdes da
capacidade de metabolizacdo do carcindgeno ou alteragcBes nas respostas imunoldgicas do
hospedeiro®. Neste contexto, o cancer oral assume um importante papel, mesmo néo sendo um
tumor de facil identificacdo, com lesGes nem tanto visiveis e definidas, ainda ocupa um lugar
de destaque onde corresponde a cerca de 30% de todos os tumores de cabeca e pescoco®. Sua
elevada mortalidade e morbidade se dao pelo diagndstico tardio da doenca, assim como pela
dificuldade em se faze-lo2.

O Cancer oral é um subgrupo das neoplasias de cabeca e pesco¢o que, de acordo com
os codigos da Classificacdo Internacional das Doencas versao 9 (International Classification
of Diseases — ICD), desenvolve-se em varias regifes da cavidade oral, representadas pelos
seguintes codigos: (140) labios, (141) lingua, (143) gengiva, (144) assoalho da boca e (145)
outros locais ndo especificos. As principais glandulas salivares (142), orofaringe (146) e
nasofaringe (147) n&o sdo incluidas®. A causa do carcinoma oral é multifatorial, onde varios
agentes ou fatores etiologicos atuam em conjunto para o aparecimento do mesmo®.
Associados ao aparecimento do Cancer Oral, os fatores de risco que aparecem com maior
incidéncia sdo o fumo, radiacdo ultravioleta e alcool, e ou até mesmo como casos de
desnutricdo geral. Além disto, alguns pacientes desenvolveram carcinoma oral sem qualquer
utilizacdo ou exposicao ao alcool e tabaco. Neste caso sugere—se que fatores adicionais podem
tornar os individuos mais suscetiveis como: alteracbes imunoldgicas, fatores genéticos,
histrico familiar de cancer de cabeca e pescoco na familia e dieta alimentar” 8,

Na literatura® observa-se a associagdo entre as condices socioecondmicas e a falta de
tratamento adequado da doenga. A falta de tratamento correto causa um impacto negativo ao
paciente sobre a qualidade de vida e imagem do corpo que se associa a depresséo, ansiedade e
isolamento, além disso, associa-se a diminuicao significativa da funcio oral®.

Para o tratamento do cancer da cavidade oral, a radioterapia associada com a
quimioterapia e cirurgia sdo as principais modalidades de tratamento devido seu poder de

controlar e dar uma sobrevida maior ao paciente com esta patologia. Sendo assim, efeitos
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secundarios das terapias citadas para o tratamento do cancer oral sdo comuns no tratamento,
durante e apds como: mucosite, radiodermite, xerostomia, hipossalivacdo cronica, cérie de
radiacdo e a osteorradionecrose®. Dentre os efeitos secundarios associados as terapias citadas
vamos tratar a carie de radiacdo. O uso da terapia para pacientes com cancer oral melhora o
controle local da doenca e sobrevida em geral, porém o uso da mesma esti associado ao
aumento agudo e efeitos que resultam em uma carga de sintomas e diminui¢do da qualidade
de vida do paciente?®,

Xerostomia (o sintoma de boca seca) e hipossalivacao (fluxo salivar diminuido), estéo
entre os efeitos colaterais mais comuns com a utilizacdo da terapia de radiagdo, que ndo so6
danifica as células com divisdes errbneas, mas também as células normais, ndo as
diferenciando. Pacientes com hipossalivacdo aguda apresentam frequentemente a perda da
denticdo, uma vez que a saliva é fundamental para a manutencédo dos tecidos bucais e, desta
forma, pacientes com perda de fluxo salivar, em decorréncia da radioterapia, tendem a
desenvolver, dentre outras alteracdes, uma alta atividade de cériel?.

A Cérie de Radiacdo é uma doenca complexa e destrutiva com origens diversas.
Efeitos diretos como a radiacdo podem destruir o esmalte e a dentina em pacientes de cancer
oral e efeitos indiretos, como higiene bucal e dieta cariogénica, sdo também fatores que
contribuem para sua piora'?. A carie de radiacdo pode surgir de 3 a 12 semanas apds a
radioterapia, se caracterizando por ser um processo rapido e ser altamente destrutivo, citando
ainda que os componentes organicos e inorganicos dos dentes podem sofrer alteracdes devido
a utilizacio da radiagdo, tornando—os mais susceptiveis ao processo carioso'®. Acomete,
inicialmente, as regides cervicais dos dentes e pode atingir as regides planas, uma vez que
alteragBes na saliva impedem o desempenho de sua fungéo tampao*2.

Desta forma, é fundamental que o paciente adote medidas profilaticas, antes de ser
tratado com a radioterapia, a fim de prevenir a doenca. Sendo assim, uma vez manifesto, o
tratamento deste tipo de céarie pode configurar um verdadeiro desafio odontoldgico devido a
gravidade das lesdes e alteracdes no ambiente oral provocada pela radiacéo, que ainda pode
favorecer infeccBes oportunistas®. Estudos comprovam que a utilizagdo de fluoreto, sob as
mais diversas formas, tem tido um resultado favoravel para a diminui¢cdo do surgimento de
lesBes de caries, assim possibilitando a paralizagdo das lesdes incipientes * > 16 Porém, a
existéncia de pessoas que ndo possuem acesso a agua e produtos fluoretados, doentes e com
dificuldades de higienizacdo e locomogéo ressalta a necessidade de se aperfeigcoar o que se
tem de preventivos existentes nos dias atuais?’.

Dentro deste contexto geral, a irradiacdo laser tem sido bastante aprofundada para a
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finalidade preventiva, considerando sua importante interacdo com os tecidos duros dentais?’.
Os lasers em alta intensidade, por seu efeito térmico, podem promover modificagdes quimico-
estruturais nos tecidos irradiados, ao qual depende tanto da temperatura superficial atingida
quanto ao tempo de exposicdo dos tecidos a irradiagdo®®. Quando associados ao fluoreto,
estudos anteriores’*>19 demonstram que a utilizacdo da irradiacdo laser pode reduzir
significativamente a progressao da lesdo de carie®®.

Os odontologistas, no que diz respeito a carie de radiacdo, atualmente empregam a
profilaxia com flGor?® 2%; contudo, trata-se de um método que requer multiplas repeticdes do
tratamento®. Assim sendo, ceramicas bioativas e lasers apresentam-se como viavel e atrativa
para prevencao das lesdes de cérie de radiagao.

Em relacdo ao laser, podemos dizer que sdo utilizados desde a preparacdo cavitaria até
a descontaminacéo, retirada e prevencdo da cérie??. A irradiacdo laser provoca modificacoes
cristalogréficas e nos tecidos dentais modificam sua formacé&o estrutural as quais atrapalham o
desenvolvimento da carie?®. Por sua vez as cerdmicas bioativas englobam vidros e
vitroceramicas que sdo preparados para se ligar quimicamente ao 0sso ao produzir uma
camada de hidroxiapatita carbonatada na interface do biomaterial/tecido e, portanto, pode
promover uma regeneraco tecidual®* 2> 26 2" 2 O Biosilicato® vem sendo aplicado com
sucesso na odontologia no tratamento de hipersensibilidade dentinaria®® *° e na
remineralizagdo de lesdes que foram ocasionadas por carie ou por eroséo®!: 323,

Considerando o exposto, a associacdo das terapias (irradiacdo laser e aplicacdo de
Biosilicato®) poderia exercer um maior efeito benéfico para paralisacio da carie de radiacio,

0 que ainda n&o foi estudado. Desta maneira, este estudo foi proposto.
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2. Objetivos

2.1.0Dbjetivo geral

Este estudo objetivou avaliar as mudangas quimicas e morfoldgicas da dentina
radicular submetida a radioterapia e ao processo de carie, assim como apos a irradiagdo com
laser de Nd:YAG Q-switched associado ou ndo ao Biosilicato®, buscando-se determinar o
melhor veiculo para o biomaterial, assim como o momento ideal para associacdo com a

irradiacao laser.

2.2.0bjetivos especificos

1 - Avaliar as mudancas composicionais e morfolégicas na dentina radicular
promovidas pela radioterapia simulada in vitro e seus efeitos na indugéo de leséo incipiente de
carie;

2 - Avaliar as mudangas composicionais e morfologicas promovidas pelo Biosilicato®
sobre a dentina desmineralizada quando aplicado empregando-se dois veiculos diferentes
(dgua Milli-Q e soro fetal bovino), buscando-se predizer seu uso para prevencdo da
progressao de lesbes de carie de radiacao;

3 - Avaliar os efeitos da irradiagdo com laser de Nd:YAG de pulsos curtos sobre a
dentina cariada ap0s radioterapia simulada in vitro e sobre o Biosilicato®, buscando-se

determinar o melhor momento de associacao das duas técnicas.
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3. Revisao de literatura

3.1. Radioterapia - conceitos e doses em Céncer de Cabeca e Pescoco

Cancer é a denominacdo dada a um agrupamento de mais de 100 patologias que tém
em conjunto o crescimento desordenado de células que envolvem tecidos e Orgaos
(referéncia). Dentro destas patologias, tem-se o cancer de cabeca e pesco¢o (CCP), cuja
prevaléncia vem aumentando em todo o mundo. De acordo com o Instituto Nacional do
Céncer (INCA), no Brasil, no ano de 2018, as taxas em homens correspondem a 11.200 novos
casos por ano, tendo uma incidéncia de 5,2% na populacdo geral e em mulheres 3.500 novos
casos no ano e tendo uma incidéncia de 1,7%3,

A etiologia da doenca é diversa, podendo ser ocasionada por fatores internos ou
externos, estando ambos inter-relacionados. Os causadores externos associam-se a0 meio
ambiente e costumes individuais e/ou sociais e culturais como, por exemplo, 0 consumo de
alcool e tabaco®36:37:383940 Qg causadores internos, na maioria das vezes geneticamente pré-
determinados, sdo pertencentes a capacidade do organismo de se proteger de agressfes
externas. Estes fatos podem relacionar-se, aumentando a possibilidade de transformacoes
malignas nas células normais. Dos casos de cancer apresentados e conhecidos, 80 a 90% estdo
relacionados a fatores ambientais®*.

A incidéncia do cancer de cabeca e pescogo aumenta com a idade, sendo o carcinoma
de células escamosas 0 tipo mais constante presente em 90% dos casos, com episddios
aproximadamente em 40% na cavidade bucal, 25% na laringe e 15% na faringe*'. O restante
dos casos relatados ocorre, por exemplo, nas glandulas salivares. Os demais tipos de cancer,
como da face, tireoide e cérebro, ndo sdo convencionalmente inclusos no termo “cancer de
cabeca e pescogo’™*2,

O tratamento desta patologia (CCP) costumeiramente envolve radioterapia,
quimioterapia, cirurgia ou uma jungio destas modalidades® . A radioterapia é uma
modalidade de tratamento que utiliza radiacdo ionizante como agente terapéutico®*“°. Este
tratamento é grandemente utilizado para o tratamento do cancer de cabeca e pesco¢co como
terapia primaria, auxiliar ao tratamento cirdrgico e a quimioterapia, ou como tratamento
paliativo em estéagios finais ou inoperéaveis da doenga®*4°.

Ainda que a radioterapia possa aumentar as taxas de cura da doenga, 0s pacientes

irradiados na regido da cabeca e pescoco sdo passiveis a sequelas na cavidade bucal, que
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incluem as seguintes ocorréncias: xerostomia, mucosite, perda do paladar, perda progressiva
do ligamento periodontal, alteragdes microvasculares, necrose dos tecidos moles,
osteoradionecrose e carie dental, também denominada, aqui, de cérie de radiacdo por sua
etiologia6474849,

De acordo com a literatura®°0°15253  os efeitos indiretos da radiacdo, que seriam
alteracdes na quantidade e qualidade da saliva, impedimento em realizar a higiene bucal
correta em decorréncia do aparecimento de mucosites e da rigidez muscular, aumento do
consumo de alimentos cariogénicos e mudancas microbiota bucal, sdo uns dos principais
fatores causadores da carie de radiacdo. Esta, por sua vez, ocasiona rigorosa destruicdo da
dentina e do esmalte de dentes de pacientes acometidos a radioterapia de cabeca e pescoco.

Para demonstrar a quantidade absorvida de radiacdo pelos tecidos, foi definida
inicialmente uma unidade internacional, o rad (radiation absorbed dose), o que significa a
diferenca entre a radiacdo empregada e a que atravessou 0s tecidos. Posteriormente, esta
unidade foi substituida pelo Gray, determinado como 1 Joule por quilograma. O Gray é
abreviado como Gy, sendo que: 1Gy= 100 cGy = 100 rad®**°. A radioterapia pode ser
fracionada em secdes de curta duracdo até protocolos extremamente prorrogados, durante
varias semanas. O argumento das aplicacfes em pequenas quantidades diarias tem sua
demonstracdo nos “5 Rs” da radiobiologia: reoxigenacdo (oxigenar novamente),
redistribuicdo no ciclo celular, recrutamento, repopulagio e regeneracio®. A maior parte dos
pacientes sujeitos a radioterapia recebe doses fracionadas em um periodo de mais ou menos 5-
7 semanas, uma vez por semana, com dose diaria de, aproximadamente, 2Gy*®.

Objetivando esclarecer outros fatores que poderiam predispor os pacientes tratados
com radioterapia de cabeca e pesco¢o a maior susceptibilidade ao surgimento da cérie de
radiacdo, estudos foram executados a fim de pesquisar as causas diretas da radiacdo na
estrutura dental, mas com resultados controversos. Desta forma, Jansma et al.® (1990),
Kielbassa et al.>” (1999; 2000), Kielbassa®® (2000) e Silva et al >3(2009) averiguaram que a
radiacdo ndo € capaz de ocasionar alteracfes nas estruturas dos dentes permanentes.

Em 1990, Jansma et al.>® analisaram a consequéncia da irradiacdo terapéutica (dose de
2Gy, duas vezes ao dia, total de 72Gy) na penetrabilidade do esmalte dental bovino, por meio
de difusdo de radioisotipo. Foi observado que ndo ocorreu nenhuma alteracdo na
permeabilidade dos dentes irradiados.

No ano de 1999 foi publicado um estudo in situ® que determina a correlagdo entre os
resultados das microrradiografias de lesGes de céries induzidas e microdureza, em esmalte

humano irradiado com doses de 60 Gy. Os autores observaram que as microrradiografias e a
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microdureza nao apresentaram diferenca significativa na comparagéo entre as lesées de cérie
oriundas de dentes irradiados e ndo irradiados e, desta forma, concluiram que o esmalte
irradiado ndo € mais propenso a carie que o irradiado, desde que os métodos adequados de
higiene bucal sejam adotados.

Em 2000, Kielbassa et al.>" ®® acompanharam, in situ, o processo da desmineralizagio
do esmalte dental humano irradiado com 60 Gy e nédo irradiado, durante 6 semanas.
Observaram que os efeitos diretos da irradiacdo no esmalte dental ndo sdo os maiores
responsaveis pelo inicio da desmineralizacdo que ocorre sob condicdes clinicas, e que o inicio
das lesdes de carie em esmalte irradiado pode ser contido por correta higiene bucal. Ainda em
2000, Kielbassa et al.>! avaliaram, in situ, a desmineralizagdo inicial da dentina humana
irradiada e ndo irradiada com doses de 60 Gy, durante 5 semanas. Os autores observaram a
inexisténcia de diferencas significantes em relacdo a perda de mineral e profundidade da leséo
de carie entre os dentes irradiados e ndo irradiados, sendo esta diferenca verificada apenas
entre os espécimes ndo escovados e escovados. Por fim, a dentina de dentes irradiados néo se
tornou mais propensa a cérie, em comparacdo a dos dentes ndo irradiados, quando sujeita
adequadamente a higiene bucal.

Silva et al., em 2009, analisaram os padrdes de desmineralizacdo das lesdes de carie
de pacientes irradiados e averiguaram que lesdes de carie que ocorrem nas regides cervical e
incisal foram amplamente observadas. Descoloracdo na cor marrom difusa da superficie do
esmalte foi observada constantemente e as analises por microscopia de luz polarizada
sugeriram que essas areas fossem pertinentes a lesdes de cérie incipientes. Foi concluido que a
lesdo da cérie de radiacdo tem a mesma morfologia e padrdo que as ndo relacionadas a
irradiacdo, com a existéncia de dentina mineralizada, zona translucida, dentina reacional,
dentina terciaria e deposicdo de dentina intertubular.

Por outro lado, demais estudos conduzidos com dentes permanentes humanos e em
dentes bovinos®**>°6:57:58 demonstraram que a irradiacio causa efeitos diretos sobre a estrutura
dental, os quais fazem parte da patologia da carie de radiacdo. Springer et al.°, em 2005,
analisaram a mensuracdo de proteinas (hidroxilisilpirinolina e lisipiridinolina), as quais séo
dois tipos de reacGes cruzadas ndo reduzidas no coldgeno maduro que aumentam quando
acontece a destruicdo do colageno por irradiacdo (6,3 Gy/dia, por 5 dias). Tais autores
observaram que a irradiacdo causou danos diretos sobre o coldgeno do tecido pulpar.
Entretanto, ndo observaram alteragdes mensurdveis do componente colageno nos tecidos
mineralizados e creditaram esse fato & concentragdo relativamente baixa destas proteinas no

esmalte e na dentina.
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No ano de 2007°°, foi publicada uma avaliacdo in vitro sobre o dano direto e imediato
ao colageno, como consequéncia direta da irradiacdo com dose de 60 Gy, em tecido 0sseo,
peridsteo e pele de mandibulas de porcos, em comparacdo a mandibulas ndo irradiadas. Os
tipos de colageno foram caracterizados por eletroforese em gel de poliacrilamida e a
maturacdo das fibras determinada pela quantidade de liga¢Ges cruzadas hidroxilisilpirinolina
(HP) e lisilpiridilina (LP) avaliadas por meio de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). A mensuracgdo da quantidade de hidroxiprolina (Hyp) foi utilizada para determinar a
razdo entre quantidade de fragmentos de coldgeno nas amostras irradiadas comparado as
amostras ndo irradiadas. As concentracdes de HP, LP e Hyp no grupo irradiado encontraram-
se marcadamente aumentadas. Foi também demonstrada a presenga de colageno I e IV no
0sso ndo irradiado, I e Il na pele ndo irradiada, € no | no peridsteo ndo irradiado. Nas
amostras irradiadas, bandas difusas demonstraram a fragmentacdo da molécula de colageno.
O aumento da concentracdo de HP, LP e Hyp no ultrafiltrado indicaram o aumento da
concentracdo de colageno desnaturado, demonstrando o dano direto e imediato da irradiacéo
sobre o colageno®’.

Soares et al. (2010)%? estudaram o efeito da irradiacdo gama sobre a resisténcia a
tracdo do esmalte e da dentina em dentes permanentes, em relacdo a orientacdo dos prismas,
dos tubulos dentérios e localizagdo dos mesmos na dentina. Quarenta terceiros molares
humanos permanentes foram usados, metade dos quais foram submetidos a 60 Gy de
irradiacdo gama, sendo 2 Gy/dia e avaliados por meio de testes de microtracdo. Os resultados
demonstraram que o tratamento com irradiacdo diminuiu significativamente a resisténcia a
tracdo da dentina radicular e coronaria do esmalte, a respeito da orientacdo dos tubulos e dos
prismas. Entretanto, quando os dentes foram irradiados, ndo houve influéncia da orientagéo
dos tubulos, demonstrando que a irradiacdo € mais danosa aos componentes organicos que 0s
inorganicos.

Em 2011, Soares et al.®! realizaram um estudo in vitro, com o objetivo de avaliar se
diferentes protocolos de enxaguatorios bucais seriam capazes de prevenir 0s problemas
causados pela radioterapia com irradiacdo gama, em relagdo a resisténcia a tracdo do esmalte
e da dentina. Cento e vinte e trés dentes foram divididos em dois grupos: irradiados
(submetidos a 60 Gy de irradiacdo gama, em incrementos diarios de 2 Gy) e ndo-irradiados.
Os resultados apontaram que a radiacdo gama diminuiu significantemente a resisténcia a
tracdo do esmalte e da dentina coronaria e radicular. Alteragdes macromoleculares foram
sugeridas na dentina. ModificacOes estruturais em ambos os substratos foram detectados por

microscopia eletronica de varredura. Bochechos com clorexidina a 0,12% preveniram
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parcialmente os problemas relacionados as propriedades mecéanicas da dentina coronéria
irradiada, enquanto o fluoreto de sddio a 0,05% ocasionou similaridade no teste de resisténcia
a tracdo para o esmalte irradiado e o ndo irradiado.

Conforme descrito acima, 0s mecanismos envolvidos no aparecimento da carie dental
pos-radioterapia na regido da cabega e pescoco continuam controversos. Por um momento
este mecanismo é imputado em efeitos indiretos da radioterapia, que remetem a alteracfes
salivares, pioras de higiene bucal, consumo consideravel de alimentos cariogénicos e
modificagdes na microbiota bucal. Em outro momento, 0s mecanismos sdo atribuidos aos
efeitos diretos da radiacdo, os quais acarretam alteracfes na estrutura e na composi¢ao
quimica do esmalte e da dentina. Estes efeitos sdo ainda mais desconhecidos na dentina de
dentes deciduos, uma vez que a maioria dos trabalhos publicados foram realizados em dentes

permanentes humanos ou dentes bovinos®?,

3.2. Efeitos da radioterapia na dentina

Para se compreender melhor a céarie de radiacdo se faz necessario o conhecimento
anatdbmico e histologico da estrutura dentaria. Os tecidos mineralizados ou duros do corpo
humano, sendo eles tecido 6sseo, cemento, dentina e esmalte, estdo relacionados ao dente®
conforme demonstrado na Figura 1. Anatomicamente, o dente é fracionado em coroa, onde se
localiza a parte mais externa e visivel, e raiz, a extensdo encoberta que o prende a um
conjunto de estruturas de suporte, as quais compdem em 0sso alveolar, ligamento periodontal
e cemento, 0s quais se encontram cobertos pela gengiva®.

Histologicamente, o 6rgdo dental é composto de tecidos especializados: esmalte,
dentina, cemento e polpa. O esmalte se constitui como uma protecdo em forma de cobertura
para a coroa dentaria, sendo altamente mineralizado, com uma caracteristica dura e friavel,

além de avascular, inerte e acelular®*.
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Figura 1 — Esquema da estrutura do dente e tecidos envolvidos.

esmalte
dentina
camara pulpar

cemento
canal radicular

apice

Fonte: Faculdade de Odontologia da USP — Disponivel em: http://www.fo.usp.br%

Embora a dentina e a polpa sejam tecidos histologicamente distintos, normalmente séo
consideradas como uma Unica entidade. Isto ocorre porque estes tecidos estdo intimamente
relacionados, devido a estrutura tubular da dentina. Os prolongamentos dos odontoblastos,
células constituintes da polpa, estdo contidos nos tabulos dentinarios. Além disso, o
movimento do fluido dentinério, presente nos tubulos da dentina, é capaz de estimular
receptores de dor presentes na polpa®*.

O cemento por sua vez € um tecido conjuntivo mineralizado que recobre a dentina
radicular possuindo como principal funcdo a insercdo de fibras de ligamento periodontal na
raiz do dente, sendo que uma vez depositado sobre a dentina radicular, sofre mineralizacéo,
aderindo-se firmemente a mesma®.

O orgao dental sofre danos em suas estruturas quando a radioterapia é aplicada na
regido de cabeca e pescoc¢o, pois sdo acarretadas mudancas fisicas e quimicas nos dentes.
Como alteracdo das propriedades mecanicas, pode-se descrever a alteracdo na microdureza
superficial® % resisténcia a tracio e resisténcia a fratura®’.

Em relacdo aos danos causados de forma direta na composicao quimica dos dentes, ha
uma diminuicdo da interacdo entre 0s componentes organicos e os cristais de hidroxiapatita do
esmalte e da dentina, o que também fundamenta a fragilidade do dente frente ao

acometimento da cérie de radiacio®®. Sendo assim, a reducdo do colageno tipo IV em dentes
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submetidos a radioterapia pode representar um mecanismo de instabilidade da juncéo
amelodentinéria (regido de interface entre esmalte e dentina), uma vez que a mesma protege a
polpa e sustenta o esmalte dentario’®. Além desta situacdo, conforme se aumenta a dose de
radiacdo, ha o aumento também das alteraces morfologicas na regido interprismatica do
esmalte, sendo que na dentina ha fragmentacdo das fibras coldgenas, juntamente com a
presenca de fissuras e obliteracdo dos tubulos dentinarios’.

Desse modo, o entendimento da composi¢do quimica da dentina € extremamente
relevante para melhor entender os efeitos da radioterapia sobre este tecido. A dentina € um
tecido de origem mesenquimal, constitui o corpo do dente e tem as principais funcdes de
preservar a polpa e dar base para o esmalte sobrejacente. A dentina madura é composta de,
aproximadamente, 70% mineral, 20% de matriz organica e 10% de agua. Seu componente
inorganico consiste em hidroxiapatita e a parte organica é essencialmente colageno, que
possibilita a resiliéncia necessaria para a coroa suportar o ato mastigatorio. As estruturas
organizacionais da dentina sdo os tubulos dentinarios, com didmetro médio de 2,0 a 3,2um
que abrigam os prolongamentos citoplasmaticos dos odontoblastos e sdo responsaveis pela
transmissio dos estimulos & polpa’ 3. A Figura 2 mostra imagens de microscopia eletrénica

de varredura de dentina com tubulos dentinarios abertos.

Figura 2 — Imagem de microscopia eletronica de varredura da dentina radicular bovina,

evidenciando os tabulos dentinarios abertos. Magnificacéo original: 5000X.

Fonte: Elaboracdo da autora, 2019.
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Assim sendo, por conter um maior teor de agua, a dentina é mais suscetivel aos efeitos
da radiacdo do que o esmalte™, devido aos danos as moléculas de agua nela presentes
promovidos pela radiacdo, formando radicais livres reativos, como oxigénio e peroxido de
hidrogénio, que interatuam com biomoléculas e ocasionam danos celulares’. Neste processo,
podem causar desnaturagdo dos componentes organicos das estruturas dentarias’®. Cabe ainda
descrever que a estrutura quimica dos dentes humanos sdo iguais a estrutura quimica dos
dentes bovinos utilizados neste trabalho, sendo assim a literatura nos reporta esta
Uti|iZ&(;5.054’55’56’57’58.

O prosseguimento de lesbes de cérie acontece com uma grande regularidade nos
dentes de pacientes submetidos a radioterapia’’. A variagdo provocada na microbiota bucal,
onde a placa bacteriana torna-se altamente acidogénica, leva a um aumento expressivo da
quantidade de Streptococcus mutans e Lactobacillus’®. Estes micro-organismos, mergulhados
em um meio com pH baixo e pouco fluxo salivar, devido ao dano causado pela radiacdo as
glandulas salivares, podem promover uma desmineralizacdo da estrutura dental. Esta
desmineralizacdo ocorre primeiramente no esmalte e, no caso da raiz do dente, se a mesma se
encontrar exposta, a lesdo acomete a dentina diretamente. Com a co-existéncia dos demais
fatores ambientais para a patologia, as lesbes aumentam em extenséo e severidade, levando o
tecido dentinario também a desmineralizacdo. Na dentina, ocorre a perda de matriz organica
causada pelas bactérias e enzimas proteoliticas bacterianas’®. Em pacientes submetidos ao
tratamento radioterapico, as lesdes cariosas se desenvolvem de forma mais rigorosa e possuli

caracteristicas especificas, as quais serdo detalhadas no topico a seguir® .

3.3. Carie de radiacao

A lesdo de carie induzida por radiacdo, também identificada como carie de radiacéo, é
um resultado tardio da radioterapia para tratamento de pacientes com cancer de cabeca e
pescoco®. Tem como particularidade a auséncia de dor aguda e aparece inicialmente em
regides normalmente resistentes a carie de individuos ndo expostos a radiagéo, tais como face
vestibular, lingual e incisal dos dentes anteriores®'®?, conforme apresentado na Figura 3. O
progresso das lesdes tem comeco geralmente de 3 a 6 semanas apds o fim do tratamento
radioterapico na regido da cabeca e pescoco e, quando ndo diagnosticados e tratados
preliminarmente, costumam avangar para a destruicdo de todos os dentes e perda total das
coroas dentarias a um curto espaco de tempo®3. Fatores como nivel s6cio econdmico e

desigualdade social foram incluidos nos estudos®. Sendo assim, a cérie €, portanto, ndo sé
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um problema de saude, mas também um problema multifatorial e com caracteristicas
populacionais, ndo sendo somente a eliminacdo de um microrganismo suficiente para sua

eliminagio®.

Figura 3 — Figura anatdmica dos dentes anteriores. O dente possui 5 faces, FACE
MESIAL (M) - proximo da linha média do arco dentério; FACE DISTAL (D) - mais afastado
da linha média do arco dentario; FACE INCISAL - superficie dos dentes de canino a canino;
FACE OCLUSAL (O) - superficie dos dentes dos pré-molares e dos molares; FACE
VESTIBULAR (V) - parte de frente para os labios; FACE LINGUAL (L) - parte voltada para
lingua nos dentes inferiores; FACE PALATINA - parte voltada para o palato nos dentes

superiores.

Fonte: Faculdade de Odontologia da USP — Disponivel em: http://www.fo.usp.br®; acesso
em: 30 de maio de 2019.

Em um artigo de revisio de literatura®, foi revelado que a prevaléncia de caries em
pacientes pos-radioterapia e pds-radioquimioterapia foi de 24% e 21,4%, respectivamente.
Neste mesmo estudo, os autores sugeriram que o indice de dentes cariados, perdidos e
obturados (CPOD) pode alcancar cerca de 17,01% nos pacientes tratados com radioterapia na

regido de cabeca e pescoco. Contudo, acredita-se que esses numeros podem diversificar
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significativamente dependendo da populacdo analisada e, essencialmente, do nivel cultural e
socioecondmico dos pacientes.

A lesdo de carie se inicia pelo processo fisiologico de desmineralizagao®” & 8 que
acontece em decorréncia de diversos fatores inerentes a rotina do ambiente bucal®. Os fatos
descritos a seguir sdo classificados como desencadeantes para as lesdes de carie, tais como a
frequéncia de alimentacdo, microbiota, a baixa exposi¢do ao flior ou xerostomia; e protetivos,
sendo eles a saliva, a insuficiente exposi¢do ao fldor, a higiene oral correta que promova a
desorganizacio do biofilme e a dieta com mais fibras e menos carboidratos fermentaveis®® %,

Os fendémenos de desmineralizacdo e remineralizacdo sdo processos fisico-quimicos
que acontecem devido a variacdo do pH no ambiente bucal, essencialmente no biofilme
dentario afixado a superficie do dente. Em pH entre 6,7 a 5,6% acontece o inicio da
desmineralizacdo da dentina, com dissolucdo da hidroxiapatita. Neste processo, ions de célcio
e fosfato ficam livres na superficie do dente e no biofilme aderido, sendo dissolvidos na
saliva, que se demonstra saturada em relagdo ao dente. O aumento do pH favorece o efeito
tampdo da saliva, fazendo que a mesma se torne supersaturada em relacdo ao dente: desta
maneira, 0s ions de célcio e fosfato voltam a se ligar no dente e, assim sendo, ocorre a
remineralizagao®/:88:94,

Além da dissolucdo da parte mineral, o processo de composicdo da lesdo da céarie de
radiacdo resulta na exposicdo da matriz organica e sua degradacéo por enzimas presentes nos
fluidos circundantes (fluido dentinario, fluido do biofilme e saliva)®>%. Estas enzimas
enddgenas (metaloproteinas) sdo responsaveis por degradar varias matrizes de proteinas,
incluindo as formas diversas do colageno®. Estas enzimas fazem parte do processo de carie
da dentina, degradam a matriz organica deste tecido exposta pela desmineralizacdo e

prosseguem esse processo mesmo enquanto ocorre 0 processo de tamponamento da saliva®.

3.4. Lasers em alta intensidade e acdo na prevencao da céarie radicular

A aplicacdo do laser em alta intensidade demonstra-se eficaz para tratamentos em
tecidos bioldgicos, dentre eles o esmalte e a dentina® - 1% 11! Dentre esses tratamentos, este
estudo propGe pesquisar o uso do laser em alta intensidade para a prevencgédo da progressao da
carie radicular apos radioterapia.

O resultado preventivo do laser em alta intensidade acontece quando o tecido absorve

a energia irradiada, a qual promove um efeito térmico localizado. Este efeito frequentemente é
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obtido, nos tecidos duros dentais, quando se emprega a radiacdo com comprimento de onda na
regido do infravermelho!04 106, 108.109

Sabe-se que 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 ndo causem danos térmicos no proprio tecido irradiado, assim como no tecido
pulpar e periodontal adjacentes, é essencial que sejam empregados comprimentos de onda
absorvidos pela estrutura do tecido duro dental, composta principalmente por cristais de
hidroxiapatita, proteinas e agua. Quanto superior for o coeficiente de absorcdo de um
comprimento de onda, maior € seu potencial para causar o aquecimento do tecido. Além
disso, o coeficiente de absorcdo € inversamente proporcional a penetracdo da luz laser no
tecido (Lei de Beer-Lambert), sendo que quanto mais a radiacdo é absorvida, menor é 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 os mais favoraveis para este fim'' 114 Entre os lasers mais estudados, evidencia-se
os lasers de CO,, Nd:YAG, Argonio, Ho:YLF, Er:YAG, Er,Cr:YSGG e de diodo!'®. Estudos
anteriores ja evidenciaram que efeitos distintos sdo observados quando o laser é empregado
antes ou ap6s a aplicacdo topica de fluor. Entretanto, os reais mecanismos pelo qual isso
ocorre ainda ndo estdo bem elucidados*1%,

A literatura demonstrou que a irradiacdo laser pode ser utilizada para aumentar o
conteddo mineral relativo da dentina pela ablacdo de proteinas e da agua intrinseca desse
tecido®. Ainda, pesquisadores tém verificado o acréscimo da resisténcia a desmineralizacéo
da dentina irradiada com diversos equipamentos de lasers. Os resultados obtidos tém
demonstrado o aparecimento de fusdo desse tecido (dentina) com zonas de recristalizacédo, o
que levaria a inibicdo do processo de desmineralizacdo e a obliteracdo dos tubulos
dentinariost0%10% 102,103 Contydo, estudos recentes mostraram que ndo € mais necessaria a
fusdo do tecido duro para que se observe efeito preventivo, mas sim que os tecidos sejam
modificados estruturalmente©2 103,

As modificacbes quimico-estruturais nos tecidos duros dentais sdo provocadas pelo
efeito térmico, e dependem da temperatura atingida. A matriz orgénica do esmalte e da
dentina é inicialmente modificada com temperaturas entre 100 a 350 °C!2, com perda de
agua, remocdo de carbonato e desnaturagdo proteica. A remocdo de carbonato comeca a ser
notada apo6s aquecimento a 100 °C, sendo quase totalmente extinto apds aquecimento a 1100

°C!! Entre 100 °C e 650 °C ocorre a oxidacio de fosfato!!! e formagéo de pirofosfatos; no



26

entanto, a fusdo da hidroxiapatita ocorre por volta de 1570 °C!!. A formagdo de novas
estruturas cristalogréficas, tais como fosfato tricalcico nas fases o e B e fosfato tetracalcico
ocorre acima de 1100 °C**?,

As razles exatas para a inibicdo de lesdes de carie na dentina irradiada também sao
ainda desconhecidas. Diversas hipoteses tém sido apresentadas. Uma delas sugere que ha
mudancgas cristalograficas na dentina irradiada com crescimento no tamanho dos cristalitos e
formagdo de um tecido com maior grau de cristalinidade, com cristais estruturalmente
modificados e semelhantes & estrutura cristalina da hidroxiapatita (HAP) do esmalte normal®.
Além disso, a formacdo de uma camada de selamento superficial dos tibulos dentinarios
diminuiria a difusdo dos &cidos para a dentina sadia, 0 que reduziria a extensdo da lesdo de
carie'®,

A acdo da irradiacdo laser associada ao fluoreto também tem sido investigada,
sugerindo que pode acontecer um efeito sinérgico de inibicdo da desmineralizacdo,
ocasionada pela incorporacéo do flGior na estrutura cristalina''*. Em estudos'4!° utilizando o
laser de Nd:YAG na dentina, foi verificada a diminuicdo dos valores de microdureza da
dentina higida e consideraveis danos térmicos ao tecido. No entanto, resultados favoraveis
tém sido agregados ao uso deste laser para tratamento da hipersensibilidade dentinarial'®. Em
uma tese de doutorado'®? foi verificada, in vitro, a influéncia da irradiacdo dos lasers de CO»,
Nd:YAG e Er:YAG sobre a dentina radicular apds prévia aplicacdo tdpica de fluoreto, para
prevencdo da cérie. Para tal foi utilizada uma ciclagem de pH em solucdo desmineralizante
por 6 horas e em solucdo 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 desmineralizacdo utilizando microscopia dptica; avaliacdo da morfologia da
superficie irradiada por microscopia eletrénica de varredura; analise da microdureza Knoop
da dentina e a quantificacdo da porcentagem dos elementos célcio, fosforo e fluor através de
microanalise dispersiva de raios X (EDS). Foi observado que os trés tipos de lasers
promoveram algumas alteracOes favoraveis apds desafio cariogénico. A irradiagdo com 0s
lasers de Nd:YAG e CO- proporcionou menor porcentagem de desmineralizacdo com maiores
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. Nesse estudo,
ndo foi observada sinergia entre a irradiacdo laser e o fluoreto, sendo que somente a
associacao do fluor gel aplicada previamente a irradiacéo foi testada.

Seria importante conceituar que, na dentina, o contetdo organico e de agua € muito

maior que no esmalte e, portanto, parece haver uma menor contribuicdo da matriz mineral na
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absorcéo da irradiacio’®. Portanto, essa absorcéo pela agua e proteinas deve também ter uma
importante relagdo com os efeitos observados e deve ser considerada na definicdo de
parametros seguros para uso da irradiacdo laser na dentina. Como o esmalte, a dentina
apresenta baixa absorcao da irradiacdo na regido espectral do visivel, mas apresenta maior
espalhamento que ele, o que pode resultar em maiores consequéncias negativas como a
vaporizacdo da subsuperficie, trincas do tecido e necrose pulparl®. Além de tudo, ja foi
verificado que a espessura de dentina influencia no aumento da temperatura nesse tecido e

também na polpal®’

. Assim, parece ser necessario 0 uso de densidades de energia menores
que as usadas para o esmalte para efeitos preventivos.

Acrescentando a estes fatos, a irradiagdo laser nessa regido, mesmo que possibilitando
a modificagdo de uma estreita camada de tecido dentinario, de cerca de 1 a 5 um de espessura
com o uso do laser de Nd:YAG!® poderia caracterizar a probabilidade de obliteracdo dos
tibulos dentinarios conferindo protecdo a penetracdo bacteriana para o complexo dentino-
pulpar, o qual possivelmente apresenta sua capacidade regenerativa j& diminuida devido a
idade. Além do que, essa camada representaria uma superficie com microrrugosidades que
serviriam como maior reservatério de fluoreto de calcio decorrentes da associacdo do FFA
com a irradiacdo laser. Esses fatos sugeririam a indicagdo dessa associa¢do. Entretanto sdo

necessarios mais estudos para se verificar esses efeitos.

3.5. Ceramicas bioativas e Biosilicato® — definicdes, uso na odontologia e no manejo de
lesbes de carie

De acordo com a ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, os biomateriais
se definem por serem substancias (materiais), excluidos os alimentos e drogas, que sao
utilizados em sistemas terapéuticos ou de diagndstico em contato direto com tecidos ou
fluidos biologicos. Constituem um grupo heterogéneo de compostos vivos ou inanimados,
natural ou sintético e organico ou inorganico. Sao induzidos ou colocados no corpo com 0
propoésito de melhorar ou substituir determinada fungdo que esteja doente, avariada ou com
perda de tecido, ou ainda um 6rgdo. Estas propriedades caracterizam a biocompatibilidade!*®.
Os materiais sdo utilizados em dispositivos médicos com intencdo de reacdo com os sistemas
bioldgicos.

Os biomateriais obtém sua utilizacdo na odontologia e medicina, sendo que, na
ortopedia, varios exemplares sdo utilizados para preenchimento e estabilizagdo dssea''’. Em
geral, os biomateriais ndo devem estimular uma resposta negativa do tecido hospedeiro e,

sendo assim, devem se assemelhar quimicamente ao mesmo. Dentre as caracteristicas mais
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importantes associadas a um material que deverd representar um tecido 6sseo sdo a
capacidade do material implantado de viabilizar ions para o ambiente vizinho e sua
porosidade, caracteristicas estas que sdo notadamente encontradas em um tipo especial de
biomaterial: as bioceramicas.

A primeira bioceramica testada foi o gesso em Paris no século XIX. Os primeiros
estudos tomaram como hip6tese que a implantacéo de sais minerais de célcio e/ou fosfato nos
defeitos Osseos poderia promover a reparacao 0ssea pelo fornecimento de minerais liberados

que seriam incorporados na regeneragdo ¢ssea''

. As bioceramicas compdem-se de uma farta
gama de materiais, como os monocristais, policristais, vidros, vitrocerdmicas e compositos!?®.
As primeiras restri¢des de utilizacdo das biocerdmicas estdo associadas com a vida util sob o
complexo estado de tensdo presente, ao qual normalmente manifesta uma lenta propagacéao de
fadiga e trincas, situacbes estas que podem ocasionar fracasso nas diversas aplicacdes
clinicas!®®,

Visto esta necessidade, criou-se a expressdao bioatividade que foi utilizada
primeiramente para descrever a competéncia que certas composicdes de vidros, desenvolvidos
no final da década de 60 e comego da década de 70, ttm de se unir ao tecido Gsseo
circundante ao implante, estimulando a formacdo de uma camada de HA — hidroxiapatita —
em sua superficie (a HA é um fosfato de célcio hidratado, composi¢do majoritaria de cerca de
95% da fase mineral dos dentes humanos e 0ss0s)'?°. Nos dias atuais, outros materiais
também podem ser bioativos, como os vidros, vitroceramicas da familia como a HA sintética,
o fosfato tricalcico sintetizado e algumas outras vitroceramicas também podem ser bioativas
sob algumas condicdes de sintese?,

Por suas caracteristicas impares ja estudadas, os materiais bioativos demonstram
indices de bioatividade diversos, sendo o tempo de ligagdo com o tecido distinto. O indice de
bioatividade (l.) esta relacionado com o tempo, em dias, para que o material tenha no minimo
50% de ligacdo com o tecido. Um exemplo de bioatividade baixa € a HA (tempo médio de
bioatividade de 32 dias), inferior em relagdo a alguns vidros e vitroceramicas.
Exemplificando-se, o indice da bioatividade do Bioglass® 45S5 (vidro do sistema quaternario
SiO2 — CaO — Naz — P2Os) € de 8 dias, tempo este suficiente para que 50% destes materiais
estejam ligados com os tecidos, se relatados sobre as mesmas condi¢fes experimentais.

De um modo geral, maiores indices de bioatividade s&o observados nos materiais
vitreos, porém estes mesmos materiais demonstram valores baixos nas propriedades
mecénicas, sendo este um desconforto para sua ampla utilizacdo em implantes, por exemplo.

Em contrapartida, ha cerdmicas e vitroceramicas bioativas com altas propriedades mecanicas,
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porém a cristalinidade do material pode diminuir radicalmente seus indices de bioatividade
119,121 e 122_

Nesta necessidade de se obter um material vitroceramico que mantém o indice de
bioatividade alto e ainda demonstrasse propriedades mecanicas significativamente melhores
em relacdo aos anteriores, houve a formulacdo do Biosilicato®, que é um biomaterial
desenvolvido no LaMav — coordenado pelo professor da Universidade Federal de Séo Carlos,
Edgar Dutra Zanotto na deécada de 1990 — e patenteado em 2004. O Biosilicato® é um
material composto basicamente por sodio, potassio, fosforo, oxigénio e silicio. Pode ser
aplicado no local a ser tratado na forma de grénulo, de scaffold, de fibras ou como uma peca
exclusiva, feita sob medida para substituir, por exemplo, ossiculos do ouvido. Também pode
ser aplicado sobre a dentina em p6 em uma solucio aquosa'??. Trata-se de um material
bioativo implantavel e que apresenta uma evolucdo na area dos materiais bioativos, pois
possui propriedades diferentes dos materiais disponiveis no mercado atualmente, como sua
cristalinidade proxima a 100% (sua caracteristica mais notavel) e seu modulo de elasticidade
mais préximo ao 0sso cortical. Por estas razdes, este material vem se tornando um dos
materiais altamente ativos mais utilizados dentre os estudos e pesquisas?.

Em sua originalidade, o Biosilicato® foi desenvolvido para o tratamento de
hipersensibilidade dentinaria, que também & popularmente conhecida como “dentes
sensiveis”, onde a mesma atinge cerca de 17% da populacio brasileira 24123124125 Qg estudos
com enfoque na hipersensibilidade dentinaria demonstram que cada vez mais o Biosilicato®
tem potencialidade para estagnar as lesdes de erosdo e caries, além de ser também utilizado
como pré-tratamento com a finalidade de estabelecer a aderéncia de resinas nas restauracoes

dos tecidos dentais 126127 €128

3.6. Alirradiacao laser em alta intensidade e sua associa¢do com vidros bioativos

S&0 escassos 0s estudos que associam 0 uso do laser de Nd:YAG com ceramicas
bioativas. Mesmo insuficientes, é possivel verificar que alguns estudos sdo recorrentes, sendo
eles: a deposicdo de vidros bioativos, por intermédio da irradiacdo laser, para melhorar a
ades3o na interface implante/tecido?®'%%; o tratamento da hipersensibilidade dentinaria®*®!3! e
as modificagBes na bioatividade de materiais para uso na Odontologia®®2.

Quanto as pesquisas com foco em uso de vidros bioativos como revestimento em
implantes de titanio, ha evidéncias de que o laser de Nd:YAG fomenta o aumento tanto da

cristalinidade quanto da porosidade da camada de recobrimento resultante, demais, verificam-
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se alteragBes composicionais, ja que, por efeitos térmicos, pode acontecer a volatilizacdo de
elementos em dependéncia dos parametros elegidos para o laser. Sendo assim, a bioatividade
desses materiais é acometida!?® 12°,

No que diz respeito a administracdo da hipersensibilidade dentinaria, verifica-se a
obliteracdo dos tubulos dentinérios expostos que fazem com que o individuo vivencie um
desconforto quando ingere qualquer alimento ou bebida com temperaturas elevadas tanto para
0 quente, quanto para o frio. As pesquisas realizadas por Farmakis et al. mostraram que a
associacdo da NovaMin® (dentifricio comercial com particulas de Biovidro 45S5®) com laser
de Nd:YAG é sinérgica em relacdo ao tratamento da hipersensibilidade dentinaria, ainda que
n&o se tenha elucidado as razdes do sucesso da associagao*03L,

Por dltimo, um estudo de Beketova et.al. pesquisou os efeitos do laser de Nd:YAG
sobre a bioatividade de um compdsito formado pelo vidro bioativo 58S (60SiO2-36CaO-
4P,0s) e por uma porcelana dental cuja a composicao nao foi exposta. Foi possivel analisar
que o tratamento com laser produziu a camada de hidroxiapatita carbonatada mais
rapidamente. Contudo, a acdo mais acelerada de hidroxiapatita ndo provocou proliferacao e
viabilidade celular, como era almejado*®?,

Ressalta-se que ndo séo observados estudos publicados sobre os efeitos da associagdo
do laser de Nd:YAG com vitroceramicas bioativas. Em especial, o Biosilicato®, ja foi
apreciado com lasers em baixa intensidade para indugdo osteogénica®’, porém n&o
identificados estudos com lasers de alta poténcia os quais configuram como objetivo deste
trabalho.

3.7. Técnicas para analise dos efeitos de diferentes tratamentos na dentina.

Para este trabalho, os efeitos do Biosilicato® em associa¢do ou ndo com a irradiacdo
laser em alta intensidade foram avaliados por Espectroscopia de absorcdo no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de raios X (DRX) e Microscopia eletrénica de

varredura, que estdo resumidamente descritas nos subitens a seguir.

3.7.1. Espectroscopia de absorcdo no infravermelho por transformada de Fourier -
FTIR

A espectroscopia de absor¢éo no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do
inglés, Fourier Transformed Infrared Spectroscopy) € um tipo de espectroscopia onde a

energia a ser absorvida se encontra na regido do infravermelho médio do espectro



31

eletromagnético™®. Trata-se de uma técnica que utiliza dois feixes de radiacéo
eletromagnética a fim de obter-se um interferograma. Sendo assim, através da variacdo do
caminho Optico entre dois feixes, um sinal é criado. Por meio de céalculos matematicos, a
distancia do comprimento Optico pode ser transformada para o valor da frequéncia de radiacédo
e vice-versa'®, Os instrumentos utilizados para alcance do espectro de absorcao na regifo do
infravermelho de um composto sdo nomeados de espectrometros de absor¢do no
infravermelho. Estes instrumentos sdo compostos principalmente por uma fonte de radiacdo
infravermelha, um recipiente para a amostra, um seletor de comprimento de onda e um
detector, organizados. Os espectrometros com transformada de Fourier sdo os mais utilizados,
pois esta metodologia demonstra mais vantagens sobre os demais equipamentos, como uma
melhor relagdo sinal-ruido, coleta de dados com maior resolucéo e rapidez*341%,

Esta técnica permite o uso de diferentes acessorios, dentre os quais se destaca o de
reflexdo total atenuada (ATR) e a Reflectancia Difusa, o qual permite a obtencao de espectros
amostras solidas!®. O principio deste primeiro tipo de acessorio (ATR) para analise baseia-se
no fato de que, quando um feixe de radiacdo passa de um meio mais denso (cristal de ATR)
para um meio menos denso (amostra), ocorre reflexdo. A fracdo do feixe de luz incidente que
é refletida aumenta conforme aumenta o angulo de incidéncia e, quando excede um
determinado angulo critico, a reflexdo é completa®. A Figura 4 representa um esquema
simplificado do acessorio ATR de um FTIR. A radiacdo infravermelha que penetra na
amostra é chamada de onda evanescente. Quando esta onda evanescente penetra na amostra,
h& uma atenuacéo do feixe em comprimentos de onda correspondentes as bandas de absorcéao
no infravermelho correspondentes aos constituintes daquela amostra, originando o espectro®3®,

como demonstra a figura 4.

Figura 4: Esquema simplificado de um equipamento ATR-FTIR sobre uma amostra sélida.

| Amostra l

Cristal
Fonte [0 Detector

Fonte: BENETTI, 2010 ¥
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O segundo acessorio, o de Reflectancia Difusa, é usualmente aplicado na analise de
amostras soélidas, sem uma necessidade de preparacdo laboriosa das amostras, com a
viabilidade de analisar materiais opacos ou pouco reflexivos. O acontecimento da reflexdo
ndo é sO observado especificadamente na superficie da amostra, uma vez que ocorrem
interagOes entre a radiacdo incidente e a matriz'*®. Quando a radiagdo infravermelha incide
sobre a amostra, uma parte dela é refletida na sua superficie (reflex&o especular), sendo que 0s
angulos de incidéncia e o refletido pela superficie sdo homdlogos. Na radiacdo incidente uma
segunda parte penetra a superficie da amostra ndo s6 sendo parcialmente absorvida, mas
também sofrendo espalhamentos multiplos nas interfaces das particulas individuais. Logo
apos, o feixe regressa a superficie em angulos aleatérios singularizando, desta maneira, 0

processo da reflexdo difusal®.

3.7.2. Difracdo de raios X (DRX)
A técnica de difracdo de Raios X tornou-se um dos mais adequados e disseminados

métodos para a identificacdo e quantificacdo de minerais em materiais poli cristalinos
industriais e naturais'®®. A simplicidade de sua preparacdo e manipulacdo da técnica, a
metodologia da difragdo de raios X vem aumentando sua importancia e utilizagdo em
experimentos cientificos desde o século XX, quando foram descobertos 0s raios X pelo fisico
alemao Wilhelm C. Rontgen (1845-1923)%40,

A difratometria de raios X refere-se a uma das notaveis técnicas de caracterizacdo
microestrutural de materiais cristalinos, apresentando diversas aplicacdes nos variaveis
campos do conhecimento, em particularidade nas engenharias, na quimica, geociéncia, dentre
outras **1. Ao alcancarem um material, os raios X podem ser espalhados elasticamente, sem
desaparecimento de energia pelos elétrons de um atomo. Apés a colisdo com elétrons, os
fétons de raios X mudam sua trajetéria, mantendo-se, porém, na mesma fase e energia do
foton incidente!*!. Pode-se afirmar, do ponto de vista da fisica ondulatoria, que a onda
eletromagnética é absorvida imediatamente pelo elétron e reemitida, sendo que cada elétron
age como centro de emiss&o de raios X 141,

Os efeitos de difragcdo de raios X podem ser observados em varios angulos quando
0s atomos que geram o espalhamento estiverem ajustados de maneira sistematica, como uma
estrutura cristalina, exibindo entre eles distancias proximas ao comprimento de onda da
radiacdo incidente!*’. Pressupondo dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as

circunstancias para que aconteca a difracdo de raios X dependerdo da diferenca de caminho
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percorrida pelos raios X e o comprimento de onda da radiacdo incidente. Esta condi¢do é
expressa pela lei de Bragg, descrita abaixo na equacéo 1.

nA=2dsen @ 1)

Onde:

/ corresponde ao comprimento de onda da radiagéo incidente;

n corresponde a um ndmero inteiro (ordem de difracdo);

d corresponde a distancia interplanar para o conjunto de planos hkl (indice de Miller) da
estrutura cristalina;

6 corresponde ao angulo de Bragg, ou seja, de incidéncia dos raios X (medido entre o feixe
incidente e os planos cristalinos)'42,

A poténcia difratada, entre outros fatores, é dependente de elétrons no atomo;
aditivamente, os atomos sdo distribuidos no espaco, sendo que os diversos planos de uma
estrutura cristalina dispdem de diferentes densidades de elétrons e dtomos, decorrendo com
que as intensidades difratadas por fim sejam distintas para os diversos planos cristalinos4.
Os planos de difracdo e suas devidas distancias interplanares, como também as densidades
dos atomos (elétrons) de cada um dos planos cristalinos, sdo caracteristicas tdo especificas e
individuais de cada substancia cristalina, da mesma maneira que o padréo difratométrico por
ela concebido que a mesma equivale como se fosse uma impressao digital+,

As principais informacGes cristalogréaficas basicas e algumas propriedades fisicas de
compostos cristalinos s&o mantidas e constantemente atualizadas em um banco de dados pelo
ICDD, International Center for Diffraction Data, com sede nos EUA. Estdo presentes
atualmente neste banco de dados mais de 70.000 compostos cristalinos, assim sendo que as
mais essenciais, para identificacdo de um composto cristalino, é a distancia interplanar e a
intensidade difratada normalizada (relativa a 100%) sendo para os planos (hkl) que difratam

construtivamente os raios X3,

3.7.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A multifuncionalidade da microscopia eletronica de varredura se esharra nas
possibilidades de capturar e medir os diferentes tipos de radiagdes provenientes das interagdes
dos elétrons com as amostras'#4,

Uma das principais limitagdes da microscopia otica € 0 aumento maximo atingido em
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torno de 2.000 vezes, como resultado, detalhes pequenos estruturais das amostras ndo séo
identificados nesta técnica, o que ndo procede na microscopia eletrénica de varredura (MEV)
onde o material a ser estudado permite a técnica alcancar até um aumento de 900.000 vezes,
resultando em visualizagdes nitidas e de alta resolucdo da superficie das amostras. Devido a
peculiaridade de como as imagens sdo criadas, possuem uma aparéncia tridimensional que é
extremamente Util para se analisar a topografia e outras caracteristicas diversas que compdem
o materialt#4,

O fundamento do funcionamento do microscopio eletrénico de varredura se da na
utilizagdo de um feixe de elétrons, que “varre” a superficie da amostra ponto a ponto
transmitindo o sinal do detector a uma tela catodica, o feixe, ao exercer interacdo com a
amostra, produz elétrons e fotons que podem ser coletados e convertidos em um sinal de
video. Os raios eletromagnéticos e/ou particulas resultados da interacdo do feixe eletr6nico
com a amostra retornam a superficie da amostra e atingem o detector, sendo detectadas
rapidamente. As imagens resultantes deste processo procedem de um sinal alcangado de uma
interacdo entre o feixe eletrdnico e o material da amostra. Cabe salientar que diversos sinais
podem ser emitidos pela amostra e, dentre estes sinais, 0s mais empregados para a obtencédo
da imagem sdo originados dos elétrons secundérios e/ou elétrons retroespalhados, sendo que
os elétrons secundarios fornecem a imagem topografica da superficie da amostra e séo
responsaveis pela obtencdo das imagens de alta resolucdo e os elétrons retroespalhados

ofertam imagens com caracteristicas de variagio de composicdo**.
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4. Material e Método

4.1. Delineamento experimental

Foi conduzido um estudo in vitro cego randomizado no qual foram empregados 80
blocos de dentina radicular bovina que foram submetidos a um tratamento de radioterapia
simulada e, ap0s, tiveram lesdo de carie incipiente induzida por meio de imersdo em solugéo
desmineralizadora (tampao acetato, pH = 5,0) por 32h. Todos os blocos foram avaliados
composicionalmente por espectroscopia de absorgdo no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e 10 blocos foram analisados morfologicamente por microscopia eletronica de
varredura (MEV) imediatamente ap6s preparo (dentina higida), imediatamente apds
radioterapia (dentina apds radioterapia) e imediatamente apds inducdo de lesdo de cérie
(dentina cariada). Apos estas avaliacbes, os blocos foram aleatoriamente distribuidos em 8
grupos experimentais de 10 amostras cada, para tratamento com irradiacdo laser de Nd:YAG
(Q-switched, 1064 nm, 5 ns, 250 mJ/pulso, 10 Hz) ou Biosilicato® veiculado em agua Milli-
Q ou em soro fetal bovino, em associac¢do ou ndo com irradiacdo laser. Em seguida, os blocos
foram analisados composicionalmente por FTIR e morfologicamente por MEV nos periodos
de 48h e 7 dias ap0s os tratamentos propostos, assim como as mudangas no pH das salivas
artificiais empregadas durante os experimentos também foram avaliadas. Adicionalmente,
testes de difragédo de raios X foram realizados em amostras de Biosilicato® em associa¢do ou
ndo com irradiacdo laser. Para todas as variaveis resposta, foi efetuada andlise estatistica ao
nivel de significancia de 5%, considerando-se os blocos de dentina como unidades
experimentais, as variacbes na composicao e na morfologia como variaveis resposta e, como
fatores de variacdo, considerou-se a radioterapia, a desmineralizagdo e os tratamentos,

conforme fluxograma abaixo na Figura 5.



Figura 5: Fluxograma do delineamento experimental do presente estudo.
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4.2. Preparo de amostras

Foram utilizados 40 dentes incisivos inferiores bovinos, tendo em vista sua
similaridade bioguimica com dentes humanos®*°>%¢, os quais foram obtidos em frigorifico
ap6s aprovacéo do presente projeto pela Comisséo de Etica de Uso Animal da Universidade
Federal do ABC (CEUA-UFABC, processo numero 9614190917). Destes, foram preparados
80 blocos de dentina radicular de 4 x 4 x 2 mm empregando-se disco de diamante refrigerado
em baixa rotacdo. Apds o corte, as amostras foram planificadas com lixas d"agua de
granulacdo 600 e limpas por meio de banho ultrassénico e solugdo de detergente anidnico
(Buehler, EUA) e &gua destilada por 5 minutos.

Apdbs preparo, todas as amostras foram mantidas identificadas em ambiente Umido
hermético (algodao estéril umedecido com agua deionizada e solucdo antifungica de timol
0,64 g/L)'® sob refrigeracdo em + 4 °C até o inicio dos experimentos e entre todas as fases
experimentais, evitando-se desidratacdo e contaminagdo das amostras. O algoddo de cada

amostra foi trocado semanalmente.

4.3. Simulacao da radioterapia in vitro

A radioterapia foi simulada in vitro empregando-se uma fonte de radiacdo gama Co-60
(Theratron Phoenix External Beam Therapy System, Best Theratronics Ltd., Ottawa, Canada),
no IPEN-CNEN/SP, conforme o protocolo estabelecido para pacientes sob tratamento
oncogénico para tumores de cabega e no centro de cancer especializado com uma unidade de
teleterapia Co-60 (Theratron Phoenix ExternalBeamTherapy System, Best Theratronics Ltd.,
Ottawa, ON, Canadd)®. Para tal, os blocos de dentina foram imersos em 5 mL de saliva
artificial em tubos criogénicos estéreis e receberam dose total de 60 Gy de radiacéo,
fracionada em doses diarias de 2 Gy, 5 dias por semana, durante 6 semanas consecutivas, a
uma taxa de dose de 1 Gy/minuto. As solucGes de saliva ndo foram substituidas e, entre as
irradiagdes, os tubos criogénicos com as amostras foram mantidos em temperatura ambiente.
Apos a radioterapia, as amostras foram retiradas da saliva artificial e mantidas em ambiente
umido sob refrigeracdo (em algodé&o estéril umedecido com agua deionizada e timol 0,64 g/L)
até as analises subsequentes.

A saliva artificial empregada foi preparada em laboratério e era composta por 1,5 mM
célcio, 0,9 mM fosfato em 0,1 M tampdo tris, pH 7,014’. Os reagentes empregados para
preparo da saliva artificial empregada foram Nitrato de Calcio tetrahidratado, Fosfato de
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Sédio Bibésico, Padréo de fluor de 100 ppm e Tampdo TRIS (Sigma Aldrich, EUA).

4.4. Inducéo de lesdo incipiente de carie ap6s radioterapia

A inducdo das lesdes incipientes de cérie foi efetuada in vitro de acordo com o método
estabelecido por Queiroz (2004)™°. Para tal, a area de cada uma das amostras foi mensurada
individualmente por meio de um paquimetro digital, para possibilitar o calculo do volume de
solucdo desmineralizadora para cada amostra. E, seguida, as faces laterais e posterior de cada
amostra foram revestidas com verniz acido-resistente (Impala, Sdo Paulo, Brasil) de tal modo
que apenas a face cujas dimensdes foram medidas (face vestibular dos blocos) ficou exposta.
Posteriormente, cada uma das amostras de dentina foi submersa em uma solugédo
desmineralizadora (2 mL/mm?), com pH = 5,0 e composicio de 1,4 mM de célcio, 0,91 mM
fosfato, 0,06 ppm de flior em 0,05 M tampéo acetato, por 32 horas a 37 °C. Apos este
periodo, as amostras foram lavadas com &gua deionizada corrente por 1 minuto cada e

colocadas novamente em ambiente imido sob refrigeracdo até o inicio das fases seguintes.

4.5. Tratamentos propostos para impedir a progressao das lesdes de carie

Os 80 blocos de dentina radicular, apds desmineralizacdo, foram aleatoriamente
distribuidos em 8 grupos experimentais distintos de 10 amostras cada, conforme Tabela 1.

Ap0s os tratamentos, cada uma das amostras foi individualmente submersa em 1,5 mL
de saliva artificial®*’ por um periodo de até 48h e, em seguida, submetida a uma primeira
analise composicional (FTIR) e morfolégica (MEV). Apds esta primeira analise, as amostras
foram novamente submersas individualmente em 1,5 mL de nova saliva artificial por 7 dias,
para entdo serem novamente avaliadas por FTIR e MEV. Todas as salivas empregadas nesta
fase experimental foram armazenadas para leitura do pH, conforme descrito posteriormente.
As salivas empregadas antes da primeira analise (saliva 1, 48h de imersao) foram substituidas
por salivas ndo usadas (saliva 2, 7 dias), as quais permaneceram as mesmas durante os 7 dias

até a segunda analise de FTIR e MEV.
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Tabela 1: Grupos experimentais do presente estudo.

Grupo Biomaterial Tempo de imersao Irradiacéo Tempo de
experimental aplicado em saliva artificial laser imerséo em
apos aplicacdo do saliva apos
biomaterial irradiacdo
laser
Gl - - - -
G2 - - Sim 48 h
G3 BS + agua 24h Sim, ap6s 24h 24h
em saliva
G4 BS + agua 48h - -
G5 BS + 4gua - Sim, 48 h

imediatamente
apos BS + agua

G6 BS + SFB 24h Sim, ap6s 24h 24h
em saliva

G7 BS + SFB 48h = -

G8 BS + SFB - Sim, 48 h

imediatamente
apos BS + SFB

* BS = Biosilicato®; BS + dgua = Biosilicato® veiculado em agua Milli-Q; BS + SFB

= Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino.

No grupo G1, as amostras (apds radioterapia e ap06s inducdo de lesdo de carie) nao
tiveram qualquer tratamento adicional, sendo armazenadas em saliva artificial por 48h antes
de serem avaliadas novamente por FTIR e MEV. Para as amostras do grupo G2, as amostras
foram irradiadas com laser de Nd:YAG apds inducdo de lesdo de cérie e mantidas em saliva
artificial por 48h antes das primeiras leituras de FTIR e MEV.

Para as amostras dos grupos G4 e G7, foram efetuados os tratamentos com
Biosilicato® veiculado em agua ou SFB, respectivamente e, em seguida, as amostras foram
mantidas em saliva artificial por 48h até as primeiras leituras de FTIR e MEV. Nos grupos G5
e G8, as amostras foram irradiadas com laser de Nd:YAG imediatamente apds os tratamentos
com Biosilicato® veiculado em &gua ou SBF, respectivamente e, em seguida, as amostras
foram mantidas em saliva artificial por 48h até as primeiras leituras de FTIR e MEV.

Nas amostras dos grupos G3 e G6, as amostras foram tratadas com Biosilicato®
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veiculado em &gua ou SBF, respectivamente e, em seguida, as amostras foram armazenadas
em saliva artificial por 24h. Apoés este periodo, as amostras foram irradiadas com laser de
Nd:YAG e, entdo, armazenadas por mais 24h em saliva artificial até as primeiras analises de
FTIR e MEV. Esta saliva também foi trocada em relacdo a saliva anterior. Apos tais analises,
estas amostras foram também armazenadas em outras salivas por mais 7 dias e entdo foram
novamente analisadas por FTIR e MEV. Desta forma, estes dois grupos experimentais
tiveram trés imersGes em salivas diferentes, as quais também tiveram as mudancas de pH
avaliadas.

Os tratamentos efetuados em cada grupo experimental estdo detalhados a seguir.

4.5.1. Tratamento com Biosilicato®

Nos grupos G3 a G8, foi empregado o Biosilicato®, gentilmente cedido pelo
Laboratdrio de Materiais Vitreos da Universidade Federal de Sdo Carlos (LaMav). Antes das
diluicdes, o material foi triturado e desaglomerado empregando-se grau e pistilo de agata.
Para 0s grupos experimentais, foi realizado o seguinte preparo:

o Biosilicato® veiculado em agua Milli-Q (BS + &gua): obtido por meio da dilui¢do de
0,25 mg de Biosilicato® por mL de agua Milli-Q;

o Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino (BS + SFB): obtido por meio da diluicéo
de 0,25 mg de Biosilicato® por mL de soro fetal bovino (Sigma Aldrich, EUA).

Ap0s as diluicBes, as solucdes foram mantidas em estufa a 37 °C durante 6 horas para
acondicionamento'*®; apds este periodo, foram realizadas as aplicaces sobre a superficie dos
blocos de dentina.

Para os tratamentos, sobre a superficie de cada bloco de dentina, foi esfregado 150 pL
da solucdo (BS + agua ou BS + SFB) com um microaplicador odontolégico (Microbrush, KG
Sorensen, Brasil) durante 30 segundos!*®. Este volume foi fracionado em 3 por¢des com
auxilio de micropipeta. Em seguida, as amostras foram colocadas imediatamente em 1,5 mL
de saliva artificial'*® sem lavagem. Apds todos os tratamentos, as amostras foram mantidas
em temperatura de 37 °C 149 até as proximas fases experimentais. As amostras dos grupos G3

e G6 tiveram as salivas trocadas apos a irradiacdo laser.

4.5.2. Irradiagao laser
Nos grupos G2, G3, G5, G6 e G8, foi empregado laser de Nd:YAG (Q-switched,

Quantel, EUA), de comprimento de onda de 1064 nm, largura temporal de pulso de 5 ns,
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energia por pulso de 250 mJ, densidade de energia de 1,48 J/cm?, diametro do feixe de 5 mm
e taxa de repeticdo de 10 Hz. A energia por pulso foi monitorada antes da irradiagéo de cada
amostra por meio de um medidor de poténcia e energia (Coherent, EUA). As amostras foram
posicionadas individualmente na frente do feixe e foram mantidas estaticas, a uma distancia
padronizada de 5 cm, de forma que um Unico pulso atingisse toda a superficie da amostra de
uma Unica vez. Em cada amostra, foram dados 3 pulsos apds aplicacdo de uma pasta de po6 de
carvdo, empregada como fotoabsorvedor'®™. Esta pasta foi empregada para restringir a
absorcéo dos fotons oriundos da radiacdo laser na superficie da dentina, tendo em vista que 0s
fétons de comprimento de onda de 1064 nm sdo fracamente absorvidos pelos cromoforos
presentes neste tecido (4gua, hidroxiapatita e proteinas).

4.6. Andlise das mudancas composicionais da superficie da dentina

A andlise composicional das amostras foi efetuada por espectroscopia de absor¢do no
infravermelho por transformada de Fourier — FTIR. Nas trés analises efetuadas dos blocos de
dentina antes dos tratamentos (dentina higida, dentina ap0s radioterapia e apds leséo de céarie),
foram conduzidos experimentos com a técnica no modo de reflexdo atenuada (ATR), sendo
utilizado o espectrémetro Frontier (Perkin Elmer, EUA), com um cristal de ATR composto de
diamante e base de seleneto de zinco. Nestas andlises, cada amostra foi retirada do ambiente
umido imediatamente antes de seu posicionamento sobre o cristal, cuidadosamente seca com
papel absorvente e entdo posicionada sobre o cristal. Todas as amostras foram mantidas
posicionadas empregando-se a prensa do proprio equipamento, com forca padronizada em
105 kgF. Considerando a area do cristal de 1,5 mm?, foi tomado um espectro Gnico de cada
amostra, em sua area central. Os espectros foram tomados com resolugdo de 4 cm™, 60
varreduras, na faixa entre 650 a 4000 cm™, com background a cada 20 amostras, sendo
coletados por meio do software do equipamento (Spectrum 10, Perkin Elmer, EUA).

Depois da tomada dos espectros, foi realizada uma andlise qualitativa descritiva, além
da andlise semi-quantitativa. Para tal, em cada espectro foi efetuado o tracado de uma linha de
base e, em seguida, efetuada a integracao das areas sob as seguintes bandas de absorcdo: entre
800 cm™ e 887 cm™ para vibragdo v carbonato, entre 887 cm™ e 1181 cm™ para v fosfato;
entre 1181 cm™ e 1296 cm™ para amida IlI; entre 1300 cm™ e 1510 cm™ igualmente para
carbonato (superposi¢io do alongamento e flexdo); entre 1510 cm™ e 1580 cm™ amida Il e,
entre 1593 cm™ e 1720 cm™ para amida 122, A comparagio semi-quantitativa foi executada

apos normalizacgdo, isto €, divisdo das &reas obtidas de cada uma das bandas de absorcao pela
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area do vz fosfato. Todos estes célculos foram efetuados por meio de rotina desenvolvida pelo
grupo em ambiente MatLab.

Para verificar a acdo dos diferentes tratamentos propostos sobre a dentina, foi efetuada a
avaliacdo composicional 48h e 7 dias apds os tratamentos. Para tal, foi empregado o método
de refletdncia difusa, tendo em vista que este método de analise permite a avaliacdo de
amostras sélidas rugosas e com maior faixa de detecgdo espectral (entre 450 e 4000 cm™), e,
portanto, possibilita a melhor avaliacdo da bioatividade do Biosilicato®. Para tal, as amostras
foram posicionadas sobre o acessorio de refletancia difusa do mesmo equipamento, apds
alinhamento de feixe e tomada de background tomado com auxilio de um espelho de
referéncia. Os espectros foram coletados com resolugdo de 4 cm™ e 60 varreduras. Para as
analises, foi empregado o software OriginPro 8 (Origin Lab, EUA).

Para a analise semi-quantitativa comparativa, apés a normalizacdo vetorial dos
espectros, foi efetuado o tracado de uma linha de base e, em seguida, a integracdo das areas
sob as seguintes bandas de absorgao!®152153.154.155: entre 450 cm™ e 493 cm™* para dobramento
da ligacdo Si-O-Si do biomaterial; entre 500 cm™ e 543 cm™ (com pico em 530 cm™),
correspondente a vibracdo de HPO4?, fase amorfa da apatita; entre 536 cm™ e 587 cm™ para a
vibragdo do modo de flexdo v4 do fosfato (com pico em 562 cm™, banda 1 do tripleto); entre
584 cm™ e 645 cm™ para a vibragdo do modo de flexdo va do fosfato (com pico em 600 cm™,
banda 2 do tripleto); entre 711 cm™ e 881 cm™ para a vibragdo referente ao estiramento v do
carbonato (indicativo de substituicdo do tipo A e B na apatita carbonatada) e/ou superposicédo
da banda referente ao estiramento das ligacoes Si-O-Si do biomaterial; entre 877 cm™ e 1140
cm? (com pico em 1021 cm™) para as bandas correspondentes as vibragdes de modo
assimétrico vs (fase pouco cristalina da apatita) e vi1 do fosfato (com pico sobreposto em 962
cm, correspondente ao modo de alongamento simétrico ndo degenerado). Todas as analises
foram feitas empregando-se o software OriginPro 8 (Origin Lab, EUA). Os resultados obtidos
foram expressos em médias e desvio-padrdo, sendo comparados estatisticamente conforme

descrito posteriormente.

4.7 Analise morfologica

A analise morfologica foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV),

em diferentes momentos:

e Dentina higida;
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Dentina apos radioterapia;
Dentina apo6s inducdo de lesdo incipiente de carie;
Dentina 48h apos tratamentos;

Dentina 7 dias ap0s tratamentos.

Para esta analise, foi empregado o microscopio eletrénico de varredura FEI Quanta,

pertencente a Central Multiusuario da UFABC. Para tal, as amostras foram coladas em

suportes metalicos apropriados (stubs) com auxilio de fita de carbono e recobertas com uma

fina camada de ouro (20 nm) empregando-se equipamento Sputtering Leica ACE 200.

De cada amostra, foram tomadas imagens de magnifica¢fes padronizadas (8000, 4000,

2000 e 1000x) em cinco regides distintas, por um examinador cego, conforme Figura 6. Para a

analise quantitativa, foram utilizadas todas as imagens de todas as amostras obtidas sob

magnificacdo de 8000x; nestas, foram contados o numero de tdbulos dentinarios abertos,

assim como medidas as areas de cada um destes tibulos (em pum?) e feita a proporcéo da area

de tdbulos abertos pela area total da imagem (em %). Para tal, foi empregado o software
ImageJ (National Institutes of Health, EUA).

Figura 6: Esquema de tomada das imagens por microscopia eletronica de varredura de cada

uma das amostras de dentina. Os simbolos indicam os locais das sequéncias das imagens

obtidas sob as magnificacbes em 8000x, 4000x, 2000x e 1000x.

* —  Amostra de dentina

Fonte: Elaboracdo da autora, 2019.

—_
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4.8. Avaliacao das mudancas de pH das solucbes de saliva artificial

decorrentes dos tratamentos

As salivas artificiais empregadas durante os tratamentos propostos, nos grupos G3 a
G8, tiveram seu pH avaliado apds 24h, apds 48h (grupos G3 e G6) e apos 7 dias,
empregando-se medidor de pH (Hanna Instruments, EUA) devidamente calibrado e em
temperatura ambiente (25 °C). Para as medidas, considerando-se o pequeno volume de
solugdo de saliva artificial de cada amostra (1,5 mL), foram somados os volumes
correspondentes a cada trés amostras de um mesmo grupo experimental para possibilitar a

leitura pelo eletrodo.

4.9. Avaliacdo das mudancas induzidas pela irradiacdo laser no

Biosilicato® por difracéo de raios X

Pocos de 15 mm de diametro por 2 mm de profundidade em placas de acrilico foram
preenchidos com pasta de Biosilicato® particulado veiculado em &gua destilada, sendo esta
proporcdo suficiente para formar uma pasta soélida que ndo se movimentasse durante o
transporte. Desta maneira, a proporcdo empregada aqui ndo é a mesma que foi efetuada nos
tratamentos dos blocos de dentina.

Para esta analise, foram considerados 0s seguintes grupos experimentais:

e Biosilicato®;

e Biosilicato® imerso em saliva artificial durante 24h a 37 °C;

e Biosilicato® irradiado com laser de Nd:YAG apds aplicacdo de
fotoabsorvedor;

e Biosilicato® irradiado com laser de Nd:YAG sem aplicacdo de
fotoabsorvedor;

e Biosilicato® irradiado com laser de Nd:YAG ap6s aplicacdo de fotoabsorvedor
seguido de imersdo em saliva artificial durante 24h a 37 °C;

e Biosilicato® irradiado com laser de Nd:YAG sem aplicacdo de fotoabsorvedor

seguido de imersdo em saliva artificial durante 24h a 37 °C.

Os parametros de irradiacdo laser foram os mesmos empregados nas fases anteriores
deste estudo. As placas foram analisadas por Difracdo de Raios X utilizando equipamento

Ultima IV (Rigaku, Japéo), com radiacdo Cuka, intervalo de difragdo 26 = 20° — 50°, passo
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angular de 0,02° e tempo de contagem de 2s.

Os dados de Difracdo de Raios X foram analisados pelo programa Crystallographica
Search-Match e Origin, com base no banco de dados do JCPDS (Joint Committee on Powder
Diffraction Standards).

4.10. Analise estatistica

A analise estatistica de todos os dados experimentais deste estudo foi efetuada
separadamente para cada varidvel resposta, a saber:

e Na fase 1 (anélises composicionais das amostras higidas, ap6s radioterapia e apos lesdo
de cérie): proporcdo amida I/fosfato, proporcdo amida Il/fosfato, proporcdo amida
Il1l/fosfato e proporcdo carbonato/fosfato. Apenas 1 Unico fator de variacdo foi
considerado (tratamento), composto por radioterapia e desmineralizacéo;

e Na fase 2 (analises das amostras apos os tratamentos), sendo considerado um Unico fator
de variacdo (tratamentos):

o andlise composicional: bandas de Si-O-Si; de HPO4?; banda 1 do tripleto do fosfato;
banda 2 do tripleto de fosfato; v> do carbonato e/ou Si-O-Si; e as bandas de vz e vi do
fosfato;

o andlise morfoldgica: nimero de tabulos dentinérios abertos, area dos tlbulos abertos

e proporc¢ao entre area total dos tabulos abertos pela area total da superficie exposta.

Para todas as analises, as unidades experimentais consideradas foram os blocos de
dentina. A normalidade e a homogeneidade das variancias foram testadas utilizando os testes
de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Em todas as analises efetuadas, a distribuicao
ndo se verificou normal e, desta forma, foi empregado o teste ndo paramétrico, para dados
independentes, de Kruskal-Wallis e post hoc de Student-Newmann-Keuls. O software
empregado para as analises foi o BioStat 5.0 e o nivel de significancia estatistico adotado foi
de 5%.
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5. Resultados e discussao

5.1. Analise composicional da dentina decorrente da radioterapia e inducéo
de carie artificial

A Figura 7 mostra um espectro médio, obtido pela técnica de ATR-FTIR, de uma
amostra de dentina bovina higida, com a identificacdo das principais bandas de absorcéo. E
possivel notar a presenca das bandas de fosfato e carbonato atribuidas a matriz inorganica e as

bandas de amida I, 11 e Il que estdo relacionadas com a matriz organica’"2,

Figura 7: Representacéo de um espectro de absor¢do no infravermelho, entre 4000 e 600 cm™?,
das amostras de dentina radicular bovina higidas, com o reconhecimento das principais

bandas de absorcéo.

dentina higida

Carbonato

We B2 Vs
Amidall

e

Intensidade (u.a.)

L T L T L T L T L T L T
4000 3500 2000 2500 2000 1500 1000

Mumero de onda {cm )

Fonte: Elaboracdo da autora, 2019.

E importante ressaltar, que mediante a dificuldade em se controlar o grau de umidade
dos blocos de dentina e do ambiente em que o ensaio do ATR-FTIR foi realizado, a banda de
agua (detectada na regido de aproximadamente 3000 e 3500 cm™) foi desconsiderada para

analise dos resultados.
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A Figura 8 mostra os espectros médios de FTIR obtidos na regido entre 1800 e 800
cm? (normalizados pela intensidade da banda de vs fosfato e apds tracado da linha de base)
obtidos das amostras de dentina radicular higida, apd6s a radioterapia e apds a
desmineralizacdo. E possivel notar provavel alteracdo na intensidade relativa das bandas de
absorcdo de vs e v4 carbonato das amostras submetidas a radioterapia (seta), em relacdo as
amostras sadias (antes da radioterapia), enquanto que ndo parece haver diferencas
considerando as demais bandas de absorcdo. Contudo, ap6s a desmineralizacdo, observa-se
expressivo aumento nas intensidades relativas correspondentes as bandas de amida I, 11 e 111,
assim como a diminuicdo na intensidade relativa da banda correspondente a vibragdo vs e va
carbonato. Além disso, observa-se um estreitamento e deslocamento para maior numero de

onda da banda de v3 fosfato ap6s desmineralizacéo.

Figura 8: Média dos espectros de absor¢do no infravermelho, compreendidos entre 1800 e 800
cm, das amostras de dentina antes da radioterapia (linha azul), depois da radioterapia (linha
vermelha) e apds desmineralizagdo (linha verde) apds normalizagéo pela intensidade da banda

de vs3 fosfato e tragcado da linha de base.
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Fonte: Elaboracdo da autora, 2019.
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Os resultados das analises semiquantitativas efetuadas encontram-se nas Figuras 09,
10, 11 e 12. Nota-se que a radioterapia ndo resultou em alteracbes estatisticamente
significativas (p > 0,05) nas proporcGes de amida | e I, nem na proporcdo de vz e va
carbonato em relacdo ao fosfato; contudo, observou aumento significativo na proporcéo de
amida 2 apds radioterapia (p = 0,007).

Figura 09: Valores médios, com os respectivos valores de desvio padrdo, das areas de amida |
normalizadas pela banda de vs fosfato antes, depois da radioterapia e depois da
desmineralizacdo. As barras indicam erro padrdo. Letras diferentes indicam medias
estatisticamente distintas (p < 0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis + Student
Newmann Keuls.
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Fonte: Elaboracéo da autora, 2019.

Figura 10: Valores médios, com os respectivos valores de desvio padrdo, das areas de amida
Il normalizadas pela banda de vs fosfato antes, depois da radioterapia e depois da
desmineralizacdo. As barras indicam erro padrdo. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente distintas (p < 0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis + Student
Newmann Keuls.
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Fonte: Elaboracéo da autora, 2019.
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Figura 11: Valores médios, com os respectivos valores de desvio padrdo, das areas de amida
1l normalizadas pela banda de vz fosfato antes, depois da radioterapia e depois da
desmineralizacdo. As barras indicam erro padrdo. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente distintas (p < 0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis + Student
Newmann Keuls.
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Fonte: Elaboracdo da autora, 2019.

Figura 12: Valores médios, com os respectivos valores de desvio padrdo, das areas de vava
carbonato normalizadas pela banda de vs fosfato antes, depois da radioterapia e depois da
desmineralizagdo. As barras indicam erro padrdo. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente distintas (p < 0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis + Student
Newmann Keuls.
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Apo6s a desmineralizacdo, observou-se aumento estatisticamente significativo nas
proporcdes das amidas I, 1l e 111, além da diminui¢do na propor¢do de vz e v4 carbonato, em
relacdo ao vs fosfato. Tais efeitos sdo esperados e indicam que houve de fato a remocéo de
parte do mineral durante a exposic¢ao a solucdo desmineralizadora, com maior exposi¢do do
contetido orgénico da dentina, representado pelo colageno e outras proteinas, assim como de
agua. Vale ressaltar que a leséo de céarie desenvolvida neste protocolo atingiu a profundidade
média de 95,4 um?®, e se caracteriza por uma lesdo incipiente e de pequena dimenséo sob o
ponto de vista clinico.

A radioterapia € uma modalidade de tratamento rotineira para este tipo de cancer- CCP,
mas por sua vez pode causar danos aos tecidos saudaveis®. A literatura evidencia efeitos
controversos, mas que podem acometer a estrutura dos tecidos duros, incluindo mudancas nas
propriedades mecanicas e na composicdo quimica do esmalte e da dentina?3,

Para caracterizacdo de materiais bioldgicos com o propésito de identificagdo dos
compostos organicos e inorganicos tanto para o processo de radioterapia, quanto para o
processo de desmineralizacdo das amostras, a técnica de reflexdo total atenuada (ATR) vem
sendo empregada®®3, Suas vantagens se aplicam em facilitar a preparacdo das amostras e
também a capacidade de realizar verificacbes em até 6um de profundidade em tecidos duros
dentais, sujeito ao material constituinte do cristal de ATR, o que determina a profundidade da
onda evanescente®34. Por demonstrar apenas informagdes das amostras em sua superficie, é de
extrema importancia a investigacdo das sequelas das irradiacOes, sejam elas ionizantes ou nao
ionizantes, relativamente sobre os tecidos3313,

De acordo com informacdes supracitadas, a dentina é formada por uma matriz
organica de hidroxiapatita carbonatada (69%) e matriz organica de colageno tipo | (20%) e o
restante de sua formacdo de 11% por agua. Sdo detectados, no espectro das amostras de
dentina bovina higida (Figura 7), as bandas de amida I, 1l e Ill, as quais estdo atribuidas a
matriz organica, e as bandas de fosfato e carbonato a matriz inorganica 3+1%,

Cabe ainda salientar que ocorrem sobreposi¢des de bandas no espectro da dentina, ou
seja, na banda determinada a amida I, por exemplo, ha sobreposi¢do com uma banda de dgua
adsorvida 13313%; a banda de amida Il é influenciada pelos modos rotacionais do vapor de dgua
presente no ar e bandas de carbonato™®. Ainda, a literatura reporta que as bandas de prolina e
hidroxiprolina (dois aminoacidos que constituem o colageno) na regido de 1450 cm™, se
sobrepdem diretamente onde ocorrem as vibragdes Vs e vs do fon carbonato*®.

O estudo realizado por Rodrigues et al. demonstrou que a radioterapia, em dose total
de 72 Gy, empregada em doses fracionadas de 1,8 Gy/dia durante 8 semanas com as amostras
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mantidas em &gua destilada, promove aumentos nas intensidades de todas as bandas de
absorcdo da dentina humana®®. Contudo, as bandas do carbonato, nos modos de vibragdo vs e
V4, s80 influenciadas pelas vibrages da banda amida Il, que estd associada a estrutura em
hélice do colageno®™*.

A lesdo de cérie incipiente induzida no presente estudo segue protocolo estabelecido
na literatural® e foi efetuada na intencdo de simular uma lesdo de mancha branca, de
superficie integra e desmineralizacdo em profundidade, mas passivel de remineralizacdo
clinica. Observa-se na figura 8 um aumento expressivo nas intensidades das bandas de amidas
I, 11 e 111, assim como a diminui¢do na intensidade das bandas correspondentes do carbonato
vz e va. Além disto, nota-se um estreitamento e deslocamento para maior da banda de vs
fosfato apos desmineralizacdo. Este fato é esperado, pois o carbonato ligado a hidroxiapatita
apresenta uma ligacio menos estavel3*1%¢ e portanto, é facilmente perdido no processo de
desmineralizacdo. A literatura demonstra que o processo de desmineralizacdo empregado
neste trabalho promove a formacdo de lesdes de cérie com profundidade de até 95,4 um,
evidenciando que se trata de um processo inicial®**. Neste processo de desmineralizagdo inicial
da dentina observa-se uma perda do contetdo inorganico e aparente aumento do organico, o que é

devido & maior exposicdo do colageno devido a perda do mineral.

5.2 Analise morfologica da dentina decorrente da radioterapia e inducéo de
carie artificial

As eletromicrografias observadas na Figura 13 sugerem que a radioterapia promove a
formacdo de uma superficie mais rugosa e com obliteracdo parcial dos tibulos dentinarios.
Cabe salientar uma maior quantidade de tubulos obliterados na dentina ap6s a radioterapia
(Figura 13B) quando em confronto com a dentina higida (Figura 13A). Apos a inducgdo da
lesdo de cérie (Figura 13C), é possivel observar os tdbulos totalmente abertos e de diametro

aparentemente aumentado em relagdo a dentina higida!®101.102,
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Figura 13: Eletromicrografias representativas dos blocos de dentina higida (A), antes (B) e
apos a radioterapia (C). Magnificacdo original: 5000x (A e B) e 4000x C).

Fonte: autor.
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A avaliacdo morfolégica empregando-se a técnica de Microscopia Eletrénica por
Varredura (MEV) se tornou essencial para complementar as analises composicionais, pois nos
permite entender as correlacbes entre a microestrutura, os defeitos e as alteracdes
morfologicas, além de predizer as propriedades dos materiais quando estas relagdes séo
estabelecidas!**1%. Suas imagens em alta resolugdo permitem se ter uma imagem topogréafica
da amostra®4414°,

A literatura reporta que, devido a radiacdo ionizante, a dentina pode sofrer
desidratacdo e alteracdes composicionais. Os resultados observados no presente estudo
concordam com tais assertivas, sugerindo que a obliteracdo de tubulos dentinarios seria
favorecida pela formacéo de apatita amorfa ou pela reorganizacao da estrutura do colageno na
dentina®%t16263 De fato, provavelmente a obliteracio parcial dos tibulos apés a radioterapia
pode ter ocorrido devido a deposicdo de ions da saliva artificial sobre a dentina, considerando
que a mesma ndo foi trocada durante os 30 dias de simulacdo de radioterapia. A radiolise da
agua promovida pela radiacdo ionizante pode favorecer o processo de deposi¢cdo de ions da
saliva artificial sobre a dentina, o que reflete na obliteracdo parcial dos tabulos dentinarios,
assim como pode ter sido formada alguma fase que nédo tenha sido esperada durante o estudo.
Ap0s o processo de criacdo de lesdo incipiente de cérie, sugere-se que esta camada depositada
seja removida pela solucdo desmineralizadora, promovendo nova abertura dos tabulos
dentinarios decorrente do processo de remocao de mineral, o que condiz com os efeitos da

carie observados em estudos anteriores.

5.3. Andlise composicional da dentina apds radioterapia, céarie e
tratamentos propostos

A Figura 14 mostra os espectros médios normalizados vetorialmente, obtidos pelo
método de refletancia difusa do FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apdés irradiacdo com laser de Nd:YAG
(G2). Ao se comparar 0s dois espectros médios, nota-se que, apés a irradiacdo laser, as
bandas do fosfato v (regido entre 500 e 700 cm™) e do fosfato vz (aproximadamente 1000 cm”
1y apresentam-se aparentemente mais intensas e com maior largura, respectivamente, em
relacdo as suas correspondentes na dentina apenas cariada (G1). Além disso, observa-se que
as bandas da matriz organica (amidas I, 1l e I1l) assim como as bandas correspondentes as

vibragdes vs e v4 do carbonato estdo menos intensas apos o tratamento com laser. Todas estas
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caracteristicas sdo compativeis com alteracfes por efeito térmico do laser, caracterizadas pela
evaporacdo da agua livre (interprismética) e dos ions COs e OH" ligados a hidroxiapatita. Tais
alteracbes térmicas, por sua vez, podem ter sido capazes de provocar a reorganizacdo
cristalografica da hidroxiapatita presente no tecido dentinario!®9102 Além disso, é possivel
notar diminuicdo na intensidade das bandas referentes ao conteudo orgénico da dentina, o que
condiz com os efeitos relacionados a evaporacdo de agua e desnaturacdo de proteinas deste

tecido também por efeito térmico e descritos na literatura®” 823,

Figura 14: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apds irradiacdo com laser de Nd:YAG

(G2). Espectros normalizados vetorialmente.
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Fonte: autor.

A Figura 15 mostra os espectros médios normalizados vetorialmente, na regido
compreendida entre 1700 e 450 cm™, de amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e
apos tratamento com Biosilicato® veiculado em agua destilada e irradiacdo laser apos 24h

(G3). Em todos os grupos tratados com Biosilicato®, nota-se a presenca de todas as bandas de
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absorcdo descritas no item 4.6. Em nenhum dos espectros, em qualquer um dos grupos
experimentais do presente estudo, foi observada a banda 3 do tripleto do fosfato, com méximo
em 632 cm?, correspondente & vibragdo do grupo hidroxila da rede cristalina da
hidroxiapatita®®’. Este fato corrobora estudos da literatural®® que também nio detectam esta
vibracdo em amostras de dentina radicular. A ndo detec¢do desta banda de absorcdo apds
aplicacdo de biomaterial pode sugerir que a camada de material formada pode ter sido
insuficiente para ser detectada pela técnica, ou que pode ter havido uma substituicdo de
hidroxila pelo COs™ durante a exposi¢do em saliva artificial.

Ainda na Figura 15A, é possivel notar diminuicdo das intensidades das bandas
correspondentes ao contetido organico da dentina (amidas | e Il), assim como das bandas
correspondentes as vibragOes vz e vs do carbonato, o que sugere o recobrimento da dentina
parcialmente desmineralizada pelo biomaterial. Ainda, evidencia-se um alargamento na banda
de absorcdo correspondente a vibragdo vs do fosfato apds o tratamento. Ainda, observa-se
aumento na intensidade da banda 560 cm™, correspondente a uma das bandas do tripleto do
fosfato, a vibragdo v, do carbonato (indicativo de substituicdo do tipo A e B na apatita
carbonatada, entre 711 cm™ e 881 cm™) e/ou superposicdo da banda referente ao estiramento
das ligacbes Si-O-Si (siloxano) do biomaterial ap6s 24 horas. Tal achado sugere a formacéo
de hidroxiapatita carbonatada apds o tratamento®®?,

A Figura 15B mostra os espectros no infravermelho, normalizados vetorialmente, das
amostras de dentina tratadas com Biosilicato® veiculado em &gua destilada e irradiacdo laser
(G3) apds 24 horas e 7 dias de imersdo em saliva artificial. Nota-se a permanéncia do
biomaterial ap6s 7 dias por meio da manutencdo das intensidades das bandas referentes a
matriz organica da dentina ap6s este periodo. Contudo, observa-se a reduc¢do da intensidade
das bandas correspondentes as vibracGes vz do fosfato e do v do carbonato (ou do siloxano,
entre 711 cm™ e 881 cm™), o que sugere uma pequena diminuicdo na quantidade do
biomaterial depositado sobre a dentina, assim como um pequeno aumento nas intensidades
das bandas correspondentes ao tripleto do fosfato (560 e 602 cm™) ap6s 7 dias, 0 que sugere o
inicio da bioatividade do material neste periodo. De acordo com Peitl el al. (2001)*!, as
vitroceramicas totalmente cristalizadas apresentam, além da decomposicdo dos picos
localizados em 1050 cm™, 910 cm™ e 490 cm™, um aumento da intensidade do pico em 575
cm, atribuido ao desenvolvimento de uma fase cristalina. No presente projeto, observamos
esta acdo no aumento da intensidade do pico 560 cm?, cuja diferenca de absorcéo

(deslocamento da banda) em relagéo ao estudo de Peitl el al. (2001)'*! pode estar relacionada
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principalmente ao equipamento e ao tipo de substrato avaliado. Os picos localizados em 1050
cm?, 910 cm™ e 490 cm™ ndo podem ser avaliados no presente estudo devido a provavel

sobreposicdo com a bandas de constituintes na dentina.

Figura 15: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apds tratamento com Biosilicato®
veiculado em agua destilada e irradiacdo laser apds 24h (G3). A = andlise ap6s 24h; B =
andlise ap0s 7 dias. Espectros normalizados vetorialmente.
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A Figura 16 mostra os espectros médios normalizados vetorialmente, na regido
compreendida entre 1700 e 450 cm™, de amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e
tratamento com Biosilicato® veiculado em agua deionizada, sem irradiagdo laser (G4). Nota-
se que, na figura 16A, apds os tratamentos das amostras, as bandas atribuidas a matriz
organica (amida | e IlI) estdo com intensidades relativas reduzidas em relacdo as
correspondentes na dentina cariada sem tratamento. Cabe descrever que a banda de fosfato v3
apresenta-se mais larga, porém com menor intensidade, provavelmente devido a redugdo da
quantidade de ions hidroxila da dentina expostos apds a aplicacdo do biomaterial, que se
encontra sobre a superficie da dentina. Além disso, as bandas do tripleto apresentam-se com
menor intensidade em relacdo a dentina sem tratamento, 0 que sugere novamente um
recobrimento da dentina pelo biomaterial que ainda ndo se encontra totalmente cristalizado™®?.

J& na figura 16B nota-se 0 aumento da intensidade relativa da banda do tripleto do
fosfato, com pico em 560 cm™, assim como da banda referente a vibragéo vs do fosfato apds 7
dias de tratamento. Tal fato sugere a formacdo de uma camada amorfa rica em CaO-P20s
(estagio IV da dissolugdo do Biosilicato® in vitro) e, de acordo com a literatura, essa fase seria
o inicio da cristalizagdo do filme de fosfato de calcio®™!®2, Ainda, observa-se uma pequena
reducdo das intensidades das bandas correspondentes ao conteldo organico da dentina, o que
indica ter havido um maior recobrimento da dentina pelo material apds exposi¢do em saliva
artificial por 7 dias.

A Figura 17 mostra os espectros médios normalizados vetorialmente, na regido
compreendida entre 1700 e 450 cm™, de amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e
ap6s tratamento com Biosilicato® veiculado em agua deionizada com posterior irradiacio
imediata com laser de Nd:YAG (G5). E possivel observar que, apds os tratamentos, as
intensidades das bandas atribuidas a matriz organica, isto €, as amidas I, Il e Ill, assim como
das vibragdes vz e v4 do carbonato, estdo reduzidas em relagdo as correspondentes na dentina
cariada sem tratamento (Figura 17A). Tais efeitos podem ser oriundos ou do efeito térmico da
irradiacdo laser, o qual produziu desnaturacdo parcial do conteudo organico e evaporacao de
agua e carbonato da dentinal’'®?® ou pelo recobrimento da dentina parcialmente
desmineralizada pelo biomaterial, o qual ndo foi removido pela irradiagdo laser, mas sim se
manteve sobreposto a dentina no momento das analises de FTIR. Ainda, nota-se 0 aumento da
intensidade da banda correspondente a vibracdo vz do fosfato, com auséncia da banda de v-

do carbonato (ou do siloxano, entre 711 cm™ e 881 cm™) e diminuicdo das intensidades das
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bandas com picos em 560 cm™ e 602 cm™ apds o tratamento. Tais achados sugerem que o

biomaterial ainda n&o se encontra totalmente cristalizado sobre a superficie!®.

Figura 16: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apds tratamento com Biosilicato®
veiculado em &gua destilada (G4). A = analise ap0s 24h; B = analise apds 7 dias. Espectros
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Na Figura 17B, por sua vez, observa-se que, ap6s 7 dias de imersdo em saliva
artificial, as bandas correspondentes as ligacbes de siloxano (Si-O-Si em aproximadamente
800 cm™), da amida Il e da amida Il apresentam maior intensidade quando comparadas as
analogas apos 24 horas. Possivelmente, o aumento na intensidade da primeira banda esta
relacionado a formacgdo de uma camada rica em silica que é capaz de absorver ions da saliva
artificial em que a dentina estava imersa. Outra possibilidade seria a maior formacdo de
hidroxiapatita carbonatada ou outra fase cristalina, tal como fosfato tetracélcico, apés 7 dias,
devido ao aumento da intensidade da banda correspondente ao v carbonato®*; contudo, néo é
possivel notar aumento na intensidade de qualquer uma das bandas correspondentes a ligacfes
fosfato, o que sugere que esta segunda hipotese pode ndo ter ocorrido. A segunda e terceira
bandas referentes as amidas Il e Ill, por sua vez, podem estar associadas a ligacdo do
colageno ao biomaterial®®**°2 ou podem evidenciar a dissolucdo do biomaterial na saliva
artificial. Contudo, nota-se também a diminuicdo na intensidade da banda entre 950 cm™ e
1100 cm™ apos 7 dias. Esta regido compreende tanto a banda de absorcao de estiramento (vs3)
fosfato (entre 1350 cm™ e 1080 cm™) quanto ligacéo tetrahédrica do siloxano (1175 cm™ a
710 cm™)!®L, Desta maneira, pode-se sugerir que tenha havido uma dissolucao do siloxano em
7 dias, comprovando o0 processo de devitrificacdo do biomaterial, ou uma perda do
biomaterial que estava sobre a superficie apos 7 dias, o que refletiria na diminuicdo no
contetdo de fosfato.

A banda de siloxano (Si-O-Si, 800 cm™) esta relacionada & formagdo de uma camada
rica em silica, que é apta a incorporar ions de saliva artificial ao qual a dentina estava imersa.
E importante mencionar que essa alteracdo é compativel com os mecanismos descritos no
estagio 2 (Estagio 2: com a continuidade da troca i6nica e o aumento do pH, ligacdes de
siloxano (Si-O-Si) sdo atacadas por ions hidroxila). Quando todas as quatro ligacdes de um
unico atomo de silicio sdo quebradas, silica solGvel (Si(OH)4) é liberada do material para a
solucdo. Isto aumenta o numero de grupos silanol na interface vidro/solugdo. Ainda, é
possivel observar modificacGes compativeis com o estagio 3, na qual ocorre a condensagéo e
a polimerizacdo dos grupos silanol que resulta na formacdo de uma camada rica em silica
capaz de absorver ions da solucdo, no caso, da saliva, que auxiliariam na formacdo de
hidroxiapatita carbonatada ou outra fase de fosfato de calcio®. A literatura reporta que a
formagéo da camada de hidroxiapatita carbonatada a partir da dissolucéo do Biosilicato®
ocorre em 24 horas?#148149.151 Qs resultados aqui exibidos, no entanto, demonstram que a
dissolucdo total do biomaterial em questdo, na metodologia empregada neste estudo,

provavelmente ocorreria em um tempo maior do que 7 dias para este grupo experimental.
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Figura 17: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apds tratamento com Biosilicato®
veiculado em agua destilada e irradiacdo laser imediatamente apds (G5). A = analise ap0s
24h; B = andlise apos 7 dias. Espectros normalizados vetorialmente.
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A Figura 18 mostra os espectros médios, na regido compreendida entre 1700 e 450 cm’
! de amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e ap6s tratamento com Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino com posterior irradiacdo com laser de Nd:YAG (G6). E
possivel observar que, ap0s os tratamentos, as intensidades das bandas atribuidas a matriz
organica (amidas I, 1l e I11) e também as correspondentes as vibracbes vs e v4 do carbonato da
dentina estdo reduzidas em relagdo as correspondentes na dentina cariada sem tratamento
(Figura 18A), o que também sugere o recobrimento da dentina parcialmente desmineralizada
pelo biomaterial, o qual se manteve ap6s a irradiacéo laser, ou ao efeito térmico da irradiacdo
qgue promoveu desnaturacdo do conteudo organico e evaporacdo de agua e carbonato da
dentinal”!8, Além disso, nota-se que a banda de fosfato vs apresenta-se mais larga e mais
intensa apds o tratamento, o que sugere provavel formacao de hidroxiapatita apds tratamento.
Ainda, nota-se maior intensidade das bandas 560 cm™ e 602 cm™ apds o tratamento. Tais
achados sugerem que houve o inicio de uma provavel devitrificacdo do biomaterial apos
irradiacdo laser, considerando que as bandas supracitadas correspondem a ligacdo de
dobramento da ligacéo fosfato (560 cm™ da fase amorfa e 602 cm™ da fase cristalina).

Na figura 18B observa-se que as intensidades das amidas | e Il e do carbonato vz e vs4
sdo praticamente idénticas ap0s 7 dias, 0 que sugere que o material ndo foi perdido para a
saliva, mas continua retido sobre a superficie da dentina, recobrindo-a. Contudo, observa-se
aumentos nas intensidades das bandas correspondentes as vibracGes de fosfato vs e tripleto
(bandas com picos em 560 e 602 cm™) apds 7 dias de imersdo em saliva quando comparado
ao espectro médio ap6s 24 horas de imersdo em saliva, 0 que sugere maior presenca de
hidroxiapatita sobre a dentina apds 1 semana de tratamento, comprovando a bioatividade do
material. Além disso, é possivel notar a reducéo na intensidade da banda compreendida entre
711 cm™ e 881 cm™ apds 7 dias, 0 que corresponde a vibragdo referente ao estiramento v, do
carbonato (indicativo de substituicdo do tipo A e B na apatita carbonatada) e/ou superposi¢éo
da banda referente ao estiramento das ligacGes Si-O-Si (siloxano) do biomaterial. Tal achado
novamente reforca a formagéo de uma camada de hidroxiapatita sobre a dentina parcialmente
desmineralizada em 7 dias de imerséo em saliva, sendo comprovada pela reducdo da camada
de silica evidenciada pelo siloxano. Desta maneira, sugere-se que 0 processo de devitrificacdo

do biomaterial continuou ocorrendo apds 1 semana de tratamento.
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Figura 18: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apds tratamento com Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser apds 24h (G6). A = anélise apds 24h; B =
andlise ap0s 7 dias. Espectros normalizados vetorialmente.
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A Figura 19 mostra os espectros médios, na regido compreendida entre 1700 e 450 cm’
1 de amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e ap6s tratamento com Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino, sem irradiagdo com laser de Nd:YAG (G7). Observa-se que,
apos os tratamentos, as intensidades das bandas atribuidas a matriz organica (amidas I, Il e
I11) e das vibragdes vs3 e va do carbonato estdo reduzidas em relacdo as correspondentes na
dentina cariada sem tratamento (Figura 19A), 0 que novamente sugere o recobrimento da
dentina parcialmente desmineralizada pelo biomaterial. Além disso, nota-se que a banda de
fosfato vs apresenta-se mais larga, o que reforca a possibilidade da formacdo inicial de
hidroxiapatita. Na figura 19B observa-se que as intensidades de todas as bandas de absorgéo
avaliadas se apresentam praticamente inalteradas ap6s 7 dias de imersdo em saliva artificial,
ou seja, tal achado sugere ndo ter havido acao adicional do biomaterial sobre a dentina neste

periodo.
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Figura 19: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apds tratamento com Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino (G7). A = andlise ap6s 24h; B = analise apos 7 dias. Espectros
normalizados vetorialmente.
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A Figura 20 mostra os espectros médios, na regido compreendida entre 1700 e 450 cm’
! de amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e ap6s tratamento com o Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino com posterior irradiacdo imediata com laser de Nd:YAG (G8).
E possivel observar novamente que, ap6s os tratamentos, as intensidades das bandas
atribuidas & matriz orgéanica (amidas I, Il e I11), assim como as vs e v4 do carbonato, estdo
reduzidas em relacdo as correspondentes na dentina cariada sem tratamento (Figura 20A), o
que novamente corrobora o recobrimento da dentina parcialmente desmineralizada pelo
biomaterial ou os efeitos térmicos promovidos pela irradiacdo laser na dentina. Além disso,
nota-se que a banda de fosfato vz e de carbonato v» (ou do siloxano, que estdo sobrepostas na
mesma regido) apresentam-se aparentemente mais largas e com picos de maior intensidade, o
que pode sugerir a formacdo de hidroxiapatita carbonatada sobre a superficie.

Na figura 20B, observa-se que um pequeno aumento das intensidades das bandas
correspondentes ao contetdo organico da dentina (amidas I, Il e 111) e do carbonato vz € va
apos 7 dias, o0 que sugere que tenha havido uma pequena dissolucdo do biomaterial em saliva
no periodo de uma semana. Ainda, é possivel notar que as intensidades das bandas de
absorcdo correspondentes as vibrages fosfato vs e tripleto, assim como a banda
correspondente a vibragdo v, do carbonato (ou do siloxano, que estdo sobrepostas na mesma
regido) estdo diminuidas apds 7 dias quando comparadas as intensidades observadas apds 24
horas, o que sugere novamente corrobora ter havido uma dissolucdo do biomaterial apds 7

dias.
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Figura 20: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada sem tratamento (G1) e apds tratamento com Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino e irradiagdo laser imediatamente apds (G8). A = analise ap6s

24h; B = andlise apos 7 dias. Espectros normalizados vetorialmente.
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A Figura 21 mostra os espectros médios, na regido compreendida entre 1700 e 450 cm’
! de todos os grupos experimentais propostos neste estudo. E possivel observar que nos
grupos tratados com Biosilicato® condicionado em soro fetal bovino (G6, G7 e G8) a banda
de 860 cm™ (estiramento do carbonato ou do siloxano) é menos intensa do que nos grupos
tratados com Biosilicato® veiculado em agua deionizada. Além disso, nestes grupos, observa-
se uma maior intensidade das bandas correspondentes as vibragdes fosfato vz e tripleto o que
sugere que o soro fetal bovino parece facilitar a bioatividade do Biosilicato, o que é
evidenciado pelo aumento da intensidade das bandas correspondentes a fase cristalina e
diminuicdo das bandas correspondentes a fase amorfa do biomaterial. Tal fato se repete apds 7
dias de avaliacéo. Este achado corrobora estudo anterior'*®, refletindo que o soro fetal bovino
aumenta a bioatividade do Biosilicato®. Desta forma, este parece ser o melhor método de
acondicionamento do biomaterial visando futura aplicacdo clinica. Ainda, pelas analises de
FTIR j& apresentadas e pela analise da Figura 21, pode-se inferir que a irradiacdo com laser de
Nd:YAG pode auxiliar na bioatividade do material, porém se for efetuada apds 24 horas
(grupo G6).
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Figura 21: Média dos espectros de FTIR na regido compreendida entre 1700 e 450 cm™, de
amostras de dentina cariada apds todos os tratamentos propostos com Biosilicato® (grupos
G3 a G8). A = andlise apés 24h; B = andlise apds 7 dias. Espectros normalizados

vetorialmente.
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As figuras 22, 23, 24, 25 e 26 mostram os resultados da andlise semi-quantitativa
efetuada para os grupos que utilizaram o Biosilicato®, ou seja, grupos G3, G4, G5, G6, G7 e
G8, apds 24 horas dos tratamentos. Estes resultados corroboram a formagéo de apatita quando
o0 Biosilicato® ¢ veiculado ao soro fetal bovino.

Na analise da Figura 22, é possivel notar aumento na intensidade da banda entre 500-
540 cm™ no grupo G4 em relacdo aos demais; ainda, nota-se que o grupo G5 foi o que
apresentou menor intensidade desta banda. Esta banda refere-se ao contetido de HPO4? ou de
Si-O-Si (estiramento siloxano), o que indica uma fase amorfa do material. Desta forma, pode-
se inferir que o grupo G4 (Biosilicato® em agua sem irradiacdo laser) foi o que apresentou
menor bioatividade do material, enquanto que o grupo G5 (Biosilicato® em agua com
irradiacdo laser imediatamente apds) apresentou a maior bioatividade. Contudo, ressalta-se
que as médias obtidas pelos grupos G5, G6 e G7 ndo sdo diferentes entre si, ou seja, todos
estes grupos apresentaram bioatividade similares, quando consideramos a banda entre 500 a
540 cm™,

Figura 22: Médias das areas normalizadas sob a banda de absorg¢éo localizada na faixa
entre 500 a 540 cm™ (vibracdo de HPO4%) dos grupos G3 a G8, 24 horas apds os tratamentos.

As barras identificam desvio-padréo.
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Fonte: autor.

A Figura 23 mostra as médias das areas sobre a banda de absorcéo localizada na faixa
entre 536 a 575 cm™ (banda 1 do tripleto do PO.), em que é possivel observar maior
quantidade no grupo G6 (Biosilicato® em SFB com irradiacéo laser 24 horas ap6s) e menor

no grupo G4, o que reforca a afirmacdo de que tanto o SFB quanto a irradiacdo laser
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melhoram a bioatividade do material. Quando consideramos a banda de absorcdo localizada
na faixa entre 575 a 665 cm™ (banda 2 do tripleto do POa, Figura 24), ndo é possivel observar

diferenca significativa entre 0s grupos experimentais.

Figura 23: Médias das areas normalizadas sob a banda de absorcéo localizada na faixa
entre 536 a 575 cm™ (banda 1 do tripleto do PO4) dos grupos G3 a G8, 24 horas ap0s 0s

tratamentos. As barras identificam desvio-padrao.
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Figura 24: Médias das areas normalizadas sob a banda de absorcdo localizada na faixa
entre 575 a 665 cm™ (banda 2 do tripleto do PO4) dos grupos G3 a G8, 24 horas ap6s 0s
tratamentos. As barras identificam desvio-padré&o.
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Na analise da Figura 25, nota-se que o grupo G3 (Biosilicato® em agua com irradiacao
laser 24 horas ap6s) foi o que apresentou maior quantidade de estiramento v do carbonato
e/ou superposicdo da banda referente ao estiramento das ligacbes Si-O-Si do biomaterial
quando comparada aos demais grupos experimentais, os quais ndo diferem entre si. Ainda,
este mesmo grupo experimental apresentou a menor quantidade de vibragcbes de modo
assimétrico vz e vi1 do fosfato quando comparado aos demais grupos experimentais (Figura
26). Estes achados sugerem a menor formacdo de hidroxiapatita carbonatada neste grupo

experimental.

Figura 25: Medias das areas normalizadas sob a banda de absor¢do localizada na faixa entre
710 a 880 cm™ (vibracao referente ao estiramento v, do carbonato e/ou superposicdo da banda
referente ao estiramento das ligacGes Si-O-Si do biomaterial) dos grupos G3 a G8, 24 horas
apos os tratamentos. As barras identificam desvio-padréo.
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Figura 26: Médias das areas normalizadas sob a banda de absor¢do localizada na faixa entre

880 a 1140 cm™ (vibragbes de modo assimétrico vs e vi do fosfato) dos grupos G3 a G8, 24
horas ap0s os tratamentos. As barras identificam desvio-padrao.
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5.4. Analise morfoldgica da dentina apés radioterapia, carie e tratamentos
propostos

A Figura 27 mostra eletromicrografias representativas de uma amostra do grupo G1
(sem tratamento) apos imersdo em saliva artificial por 24 horas. E possivel observar uma
superficie uniforme, com morfologia dos tubulos dentinarios expostos, distribuidos de forma

ndo homogeénea, devido ao processo de carie induzido na dentina®%®,

Figura 27: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G1 (amostras sem
tratamento) apOs 24 horas imersas em saliva artificial. Magnificacdo original: 8000x (A) e

Fonte: autor.

A Figura 28 mostra eletromicrografias representativas de uma amostra do grupo G2
(tratadas com laser de Nd:YAG) ap6s imersdo em saliva artificial por 24 horas. E possivel
observar a formacdo de uma camada de selamento superficial dos tubulos dentinérios; a
morfologia evidencia a obliteracdo parcial dos tubulos dentindrios e uma superficie com
aspecto de derretimento e recristalizacdo devido ao efeito térmico do laser, o que corrobora
achados da literatura®. A literatura demonstra que a irradiacéo laser, sob pardmetros similares
ao usado no presente estudo, pode também alterar o tamanho dos cristais de hidroxiapatita,
assim como pode promover a formacdo de novas fases cristalinas, tais como o fosfato
tetracalcico e tricalcico nas fases alfa e beta. Em dentina radicular, contudo, estas analises
precisam ser efetuadas em estudos posteriores para que tais alteracdes cristalograficas sejam
confirmadas. Tais mudangas morfoldgicas encontradas no presente estudo sugerem aumentos
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na temperatura superficial acima de 1100 °C, o que € compativel com a fuséo e recristalizacéo

da hidroxiapatita superficial e concorda com a literatura’7476."8,

Figura 28: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G2 (amostras

tratadas com laser de Nd:YAG) ap06s 24 horas imersas em saliva artificial. Magnificacéo
original: 8000x (A) e 4000x (B).

Fonte: autor.

A Figura 29 mostra eletromicrografias representativas de amostras do grupo G3
(tratadas com Biosilicato® veiculado em agua destilada e irradiacdo laser ap6s 24 horas) ap6s
imers&o em saliva artificial por 24 horas (Figura 29 A e B) e por 7 dias (Figura 29 C e D). E
possivel observar que, nas figuras 29A e B, os tubulos dentinarios estdo quase que totalmente
obliterados, com uma superficie ndo homogénea; ainda, ha a presenca do biomaterial ndo
dissolvido (setas vermelhas), assim como a formagdo de aglomerados, localizados
preferencialmente nas reentrancias da superficie dentinaria. Tal estado de aglomeracdo é
favorecido provavelmente pela alta area de superficie do Biosilicato®. Se tais aglomerados
fossem menores que o diametro dos tabulos dentinarios, provavelmente ocasionaria a entrada
do biomaterial nestes tdbulos, favorecendo, assim, sua acdo em profundidade e provavelmente
a retencdo do biomaterial. Ainda, vale ressaltar que a retencéo inicial do biomaterial pode ter
sido favorecida pela rugosidade da superficie promovida tanto pelo processo de preparo de
amostras (lixamento) quanto pela inducédo da lesédo de cérie.

Na figura 29C e D observa-se a formacdo de uma camada ndo uniforme que ainda
recobre parcialmente os tabulos dentinarios, com aparente menor quantidade de biomaterial
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sobre a superficie quando comparada com as imagens da Figura 29A e B, sem a presenca de
granulos do biomaterial. Tal achado sugere que o biomaterial tenha se dissolvido parcialmente
na saliva artificial durante os 7 dias de imerséo, e corrobora os achados do FTIR (Figura 15),
que evidenciou uma leve diminuicdo dos picos correspondentes ao fosfato e carbonato apos 7

dias em saliva artificial.

Figura 29: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G3 (amostras tratadas
com Biosilicato® veiculado em agua destilada e irradiacéo laser apds 24 horas). As imagens
34 A e B referem-se as amostras apds 24 horas de imersdo em saliva artificial, enquanto as
imagens 34 C e D referem-se as amostras apds 7 dias de imersdo em saliva artificial.
Magnificacdo original: 8000x (A e C) e 4000x (B e D).

Fonte: autor.
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Figura 30: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G4 (amostras
tratadas com Biosilicato® veiculado em &gua destilada). As imagens A e B referem-se as
amostras ap6s 24 horas de imersdo em saliva artificial, enquanto as imagens C e D referem-se
as amostras apos 7 dias de imersdo em saliva artificial. Magnificacdo original: 8000x (A e C)
e 4000x (B e D).

Fonte: autor.

A Figura 30 mostra eletromicrografias representativas de amostras do grupo G4
(tratadas com Biosilicato® veiculado em agua destilada) apds imersdo em saliva artificial por
24 horas (Figura 30 A e B) e por 7 dias (Figura 30 C e D). E possivel observar obliteracio
parcial dos tubulos dentinarios nos dois periodos avaliados, com a formacdo de uma camada
de cobrimento sobre que recobre a superficie da dentina, mantendo apenas poucos tabulos
parcialmente expostos. E possivel também observar a presenca de algumas particulas sobre a
superficie da dentina (setas). Ndo sdo observadas diferencas significativas entre as imagens
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obtidas 24h e 7 dias em imersdo em saliva, 0 que sugere retencdo do biomaterial na dentina.
Ainda, quando confrontamos com os resultados da analise composicional, observamos que o
material retido teve maior conversdo em hidroxiapatita carbonatada, por meio do aumento da
intensidade dos picos de fosfato.

A Figura 31 mostra eletromicrografias representativas de amostras do grupo G5
(tratadas com Biosilicato® veiculado em &gua destilada e irradiacdo laser imediatamente apds
aplicacdo do Biosilicato®) apos imersdo em saliva artificial por 24 horas (Figura 36 A e B) e
por 7 dias (Figura 31 C e D). E possivel observar nas figuras 31A e B e nas figuras 31C e D
uma superficie ndo homogénea, com tdbulos dentinérios parcialmente obliterados, porém
mais expostos que a Figura 30 (tratadas com Biosilicato® veiculado em agua destilada sem
irradiacdo), com a presenca de poucas particulas do biomaterial na superficie da amostra
(setas). Provavelmente, a alta temperatura atingida durante a irradiacdo laser promoveu a
evaporagdo da agua na qual o Biosilicato® estava dissolvido e, com isso, ejetou também
particulas do biomaterial.

Nestas imagens, também é possivel notar que o biomaterial aparenta estar mais
uniforme do que nas imagens anteriores, fendmeno ocorrido provavelmente a um
amolecimento do material devido ao efeito térmico da irradiacdo laser. Este fato sugere que
foram atingidas temperaturas que superam o ponto de transicdo vitrea do material; contudo,
ao observarmos as imagens da Figura 31 C e D, notamos que este amolecimento néo foi
suficiente para alterar a viscosidade do material a ponto de promover uma entrada do mesmo
nos tubulos dentinarios, o que poderia facilitar a sua ancoragem no tecido. Tal achado
corrobora também os achados da analise composicional (Figura 17), que sugerem que O
material possa ter tido uma solubilizacdo na saliva em 7 dias, evidenciada pela diminuicdo das
intensidades dos picos correspondentes ao fosfato, diminuindo sua atividade e a quantidade

disponivel para atuar no tecido.
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Figura 31: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G5 (amostras
tratadas com Biosilicato® veiculado em &gua destilada e irradiacdo laser imediatamente apos
aplicacdo do Biosilicato®). As imagens 31 A e B referem-se as amostras apds 24 horas de
imersdo em saliva artificial, enquanto as imagens 31 C e D referem-se as amostras apos 7 dias

de imerséo em saliva artificial. Magnificagéo original: 8000x (A e C) e 4000x (B e D).

: . -

Fonte: autor.

A Figura 32 mostra eletromicrografias representativas de amostras do grupo G6
(tratadas com Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser ap6s 24 horas)
apos imersdo em saliva artificial por 24 horas (Figura 32A e B) e por 7 dias (Figura 32 C e
D). E possivel observar obliteracio parcial dos tibulos dentinarios, o recobrimento da dentina
com uma camada mais uniforme e a presenca de pequenas particulas do material (setas). Tal

achado também sugere a evaporacdo de parte do biomaterial pela irradiacdo laser
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(provavelmente da por¢do aquosa do SFB), o que ejetou parte do Biosilicato®. Além disso,
pode-se sugerir também um amolecimento do material devido a elevacdo de temperatura
promovido pela irradiacdo laser. Ap6s 7 dias, as imagens das Figuras 32 C e D ndo
apresentam diferencas significativas, o que sugere que o material permaneceu retido na
superficie. Ao confrontarmos com os resultados da anélise por FTIR (Figura 18), observamos
que se trata de um material rico em hidroxiapatita, ou seja, 0s achados sugerem que a
irradiacdo laser efetuada apos 24 horas de aplicacdo do biomaterial favorece a bioatividade e a
retencdo do mesmo; assim, ao se fazer a irradiacdo ap06s 24 horas, ja houve tempo suficiente
para inicio de sua atividade, a qual foi aprimorada apds irradiacdo. A presenca de SFB, por
sua vez, por conter diferentes componentes (acidos graxos, fatores de crescimento,
aminoéacidos e vitaminas) que alteram o pH do meio, também potencializam a bioatividade.

A Figura 33 mostra eletromicrografias representativas de amostras do grupo G7
(tratadas com Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino) apds imersdo em saliva artificial
por 24 horas (Figura 33 A e B) e por 7 dias (Figura 33 C e D). E possivel observar a presenca
de poucos tubulos dentinarios expostos, com diametro reduzido, além da formacdo de uma
camada uniforme com a presenca de poucos granulos do biomaterial (setas). Apos 7 dias, as
imagens também sugerem uma pequena dissolu¢cdo do biomaterial por meio da maior
quantidade de abertura de tubulos dentinarios; contudo, a pouca presenca de granulos do
biomaterial evidencia maior dissolucdo do mesmo. Contudo, ao confrontarmos com o0s
resultados na analise composicional (Figura 19), observamos que esta provavel reducdo de
espessura do material ndo implica em reducdo de bioatividade, pois 0s picos correspondentes

a hidroxiapatita carbonatada sdo mantidos apds 7 dias.
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Figura 32: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G6 (amostras
tratadas com Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino e irradiacéo laser apds 24 horas).
As imagens 32 A e B referem-se as amostras apds 24 horas de imersdo em saliva artificial,
enquanto que as imagens 32 C e D referem-se as amostras apos 7 dias de imersdo em saliva
artificial. Magnificagéo original: 8000x (A e C) e 4000x (B e D).

Fonte: autor.
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Figura 33: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G7 (amostras
tratadas com Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino). As imagens A e B referem-se as
amostras ap6s 24 horas de imersdo em saliva artificial, enquanto as imagens C e D referem-se
as amostras apos 7 dias de imersdo em saliva artificial. Magnificacdo original: 8000x (A e C)
e 4000x (B e D).

Fonte: autor.

A Figura 34 mostra eletromicrografias representativas de amostras do grupo G8
(tratadas com Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser imediatamente
apos aplicacdo do Biosilicato®) apds imersdo em saliva artificial por 24 horas (Figura 34 A e
B) e por 7 dias (Figura 34 C e D). E possivel observar a formacio de uma camada uniforme
sobre a superficie, com os tubulos dentinarios cobertos quase em sua totalidade, e a presenca e
pequenos granulos de biomaterial (setas). Ap6s 7 dias, nota-se evidente dissolucdo do
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biomaterial, com maior exposicdo dos tdbulos dentinarios, que se encontram também de
didmetro aumentado. Ainda, é possivel notar a presenca de granulos do biomaterial (setas).
Tais achados corroboram os resultados da analise composicional (Figura 20), que mostram
claramente a dissolucdo do biomaterial na saliva apds 7 dias por meio da diminuicao

expressiva das intensidades dos picos de fosfato.

Figura 34: Eletromicrografias representativas das amostras do grupo G8 (amostras
tratadas com Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser imediatamente
apos aplicacdo do Biosilicato®). As imagens A e B referem-se as amostras apds 24 horas de
imersdo em saliva artificial, enquanto as imagens C e D referem-se as amostras apds 7 dias de

imersdo em saliva artificial. Magnificacdo original: 8000x (A e C) e 4000x (B e D).

Fonte: autor.
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Os resultados da andlise morfoldégica também corroboram com as analises
composicionais semi-quantitativas, nas quais podemos notar que o grupo G6 foi o que
apresentou maior bioatividade e retencdo que os demais grupos experimentais, por conter
maior contetdo de fosfato e menor contetdo de siloxano quando comparado com 0s demais
grupos experimentais (Figuras 23 a 26).

A figura 35 mostra a quantidade média de tabulos dentinarios abertos por imagem de
microscopia eletrdnica analisada (todas as imagens sob magnificacéo original de 8000 x), com
as respectivas barras de desvio-padrdo. Nota-se que o grupo G1 (apenas com lesdo de carie) é
0 que possui maior quantidade de tubulos abertos, enquanto que o grupo G4 (Biosilicato®
veiculado em &gua sem irradiacdo laser) é o que apresentou menor quantidade de tubulos
expostos, com numeros muito préximos ao grupo G2 (apenas irradiado com laser de
Nd:YAG). Tal fato é esperado, pois no grupo G1 temos apenas uma dentina exposta a solugado
desmineralizadora e, portanto, com lesdo aparente de cérie incipiente, enquanto que 0s grupos
experimentais de G3 a G8 possuem aplicacdo de biomaterial e, portanto, a dentina apresenta-
se coberta por este. No grupo G2, a irradiacdo laser promoveu a fuséo e recristalizacdo da
superficie da dentina, corroborando achados da literatura (MATOS et al., 2012). Observa-se,
também, que a alta dispersdo dos dados reflete a ndo homogeneidade dos valores decorrentes
dos tratamentos e acarreta auséncia de diferenca estatistica significativa entre 0s grupos
(p>0,05). De fato, foi possivel observar, principalmente nos grupos tratados com
Biosilicato®, que o material se distribui de forma irregular em todas as amostras avaliadas
por MEV, nos quais parece ter maior deposi¢do na periferia das amostras, havendo maior
exposicdo de tabulos dentinarios na regido central. Este fato ocorreu em todas as amostras e
persistiu mesmo apds 7 dias de imersdo em saliva artificial.

A Figura 36 ilustra a area média dos tabulos dentinarios que se encontravam abertos
em todas as eletromicrografias analisadas. E possivel notar que o grupo G8 (Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser imediatamente ap0s) é o que apresentou
tubulos de maiores areas, enquanto que o grupo G7 (Biosilicato® veiculado em soro fetal
bovino sem irradiacdo laser) apresentou as menores areas de tubulos expostos, seguido
também pelo grupo G2 (apenas irradiado). Ha grande dispersédo de dados nos grupos tratados
com Biosilicato®, o que indica grande variacdo também nas reas dos tubulos em decorréncia
da presenca do biomaterial. Também é possivel notar que ndo ha diferencas significativas
entre as areas ap0s 24h e apo6s 7 dias de imersdo em saliva artificial para todos 0s grupos

experimentais.
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Figura 35 Quantidade média de tubulos dentinarios abertos, por eletromicrografia de
dentina, de todos os grupos experimentais apos 24h e apds 7 dias dos tratamentos propostos.

As barras evidenciam desvio-padréo.

Ouantidade média de tdbules abertos por imagem

NI

Fonte: autor.

Figura 36 Areas médias dos tbulos dentinarios abertos, por eletromicrografia de
dentina, de todos 0s grupos experimentais apds 24h e apos 7 dias dos tratamentos propostos.

As barras evidenciam desvio-padréo.

Area média dos tibulos abertos por imagem

rea | pme)

Fonte: autor.
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A Figura 37 ilustra as médias das proporcOes entre as areas de todos os tdbulos
dentinarios abertos pelas areas totais da superficie da dentina presente em cada imagem de
MEV. Observou-se uma menor proporcao no grupo G2 (tratado apenas com laser) seguido do
grupo G7 (Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino sem irradiacdo laser), enquanto que o
grupo G8 (Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser imediatamente apos)
€ 0 que apresentou uma maior proporc¢ao, seguido do grupo G1 (sem tratamento). Também é
possivel notar que ndo ha diferencas significativas em nenhum dos grupos comparando-se as
amostras apos 24h e apos 7 dias de imersdo em saliva artificial, assim como é perceptivel a
grande disperséo dos dados, o que reflete a grande variabilidade nos dados obtidos e a néo

observancia de diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p>0,05).

Figura 37 Proporcdo entre a area de todos os tubulos dentinarios abertos por area total da
superficie da dentina presente em cada eletromicrografia, de todos os grupos experimentais,

apos 24h e ap0ds 7 dias dos tratamentos propostos. As barras evidenciam desvio-padréo.

Proporgio de drea de tdbulos abertos por drea total da amostra

Fonte: autor.

5.5. Andlise das alteracdes de pH nas solugdes de saliva artificial

Na Tabela 2 sdo mostradas as alteracbes de pH nas solucbes de saliva artificial
empregadas neste estudo, para 0s grupos experimentais que utilizaram o Biosilicato® (G3 a
G8). Observa-se que ha uma tendéncia de queda nos valores iniciais de pH da saliva artificial
(ajustada para pH 7,0 inicialmente) em todos 0s grupos experimentais, sendo esta queda mais

pronunciada no grupo G4 (Biosilicato® veiculado em agua sem irradiacdo laser) e menos
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expressiva no grupo G3 (amostras tratadas com Biosilicato® veiculado em &gua destilada e
irradiacdo laser apos 24 horas). Apds 7 dias de imersdo em saliva artificial, nota-se aumento
do pH da saliva em todos os grupos experimentais, com excecao do grupo G8 (Biosilicato®
veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser imediatamente ap6s), cujo pH continuou
mais baixo. O Biosilicato® possui uma série de metais alcalinos que se difundem para 0 meio
apos sua aplicacdo sobre a dentina e, desta forma, o aumento do pH da saliva reflete em sua
bioatividade pois propicia a conversdo de fosfato de calcio em hidroxiapatita carbonatada.
Embora sejam esperados valores de pH acima de 8,0 apds 7 dias, suple-se que a
estequiometria da saliva artificial empregada neste estudo pode ter influenciado neste
processo, disponibilizando ou ndo mais célcio e fosfato para a reacdo quimica.

Desta forma, de acordo com os dados obtidos, nota-se que a bioatividade é reduzida
nas primeiras 48 horas e, entdo, ha uma tendéncia de maior bioatividade nos grupos G3, G4,
G6 e G7. Os resultados observados nos grupos G5 (amostras tratadas com Biosilicato®
veiculado em agua destilada e irradiacdo laser imediatamente ap0s aplicacdo do Biosilicato®)
e no G8 (Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino e irradiacdo laser imediatamente apds)
corroboram com as avaliages morfoldgica e composicional, quando se evidenciou a provéavel
dissolucdo de parte do biomaterial na saliva, sendo mais pronunciada no Grupo G8. Vale
também ressaltar que ao alta dispersdo dos dados obtidos nesta analise podem ser devido a
pouca quantidade de saliva por amostra disponivel para anlise, a qual somente foi possivel de

ser efetuada por meio da mistura das salivas de trés amostras por medida.

Tabela 2: Valores médios de pH (e respectivos valores de desvio-padrdo) das solucdes
de saliva artificial empregadas neste estudo para os grupos G3 a G8 (todos tratados com
Biosilicato®).

Grupo pH (24 horas) pH (48 pH (7 dias)
horas)
G3 6,97 (0,14) 7,03(0,11) | 7,12 (0,07)
G4 Amostras permaneceram na saliva até 48h | 6,65 (0,53) | 7,13 (0,07)
G5 | Amostras permaneceram na saliva até 48h | 6,83 (0,13) | 7,02 (0,05)
G6 6,94 (0,02) 6,84 (0,07) | 7,10 (0,03)
G7 | Amostras permaneceram na saliva até 48h | 6,75 (0,15) | 7,10 (0,04)
G8 | Amostras permaneceram na saliva até 48h | 6,89 (0,05) | 6,53 (0,29)

Fonte: autor.
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A literatura descreve®®!®! que mudancas no pH da saliva auxiliar na identificacdo da
bioatividade do biomaterial, a qual esté descrita em fases, conforme resumido abaixo:

& Estagio 1: rapida troca ibnica entre ions Na+ e Ca2+ que pertencem a superficie do
material com ions H+ da solucdo. Isso leva a formacdo de silandis (Si-OH) e, como
consequéncia, ha um aumento no pH do meio. Se houver ions fosfato na composi¢do do

vidro, estes podem ser liberados.

Si-O-Na+ + H+ + OH- — Si-OH+ + Na+ (aq) + OH- (1)

& Estdgio 2: com a continuidade da troca i6nica e o aumento do pH, ligacbes de
siloxano (Si-O-Si) séo atacadas por ions hidroxila. Quando todas as quatro ligacdes de um
Unico atomo de silicio sdo quebradas, silica solGvel (Si(OH)4) é liberada do material para a
solucdo. Isto aumenta o nimero de grupos silanol na interface vidro/solucéo.

& Estagio 3: ocorre a condensacdo e a polimerizagdo dos grupos silanol que resulta na
formacdo de uma camada rica em silica capaz de absorver ions da solucao.

& Estagio 4: formacdo de uma camada amorfa rica em CaO e P,Os sobre a camada de
silica mediante a difusdo de fons calcio (Ca®*) e fosfato (PO4%).

& Estagio 5: formacdo de hidroxiapatita carbonatada na superficie do material em
consequéncia da cristalizacdo da camada amorfa de calcio fosfato pela incorporacdao de ions
hidroxila (OH") e carbonato (COs%) presentes na solugao.

& Estagio 6: adsorcdo de proteinas sobre a camada de hidroxiapatita carbonatada que
permite a colonizacdo de células sobre a superficie do material.

& Estagio 7: macrdfagos passam a atuar como resposta imunolégica.

& Estagio 8: células-tronco osteoblasticas sao fixadas.

« Estagio 9: diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos progenitores em ativos.

& Estagio 10: os osteoblastos ativos ddo origem a uma matriz extracelular. 32

& Estdgio 11: mineralizacdo da matriz extracelular que resulta em crescimento
Osse0?,

A literatura reporta®!*® que o Biosilicato® apdés 1h em contato com a solugdo
simuladora de fluido corpdreo (SBF-K9) é capaz de formar uma camada de silica em sua
superficie, que apos 16h de imerséo tende a desaparecer, para o completo recobrimento por
uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) bastante cristalina. Entretanto, em nosso

estudo ndo foi identificada exatamente a formacdo de HCA, mas uma iapatita com
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substituicdo do grupamento hidroxila. Acredita-se que a diferenca na fase formada, que
poderia estar inviabilizando a formacdo de HCA no periodo de tempo estudado, é a

composicao da saliva, que difere substancialmente da SBF-KO.

5.6. Analise dos efeitos da irradiacao laser sobre o Biosilicato® por difracdo
de raios X (DRX)

Na Figura 38 sdo mostradas as placas de acrilico analisadas durante o ensaio de
difracdo de raios X. Como pode ser observado, ha alteracBes na superficie do Biosilicato®
contido nas placas de acrilico, tanto em funcdo da irradiacdo do laser de Nd:YAG, com
aspecto de ejecdo das particulas, quanto da imersdo em saliva artificial, que aparenta

ocasionar lixiviagdo destas.

Figura 38 — Placas de acrilico utilizadas para avaliacdo por DRX do efeito do laser e

da imersdo em saliva artificial sobre a fase cristalina do Biosilicato®.

Fonte: autor.

A Figura 39 apresenta o difratograma do Biosilicato® antes e apds imersdo em saliva
artificial durante 24 h. Inicialmente, para o Biosilicato® veiculado em agua destilada, antes da
imersdo em saliva, € identificada somente a fase cristalina de silicato de soédio e célcio
(NaxCasSisO1s, PDF#77-2189/ ICSD 060502), a qual apresenta os trés principais picos de
difracdo em 26,4°, 33,5° e 34,1°. Apds contato com a saliva artificial, o Biosilicato®

apresentou uma ligeira reducdo na cristalinidade da fase principal, e a formacao de quartzo



88

(SiO2, PDF#16-380), com um pico cristalino evidente em torno de 26°, e hidroxiapatita
(Cag(POa4)eH20. (PDF#82-1943)), com picos proximos a 32,5°.

Figura 39 — Difratograma do Biosilicato® (BS) antes e apds imersdo em saliva
artificial. As amostras analisadas apds etapa de homogeneizacdo em almofariz estdo

identificadas como 2.
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Fonte: autor

Ao comparar o difratograma das amostras antes e apds homogeneizagcdo em almofariz,
é possivel notar um deslocamento da posicdo dos picos em 20 para 0S primeiros
difratogramas, devido a textura e orientacdo do p6 de Biosilicato®, quando as placas foram
submetidas a irradiagéo laser ou a saliva. Essa observacao pode ser constatada na Figura 38.
Além disso, a fase de silicato de calcio ndo foi identificada para a amostra apds imersdo em
saliva, nessa segunda andlise por DRX. Isso é um indicativo de que a fase deva estar somente
na superficie da amostra, devido a baixa fracdo em volume do silicato de calcio, que é

limitante para a deteccao pela técnica.
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Na Figura 40 sdo apresentados os difratogramas das amostras de Biosilicato®

irradiadas com laser de Nd:YAG.

Figura 40 — Difratograma do Biosilicato® (BS) irradiado com laser de Nd:YAG (L)
antes e apds imersdo em saliva artificial. As amostras analisadas apds etapa de

homogeneizac¢ao em almofariz estdo identificadas como “2”.
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Fonte: autor.

Assim, como os difratogramas da Figura 39 € possivel sugerir uma provavel formacéo
de silicato de sédio e célcio, anteriormente a exposi¢cdo em saliva artificial, e quartzo e
hidroxiapatita apos exposicéo a esse fluido. Entretanto, hd um ponto bastante interessante a
ser notado, que diz respeito a inducdo do aparecimento da fase de fosfato de sodio e célcio
(CaNaPOs, PDF#74-1950, ICSD 035629) apos irradiacdo do Biosilicato® pelo laser. Essa
fase tem um pico caracteristico em 32,5° e outro em 47,5°. Vale a pena notar também que a
formacdo de hidroxiapatita é intensificada quando da presenca da fase de fosfato de sodio e
calcio, como pode ser comparado com o difratograma de Biosilicato® apds imersao em saliva

da Figura 43 com maior consumo da fase Na>CasSisO1s, para seu surgimento.
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Na Figura 41 é mostrada a anélise de DRX para a adicdo de fotoabsorvedor no
sistema. Comparando-se os difratogramas dessa etapa aos anteriores, é possivel notar que ha
da mesma maneira a formacéo de silicato de sédio e célcio e de fosfato de sodio e calcio, mais
ainda da fase de fosfato de sodio. Porém, com a adicdo do fotoabsorvedor, a formacéo de

hidroxiapatita apds imersdo do material em saliva artificial se mostrou menos expressiva.

Figura 41— Difratograma do Biosilicato® (BS) irradiado com laser de Nd:YAG (L)
apos aplicacdo de fotoabsorvedor (F), antes e apds imersdo em saliva artificial. As amostras

analisadas ap6s etapa de homogeneizagdao em almofariz estdo identificadas como “2”.
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Fonte: autor.

A associacdo da irradiacdo laser com o Biosilicato® promoveu efeitos distintos,
dependendo do momento da irradiagdo, assim como do veiculo do material. A literatura®®?
mostra que a fase de fosfato de sodio e célcio pode ser obtida no Biosilicato® em tratamento
térmico adicional a 800 °C/1h, com formacdo prévia da fase de silicato de sodio e calcio.
Como a irradiacéo laser pode provocar um aquecimento instantaneo de até 1100 °C na regido
de incidéncia, a cristalizacdo da fase CaNaPOs pode ser explicada. A presenca dessa segunda

fase potencializa a bioatividade do material, reduzindo o tempo de crescimento de HCA em
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testes in vitro de bioatividade, bem como estimula a atividade de osteoblastos sob condicdes
osteogénicas de testes com cultura celular®?,

O presente estudo demonstrou que o tratamento da lesdo de carie inicial se da em
melhores condi¢fes quando a se tem a irradiacdo laser Nd:YAG apds 24h da associacdo ao
Biosilicato® veiculado ao soro fetal bovino, pois foram observadas alteragcbes composicionais
que sugerem a formacéao de hidroxiapatita carbonatada. Desta forma, sugere-se que a melhor
estratégia de tratamento é a aplicacdo do laser ap0s 24h pois, se as irradiacGes forem feitas
imediatamente, pode ocorrer a evaporagdo da agua e ejecdo do material. A irradiacdo laser
pode favorecer a formacdo de uma nova fase, onde nota-se a presenca provavel da fase
CaNaPOQg4; contudo, estudos posteriores com o0 uso de difracdo de raios-X rasantes sao
necessarios para se confirmar tal hipétese. Esta fase favorece a bioatividade do material, ou
seja, ela permite uma atuacdo muito mais rapida e com melhores resultados. Ainda, a
irradiacdo laser pode favorecer a maior retengdo do biomaterial, 0 que podera também ser

determinado em ensaios futuros.
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6. Conclusoes

De acordo com a metodologia empregada e os resultados preliminares obtidos, é
possivel concluir que:

1 - A radioterapia simulada in vitro promove mudancgas quimicas na dentina radicular,
refletida no contetdo de amida Il, além de mudancas morfoldgicas, com obliteracdo dos
tubulos dentinarios. A desmineralizacdo promove alteragdes composicionais mais
significativas, com maior exposicdo de material organico, reducdo do conteudo inorganico e
abertura dos tubulos dentinérios;

2 — O Biosilicato® promove a remineralizagdo da dentina com lesé&o incipiente de
carie, fato evidenciado pela reducdo do pH da saliva artificial nas primeiras horas p6s o
tratamento, formac&o de apatita cristalina, recobrimento da matriz organica exposta da dentina
e obliteracdo parcial ou total dos tubulos dentinarios. Para que sua acdo seja potencializada, o
melhor veiculo para aplicagdo deste material é o soro fetal bovino ap6s acondicionamento;

3 — O laser de Nd:YAG de pulsos curtos promove alteragcdes composicionais na
dentina, tais como a remoc¢do de agua e carbonato e a desnaturacdo de conteldo organico,
assim como a obliteracdo parcial dos tibulos dentinarios. Quando efetuada ap6s aplicacdo do
Biosilicato®, a irradiacdo laser promove a presenca da fase de fosfato de sddio e célcio, o que
intensifica a formacdo de hidroxiapatita pelo biomaterial;

4 — Sobre a dentina com lesdo incipiente de carie, a irradiacdo laser também auxilia a
acao do Biosilicato®, evidenciada pela maior conversdo para apatita, menor quantidade de
bandas de siloxano e menor quantidade de apatita amorfa.

Para tal, a melhor estratégia de tratamento ¢ a irradiacdo laser ser efetuada 24h apés

aplicacéo de Biosilicato® veiculado em soro fetal bovino sobre a dentina desmineralizada.
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