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RESUMO

Apesar dos esforgos no desenvolvimento de solugBes que permitam o controle da
progressdo de lesdes de cérie, a alta prevaléncia de carie radicular no Brasil mostra a
necessidade de novas formas de diagndstico e prevencdo. E importante que sejam
pensadas estratégias de prevencdo e tratamento que sejam aceitas pela populacédo, ao
mesmo tempo que sejam acessiveis em disponibilidade e preco. Os fitoterapicos
consistem em preparacdes de vegetais que apresentam compostos medicinais que podem
auxiliar no combate ou na cura de uma doenca. E sabido que as plantas Vitis vinifera
(semente de uva) e Camellia sinensis (cha verde) apresentam em sua composicao
compostos polifendlicos (proantocianidinas) que sdo capazes de promover ligacGes
cruzadas nas fibras de colageno da dentina, e assim dificultando a perda de material
inorganico (hidroxiapatita) no processo de desmineralizacdo, desta forma, podendo
indicar sua aplicacdo no controle do desenvolvimento de lesdes de caries incipientes.
Por outro lado, também ha a necessidade do uso de métodos diagnosticos que permitam
diagnosticar precocemente e que permitam efetuar o acompanhamento de lesdes
incipientes, de forma n&o invasiva, em tempo real e com alta sensibilidade e
especificidade. Neste trabalho, buscou-se verificar o efeito de dois extratos naturais
(Vitis vinifera e Camellia sinensis) em superficies dentinarias desmineralizadas in vitro
empregando-se um Sistema de Imagens por Fluorescéncia (SIF), Espectroscopia de
Absorcdo no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Tomografia por
Coeréncia Optica (OCT). Para tal, 40 amostras de dentina radicular foram
desmineralizadas e aleatoriamente distribuidas em 4 grupos experimentais distintos:
Grupo 1: sem tratamento; Grupo 2: tratamento com fluor fosfato acidulado; Grupo 3:
tratamento com extrato de Vitis vinifera; Grupo 4: tratamento com extrato de Camellia
sinensis. Ap0s os tratamentos, a ativacdo da remineralizacdo foi simulado por meio de
ciclagem de pH com duracdo de 8 dias. Os efeitos dos tratamentos foram avaliados por
meio de SIF, FTIR e OCT. Ao avaliarmos as imagens obtidas pelo SIF, verificou-se que
apos a ciclagem de pH os grupos tratados com fldor (G2) e com Camellia sinensis (G4)
apresentaram maior fluorescéncia que os grupos tratados com Vitis vinifera (G3) e que o
grupo controle (G1). Na analise FTIR o Grupo tratado com fluor (G2) foi o que
apresentou espectro com maior intensidade de material organico e inorganico. Os

Grupos tratados com os fitoterdpicos (G3 e G4) apresentaram maior intensidade se



comparado com o grupo sem tratamento, porém ainda se mostrando menos efetivo que o
tratamento por flior. Na analise feita por OCT, foi possivel perceber que o Grupo
tratado com fluor (G2) foi o que apresentou maior coeficiente de atenuagdo Optica e 0 0s
grupos sem tratamento (G1) e os grupos tratados com fitoterapicos (G3 e G4) ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si. Os G3 e G4 se mostraram
equivalentes e com alguma significancia na prevencdo da carie, porém ainda sendo
menos indicado que o tratamento por fluoretagdo. De acordo com a metodologia
empregada e os resultados obtidos no presente estudo, é possivel concluir que os agentes
fitoterdpicos (Vitis vinifera e Camellia sinensis) auxiliam no controle da progressao de
caries incipientes, porém de forma menos expressiva que o flior fosfato acidulado
(FFA). Ainda assim, as técnicas de imageamento por fluorescéncia e tomografia por
coeréncia Optica tratam-se de ferramentas promissoras para monitoramento da

remineralizacdo da cérie radicular.

Palavras-chave: Dentina, Cérie Radicular, Fitoterapico, Remineralizacéo,
Fluorescéncia, Espectroscopia, Tomografia por Coeréncia Optica.



ABSTRACT

Despite the efforts in developing solutions to control the progression of lesion cavities,
the high prevalence of root cavities in Brazil shows the need for new forms of diagnosis
and prevention. Prevention and treatment strategies wich are accessible, available,
affordable and accepted by local population important. Phytoterapics consist of herbal
preparations containing medicinal compounds that may aid in combating or curing a
disease. It is known that Vitis vinifera (grape seed) and Camellia sinensis (green tea)
plants have polyphenolic compounds (proanthocyanidins) which are able to promote
cross-linking in the dentin collagen fibers, thus hindering the loss of inorganic material
(hydroxyapatite) in the demineralization process. This may indicate its application in the
development of lesions of incipient cavities. On the other hand, there is also a need for
the use of diagnostic methods that allow early diagnosis and allow the monitoring of
incipient lesions, in a non-invasive way, in real time and with high-sensitivity and
specificity. The aim of this study is to verify the effect of two natural extracts (Vitis
vinifera and Camellia sinensis) on in-vitro demineralised dentin surfaces using a
Fluorescence Imaging System (FIS), Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
and Optical Coherence Tomography (OCT). To this end, 40 samples of root dentin were
demineralized and randomly distributed in four different experimental groups: Group 1:
without treatment; Group 2: acidulated fluorine phosphate treatment; Group 3: treatment
with Vitis vinifera extract; Group 4: treatment with extract of Camellia sinensis. After
the treatments, the activation of remineralization was simulated by means of pH cycling
with duration of 8 days. The effects of the treatments were evaluated by SIF, FTIR and
OCT. After the pH cycling, the groups treated with fluoride (G2) and Camellia sinensis
(G4) presented higher fluorescence than the groups treated with Vitis vinifera (G3) and
that the control group (G1). In the FTIR analysis, the group treated with fluorine (G2)
had the highest intensity of organic and inorganic material. Groups treated with
phytotherapics (G3 and G4) presented higher intensity when compared to the group
without treatment, but still less effective than treatment with fluoride. In the analysis by
OCT, the group treated with fluoride (G2) presented the highest optical attenuation
coefficient than the groups without treatment (G1) and the groups treated with
phytotherapics (G3 and G4) presented no statistically significant difference. G3 and G4
were equivalent with some significance in cavities prevention, but still less so than

fluoridation treatment. According to the methodology used and the results obtained in



the present study, one concludes that phytotherapeutic agents (Vitis vinifera and
Camellia sinensis) help control the progression of incipient caries, but in a less
expressive way than acidulated phosphate fluoride (FFA). Nevertheless, the techniques
of fluorescence imaging and optical coherence tomography are promising tools for
monitoring the caries remineralization.

Keywords: Dentin, Root Caries, Phytotherapic, Remineralization, Fluorescence,

Spectroscopy, Optical Coherence Tomography



Lista de Figuras

Figura 1: Média do CPO/ceo e respectivos componentes segundo faixa etaria...........c.cccceevene. 22
Figura 2: Tecidos associados aos dentes posteriores e iNferiores.........coccvveveveeceeresceeveseenene. 28
Figura 3: Estrutura quimica basica dos flavonOides. ...........ccceeerieireineineireereseeereee 45

Figura 4: Fendmenos de interacdo da luz com o tecido bioldgico. (a) reflexdo; (b) espalhamento;
(c) retro-espalhamento; (d) transmisséo; (e) absor¢do e mecanismo de decaimento apds absor¢édo

com emissao de fotons, fosforescéncia ou (f) fluorescéncia. ........ccoeeevveeeviceeceeciecececeeee, 50
Figura 5: Esquema ilustrativo do fendmeno de flUOreSCENCIA. .......ccvevveveereriricriercrccee 50
Figura 6: Estados excitados singlete e triplete responsaveis pela ocorréncia dos fendbmenos de
Fluorescéncia e FOSfOrescéncia, reSPeCtiVamENTE. ........ccueveererererrenieieieeee et 51
Figura 7: Diagrama de JADIONSKI. ........ccveieiriirinierieiecec et 52
Figura 8: Principais componentes de um equipamento de Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de FOUrEr (FTIR).....cuviiirirereieieeee sttt 57
Figura 9: Esquema basico de um Interferdmetro de Michelson. ..........ccocveeeveevieciiceeveceeene, 58
Figura 10: Esquema simplificado de um equipamento ATR-FTIR. .....ccooveeivieievineeeceeee, 59
Figura 11: Espectro da dentina bovina higida saudavel ndo tratada obtido por um equipamento
ATREFTIR . ettt ettt et s b et et e et e st e st esesbe st e senteneeneenensens 59
Figura 12: Componentes basicos de um equipamento de Tomografia por Coeréncia Optica
(L O 1 TSRS 63
Figura 13: Representacdo de um corte bidimensional (2D) B-scan, composto por diversos cortes
A-scan de Profundidade. ........c.eoouieuieiiiiceceeeeese e e st ra b 65
Figura 14: Fendmenos de interacdo da luz com o material biolGgico. .........ccceeereinenireninennee 66

Figura 15: Esquema do Sistema desenvolvido pela Universidade da California (U.S.A).
Composto por: 1 — Polarizador; 2- Placa de onda; 3 — Lente de colimag&o; 4 — Filtro passa-

Danda € 5 — FOLOELECION. .....couiviiieieieie ettt 70
Figura 16: Fluxograma com as diferentes fases experimentais do trabalho..........c..cccccceeveennenne. 73
Figura 17: Representagdo da area reativa das amOStras. ........ccecevveerieirieerierisieneseneseneeieseeienens 75
Figura 18: Imagem de uma amostra com a delimitacdo de sua regido ativa. .......c.ccecevverveeenenne. 75
Figura 19: Fotos das amostras do Grupo 1 (Sem tratamento)........ccccecevereerierenceereeeeseeseeeeees 77
Figura 20:Fotos das amostras do Grupo 2 (tratamento com FFA). ......cccvvveeevieeceenieeeeceeee, 77
Figura 21: Fotos das amostras do Grupo 3 (tratamento com extrato de Vitis vinifera). ............. 77
Figura 22: Fotos das amostras do Grupo 4 (tratamento com extrato de Camellia sinensis). ...... 78
Figura 23: Foto dos liquidos preparados com os extratos de Vitis vinifera (4) e Camellia sinensis
(5), FESPECLIVAIMENTE. ....eveeeeeiieeeieseete st et te et e et e et eeee et e s re e e e seeseessesseensesteeseensessnensesseensenses 78
Figura 24: Representacdo do Sistema de Imagens por FIUOrescéncia..........cccceveveverveveevennenenne. 79

Figura 25: Fotografia do Sistema de Imagens por Fluorescéncia utilizado nos experimentos. .. 80
Figura 26: Representacdo de uma imagem obtida pelo Sistema de Imagens por Fluorescéncia
(SIF), com indicacao do que se refere a amostra, cera, cerdmica e fita Crepe.......c.cecevevvevenenne. 82
Figura 27: Imagem ilustrativa em que mostra a selecdo de uma ROL. .........ccccceevveviveeveieennenne. 82
Figura 28: Histograma apresentado pelo software para uma determinada ROI selecionada. ..... 83
Figura 29: Exemplo de um espectro plotado com os dados obtidos pelo equipamento ATR-FTIR
para uma determinada AMOSLIA. .........ccuereereeriieieriereece et ete st e e et esre e b e ste s e ebesreessesseeneeses 85
Figura 30: Exemplo de um baseline tragado em um espectro, considerando as 6 bandas de
INTErESSE NESIE PrOJELO.. .eeviereeiietieeetesteet e te et et e s e et et e et et e teestestesseestesraessesesssessesseensesseeseensens 86



Figura 31: Exemplo de um espectro obtido apos efetuada a subtracdo para que as bandas
coincidissem com 0 zero do eixX0 das Ordenadas. ........ccueeeererererierienieieeeese e 87
Figura 32: OCT Thorlabs Callisto pertecente a Central Multiusuario da Universidade Federal do
ABC - S30 Bernardo d0 CamO. ......cecueeeeriiiieeeieeees e st etesteeeeste e aesse s e stesreessesteesaensesneensenns 88
Figura 33: Imagem ilustrativa para demostrar as regifes, igualmente espacadas em 5 um, onde
foram realizados 0S €5caneamentos NAS aMOSIIAS. .......ccveirueririerierierieeeeeese st eeeereeieas 88
Figura 34:lmagem B-scan de uma determinada amostra, com a delimitacédo de uma regido A-
scan feita no software ImageJ. Lembrando que em cada imagem B-scan, foram feitos 5

ESCANEAMENTOS A=SCAN.....evertetereeereeseeseesessessessessessesseseeseesessessessessessesesseseesessessessessensessensessesenns 89
Figura 35: Exemplo do Grafico (Tom de cinza X Distancia) fornecido pelo software ImageJ
para um determinado A-scan analisado para Uma amoStra. ...........coeeereeerenereneneneeseeeeeeenes 89

Figura 36: Exemplo de uma Tabela obtida para um Grafico fornecido pelo software ImagelJ
para um determinado A-scan analisado para uma amostra, onde X representa o pixel e Y o tom
de cinza atribuido para Ste PIXEL .....ccueeverieieeeeceeee e 90
Figura 37: Valores médios das intensidades de fluorescéncia obtidos para as amostras
imediatamente ap0s os tratamentos. As barras indicam o desvio padréo. Para andlise estatistica
empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruska-Wallis, tendo em vista que a distribuicéo foi

ndo normal e foi verificado que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Figura 38: Valores médios das intensidades de fluorescéncia obtidos para as amostras
imediatamente ap6s os tratamentos. As barras indicam o desvio padrdo. Para andlise estatistica
empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruska-Wallis, tendo em vista que a distribuicéo foi

ndo normal e o teste Student-Newman-Keuls para contraste com nivel de significancia de 5%.
Letras diferentes indicam médias estatisticamente significativamente diferentes. ..................... 94
Figura 39: Espectro de absor¢do do FFA utilizado para tratar o Grupo 2, estudado na regido
compreendida entre 4000 - 500 cm™, obtido por ATR-FTIR. Para identificacio das bandas
considerar que: A - OH da &gua; B - Lipideos; C - Polissacarideos; D - Amida 2; E —
Fosfolipidios e Polissacarideos; F — Oligossacarideos e G — Vibragdes de tor¢do fora do plano

1 110] L=ToT U - PSSO 95
Figura 40: Espectro de absorcao do extrato de Vitis vinifera utilizado para tratar o Grupo 3,
estudado na regifo compreendida entre 4000 - 500 cm™, obtido por ATR-FTIR. Para
identificacdo das bandas considerar que: A - OH da &gua e grupos funcionais das
proantocianidinas; B - Lipideos; C - Polissacarideos; D — Picos caracteristicos dos grupos
funcionais das proantocianidinas; E — Fosfolipidios e Polissacarideos; F — Oligossacarideos e G
— Vibragdes de tor¢ao fora do plano MOIECUIAT...........ccuveieiiiieeecee e 95
Figura 41: Espectro de absorcdo do extrato de Camellia sinensis utilizado para tratar o Grupo 3,
estudado na regido compreendida entre 4000 - 500 cm™, obtido por ATR-FTIR. Para
identificacdo das bandas considerar que: A - OH da agua e grupos funcionais das
proantocianidinas; B - Lipideos; C - Polissacarideos; D — Picos caracteristicos dos grupos
funcionais das proantocianidinas; E — Fosfolipidios e Polissacarideos; F — Oligossacarideos e G

— Vibragtes de tor¢ao fora do plano moleCular. ...........cooeeiiieerieee e 96
Figura 42: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G1 (sem tratamento),
antes que fosse realizada a ciclagem de PH. ..o 97
Figura 43: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G2 (tratado com FFA),
antes que fosse realizada a ciclagem de PH. ..o 98

Figura 44: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G3 (tratado com Vitis
vinifera), antes que fosse realizada a ciclagem de PH........ccooevvrereneieeeeeee e 98



Figura 45: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G4 (tratado com Camellia

sinensis), antes que fosse realizada a ciclagem de PH.......cccooveveviieeciieeeee e 99
Figura 46: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G1 (sem tratamento),
apos realizada a Ciclagem de PH. ...c.vovieeiee e 99
Figura 47: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G2 (tratado com FFA),
apos realizada a Ciclagem de PH. ...c.ooveeieecceeee e 100
Figura 48: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G3 (tratado com Vitis
vinifera), apos realizada a ciclagem de PH........coooiiiininee s 100
Figura 49: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G4 (tratado com Camellia
sinensis), apos realizada a ciclagem de PH. ........oooiiiriinee s 101

Figura 50: Gréfico que faz a comparagdo entre as areas sob a banda de absorg¢éo do v, carbonato
pré-ciclagem de pH, apds normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padrdo encontrado para cada grupo. Letras diferentes indicam médias estatisticamente
significativamente diferentes (p < 0,05) apds realizacdo do teste de Kruskal-Wallis e Student-
NEWMAN-KEUIS. ..ottt ettt sttt e st e st esbesteesseseeseensesseensesseensensenseensenes 101
Figura 51: Gréfico que faz a comparacdo entre as areas sob a banda de absor¢do da Amida 3
pré-ciclagem de pH, apds normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padréo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1143) apds realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis........... 102
Figura 52: Gréfico que faz a comparacdo entre as areas sob a banda de absorc¢éo do vz e v,
carbonato pré-ciclagem de pH, ap6s normalizagdo pela banda do fosfato. As barras informam o
desvio padrdo encontrado para cada grupo. Letras diferentes indicam médias estatisticamente
significativamente diferentes (p < 0,05) apés realizacdo do teste de Kruskal-Wallis e Student-
NEWMAN-KEUIS. ...ttt sttt et e e s st et e s tees s esseeseensesseensesseensensesneensenes 102
Figura 53: Gréfico que faz a comparagdo entre as areas sob a banda de absor¢do da Amida 2 +
carbonato pré-ciclagem de pH, ap6s normalizagdo pela banda do fosfato. As barras informam o
desvio padréo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1551) ap0s realizagdo do Teste de Kruskal-Wallis........... 103
Figura 54: Gréfico que faz a comparacdo entre as areas sob a banda de absor¢do da Amida 1
pré-ciclagem de pH, ap6s normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padréo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1648) apos realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis........... 103
Figura 55: Gréfico que faz a comparacdo entre as areas sob a banda de absorg¢éo do v, carbonato
pos-ciclagem de pH, apds normalizacéo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padrdo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,8690) ap0s realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis........... 104
Figura 56: Gréfico que faz a comparagdo entre as areas sob a banda de absor¢do da Amida 3
pos-ciclagem de pH, apds normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padrdo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1139) apds realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis........... 104
Figura 57: Gréfico que faz a comparacdo entre as areas sob a banda de absor¢éo do vz e v,
carbonato pds-ciclagem de pH, ap6s normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam o
desvio padréo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,3265) apos realiza¢do do Teste de Kruskal-Wallis........... 105
Figura 58: Gréfico que faz a comparacdo entre as areas sob a banda de absorcéo da Amida 2 +
carbonato pds-ciclagem de pH, ap6s normalizacédo pela banda do fosfato. As barras informam o



desvio padrdo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1284) apos realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis........... 105
Figura 59: Gréfico que faz a comparagdo entre as areas sob a banda de absor¢do da Amida 1
pos-ciclagem de pH, apds normalizagdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padrdo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (p = 0,1563) apos realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis........... 106
Figura 60: Imagem representativa adquirida por OCT para o G1 (sem tratamento), ap6s
(ool F=To =T 0 g 0 L ] RS STIPRSR 106
Figura 61: Imagem representativa adquirida por OCT para 0 G2 (tratado com FFA), apds
(ool F=To =T 0 g o (S ] RS SRRPRRS 107
Figura 62: Imagem representativa adquirida por OCT para o G3 (tratato com extrato de Vitis
vinifera), apos CICIagemM de PH.....oueoiiieieeeceee et 107
Figura 63: Imagem representativa adquirida por OCT para o G1 (tratato com extrato de
Camellia sinensis), apos Ciclagem de PH. ......ooovioieiiiieeeceece e 107

Figura 64: VValores médicos calculados para os coeficientes de atenuacao Optica para 0s
diferentes grupos experimentais, apos a realizacéo da ciclagem de pH. As barras evidenciam o
desvio padrdo. Letras distintas evidenciam medias estatisticamente diferentes apds realizacéo do
TESLE 0B TUKEY . ettt ettt s b e st e st et e s e e eneene e 109



Lista de tabelas

Tabela 1: Percentual em volume e peso da composi¢do quimica da dentina e do esmalte. ........ 29
Tabela 2: Consequéncias para a dentina e esmalte quanto altera¢des no pH do meio, presenca ou
auséncia de fluor e efeitos fisico-quimicos relacionados. ............cceerererireneeneeneereeeeeeene 40
Tabela 3: Principais moléculas bioldgicas que sdo capazes de emitir fluorescéncia e seus

comprimentos de onda de eXCitaGao € EMISSAD. .......ccvevruerrirrerierierieieeeeeieee et 54
Tabela 4: Bandas de absorcdo associadas ao fosfato (PO,>) presentes na dentina. .................... 60
Tabela 5: Bandas de absorco associadas ao carbonato (CO5”) presentes na dentina................ 61

Tabela 6: Bandas de absorcéo associadas na regifo espectral de 4000 - 2500 cm™ em dentina. 61
Tabela 7: Bandas de absorcao associadas na regido espectral de 1750 - 1180 cm-1 em dentina.61

Tabela 8: Delineamento eXPerimental...........coccereiriririnenerereeee e 74
Tabela 9: Valores dos ranges e dos picos das bandas considerados no experimento.................. 85
Tabela 10: Pardmetros scan utilizados no OCT para aquisi¢do das imagens. ........ccceceveereeeenens 88
Tabela 11: Valores médios encontrados para os coeficientes de atenuagdo Optica para cada

grupo experimental, bem como seus respectivos valores de desvio padrao..........cceeeeveeeennens 108

Tabela 12: Tabela com os valores encontrados nas analises estatisticas realizadas por ANOVA e
TUKEY . oottt ettt ettt e st e s e st e st e b e e s et et e e ese e et e st esessesessenessenensenen 108



Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
PNS Pesquisa Nacional de Saude
MS Ministério da Saude
PNPIC Politica Nacional de Praticas Integrativas Complementares
SuUs Sistema Unico de Saude
CEUA Comiss3o de Etica de Uso Animal da Universidade Federal do ABC
CEM Central Multiusudrio
UFABC Universidade Federal do ABC
UFPE Universidade Federal de Pernambuco

UNIMONTES  Universidade de Montes Claros

SIF Sistema de Imagens por Fluorescéncia
LIF Light Induced Fluorescence
LED Light Emitting Diode
FTIR Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
ATR Reflexdo Total Atenuada
oCT Tomografia por Coeréncia Optica
PS-OCT Polarization Sensitivy — Optical Coherence Tomography
OCDR Optical Coherence Domain Reflectrometry
FFA Fldor Fosfato Acidulado
FA Fluorapatita
HA Hidroxiapatita
AF Apatita Fluoretada
CFO Conselho Regional de Odontologia
GSE Grape Seed Extract
PA Proantocianidina
MMP Metaloproteinazes de matriz
0) Rendimento quantico
n Numero de onda
A Comprimento de onda
cm centimetro
nm Nandmetro

dB Decibéis



> =

S

ROI
DES
RES

Nidmero de onda

Angulo de incidéncia

indice de refracdo

Profundidade de penetragao

Frequéncia de propagacao

Comprimento de coeréncia

Velocidade de propagacao da luz no vacuo
Velocidade de propagacao da luz no material
Angulo de propagacio

Profundidade

Intensidade do pixel

Coeficiente de atenuagdo 6ptica

Region of Interest

Solucdo desmineralizadora

Solugdo remineralizadora



Sumario

L. INEFOTUGEO. ..ttt b e bttt st b e bbbt e e eseeaeenes 21
P © ] o] 1=] 1Y 27
3. REVISA0 da LITEIAtUIA ..c.eveeeiieiieiieieeeiesiese ettt st 28
3.1 TeCidoS AUF0S AENTATIOS ......oeeuieiirieeiiriesiesie ettt sttt be st st se e sae s 28
3.1.1 Estrutura anatdmica d0 AeNTe........coeieiiiieiee et 28
3.1.2 Composi¢ao quimMICa A0 DENTE........ccooiiriirieieieree e 29
TR I =T o 1 - RO PR 33
K I = U To] [l [ E- Mo b= ot T -SRI OR 35
3.3 Papel do flior N0 comMbate @ CANIB.......cc.ocuieeeiecieeec e 38
3.4 Fitoterapia Na OdONTOIOgIA ......ovvververiiriirieieieeet ettt 42
3.4.1 Camellia sinensis (ch& verde) e Vitis vinifera (semente de uva) .......c..cccocecevveueneee. 44
3.4.2 Forma de atuacdo da Vitis vinifera e da Camellia sinensis na dentina................. 45
3.5 Técnicas dpticas de para diagndstico precoce e acompanhamento de lesGes
INCIPIENTES U8 CATTE ...ttt sttt sttt nes 48
3.5.1 Sistemas de Imagens POr FIUOFESCENCIA .......cceervererierieieieieeeresie e 48
3.5.2 Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) ettt ettt ettt et a ettt e b e e b e e et e s et e s e s e s ese et et e et esessenesteseeseneesens 55
3.5.3 Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)......oveuveeevrerieeeeeeeeeeereeeeeeess e 62
4. MAteriaiS € IMELOTOS .......ccuiieiiieiiieeete ettt sttt sttt 72
4.1 Delineamento EXPErimental ...........ccooueeviiiiieiiiecececeese sttt st 72
4.2 Preparo das AMOSIIAS.......cceceeiiieierieireeiesteeeestesteetesteseestesbeesesteeseessesssessessesssessessessens 74
4.3 Tratamentos das @MOSTIAS........ccevirerierierieieieie ettt sb et eaeenes 76
4.4 Simulacéo do processo de ativacdo da remineralizac8o in Vitro.........cccccevveeerereennnne 79
4.5 Avaliacao pelo Sistema de Imagens por Fluorescéncia (SIF) ......ccccoveevevvrvecerencenns 79
4.6 Avaliacdo por Espectroscopia de Absorgdo no Infravermelho por Transformada de
FOUNIEN (ATR-FTIR) ittt sttt 84
4.7 Avaliacdo por Tomografia por Coeréncia Optica (OCT).....ccovvvevreveeeerereiereeeeeneens 87
5. RESUITATOS ...t b bbbttt et b s bbbt et et et se b e 93
5.1 FIUOIESCENCIA ...ttt sttt ettt st et seesesaesbestessenseneeneeneeneas 93
B2 ATREFTIR oottt ettt ettt e s s e s ese st ese s esesaenensens 94
5.2.1 Avaliacdo da composicdo quimica dos extratos Naturais.............cccceeeevevveeeneenenn. 94

5.2.2 Avaliacdo da composicdo quimica das amoStras..........cccecveveeeeeeeseseseeseeseereenenns 97



6. DISCUSSA0 OS RESUITATODS......eeeeeieeeeeeeeeeee ettt e e e e e ettt e e e e e eeeseaeeeeesssasasreneeeeesseaaannns 110
AR 0] 0 o1 18 157 (o JRU RO PPRRRRRRRRTIO 117
8. Referéncias BibIIOGIafiCas ........cvoeeciiiiiceeiceceee e 118



1. Introducéo

Grande parte da populacdo ja apresentou alguma doenca que estivesse
relacionada com a cavidade bucal, e tal fato motivou que pesquisadores pelo mundo
todo desenvolvessem projetos para aprimorar os métodos atuais de diagndstico,
tratamento e prevencao destas enfermidades (BARTLET, 2005).

E observado que a ocorréncia de cérie dentaria vem diminuindo ao longo do
tempo (BRASIL, 2010; PETERSEN, 2003; BRASIL, 2004). Uma das causas deste
fendmeno é o maior conhecimento que se tem hoje do processo de desenvolvimento
desta lesdo, somado a grande diversidade de medidas preventivas que estdo sendo
implementadas na vida das pessoas, tais como: melhorias na higiene bucal, alimentacéo
adequada, processo de fluoretacdo da dgua que chega aos domicilios, desenvolvimento
de enxaguantes bucais e dentifricios mais eficientes, além de uma maior acessibilidade
da populacéo de baixa renda aos profissionais odont6logos. Ainda que os dados sejam
satisfatorios, informes do Ministério da Saude de 2010 (Pesquisa Nacional Bucal — SB
Brasil 2010) apontam que mais de 50 % da populacdo com menos de 5 anos de idade
apresentam ou ja apresentaram lesdo de carie. Contudo, ao analisar dados para
populacédo adulta, verifica-se que houve uma reducdo se comparado com os dados de
2003 (BRASIL, 2010; CURY, 2001; MARTHALER, 2004; BRASIL, 2004).

Em 2013 o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e o Ministério
da Saude (MS) fizeram uma parceria para realizar um estudo de base domiciliar,
nominada Pesquisa Nacional de Satde 2013 (PNS-2013). Os dados mostraram que
homens, idosos, pretos e pardos, pessoas sem instrucdo, pessoas com nivel fundamental
incompleto, residentes de &rea rural, residentes da regido Nordeste, foram o0s
participantes que apresentaram 0s menores indicadores de higiene bucal como
adequado, além dos valores mais baixos quanto a auto percepcdo de saude bucal
avaliadas como boa ou muito boa (IBGE, 2015). Os resultados evidenciam a
necessidade do desenvolvimento de politicas publicas para atender a populacdo carente
com dificil acesso aos meios preventivos.

A cérie, € uma doenca infecciosa que afeta diretamente a relacéo existente entre
a desmineralizacdo e remineralizacdo do dente, de tal forma que, havendo um
desbalanceamento nesta proporcéo, é observada uma perda progressiva da estrutura
dentaria (FEJERSKOV, 2005). Alguns autores verificaram que a incidéncia de carie,

principalmente em denticdo decidua, ha uma tendéncia de decréscimo, principalmente
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em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos da Ameérica, Noruega, Inglaterra e
Alemanha (FERRAZZANO, 2009; BRASIL, 2010; HAUGEJORDEN; BIRKELAND,
2002; DYE; THORNTON-EVANS, 2010).

O Indice CPO-D, formulado por Klein e Palmer no ano de 1937, ainda é o
método mais utilizado para avaliar e quantificar a presenca de carie em dente
permanente para populagdo adulta. A sigla pode ser entendida como a soma dos dentes
Cariados (sem tratamento), Perdidos (devido a carie) e Obturados/Restaurados
(tratados). Seu termo analogo para denticdo decidua ou temporéaria é o indice ceo-d,
onde inclui-se dentes cariados, com extracdo indicada ou obturados (NARVAI;
FRAZAO, 2008) [102].

Realizando uma breve anélise dos levantamentos nacionais, observa-se que
houve uma diminuicdo dos indices CPO/ceo na populacdo. Nos individuos com faixa
etaria de 12 anos, o valor caiu de 6,7 dentes (2003) para 2,1 dentes (2010); nos
individuos com faixa etaria de 35 a 44 anos, o valor caiu de 21,8 (1986) para 20,1
(2003), e chegando a marca de 16,75 (2010). Na figura abaixo (Figura 1), s&o mostrados
os dados das médias dos indices CPO e ceo para as diferentes faixas de idade no Brasil
em 2010 (BRASIL, 2010).

Figura 1: Média do CPO/ceo e respectivos componentes segundo faixa etaria.
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27,53
25,0 1
20,0 1
16,75
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2,43 2'07 E

5 anos 12 anos 15a19anos 35a44anos 65a74anos

W Cariado ™ Obt/Cariado W™ Obturado W® Perdido

Fonte: (BRASIL, 2010).
Vale a pena ressaltar que ndo somente fatores fisicos e bioldgicos interferem no
comportamento da sadde bucal, mas que também fatores sociais, psicoldgicos e
financeiros possuem o seu papel, de tal forma que estratégias de diagndstico, prevengéo

e tratamento devam ser desenvolvidas para que estejam acessiveis a toda populacéo,
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independentemente da classe social que ela compde (NICO et al., 2016; GORMAN,
1967).

Segundo dados do IBGE, a expectativa de vida das pessoas nascidas no Brasil
em 2015 subiu de 72,4 anos em 2014 para 75,5 anos em 2015 e, os dados da Pesquisa
Nacional de Saude de 2013 apontam pessoas com 60 anos ou mais ainda apresentam 0s
menores valores de auto percepc¢do de salde bucal como boa ou muito boa e, por este
motivo, cresce a necessidade de se realizar métodos preventivos para cérie, de tal forma
a evitar a ocorréncia de edentulismo (perda de dentes parcial ou total) nos idosos (LITT;
REISINE, 1993; PAVAN, 2010; IBGE, 2015; PORTAL BRASIL, 2015).

Considerando-se as diferentes regides anatdmicas do dente que podem ser
acometidas pelo processo carioso, vale destacar a carie coronaria e a radicular. A cérie
coronaria se desenvolve na coroa do dente, basicamente na superficie dental onde
ocorre a mastigacdo, composta por esmalte e dentina. A carie radicular acomete a
regido da raiz quando exposta devido a retracdo da gengiva, ou seja, ocorrem no
cemento e na dentina radicular, sendo estes mais vulneraveis aos desafios cariogénicos
(GORMAN, 1967). A prevaléncia de carie radicular é de 15,2 % nos adultos e 27,2%
nos idosos (excluindo-se os edéntulos) da regido Sudeste do Brasil (BATISTA et al.,
2014).

Ainda que 0 acesso aos métodos preventivos para cérie tenha apresentado uma
taxa de crescimento e que os habitos de higiene bucal da populacdo tenham melhorado
no decorrer dos anos, ainda hd a necessidade de elaborar e desenvolver técnicas
modernas que permitam o diagnostico precoce desta lesdo, além de técnicas preventivas
mais eficazes (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

A fitoterapia € um ramo da ciéncia que estuda a forma com que plantas ou parte
delas podem ser utilizadas para o tratamento de doencas (ASSIS, 2009). Sua utilizacéo
esta cada vez mais recorrente, pois proporciona o tratamento a um custo mais acessivel
para a populacdo carente e, assim diminuindo os gastos para os servigos publicos de
salde (MONTEIRO, 2014). Por possuir 25% da flora mundial, o Brasil se destaca como
um pais privilegiado para realizacdo de procedimentos fitoterapicos como um meio
alternativo das metodologias convencionais, mas somente no ano de 2006 foi
estabelecida uma politica para regulamentar a utilizacdo de plantas medicinais (Portaria
n°971, Decreto, n° 5813, 2006), que aprovou a PNPIC (Politica Nacional de Praticas
Integrativas Complementares) no SUS (Sistema Unico de Saude). Na odontologia, tal

pratica foi reconhecida e regulamentada no ano de 2008, através da Resolucdo de n°
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082/2008-CFO (EVANGELISTA et al., 2013).

No entanto, a insercdo da Fitoterapia em procedimentos odontoldgicos esta
ocorrendo devagar e com os devidos cuidados, pois muitos profissionais que podem
empregar este procedimento possuem diversas dividas a respeito do tema e da sua
eficiéncia, ja que ndo ha um aprofundamento adequado nos atuais cursos de graduacéo e
treinamentos adicionais para os estudantes (MOLINA et al., 2008). Um estudo
realizado na Universidade de Montes Claros (UNIMONTES) com alunos de Medicina,
Enfermagem e Odontologia, apontou que 70,8% dos alunos entrevistados séo favoraveis
a insercdo de conteudo de Fitoterapia na graduagdo. Dentre os motivos apontados para
analisar o interesse pela disciplina, 35,67% gostariam de ampliar o conhecimento,
16,56% gostariam de avaliar a evidéncia cientifica acerca das plantas medicinais,
11,46% gostariam de avaliar a eficicia no tratamento e cura, 7,00% consideram uma
metodologia de facil acesso e econémica e 29,29% responderam outros motivos.
Quando perguntados sobre o conhecimento sobre a Politica Nacional de Praticas
Integrativas de Complementares (PNPIC), aprovada em 2006 pelo Ministério da Saude,
onde ele legitima o uso de plantas medicinais voltado a medicina humanizada,
constatou-se que 85,0% dos ingressantes e 77,0% dos concluintes nos cursos
desconheciam tal pratica (FEITOSA, 2016).

O extrato da semente de uva (Vitis vinifera) e o extrato do cha verde (Camellia
sinensis) apresentam uma grande quantidade de compostos polifendlicos, com destaque
para as proantocianidinas. Sabe-se que as proantocianidinas apresentam diversas
aplicabilidades farmacologicas, incluindo: cardioprotetora, antitumoral, bactericida,
anti-inflamatoria e antioxidante (YUN, 2004; BAGCHI; SEM, 2003). Por este motivo,
tais agentes fitoterapicos foram considerados neste projeto.

A Optica e a Biofotonica também estdo cada vez mais em foco de inimeros
estudos, uma vez que estas técnicas tém trazido avancos tecnolégicos significativos na
Odontologia. Diversas tecnologias que utilizam da Optica estdo em atual uso nos
procedimentos odontoldgicos e outras estdo em estagio de experimentacdo para futura
aplicacdo. O grande desafio nesta area é realizar os testes para elaboragdo de protocolos
de utilizagdo seguros e para producdo de equipamentos em grande escala a baixo custo,
de tal forma que eles estejam disponiveis para os profissionais e para 0s pacientes.

Além da prevencdo da ocorréncia de cérie, detecta-la em estagios iniciais é de
grande importancia para realizacdo de tratamentos adequados para paralisar a leséo e

prevenir que ela chegue em fases avangadas. A desmineralizacdo do dente em estagios
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iniciais trata-se de uma lesdo que ndo pode ser vista a olho nu e que, em boa parte dos
casos, 0s pacientes ndo apresentam sintomas de incomodo (PEREIRA, 2014).

Dentre 0os métodos convencionais que sdo utilizados para detectar lesdes de
carie, encontram-se: inspecdo visual, sondagem tactil e o uso de imagens radiogréaficas.
Sabe-se que estas metodologias apresentam alta especificidade para deteccdo de tecido
sadio, mas apresentam baixa sensibilidade para deteccdo de tecido -cariado,
principalmente quando se encontram em estagios iniciais, assim evidenciando uma
limitacdo em seu uso (CABRAL, 2006; BJELKHAGEN; SUNDSTROM, 1982).

Uma técnica utilizada para deteccdo da carie é o Sistema de Imageamento por
Fluorescéncia (SIF), que se trata da visualizacdo da fluorescéncia emitida pelos
constituintes bioldgicos encontrados no dente de forma ndo invasiva. Este fenbmeno
ocorre em algumas moléculas, denominadas fluoréforos, as quais quando iluminadas
por uma fonte de luz, emitem radiacdo na forma de luz. Uma de suas vantagens é a
resposta réapida e possibilidade de coleta de informacGes em tempo real, por meio de
equipamentos que ndo utilizam radiacéo ionizante. A fluorescéncia pode ser utilizada
para deteccdo de multiplas alteracGes nos tecidos duros dentais, tais como: manchas,
presenca bacteriana e presenca de desmineralizacdo (CABRAL, 2006). Neste Projeto
foi utilizado um Sistema de Imagem por Fluorescéncia (SIF), desenvolvido em
cooperacdo com o Prof. Emery C. C. C. Lins da Universidade Federal de Pernambuco,
de tal forma que fosse possivel avaliar a efetividade deste sistema para detec¢do de
lesBes de carie.

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) vem
sendo amplamente aplicada para analise de materiais organicos, permitindo identificar
0s componentes quimicos da amostra, além de fornecer informacGes estruturais do
material (RABELO et al., 2010). A técnica de FTIR que utiliza o efeito da reflexdo
atenuada (ATR) € indicada para analise de amostras, independentemente de sua
espessura, por possibilitar a aquisicdo de espectros qualitativos (SILERSTEIN;
WEBTER, 2005). Este equipamento pode ser utilizado para diversas finalidades, seja
para caracterizar tecido dental duro irradiado (BACHMAN; DIEBOLDER, 2007), para
diferenciar tecido saudaveis dos tecidos cancerigenos (BOSKEY; MENDELSOHN,
2005) ou para avaliar a perda mineral devido a desmineralizac¢do local (BRITO, 2014).
Contudo, ainda se trata de uma técnica relativamente nova e que possue diversas
aplicabilidades que podem ser exploradas (BOSKEY; CAMACHO, 2007).

A Tomografia por Coeréncia Optica, do inglés Optical Coherence Tomography
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(OCT), trata-se de uma técnica ndo invasiva para obtencdo de imagens transversais e
estruturais de superficies, através métodos Opticos e sem utilizar radiacdo ionizante
(raios-x). Atualmente, diversos estudos vem sendo feitos para elaborar metodologias de
analise de imagens e verificar a aplicabilidade do OCT na Odontologia para
diagnosticar carie e erosdo dentaria (KO et al., 2005; PEREIRA, 2014; CABRAL, 2006;
MORAES, 2012; OLIVEIRA, 2011; FRIED; XIE, 2002).

Considerando que ainda estdo sendo realizados estudos para verificar a
aplicabilidade dos fitoterapicos para de paralisar a progressdo das lesdes de caries
incipientes, torna-se importante avaliar a eficacia do uso de extratos da Vitis vinifera e
da Camellia sinensis para este fim, além de verificar se as técnicas de Imageamento por
Fluorescéncia e Tomografia por Coeréncia Optica sio alternativas validas para realizar

o0 diagnostico precoce da lesdo e para acompanhar sua progressao
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2. Objetivos

Em virtude da grande prevaléncia de lesGes incipientes de carie radicular, e da
necessidade de paralizacdo e diagnostico precoce das mesmas, este estudo teve como
objetivo avaliar novos métodos de prevencdo e monitoramento de lesGes incipientes de
carie radicular.

Os objetivos secundarios deste estudo foram:

1 - Avaliar a eficicia de dois extratos que possuem agentes fitoterapicos
compostos de uva (Vitis vinifera) e de cha verde (Camellia sinensis) no controle da
progressao de lesdes incipientes de carie radicular;

2 - Avaliar se as técnicas de imageamento por fluorescéncia e tomografia por
coeréncia oOptica sdo efetivas na determinacdo do surgimento e no monitoramento da

progressao destas lesdes.
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3. Revisao da Literatura

Neste capitulo, procurou-se fazer uma descrigdo dos tecidos duros dentais, com
destaque para a dentina, e da etiologia da carie e suas formas de prevencdo. A literatura
foi revisada com relacdo aos efeitos dos fitoterapicos Vitis vinifera e Camellia sinensis
(semente de uva e cha verde, respectivamente) na progressao de caries incipientes.
Consideracdes foram feitas a respeito das técnicas Opticas (Fluorescéncia,
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier e Tomografia por

Coeréncia Optica) para analise composicional e estrutural da dentina.

3.1 Tecidos duros dentarios

3.1.1 Estrutura anatébmica do dente

De modo geral, o dente pode ser dividido em duas partes, a coroa representada
pela parte visivel e mais externa, e a raiz, representada pela parte oculta na gengiva
(CABRAL, 2006; MADEIRA; RIZZOLO, 2016). Pode-se dizer que a coroa possui
dentina recoberta por esmalte dental e que a raiz possui dentina recoberta por cemento.
A parte mais interna da dentina recobre a chamada cavidade pulpar do dente. A regido
de encontro entre o esmalte da coroa e o cemento da raiz € denominado juncédo
amelocementéria (JAC) (BALOGH-BATH; FEHRENBACH, 2012). A polpa dental é a
parte interna da coroa e que faz a comunicacdo com o organismo pelo canal radicular. O
periodonto trata-se da unidade funcional, composta pela gengiva, cemento, ligamento
periodontal e 0sso alveolar, sendo estes responsaveis por realizar a inser¢do do dente na
mandibula (MADEIRA; RIZZOLO, 2016). Na Figura 2 esta representado um dente
molar.

Figura 2: Tecidos associados aos dentes posteriores e inferiores.
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O esmalte do dente pode ser caracterizado como um tecido altamente
mineralizado, duro, fridvel, inerte, acelular, avascular, que recobre o dente e fornece
protecdo a coroa dentaria (NANCI, 2013). A formacgdo do esmalte é controlada por
células chamadas ameloblastos e o0 processo ocorre em duas principais fases: fase de
secrecdo e fase de maturacdo. Na primeira ocorre a secre¢do de proteinas da matriz do
esmalte (amelogenina, ameloblastina e enamelina), ja na segunda fase ocorre a remogéo
do material organico e uma deposicéao de fosfato de calcio (BERKOVITZ et al., 2004).

Por sua vez, a dentina é a parte mineralizada do complexo dentina-polpa, que
delimita a camara central pulpar e o canal radicular (NANCI, 2013). A formacdo da
dentina ocorre por células denominadas odontoblastos, as quais sdo responsaveis por
secretar a matriz organica, formada por fibras de colageno do tipo | e uma substancia
fundamental amorfa. A matriz inorganica da dentina é constituida, em sua grande
maioria, por hidroxiapatita, porém em uma concentracdo mais baixa que a do esmalte
(BERKOVITZ et al., 2004). Devido a alta quantidade de coldgeno na dentina, ela
sustenta 0 esmalte e consegue compensar sua caracteristica friavel (fragmentavel)
(NANCI, 2013).

Os tecidos duros dentais, de forma geral, possuem caracteristicas composicionais
e estruturais que permitem ao dente fornecer resisténcia quimica a acidos provenientes
da dieta e produzidos por microrganismos cariogénicos. Alteragdes em sua composi¢do
ou estrutura podem deixa-los frageis, e até comprometer sua funcionalidade (NANCI,
2013).

3.1.2 Composi¢do quimica do dente

Em suma, os tecidos duros dentais sdo constituidos por matriz inorganica, matriz
organica e agua. Dentre eles, é observado uma diferenca na quantidade e disposicdo de
cada componente. Na Tabela 1 é possivel observar a porcentagem em volume e peso
para a dentina e para o esmalte.

Tabela 1: Percentual em volume e peso da composic¢ao quimica da dentina e do esmalte.

Dentina Esmalte
% em volume | % em peso | % em volume | % em peso
Matriz Inorganica 48 69 92 97
Matriz Organica 29 20 2 1
Agua 23 11 6
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Fonte: (FEJERSKOV; KIDD, 2005; ZEZELL; BACHMANN, 2005).

A matriz inorganica consiste essencialmente por fosfato de calcio e esta presente
no esmalte, na dentina, no cemento, no 0sso, em calculo dental e diversas calcificacdes.
S& minerais compostos por fons de calcio (Ca®"), ortofosfatos (PO4>),
metafosfatos/pirofosfatos (P,O;*), podendo conter hidrogénio (H") e hidroxila (OH")
(RABELO, 2009; LEGEROS, 1999).

Durante o desenvolvimento dos tecidos, no pH 7,4 dos fluidos tissulares, a
hidroxiapatita (Cajo(PO4)6(OH);) € o mineral mais estavel e, por este motivo, ocorre
sua deposicdo nesta fase. No entanto, quando ocorre a erupcdo dentéria, a apatita
presente na porcdo externa do esmalte e da dentina fica sujeita a uma grande variagao de
pH devido a dieta e pela presenca do biofilme (FEJERSKOV; KIDD, 2005). Desta
forma, de acordo com o pH local, outras trés formas de fosfato de célcio podem
precipitar como cristais separados ou podem recobrir 0s componentes minerais da
dentina e do esmalte, e isso se deve a maior estabilidade de cada cristal a um diferente
valor de pH. Para valores de pH acima de 4,3 a hidroxiapatita € estavel, porém, devido a
presenca de ions de flior e magnésio, pode ocorrer a formacdo de outras formas mais
estaveis, como o fosfato tricalcio (Caz (PO,);) e a fluorapatita (Caig(POas)sF>)
(FEJERSKOV; KIDD, 2005; RABELO, 2009).

As apatitas biologicas geralmente formam cristais com formato de agulha ou de
placa, no entanto a célula unitaria da hidroxiapatita (Cajo(PO4)6(OH);) apresenta
conformacédo hexagonal quando em conjunto, formando uma trama estrutural de cristal.
Cada trama estrutural é composta pela parte interna do cristal, pela superficie do cristal
e pela capa de hidratacdo. Nessas estruturas podem ser observados diferentes ions
substituintes, os quais ficam adsorvidos por atracao eletrostatica ou associados de certa
forma a capa de hidratagdo, assim alterando a rede cristalina e suas propriedades
cristalogréficas (FEJERSKOV; KIDD, 2005; NANCI, 2013; RABELO, 2009).

As apatitas biologicas geralmente sdo deficitarias de calcio, o que leva a inclusdo
de ions carbonato, sodio, flior, magnésio, potassio, cloro, cobre, e outros, fazendo com
que se torne uma composic¢do impura deste mineral. Na grande maioria dos casos, 0 ion
substituinte & o carbonato, formando assim a hidroxiapatita carbonatada
((Ca,Mg,Na,X)10(PO4,HPO,4,CO3)s(OH,CI), ), onde X equivale a incluséo de outros

ions (ANA, 2007). Esse padrdo de variabilidade idnica € usado como artificio para
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alterar a estrutura dos cristais através de uma exposicdo a um meio rico em fluoreto
(FEJERSKOV; KIDD, 2005; RABELO, 2009).

Estas alteragdes na composicao cristalina provocam efeito na solubilidade, uma
vez que alteram a dimensdo dos cristais (ANA, 2007; RABELO, 2009). A literatura
aponta que a presenca do fon COs> é o principal causador de distorcdes na rede
cristalina devido a criagdo de microestresses e defeitos, influenciando assim na
solubilidade do cristal (RABELO, 2009). Vale a pena ressaltar que o carbonato é o
principal ion perdido no processo de desmineralizacdo, sendo assim excluido em partes
do processo de remineralizacdo (ANA, 2007; RABELO, 2009).

A incorporagdo de fllor nos cristais promove um aumento na espessura € no
tamanho dos cristais, além de acarretar uma menor deficiéncia de calcio e a uma menor
solubilidade (FEJERSKQOV; KIDD, 2005; ANA, 2007; RABELO, 2009).

A solubilidade pode ser descrita como uma determinada quantidade de solido
que se dissolve por unidade de volume de solugdo. A dissolucdo em &gua pura
geralmente ocorre de forma rapida, mas a medida que os ions constituintes dos cristais
sdo liberados e se acumulam na solucdo, a solubilidade vai diminuindo, até que ocorra a
dissolucdo total deste solido e diz que a solucdo esta saturada para o mineral.
Lembrando que apesar da solugdo estar saturada, ainda ocorre a troca lenta entre a
solugéo e o cristal (RABELO, 2009).

Levando-se em consideracdo o principio do produto de solubilidade (constante a
uma dada temperatura), foi determinado para a hidroxiapatita que quando uma unidade
de massa do solido é dissolvida, sdo liberados cinco ions célcio, trés ions fosfato
trivalentes, além de uma hidroxila, conforme a equacéo quimica abaixo (1) (RABELO,
2009):

Cas(PO,)3(OH) < 5 Ca?* + 3P0O,> + OH (1)

A solubilidade da hidroxiapatita e de outros fosfatos de célcio sdo altamente afetados
pelo valor de pH da agua em que serdo dissolvidos. Observa-se que conforme os ions
PO,* e OH somados aos fons Ca®* se depositam na solucdo e a tornam saturada, a
dissolugdo da hidroxiapatita é cessada. Porém, caso um &cido seja adicionado ao meio,

os fons PO,* e OH irdo combinar-se com os fons H* do 4cido, formando HPO,% e H,0,
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retirando assim uma porc¢do destes ions da solucdo, conforme a equagdo quimica (2)
(RABELO, 2009).

Cas(PO,)3(OH) < 5 Ca®* + 3PO,* + OH (2)
\H' LH'
HPO,~ H,0
|H
H,PO,*

E importante lembrar que caso ocorra um excesso de fons na solucdo de
dissolucéo, menos de outros ions serdo liberados, uma vez que o valor de solubilidade é
constante para uma determinada temperatura. Isto explica o porqué da maior
solubilidade da hidroxiapatita quando um agente de ligacdo (a exemplo dos &cidos) é
adicionado a solucdo, uma vez que os fons Ca** serdo retirados do meio e acarretara a
uma continua dissolucéo da hidroxiapatita (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Sob parametros e condi¢des adequadas, novos cristais de hidroxiapatita podem
precipitar da solucdo e/ou pequenos cristais podem crescer em espessura e tamanho.
Para tal, a solucdo deve estar supersaturada para hidroxiapatita ou deve ocorrer um
aumento do pH, o que levara a uma maior concentracdo de PO, e OH". Contudo as
solucBes supersaturadas sao instaveis e com a formacdo de um cristal, podera ocorrer a
formacdo de novos cristais até que a solucdo volte a ficar saturada. Por este principio é
possivel explicar o processo de remineralizacdo de uma superficie de lesdo cariosa
(FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Considerando o ambiente bucal, os cristais de hidroxiapatita do esmalte e da
dentina sdo dissolvidos devido a presenca de acidos advindos da dieta, gastricos,
advindos do biofilme ou até mesmo medicinais, uma vez que a saliva e os fluidos orais
tornam-se insaturados, devido a ligagdo dos ions liberados na dissolu¢io com os fons H”
provenientes da dissociacdo do acido. Na maior parte do tempo a saliva encontra-se
supersaturada em relacdo a hidroxiapatita e para os demais cristais nativos da dentina e
do esmalte e, por este motivo, os tecidos duros dos dentes ndo se dissolvem

constantemente sob parametros e condigdes normais, a ndo ser em casos de 0 ambiente

32



estiver acidificado (geralmente ocasionado pela presenca de biofilme bacteriano)
(FEJERSKOV; KIDD, 2005).

3.1.3 Dentina

Diferentemente do esmalte que é um tecido avascular e acelular e ndo responde
as injurias externas, a dentina é formada por células (odontoblastos) e faz parte do
complexo dentino-pulpar, caracterizando-se como um tecido vivo que consegue
responder as injurias externas (HUANG, 2011). Trata-se de um tecido denso, elastico,
duro, avascular, mas que apresenta certa sensibilidade devido a presenca de tubulos
agrupados, os quais sao compostos pelos prolongamentos dos odontoblastos. O corpo
dos odontoblastos encontram-se dispostos de forma alinhada ao longo da superficie
interna da dentina, formando os limites periféricos da polpa dentéria, proporcionando a
capacidade da dentina de passar por reparos (NANCI. 2013).

Os tubulos dentinarios sdo pequenos canaliculos que sdo preenchidos pelos
prolongamentos dos odontoblastos e por fluidos, que ligam a camada da dentina da
polpa com a juncdo do esmalte, permitindo que ocorra a difusdo de nutrientes pela
dentina através desta rede. A extremidade pulpar apresenta um didmetro maior e segue
um trajeto retilineo e cheio de ramificacfes na dentina radicular, ja na dentina coronal
apresentam formato de S e estdo dispostos em aglomerados. Sua disposicdo esta
diretamente relacionada com o trajeto percorrido pelos odontoblastos no processo de
dentinogénese (NANCI. 2013).

A dentina peritubular delimita os tdbulos e é mais calcificada e com menor
quantidade de colageno. A dentina intertubular (localizada entre os tubulos) é formada
por uma rede de fibras de coladgeno fortemente entrelacadas e é onde os cristais de
apatita ficam depositados. Estas fibras estdo dispostas de forma aleatéria em um plano
quase que perpendicular aos tabulos. Por sua vez, a dentina interglobular é composta
por uma regido de calcificacdo deficiente e esta presente principalmente na coroa de
pessoas que, por algum motivo, tiveram deficiéncia de vitamina D ou que foram
expostos a elevadas quantidades de fluoreto no processo de formacgdo da dentina
(NANCI. 2013).

Esta caracteristica tubular da dentina € de suma importancia para elevar seu grau

de permeabilidade, porém isso também pode levar a uma intensificacdo do processo
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carioso, ja que as bactérias do biofilme podem se depositar nestes espagos dos tubulos.
A dentina terciaria (dentina de reparacdo) possui a capacidade de vedar os tubulos em
sua extremidade pulpar, em casos de desintegragéo ou retragdo dos prolongamentos dos
odontoblastos, protegendo a polpa de infeccdes (NANCI. 2013).

A parte mineral da dentina € composta por pequenos cristalitos de hidroxiapatita
hexagonais, na forma de placas uniformes (3-30 nm de corte transversal e
aproximadamente 50 nm de comprimento), localizadas no interior, na periferia e entre
as fibras de colageno. Essa conformacao em forma de placas resulta em uma maior area
superficial, deixando a fase mineral mais reativa. No esmalte os cristalitos sdao mais
extensos e possuem uma area superficial menor, deixando-os menos reativos
(FEJERSKOV; KIDD, 2005). Essa caracteristica mais reativa da dentina, leva a uma
maior quantidade de ions diferentes de calcio, fosfato e hidroxila na sua composicao,
tornando a hidroxiapatita carbonatada da dentina mais soltivel quando exposta meio oral
(FEJERSKOV; KIDD, 2005; NANCI, 2013).

A parte organica da dentina é composta por cerca de 90% de coladgeno, com
destaque para o tipo | e menores quantidades dos tipos Il e V, além inclusdes fracionais
de outras proteinas e lipidios da matriz (NANCI, 2013). Este colageno do tipo |
funciona como uma espécie de arcabouco que dispde uma boa parte do mineral da
dentina nos poros e orificios das fibras. As proteinas ndo colagénicas ficam dispostas
nos espacos existentes entre as fibras de colageno e ficam acumuladas pela periferia dos
tubulos dentinarios. Estas proteinas ndo colagénicas podem funcionar como inibidoras,
estabilizadoras e/ou promotoras na deposicdo de minerais, sendo que sua atuagdo varia
conforme sua localizacdo (FEJERSKOV; KIDD, 2005; NANCI, 2013).

A estrutura da matriz de colageno no dente encontra-se em formato de tripla
hélice, com 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro, aproximadamente (NANCI,
2013). Se dispbe de forma bem estruturada com trés cadeias polipeptidicas entrelacadas,
unindo os cristalinos de apatita, com alguns podendo estar precipitados dentro da
estrutura da hélice. Existem também varios outros componentes ndo colagenos que
influenciam na propriedade da matriz. A exemplo pode-se citar as fosforoproteinas,
fosfolipideos e as proteoglicanas, que atuam como nucleadores e controlam a formagéo
do mineral durante o processo de dentiogénese (NANCI, 2013).

E possivel dizer que a cadeia de colageno e os cristalitos de apatita possuem uma
relacdo de sinergismo ou mutua protecéo, ja que a parte mineral s6 pode ser dissolvida

perante uma forma de ataque &cido e a parte organica fica protegida frente ao ataque
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enzimatico das proteinases, uma vez que os cristalitos de apatita protegem a matriz de
coldgeno (NANCI, 2013). Essa estrutura interligada da matriz de colageno com o0s
cristalitos de apatita faz com que haja a necessidade eventos quimicos somados a agdes
proteoliticas, por parte dos microrganismos que compde o biofilme, para que ocorra a
remocdo da matriz colagenosa no processo de progressdao de uma lesdo de carie
(FEJERSKOV; KIDD, 2005; NANCI, 2013).

A dentina é recoberta pelo cemento, tecido conjuntivo mineralizado e avascular
firmemente preso a dentina, composto por matriz de colageno e hidroxiapatita (NANCI,
2013). Em casos de retracdo gengival ou cirurgia periodontal, ocorre a exposi¢do da
raiz, perdendo a protegdo do sob o cemento. Como o cemento apresenta baixa
resisténcia, quando exposto ele acaba sendo removido pela escovacdo. Neste caso, a
dentina radicular e/ou o cemento ficam expostos ao meio oral e susceptiveis aos
processos de desenvolvimento da carie (FEJERSKOV; KIDD, 2005; NANCI, 2013).

Na dentina, o desenvolvimento da lesdo de cérie ocorre de forma mais répida,
devido a sua menor mineralizacéo, pela presenca de cristalinos menores e mais reativos,
devido a sua caracteristica tubular e pela necessidade da presenca do fllor para sofrer
remineralizacdo. A carie quando desenvolvida nessa regido, é denominada carie
radicular (FEJERSKOV; KIDD, 2005; NANCI, 2013).

Vale a pena ressaltar que quando in vivo, a polpa do dente ird responder a boa
parte dos estimulos provenientes do processo carioso, realizando a producdo de dentina
e deposicdo e minerais dentro dos tbulos dentinérios, fato que ndo ocorre no processo
in situ. Desta forma, esse poder de resposta faz com que a taxa de progressao da leséo
de carie seja menor quando in vivo (FEJERSKOV; KIDD, 2005). Contudo, essa
protecdo pode ndo ser eficaz o suficiente ou rapida o bastante para proteger a dentina

destes processos.

3.2 Etiologia da cérie

A céarie nada mais é do que o resultado da dissolucdo quimica da estrutura
dentaria causada pela producdo de acidos pela microbiota cariogénica (biofilme),
levando a perda de célcio e fosfato nos tecidos mineralizados da dentina, esmalte e
cemento (FEJERSKOQOV; KIDD, 2005). Trata-se de uma doenca infecciosa, multifatorial
e dindmica e os 4 principais fatores que determinam seu desenvolvimento séo
(FEJERSKOV; KIDD, 2005):
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1) Presenca de bactérias acidogénicas na regido dos dentes (biofilme);

2) Presenca do substrato com nutrientes (agucares fermentaveis de baixo peso

molecular), geralmente advindos da dieta;

3) Hospedeiro susceptivel ao desenvolvimento da leséo;

4) Tempo de interacdo entre os fatores.

Vale lembrar que fatores socioecondmicos e o estresse do hospedeiro também
contribuem para o desenvolvimento e progressdo da lesdo, pois estes estdo diretamente
relacionados com fatores externos que podem influenciar no desenvolvimento da leséo,
a exemplo da higienizacdo adequada e dieta (FEJERSKOV; KIDD, 2005;
FEATHERSTONE, 2000; WINSTON; BHASKAR, 1998).

Com a adsorcédo de proteinas, lipideos e fluidos gengivais sobre a superficie do
tecido duro dos dentes, ¢ formada uma camada proteindcea com cerca de 1 a 10 um de
espessura. Esta camada torna-se um ambiente propicio para a colonizacao de bactérias
especificas, incialmente pelas bactérias Streptococcus actinomyces e algumas bactérias
Gram-negativas. Com o aumento e espessamento deste biofilme inicial, a concentracao
de oxigénio local cai e 0 meio torna-se propicio para adesdo e proliferacdo de novas
bactérias, as quais sdo capazes de sobreviver em ambientes acidos, a exemplo das
bactérias Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus (SHEN et al.,
2004). Na grande maioria dos casos, o biofilme é formado nas regides proximas a
gengiva e na regido dos sulcos e fissuras da superficie oclusal dos dentes
(FEJERSKOV; KIDD, 2005).

As bactérias S.mutans produzem enzimas denominadas glicotransferases que,
através de sua acao na sacarose, sao capazes de produzir polissacarideos insollveis, este
produto ird facilitar a aderéncia de bactérias em superficies lisas. A sacarose também
serve como uma reserva energética para multiplicacdo e proliferacdo destas bactérias.
Nesta regido a concentracdo de célcio, fosfato e flior é menor e acaba por dificultar o
processo de remineralizacdo dentéaria (CURY, 2001).

Ha varios anos pesquisas vem sendo realizadas para verificar e comprovar o uso
de agentes quimicos no combate ao desenvolvimento do biofilme (FEJERSKOV;
KIDD, 2005). Desta forma, tem-se sugerido o uso do digluconato de clorexidina, por
sua capacidade de reduzir a formacdo da placa bacteriana, ou até mesmo deste agente
trabalhando em sinergia com o flior para controlar o desenvolvimento da carie (CURY,
2001; TEM CATE, 2009). De forma simplificada, o fluor teria por funcdo diminuir o

pH critico e o digluconato de clorexidina atuaria como agente antimicrobiano (TEM
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CATE, 2009). Entretanto o uso da clorexidina é questionavel, pois pode apresentar
resultados transitérios e pode causar na morte de organismos benignos para a
microbiota bucal (FEJERSKOV; KIDD, 2005; ANA, 2007; ZHANG et al., 2006).

Resumidamente, os processos bioquimicos envolvidos no desenvolvimento da
carie consistem na metabolizacdo dos agUcares de baixo peso molecular (sacarose,
frutose, maltose, lactose) pelas bactérias do biofilme, formando os &cidos orgénicos.
Estes acidos irdo dissociar-se em ions hidrogénio (H") e seréo difundidos para o interior
do dente e, desta forma, podendo interagir com componentes basicos da saliva. Com
esse aumento da concentragio de H”, ocorre a queda do pH bucal e, caso esse valor
atinja o pH critico, 0 meio tornar-se insaturado para hidroxiapatita, fazendo com que
haja a liberacdo de ions fosfato e célcio pelo esmalte e pela dentina (CURY, 2001;
ANA, 2007). O pH critico pode ser descrito como o valor no qual a saliva fica saturada
se comparado com a apatita do dente, é sabido que para o esmalte seu valor é de 5,5 e
para a dentina de 6,5 (FEJERSKOV; KIDD, 2005). Quando a saliva atinge valores
abaixo do pH critico, a saliva torna-se subsaturada em relacdo a dentina. Neste caso 0s
fons fosfato (PO,>) da dentina ligam-se aos fons H* da saliva, formando HPO,* e
H,PO,*, os quais podem dissociar-se novamente. Com a queda continua do pH, o meio
torna-se soluvel para os fosfatos, levando a uma perda continua deste ion pela superficie
do dente até que a solucéo volte a ficar saturada (MARTHALER, 2004; FEJERSKOV;
KIDD, 2005; ANA, 2007).

Vale ressaltar que nos fluidos orais e na saliva hd uma quantidade consideravel
de célcio e fosfato e que em condicGes fisioldgicas adequadas, eles encontram-se
supersaturados em relacdo a hidroxiapatita e fluorapatita do dente (FEJERSKOV;
KIDD, 2005). Quando o pH bucal fica acima dos valores do pH critico devido a acdo
tampdo da saliva, isto permitird que ocorra uma reposicdo dos minerais perdidos pelo
esmalte e pela dentina durante a desmineralizagdo. No entanto, a atividade tamponante
da saliva ndo é totalmente eficiente e alguns ions podem se distanciar da regido afetada
pela desmineralizacdo, ndo estando disponiveis para uma reposicdo. Este
desbalanceamento nas taxas de desmineralizacdo e remineralizacdo do dente, provoca
perdas progressivas de material mineral pelo esmalte e pela dentina até que o caso
clinico se torne visivel, com o aparecimento de manchas brancas e cavitagdes no
esmalte e manchas amareladas amolecidas na dentina (MARTHALER, 2004;
FEJERSKOV:; KIDD, 2005; ANA, 2007).
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Como ja dito anteriormente, o cemento e a dentina sdo formados por cristais de
hidroxiapatita menores e mais reativos e com a queda do pH 0 processo carioso se
desenvolve mais rapidamente. Este motivo explica a grande necessidade de desenvolver

metodologias que previnam a formacdo ou a progressdo da carie nestes tecidos.

3.3 Papel do flior no combate a cérie

E sabido que o desenvolvimento da cérie decorre da formacio do biofilme sobre
os dentes e da ingestdo frequente de agucar, sendo as principais medidas preventivas o
controle periddico da placa dental bacteriana e o consumo controlado de carboidratos
fermentaveis. A aplicacdo de fldor tem se tornado o método preventivo de maior
impacto, embora seu uso ndo impeca o desenvolvimento da leséo e sim a sua progressao
(CURY, 2001). Estudos comprovam que a aplicacdo tdpica do fllor deva apresentar
uma certa periodicidade para que seja possivel modificar as propriedades do esmalte e
da dentina, de tal forma que o efeito anti-carie seja mantido (TENUTA; CURY, 2010;
CLARKSON; LOUGHLIN, 2000).

Durante varios anos, grande enfoque foi dado no desenvolvimento de uma
estratégia que pudesse alterar a estrutura cristalina dos dentes, para que ficassem mais
resistentes aos desafios do meio ambiente. O fosfato e o fllor apresentam propriedades
antagbnicas, uma vez que durante a desmineralizacdo e remineralizacdo estes
compostos saem e entram naturalmente na estrutura dos dentes e, por este motivo, ainda
despertam grande atencdo dos pesquisadores (CURY, 2001).

O termo fluor vem sendo usado como uma forma genérica para definir as formas
deste composto, sendo elas: quimica iénica (fluoreto), ionizavel (monofluorfosfato de
sodio — MPF) e a forma ndo ionizavel (ligado covalentemente). Pode ser utilizado na
forma de geis, espumas, dentifricios, bochechos e alguns vernizes fluoretados. Sua
atuacdo visa diminuir a solubilidade dos tecidos minerais bucais, através de sua
incorporacdo para formar apatita fluoretada no processo de remineralizacdo (CURY,
2001). Desta forma, vale lembrar que ele ndo evita o aparecimento da lesdo e sim
paralisa a progressdo de caries incipientes. Seu efeito pode ser parcial e ha a
necessidade de uma aplicacdo periodica dos compostos (CLARKSON; LOUGHLIN,
2000).

H& algum tempo predominou o conceito de que quando incorporado a estrutura

cristalina do dente formava a fluorapatita (FA), sendo esta menos solivel que a
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hidroxiapatita (HA), assim explicando o aconselhamento a ingestdo de agua fluoretada e
0 uso de fluor sisttmico. Contudo, quando o fllor € ingerido durante o processo de
formagéo dos dentes, ocorre a incorporacdo de apenas 10% na substituicdo de HA por
FA. Neste aspecto, é considerado que ndo ocorre a formacdo de FA e sim de apatita
fluoretada (AF) (CURY, 2001).

O conceito de pH critico esta relacionado com a capacidade da saliva em
proteger a estrutura mineral dos dentes, por ela apresentar célcio e fosfato na sua
composicao. Porém, essa capacidade é altamente dependente do pH, onde variacdes de
pH advindas da dieta ou da conversdo dos acgucares fermentaveis em acido pela placa
dental, irdo determinar esse limite da capacidade da saliva em proteger o dente e
lembrando que a dentina é muito mais sensivel a variacdo de pH do que o esmalte.
Considerando que nos dias atuais a populacdo esta exposta ao fluor, vale ressaltar que
sua presenca na saliva altera as propriedades fisico-quimicas em rela¢do ao pH critico
para dissolucdo dos dentes (CURY, 2001).

Na Tabela 2 é possivel observar as relacdes existentes entre o pH do meio e a
presenca ou auséncia de flor na composicdo da saliva, o efeito na estrutura mineral dos
dentes e as possiveis consequéncias clinicas para o esmalte e a dentina (CURY, 2001).
Vale destacar que enquanto o pH critico para o esmalte é de 5,5 para a dentina o valor é
de 6,5, demonstrando que esta € menos resistente a variaces de pH que o esmalte.
Outro aspecto que deve ser enfatizado é que o pH critico ndo pode ser considerado o
mesmo quando ha ou ndo a presenca de flior no meio bucal. Analisando os valores para
a dentina, percebe-se que com a ingestdo de agua fluoretada e com o uso de dentifricio
fluoretado regularmente, o pH sé sera critico para a dentina quando estiver na faixa de
5,5>4,5, enquanto que caso esses compostos fluoretados ndo estivessem sendo
utilizados seu valor estaria na faixa de 6,6>5,5. E importante ressalvar que a presenca de
fldor ndo evita a dissolucdo de HA ou FA, porém ocorre uma reposi¢cdo de calcio e
fosfato na forma de FA superficialmente (CURY, 2001).
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Tabela 2: Consequéncias para a dentina e esmalte quanto alteracdes no pH do meio, presenca
ou auséncia de fluor e efeitos fisico-quimicos relacionados.

Efeito Fisico-Quimico

Consequéncias

para
pH Flaor Dissolugédo | Dissolu | Formacéo Dissolu¢do | Esmalte Dentina
no meio de céo de FA de FA

minerais de HAP

mais e AF

soliveis *
7,0 Nao Nao Nao Nao N&o Re Re
7,0 Sim Nao Nao Sim N&o Re+ Re+
<6,6>5,5 | Nao Sim N&o N&o N&o Re Des
<6,6>5,5 | Sim Sim Nao Sim N&o Re+ Des-
<5,5>4,5 | Nao Sim Sim Nao Nao Des Des+
<5,5>4,5 | Sim Sim Sim Sim Nao Des- Des
<4,5 Indiferente | Sim Sim Nao Sim Cérie aguda/erosé@o

*Apatita Carbonatada e fosfato amorfo, Re = Remineralizagdo; Re+ = Remineralizagdo ativada; Des = Desmineralizagdo; Des- =

Desmineralizagdo reduzida; Des+ = Desmineralizagdo aumentada.

2007):
1)

2)

3)

Fonte: (CURY, 2001).

Os trés principais mecanismos de atuacdo do fluor sdo (CURY, 2001; ANA,

Inibir o processo de desmineralizacdo, através da formacdo de cristais de
fluoreto de célcio (CaF,), os quais ficam depositados na superficie e
disponibilizam o ion fluoreto durante a desmineralizacdo, além de alterar o pH
critico;

Potencializa a remineralizagdo, por meio da formacgéo de apatita fluoretada ou
fluorapatita;

Inibe 0 metabolismo das bactérias do biofilme apo6s sua difusdo para o interior
bacteriano, uma vez que a formacgdo e dissociagdo de moléculas de &cido
fluoridrico inibem as atividades de enzimas essenciais para bactéria (enalose que
realiza a metabolizacdo de carboidratos).

Com a exposicao dos tecidos minerais ao flior iénico, pode ocorrer sua adsor¢ao

na forma de cristais de fluoreto de calcio (CaF;), na forma de fluorapatita
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(Cao(PO4)eF2) ou na forma de fluorapatita carbonatada (Cayo(PO4)s(OH)F) (CURY,
2001; FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Os cristais de fluoreto de célcio (CaF;) apresentam lenta dissolucdo e alta
retencdo no meio bucal e atuam como um reservatério de fldor, o qual serad
posteriormente utilizado no processo de remineralizacdo. Sua reacdo de precipitacao
esta descrita na equacgdo quimica (3) abaixo (FEJERSKOV; KIDD, 2005; ANA, 2007).

Caio(PO4)s(OH), + 20 F + 8 H* — 10 CaF, + 6 HPO,* + 2 H,0 (3)

O fluor fosfato acidulado (FFA) é mais reativo que 0 neutro, porém apesar de
haver uma tendéncia de formar mais fluoreto de calcio em funcdo do tempo e da
frequéncia de aplicacdo, sabe-se que dentro do intervalo de 1 — 4 minutos, ndo ha
diferenca de efeito (CURY, 2001).

A apatita fluoretada (AF) é formada quando a concentracdo de fllor é baixa e o
meio esta &cido (CURY, 2001). Abaixo pode ser observada a equacdo quimica (4) de

formagéo da AF.

Cayo(PO4)s(OH), + F + H* — Cayo(PO4)s(OH)F + H,0 (4)

Apo6s a formacdo da apatita fluoretada (AF), esta ficara depositada nas camadas
mais externas do esmalte e da dentina, somente sendo perdida ap6s o desgaste ou
dissolucdo de todo mineral. Seu processo de formacdo € lento e ndo acompanha o
desgaste normal do dente, contudo o contetdo de flior na superficie dental aumenta no
decorrer do tempo (CURY, 2001).

Por sua vez, a formacéo de fluorapatita (Caio(PO4)sF2) trata-se do maior efeito
preventivo no que esta relacionado a aplicacdo do fllor, ja que séo cristais maiores,
mais estaveis e menos sollveis que a hidroxiapatita. O processo de formacdo da
fluorapatita esta descrito na equacdo (5) abaixo (CURY, 2001; ANA, 2007).

CaF, — Ca*" + 2F

l

Cay0(PO4)s(OH); + 2F — 20H" + Cay(POa)sF2 (5)
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Para que ocorra a formacao de fluorapatita é necessario que os fluidos orais, a
saliva e o fluido da placa bacteriana estejam supersaturados para este composto, ou seja,
quando o pH esta superior a 4,5. Para valores de pH abaixo de 4,5 o ambiente torna-se
insaturado para a fluorapatita e para a fluoridroxiapatita, as quais acabam se dissolvendo
(CURY, 2001; ANA, 2007). Quanto a sua solubilidade, a fluorapatita € menos soltvel
se comparado com a apatita fluoretada, sendo esta menos soltvel que a hidroxiapatita
carbonatada (RABELO, 2009).

3.4 Fitoterapia na Odontologia

Nos dias atuais, a principal forma utilizada para inibir a formacdo de placa
dental é com o uso de compostos fluoretados; porém, quando utilizados em altas
concentracdes, podem desencadear efeitos colaterais, como por exemplo a fluorose,
alteracdes no paladar, surgimento de manchas nos dentes, dentre outros (GEBRAN;
GEBERT, 2002). Com isso, fica evidente a necessidade de desenvolver novos agentes
quimicos que possam proteger os dentes contra a formacao da lesdo de cérie.

De certa forma, as plantas sempre fizeram parte da vida dos seres humanos, seja
para alimentacdo ou até mesmo para tratamento de enfermidades. Segundo dados da
literatura, cerca de 40% dos medicamentos disponiveis no mercado foram elaborados
e/ou produzidos com plantas naturais e, por este motivo, tem-se observado o amplo
interesse  no desenvolvimento de fitoterapicos pela indastria farmacéutica
(MONTEIRO, 2014).

Os chamados “fitoterapicos” consistem de preparagdes vegetais padronizadas, as
quais sdo compostas por misturas de uma ou mais substancias presentes em diferentes
espécies de planta (DI STASI, 2007). Estes compostos podem ser utilizados nas mais
diversas formas, como cépsulas, comprimidos, pomadas, géis, solucbes aquosas e
infusdes, também conhecidas como chas (FRANCISCO, 2010).

Muita atengcdo vem sendo dada para produgdo de medicamentos e compostos
medicinais a base plantas naturais, tanto que na década de 70, a Organizacdo Mundial
da Satde (OMS) criou o “Programa de Medicinas Tradicionais”. No Brasil, o
Ministério da Saide vé um potencial enorme no desenvolvimento de fitoterapicos, por
possuir uma vasta variedade de espécies vegetais e por ter tecnologia para se obter a
validagdo cientifica necessaria. Além de que a probabilidade deste mercado crescer é

enorme, visto que a comercializacdo destes produtos atrai 0 mercado consumidor, por se
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tratarem de uma alternativa de baixo custo (BRASIL, 2006; PERUMALLA;
HETTIARACHCHY, 2011).

No ano de 2008, o Conselho Federal de Odontologia (CFO) regulamentou o
exercicio da Fitoterapia no Brasil, contudo muitos profissionais odontoldgicos ainda
possuem duvidas a respeito do tema e evitam utilizar a fitoterapia como um método
alternativo aos tradicionais. No entanto, diversas a¢cdes vém sendo tomadas para mudar
este cenério, como a formacao de Conselhos, grupos de pesquisa e abertura de cursos de
Pds-Graduacdo voltados para area (MONTEIRO, 2014).

O estudo com chas é importante para tentar comprovar se eles podem ser
utilizados para inibir o crescimento bacteriano e sua aderéncia na superficie dental,
assim reduzindo a producdo de é&cidos e alguns polissacarideos extracelulares
(FRANCISCO, 2010). Em um estudo realizado por Ditterich et al. (2007), foi avaliado
a atividade antimicrobiana de alguns dentifricios onde foram adicionados algum
componente terapéutico, tais como: Sorriso Herbal® (prépolis), Colgate Herbal®
(camomila), Gessy® (extrato de jud), Malvatricin® anti placa e anti-tartaro (tintura de
malva), Sorriso® (jua e préopolis) e Paradontax® (tintura de mirra e camomila). Como
resultado ele observou que o Stafilococcus aureus e a Escherichia coli apresentaram
sensibilidade a estes dentifricios e apresentou que para 0s microorganismos Gram-
positivos e Gram-negativos a acao inibitoria é similar.

A Vitis vinifera € considerada como uma das culturas de frutas que é mais
cultivada em todo mundo (ADAMEZ et al.; 2012). O extrato de semente de uva (Grape
Seed Extract — GSE) é um subproduto derivado da semente de uva, o qual é extraido,
seco e purificado para sua obtencdo. Considera-se que possui propriedades terapéuticas
e medicinais devido as altas taxas de concentracdo de compostos fenodlicos em sua
composicao, onde incluem as proantocianidinas, as antocianinas, resveratrol, flavonois e
os acidos fendlicos (DHILLON et al., 2015). Na literatura € demonstrado que o extrato
de semente de uva possui atividade antibacteriana contra diversos tipos de bactérias
(ADAMEZ et al., 2012; JAYAPRAKASHA et al., 2003; MIRKARIMI et al., 2013),
como a Streptococcus mutans, considerada como o principal agente causador da cérie
(ADAMEZ et al.; 2012).

A Camellia sinensis, popularmente conhecida como cha verde, é uma das
bebidas estimulantes mais consumidas no mundo e, durante séculos, foi utilizada como
um medicamento (DUARTE; MENARIM, 2006). O cha verde apresenta cerca de 30%

os compostos fendlicos como seus principais componentes, a exemplo das
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proantocianidinas, catequinas, as teaflavinas e os flavonoides (SCHIMITZ, 2005). Desta
forma, o ché verde poderia ser considerado como uma alternativa no tratamento da
progressao de lesdo de céries incipientes.

Dentro deste contexto, verifica-se que se faz necessario identificar as espécies de
plantas que apresentem acdo farmacoldgica comprovada ou que tenham alguma
substancia biologicamente ativa para producdo de fitoterapicos de baixo custo e mais

acessiveis para populacéo.

3.4.1 Camellia sinensis (cha verde) e Vitis vinifera (semente de uva)

A Camellia sinensis ¢ amplamente utilizada para producdo de chas por seus
efeitos emagrecedores, no tratamento e prevencdo de doencas vasculares, como agente
para diminuicdo do colesterol, além de trazer beneficios para cavidade oral (MORAES
etal., 2016).

Os chés sdo feitos através de uma infusdo de folhas, flores e raizes e séo
ingeridos no mundo todo como alternativa aos tratamentos convencionais. Nas Gltimas
décadas, grande atencdo foi dedicada para realizar pesquisas com esta planta, j& que
possui propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anticarcinogénicas (NISHIYAMA
et al., 2010). Seus chas podem ser classificados em 3 grandes tipos, dependendo do seu
grau de fermentacdo, sendo eles: cha verde ndo fermentado (~20%), cha preto
fermentado (~78%) e semifermentado ch& oolong (~2%) (ARAGHIZADEH et al.,
2013).

Os polifendis presentes no cha sdo responsaveis pelos efeitos na salude das
pessoas, com destaque para as protoantocianidinas, na estrutra de catequinas. Os 4
principais tipos deste polifenol sdo: Epigalocatequina-3-galato, Epigalocatequina,
Epicatequina-3-galato e Epicatequina. Além dos polifenodis, este cha apresenta
carotenoides, tocoferois e vitamina C, que também apresentam carater antioxidante
(FERRAZZANO, 2009; ZHAO, 2014). Estudos recentes apontam que o consumo de
chéd verde pode acarretar a efeitos satisfatérios no controle e prevencdo de céries
dentarias e no combate a erosao dentaria (FERRAZZANO, 2009; NAROTZKI, 2011).

O extrato da Vitis vinifera, popularmente conhecida como semente da uva, pode
ser obtida pelos subprodutos dos processos de fabricacdo do vinho e do suco de uva.
Sabe-se que o extrato apresenta grande quantidade de compostos polifenolicos, em

especial as protoantocianidinas em sua forma dimérica, trimérica, tetramérica, além de
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outras formas oligoméricas. Segundo a literatura, extratos da Vitis vinifera podem
desencadear efeitos positivos em raizes artificiais cariadas, por promoverem uma
estabilizacdo nos tecidos compostos por coldgeno, além de promoverem a
remineralizacdo do tecido (ZHAO, 2014).

Os flavonoides presentes na semente de uva incluem as flavona-3-ol incolores, a
exemplo das catecinas, epicatecinas e seus ésteres constituidos por glucose e &cido
galactico, as flavonas coloridas (queratecina) e as antocianidinas azuis e vermelhas.
Além destes, a semente da uva também é composta por acidos fenolicos e compostos
relacionados, sendo que 0s que se apresentam em maior abundancia sdo: cido cumario,

feralico, cafeico, clorogénico, neoclorogénico e os acidos benzoicos (SHI; DI, 2000)

3.4.2 Forma de atuacdo da Vitis vinifera e da Camellia sinensis na dentina

Como ja descrito anteriormente, a semente de uva e o0 cha verde sdo compostos
que apresentam grande quantidade de compostos fenolicos e flavondides em sua
composicdo (DHILLON et al.,, 2015; SCHIMITZ, 2005). Os flavonodides sdo
considerados polifendis devido a sua estrutura quimica, composta por 15 atomos de
carbono como parte do seu nacleo fundamental (C¢ — C3— Cg), sendo este formado por
dois anéis aromaticos benzeno (indicados por A e B) ligados por um anel heterociclico
oxigenado do tipo pirona ou pirano (indicado por C) (WOLLGAST; PALLARONI,

2001). A estrutura quimica pode ser observada na Figura 3.

Figura 3: Estrutura quimica bésica dos flavonoides.

Fonte: (WOLLGAST; PALLARONI, 2001).

Os flavonoides apresentam uma grande variedade de efeitos benéficos na salde
humana, incluindo aglGes anticarcinogénica, antioxidante, anti-trombotica,

antiinflamatdria, antimicrobiana, analgégica e dentre outras (WOLLGAST;
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PALLARONI, 2001). Dentre os flavonoides de maior interesse encontram-se as
proantocianidinas (PAs), e sdo encontradas em praticamente todo reino vegetal, mais
especificamente nos vacuolos das células que compdem os tecidos das plantas (DIXON
et al., 2005).

As proantocianidinas (PAs) nada mais sdo do que oligdmeros ou polimeros de
unidades monoméricas de flavon-3-ol (DIXON et al., 2005; IKEGAMI et al., 2007). As
PAs podem ser divididas em vérias classes e o que ird definir isso € o padrdo de
hidroxilacdo (substituicdo) da molécula flavan-3-ol. Sua estrutura apresenta uma grande
gama de variedade e ndo é dependente apenas do tipo do nucleo flavan-3-ol, mas
também do seu grau de polimerizagdo, além do tipo de radical que foi substituido e sua
posicao de substituicdo (DIXON et al., 2005).

As proantocianidinas encontradas na semente de uva e no cha verde apresentam
uma vasta gama de atividades farmacologicas e bioldgicas, incluindo sua funcgéo
cardioprotetora, antiinflamtoria, antioxidante, antitumoral e bactericida (DUARTE;
MENARIM, 2006; BAGCHI et al., 2003; SINGH; TYAGI, 2004)

Estes compostos sdo consodiderados cross-linkers (agentes formadores de
ligacGes cruzadas) naturais e a propriedade que possuem para prevencao da progressao
de cérie é sua capacidade de promover a fixagdo da matriz de colageno da dentina,
através da formacdo de novas ligacBes cruzadas (cross-links). A vantagem destes
compostos para esta aplicacdo é que reagentes de ligagGes cruzadas como o
glutaraldeido, o fomaldeido e componentes epoxi (cross-linkers sintéricos)
apresentaram toxicidade e instabilidade com o tempo, limitando o seu uso in vivo. Entre
as substancias capazes de promover ligacbes cruzadas, a0 mesmo tempo que
apresentam biocompatibilidade e estabilidade com o tempo, estdo as proantocianidinas
(CASTELLAN, 2011; CASTELLAN, 2010; DELGADO; SCHEFFEL, 2015). Testes
sobre a utilizacdo de proantocianidinas em caries dentais estdo sendo feitos, pois estas
substancias apresentam propriedades antioxidantes no combate a este tipo de lesdo.
Sabe-se que as macds, cacau, cranberry, cha verde, bilberry e semente de uva
apresentam grande quantidade de polifenois em sua estrutura (JEON, 2011).

As proantocianidinas sdo capazes de promover ligagdes cruzadas, além de
apresentarem biocompatibilidade e estabilidade, permitindo seu uso como agentes
fitoterapicos (WALTER, 2008; CASTELLAN, 2010). Uma das -caracteristicas
relevantes da proantocianidina é sua capacidade de promover melhorias mecanicas na

dentina desmineralizada, aumentando sua rigidez e, consequentemente, diminuindo sua
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degradacdo por enzimas especificas, tais como as que séo ativadas durante o processo
cariogénico (MMPs) (KERESKI, 2012).

A degradacdo continua das fibras de coldgeno expostas devido ao processo de
desenvolvimento da carie, € um dos principais fatores que contribuem para a progressao
da lesdo (NANCI, 2013). Sob determinadas condicdes clinicas, os fluidos salivares
podem permear este coldgeno que esta exposto e sem protecdo, permitindo que ocorra
um ataque enzimatico a estas fibras colagenas (GUO et al., 2008; KOSTORYZ;
DHARMALA, 2009). Sabe-se que essa deterioracdo e remodelacdo das fibras de
colageno pode ser acelerada por certas enzimas proteoliticas endopeptidases, célcio e
zinco-dependentes, conhecidas como metaloproteinases de matriz (MMPS) e que estdo
presentes na saliva (TEZVERGIL-MUTLUAY; AGEE, 2010).

As enzimas MMPs sdo produzidas pelos odontoblastos em sua forma de proé-
enzima inativa. As MMPs denominadas como gelatinases em sua forma dos tipos 2-
MMP (Gelatinase A) e 9-MMP (Gelatinase B), e as colagenases em sua forma 8-MMP
sdo responsaveis por deteriorar rapidamente o colageno do tipo | (HANNAS;
PEREIRA, 2007). O principal fator que promove a ativacdo destas pré-enzimas é o
baixo valor de pH (VISSE; NAGASE, 2003; TJADERHANE et al., 2013), a exemplo
em casos de desmineralizagdo da dentina.

Uma crescente frente de pesquisa vem sendo realizada para deixar o dente mais
resistente a esse processo de degradacdo enzimatica. Um possivel meio de se obter essa
biomodificacdo é através da aplicacdo de agentes capazes de formar ligacGes cruzadas
(cross-linkers) no colageno dentinario, desta forma melhorando suas propriedades
mecanicas e deixando a dentina menos susceptivel a degradacdo das proteases
denitnarias (BEDRAN-RUSSO et al., 2007).

Como ja dito anteriormente as proantocianidinas (PA) sdo cross-linkers capazes
de aumentar o nimero de ligagdes intra-moleculares, inter-moleculares e interfibrilares
(SUNG et al., 2003), que tornam o colageno mais rigido e resistente a acdo as
metaloproteinases da matriz (MMPs) (SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2015). Além
disso, estes agentes cross-linkers também podem inativar as MPPs (SCHEFFEL et al.,
2014).

Assim, a premissa deste projeto é que com 0 aumento da rigidez da matriz
dentinaria ocasionado pela aplicacdo de agentes cross-linker, permitiria que a as fibras

de colageno ficassem mais fortemente ligadas e dificultariam a perda de material
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mineral no processo de progressdao de caries incipientes, a0 mesmo tempo que

dificultaria a acdo das proteases MMPs.

3.5 Técnicas oOpticas de para diagndstico precoce e acompanhamento
de lesBes incipientes de carie

3.5.1 Sistemas de Imagens por Fluorescéncia

Realizar um diagnostico precoce da carie permite que protocolos preventivos e
tratamentos minimamente invasivos sejam planejados para ser 0 menos traumatico
possivel para o paciente, de tal forma que ndo seja necessario realizar tratamentos
onerosos ou invasivos (PINHEIRO, 2004). A Fluorescéncia Induzida por Luz (Light
Induced Fluorescence — LIF) é considerada como uma proposta alternativa para
deteccdo de carie, por permitir uma quantificacdo de forma nao invasiva (CABRAL,
2006).

O Sistema de Imageamento por Fluorescéncia (SIF) pode ser utilizado para este
propdsito pois tecidos duros respondem de forma diferente a luz, segundo sua
composicao quimica e estrutural. Além de se tratar de um processo ndo-invasivo e ndo
destrutivo, apresenta vantagens sobre os procedimentos que utilizam raios-x, por néo
utilizar radiacdo ionizante. Basicamente, um Sistema de Imagem por Fluorescéncia
(SIF) é composto por uma camera cientifica CCD (Dispositivo de Carga Acoplada),
uma lente objetiva, um sistema de iluminacdo que induza a fluorescéncia do material,
um elemento para selecdo espectral e um computador (LINS, 2009). Na anélise das
imagens busca-se avaliar as diferencas nas intensidades de fluorescéncia de uma
amostra e um controle, utilizando alguns processamentos de imagens que possam
melhorar a qualidade das imagens adquiridas, como por exemplo o uso de filtros dpticos
(CABRAL. 2006).

A Fluorescéncia é um fendbmeno éptico que consiste na absorcdo de energia por
uma molécula em sua estrutura eletronica, de tal forma que os elétrons passem de seu
estado fundamental para o estado excitado, o qual € menos estavel. Na busca por uma
maior estabilidade eletrdnica, esses elétrons excitados retornam para seu estado
fundamental e liberam essa energia em excesso na forma de radiagdo. A quantidade de
energia liberada é dependente da diferenca de energia entre o estado excitado e o

fundamental, sendo uma caracteristica particular de cada molécula. Esta emissdo de
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energia tem duracdo de nanosegundos e pode ser utilizada para caracterizar a molécula
(VO-DINH, 2003).

A literatura relata que a aquisicdo de imagens de fluorescéncia de amostras de
dentes pode fornecer informacdes importantes sobre o processo de desenvolvimento da
carie (LINS, 2009; CABRAL, 2006). Este método para aquisi¢cdo de imagem combina
técnica de espectroscopia com aquisi¢do de imagens digitais, as quais permitem realizar
andlises de sinais Opticos através das informagdes espaciais e espectrais (distribui¢do
bidimensional de intensidades) (LINS, 2009).

A combinacao de efeitos colorimétricos intrinsecos e extrinsecos ira determinar
a cor dos dentes. A cor intrinseca pode ser associada com as propriedades de absorcéo e
reflexdo da luz pelo material, ja a cor extrinseca esta relacionada com a absorcdo de
determinados materiais corantes, a exemplo do café e do cha, na camada mais
superficial do esmalte e da dentina (TEN BOSCH; COOPS 1995).

O dente transmite a luz em todas direcOes e a luz que chega aos olhos do
observador é o residuo da transmissdo difusa que ocorre no interior do dente. Em outras
palavras, a luz percorre trajetos irregulares através da estrutura dental até que emerja
pela superficie (VAN DER BURGT et al., 1990). Na dentina as caracteristicas inerentes
aos tubulos dentinarios contribuem significativamente para dispersdo da luz, enquanto
que no esmalte verifica-se que esta propriedade estd relacionada com os cristais de
hidroxiapatita (VAARKAMP et al., 1995).

Um estudo realizado com 28 dentes, nos quais foi removido o esmalte,
confirmou que a cor do dente esta fortemente relacionada com a cor da dentina e que o
esmalte possui um papel secundario nesta caracteristica, principalmente quando
utilizado fontes de comprimento de onda azul (TEN BOSCH; COOPS 1995). Neste
caso 0 esmalte se comporta como um objeto translicido, onde durante a passagem da
luz azul permite visualizar a dentina (CHU et al., 2004).

Quando a luz encontra um tecido dentéario, quatro fenbmenos de interacao
podem ocorrer, sendo eles: (a) reflexdo, (b) espalhamento, (c) retroespalhamento, (d)
transmissao e (e) absorcdo. Caso ocorra o fenémeno de absorcdo pelo material, podem
ocorrer dois mecanismos de decaimento: a emissdo da fosforescéncia ou da
fluorescéncia (f) (CABRAL, 2006; SKOOG et al., 1998). Os fendmenos de interagéo
estdo representados na Figura 4.
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Figura 4: Fenémenos de interacdo da luz com o tecido bioldgico. (a) reflexao; (b)
espalhamento; (c) retro-espalhamento; (d) transmissdo; (e) absor¢do e mecanismo de
decaimento apds absor¢@o com emisséo de fotons, fosforescéncia ou (f) fluorescéncia.

I |

O espalhamento pode ser entendido como um processo no qual o féton altera sua
direcdo enquanto se propaga no material biol6gico, mas ndo perde sua energia. Por sua
vez, a absorcdo corresponde ao processo no qual a luz é absorvida pelo material
biolégico e convertida em outras formas de energia. A aparéncia visual do dente ira
depender do fendmeno de interacdo que ocorre entre a luz e o tecido biolégico, mais
precisamente se a luz foi espalhada ou absorvida (CABRAL, 2006).

Quando ocorre a absorcao da radiacdo eletromagnética, os elétrons passam para
algum estado mais elevado de energia (estado excitado), processo conhecido como
excitacdo. Posteriormente o elétron poderad decair um ou mais niveis de energia, ou até
mesmo retornar para seu estado fundamental. Neste decaimento o elétron ird liberar
energia, podendo esta ser na forma de energia luminosa. O tempo de vida de emisséo
desta energia ird determinar se estd ocorrendo o fendmeno de fosforescéncia ou
fluorescéncia. A energia emitida durante o processo de decaimento correspondera a cor
da fluorescéncia que serd observada no material (CABRAL, 2006; SKOOG et al.,
1998). Na Figura 5 é possivel observar um esquema basico do processo de

fluorescéncia.
Figura 5: Esquema ilustrativo do fenémeno de fluorescéncia.
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Absorg¢ao de energia

Estado fundamental

Quando uma molécula absorve um quantum (luz) ela pode passar de seu estado
fundamental singlete para seu estado excitado singlete, sendo este um estado energicamente
mais rico que o estado fundamental. No processo de excitagdo eletrénica, o que determinara
se 0 elétron vai para o estado excitado singlete ou triplete é o spin do elétron excitado
comparado com o spin de seu elétron companheiro. Caso o par de elétrons sejam
antiparalelos, o elétron excitado passara para o estado singlete, mas se eles forem paralelos,
ele passara para o estado triplete. Em temperatura ambiente, boa parte dos elétrons das
moléculas se encontram no nivel vibracional mais baixo de seu estado fundamental;
porém, com a absorcdo de energia (luz), alguns elétrons passam para estados
vibracionais mais energéticos ou para outros estados excitados (CAL, 2008; SKOOG et

al., 1998). Um esquema dos processos de transi¢do pode ser observado na Figura 6.

Figura 6: Estados excitados singlete e triplete responsaveis pela ocorréncia dos fenémenos de
Fluorescéncia e Fosforescéncia, respectivamente.

Estado singlete excitado

(FLUORESCENCIA)

Estado singlete ‘ Estado triplete excitado
(Fundamental) (FOSFORESCENCIA)

1~

Quando o elétron excitado sofre decaimento de um estado excitado singlete para um
estado fundamental de mesma multiplicidade, ocorre a emissdo de luz por fluorescéncia, e o

espectro de emissao ird depender de qual nivel vibracional do estado fundamental que sera
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populado. Por sua vez, quando o decaimento ocorre de um estado excitado triplete para um
estado fundamental de diferente multiplicidade, ocorre a emissao de luz por fosforescéncia
(CAL, 2008; SKOOG et al., 1998).

A magnitude destes dois tipos de decaimento ira depender das constantes de
velocidade do processo e do rendimento quantico (@). Este rendimento quéntico
mencionado nada mais é do que a razdo entre o numero de moléculas que sofre
decaimento e quantidade total de moléculas que foram excitadas (Equacdo 1). Outra
forma de calcular o rendimento quantico € fazendo a razdo entre o nimero de moléculas
que descairam por um determinado processo luminescente ou fotoquimico pelo niumero
total de fétons absorvidos, ja que estes determinam a quantidade de elétrons que serdo
excitados (CAL, 2008; SKOOG et al., 1998).

fétons emitidos

(Equacéo 1)

fétons absorvidos

Na Figura 7, estéo representados os dois fendmenos luminescentes no Diagrama
de Jablonski.

Figura 7: Diagrama de Jablonski.

Estados | = -
excitados 4 r qntvelsao
singletes | interna
Y
\
\ Cruzamento
intersis a.
e‘SI i Estado
l Absorgao ] excitado
triplete
{F/uoresce‘ncial [ Fosforescénc;ﬂ
Estudo
fundamental

singlete

Fonte: (NAROTZKI, 2011).

A deteccéo por fluorescéncia do tecido dentério é possivel, pois quando o tecido
é desmineralizado, ocorrem alteragfes Opticas na regido. No tecido cariado, acontece
um maior espalhamento da luz incidente se comparado ao tecido sadio, e tal fato deve-
se a diferenca nos indices de refracdo quando o tecido esta em cada uma das condi¢oes.
No tecido sadio, hd uma maior predominancia da hidroxiapatita (n = 1,62), ja no tecido

cariado ha uma maior quantidade de agua (n = 1,33), levando a um maior espalhamento
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de luz. Este fendmeno no tecido cariado ocasiona uma menor intensidade de
fluorescéncia se comparado ao tecido sadio, porém ao utilizar comprimentos de onda de
excitacdo superiores a 500 nm, a lesdo de carie apresentard maior fluorescéncia
(EKSTRAND, 2004; KIDD; FEJERSKOV, 2004; BUCHALLA, 2005).

Para luz no comprimento de onda do vermelho (633 nm < A < 655 nm) ¢
considerado que o aumento da fluorescéncia no tecido cariado deve-se mais aos
metabdlitos bacterianos do que a desintegracdo da rede cristalina (HIBST; GALL,
1998). Estudos sugerem que a placa bacteriana fluoresce quando excitada neste
comprimento de onda e que isso pode ocorrer devido a presenca de porfirinas na regido
(TAUBINSKY; ALEXANDROV, 2000; HIBST; PAULUS, 2001). Os fosfatos de
calcio constituintes da hidroxiapatita ndo demonstram ser os responsaveis pela emisséo
guando excitados no vermelho (HIBST; PAULUS, 2001).

Sabe-se que o comprimento de onda da banda de fluorescéncia emitida € maior
se comparado ao da fonte de excitacdo. Desta forma, ao utilizar uma fonte de excitagédo
no ultravioleta se observa fluorescéncia no violeta/azul, com a excitagdo no azul gera
uma fluorescéncia no azul/verde/amarela, ja ao utilizar uma fonte de excitacdo vermelha
ocorre fluorescéncia no vermelho/infravermelho préximo (CARBAL, 2006). Segundo a
literatura, ao utilizar uma fonte de excitacdo ultravioleta com A < 400 nm os principais
componentes que fluorescem sdo com os compostos inorganicos (esmalte/hidroxiapatita
sintética), alguns componentes organicos (produtos de bactérias, fluoréforos
desconhecidos e alguns compostos protéicos (tirosina, piridina e triptofano)
(HAFSTROM-BJORKMAN et al., 1991; MENDES, 2005; BACHMANN, 2007).

Relatos mostram que podem ser identificadas diferengas entre a fluorescéncia do
dente sadio e cariado, sendo essas possivelmente ocasionadas por alteragdes dpticas nas
estruturas destes tecidos e na forma com que eles interagem com a luz
(espalhamento/transmisséo/absor¢do) (BRITO, 2014). Sugere-se que para deteccdo de
lesbes de cérie iniciais, utilize fontes de excitacdo no 488 nm (azul), com um filtro de
barreira de até 540 nm, dando origem a uma fluorescéncia no verde. Estudos apontam
que, utilizando estes parametros, a fluorescéncia observada no tecido sadio é maior se
comparada ao tecido cariado, pois este emite menos fluorescéncia quando excitado a um
A > 540 nm (CABRAL, 2006; HAFSTROM-BJORKMAN et al., 1991; BRITO, 2014;
ANGMAR-MANSSON; TEM BOSCH, 2001). Conclui-se entdo que essa perda de
fluorescéncia se deva a perda de material inorganico

Os diferentes fluoréforos bioldgicos encontrados absorvem fétons de formas
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diferentes, dependendo do comprimento de onda utilizado. Dentre as moléculas
bioldgicas fluorescentes, encontram-se 0s aminoacidos, proteinas, enzimas, vitaminas,
lipidios e porfirinas. Pelo fato de a cérie ser composta por uma estrutura complexa com
diversos elementos absorvedores e alguns derivados de produtos bacterianos, pode-se
dizer que cada um destes componentes contribui de certa forma na aquisicdo do sinal
(CABRAL, 2006; BORISOVA et al., 2006).

Define-se como cromoforo as moléculas de origem orgénica que sdo capazes de
absorver luz (BANERJE; BOYDE, 1998). Os fluoroforos podem ser definidos como os
cromoforos capazes de reemitir parte da luz que foi absorvida, emitindo fluorescéncia
(CABRAL, 2006; RAMANUJAM, 2000). Na Tabela 3 é possivel observar as principais

moléculas bioldgicas que sdo capazes de emitir fluorescéncia.

Tabela 3: Principais moléculas bioldgicas que séo capazes de emitir fluorescéncia e seus
comprimentos de onda de excitacdo e emisséo.

Fluoréforos endégenos A Excitaggo A Emiss&o
(nm) (nm)
Triptofano 280 350
Aminodcidos Tirosina 275 300
Fenilalanina 260 280
Proteinas Colageno 325 400, 405
estruturais Elastina 290,0325 340, 400
) Flavinas 450 535
CE;‘Z'nT;:; NADH 290, 351 440, 460
NADPH 336 464
A 327 510
Vitaminas K 335 480
D 390 480
Piridoxina 332, 340 400
Piridoxamina 335 400
Vitamina Bg e Piridoxal 330 385
compostos Acido Piridéxico 315 425
Fosfato piridoxal 5 330 400
Vitamina By, 275 305
L Fosfolipidios 436 540, 560
Lipidios - -
Lipofucsina 340 - 395 540, 430 - 460
Porfirinas Porfirinas 400 - 450 630, 690

Fonte: (RAMANUJAM, 2000).

Os componentes inorganicos (hidroxiapatita e esmalte) fluorescem quando

excitados com luz no comprimento de onda do ultravioleta (A<400 nm). Alguns
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compostos organicos como produtos bacterianos e alguns componentes de origem
protéica (tirosina, triptofano e piramidina) também fluorescem quando excitados neste
comprimento de onda (RAMANUJAM, 2000; TAUBINSKY; ALEXANDROQV, 2000).

Quando um tecido cariado € irradiado com uma fonte de luz violeta e azul que
emitem no comprimento de onda (A) compreendido entre 407 nm e 488 nm, observa-se
uma diminuicdo na fluorescéncia ocasionada pela mudanca na estrutura da superficie da
dentina devido ao processo de desmineralizacdo (BORISOVA et al., 2006).

Alguns autores sugerem que que os fluoréforos responsaveis pela fluorescéncia
quando excitado no azul sdo decorrentes da presenca de aminoacidos triptofano e
tirosina, coenzimas NADH, NADPH, flavinas, colageno e elastina. A fluorescéncia
vermelha observada é advinda da presenca de porfirinas endégenas (protoporfirinas 1X)
(KONIG; HIBST, 1993; KONIG; FLEMMING, 1998). As porfirinas sdo produzidas
por diversas bactérias presentes na cavidade bucal (RAMANUJAM, 2000). As bactérias
Prevotella intermedia, Actinomyces odontolyticus, Corynebacterium spp., Candida
albicans e Pseudomonas aeruginosa sintetizam porfirinas fluorescentes (CABRAL,
2006; KONIG; HIBST, 1993).

As bactérias S. mutans e os Lactobacilos ndo fluorescem de forma significativa
no processo inicial de lesdo de cérie, sendo que os primeiros fluorescem intensamente
no verde e os lactobacilos ndo apresentam fluorescéncia no vermelho (CABRAL, 2006;
KONIG; HIBST, 1993).

3.5.2 Espectroscopia de absorcéo no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Na espectroscopia do infravermelho utiliza-se o numero de onda (k) para
classificar as ondas eletromagnéticas, uma vez que esta caracteristica é diretamente
proporcional a energia e frequéncia da onda e também pelo fato de possuir uma ordem
de grandeza de representacdo facil (BENETTI, 2010). Na teoria, 0 k representa a
quantidade de vezes que uma onda ira atingir uma mesma fase em uma especifica
distancia de propagacgéo (Equacdo 2), no entanto na pratica ele pode ser calculado pela

Equacéo 3.

k=— (Equagcdo 2)
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(Equacéo 3)

N

Uma técnica de espectroscopia é aquela na qual se utiliza da interacdo de uma
radiacdo eletromagnética com a matéria, com a finalidade de se obter informacdes
quimicas e fisicas sobre a amostra analisada, podendo ser divididas em duas técnicas
diversas, a espectroscopia por emissdo e a espectroscopia por absor¢do. Na
espectroscopia de emissdo, 0s a&tomos da amostra sdo excitados por uma fonte térmica
ou elétrica e quando estes atomos decaem para seu estado estavel, emitem essa energia
que foi absorvida, sendo esta utilizada para caracterizar o material. Por sua vez, na
espectroscopia por absorcdo, a amostra é posicionada para receber de uma fonte a
radiacdo eletromagnética com um comprimento de onda especifico. Neste caso, a
caracterizacdo é feita realizando uma anéalise comparativa entre a radiacdo transmitida
ou refletida pela amostra, com a radiacdo emitida pela fonte. Vale a pena ressaltar que o
sinal que serd analisado (transmitido ou refletido), ira depender do equipamento e da
composi¢do quimica da amostra (BENETTI, 2010; DYER, 1969).

Para decidir qual técnica deve ser utilizada em cada caso, diversos fatores devem
ser levados em consideracdo, como o tipo de material ou de substancia que sera
analisado, quais informacGes sdo necessarias obter desta amostra e qual radiacdo
eletromagnética que sera utilizada. Em casos de analises de compostos organicos, é
indicado a utilizacdo da espectroscopia por absor¢do da radia¢do no infravermelho, uma
vez que ha varios compostos que possuem banda de absorcdo (DYER, 1969; SKOOG et
al., 1998).

Sabe-se que as moléculas e os atomos que compdem um material apresentam uma
frequéncia natural de vibracdo. Para que ocorra a absorcéo da radiacdo, a frequéncia da
radiacdo incidente deve ser igual a frequéncia da vibracdo molecular (BENETTI, 2010).
Com o surgimento de um campo elétrico ocasionado pela vibracdo molecular (alteracdo
no momento dipolo da molécula), caso uma radiagdo eletromagnética incidente tenha a
mesma frequéncia da vibracdo molecular, os campos elétricos formados pela alteracéo
de dipolo e pela radiagdo incidente irdo interagir e ocorrera uma transferéncia de
energia entre ambos, ou seja, a absor¢do (SKOOG et al., 1998). Como a radiacédo

infravermelha ndo possui a energia necessaria para alterar o nivel energético da
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molécula, esta radiacdo pode ser utilizada na espectroscopia por absor¢do (SKOOG et
al., 1998).

Desde a década de 80, diversos avangos tecnoldgicos foram feitos nos
equipamentos de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
e seu uso tem se tornado cada vez mais recorrente, pois, esta metodologia apresenta
algumas vantagens sobre os demais equipamentos, como uma melhor relagéo sinal-
ruido, coleta de dados mais rapida e uma maior resolucdo (SKOOG et al., 1998).

De forma simplificada, o funcionamento dos equipamentos de FTIR consistem na
emissdo de uma radiacdo, por uma fonte, a qual ird passar um interferémetro antes que
atinja a amostra. A radiacdo que sera transmitida ou refletida ird atingir o detector, e 0
modo utilizado é dependente do tipo do equipamento que sera empregado. O sinal
captado pelo detector ira passar por amplificador e passara por uma conversao para
sinal analdgico, posteriormente sera enviado para um computador onde ocorrera a
Transformada de Fourier (STUART, 1997). Os principais componentes de um

equipamento FTIR pode ser observado na Figura 8.

Figura 8: Principais componentes de um equipamento de Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR).

Interferometro Detector [ Amplificador

[ Computador ] [ Conversor

Boa parte dos equipamentos de FTIR utilizam interferdmetros baseados no
modelo de Michelson (SKOOG et al., 1998). Este componente é formado por dois
espelhos planos posicionados um perpendicularmente ao outro, sendo que um € fixo e 0
outro mével, além de um espelho semi-reflexivo (beamsplitter) que permite a passagem
de somente uma parcela do feixe incidente e fica localizado na bissetriz destes dois
espelhos citados anteriormente. A fonte de radiacdo emite um feixe inicial com um
determinado comprimento de onda A que passara pelo beamsplitter, onde sera dividido
em duas componentes iguais, sendo que cada parcela sera transmitida para um dos
espelhos perpendicularmente posicionados. Vale ressaltar que cada feixe ira percorrer

um caminho 6ptico diferente, visto que a distancia entre o beamsplitter e o espelho
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movel ¢ varidvel. Estes dois espelhos (mdvel e plano) irdo refletir os feixes de volta para
0 beamsplitter, onde serdo recombinados para formar um “novo” feixe. Como cada
feixe percorreu um caminho Optico diferente, haver4 uma diferenca de fase entre cada
porcdo do feixe ao se reencontrarem no beamsplitter, e a interacdo entre eles pode ser
construtiva ou destrutiva. Este feixe recombinante que sera direcionado para amostra
(STUART, 1997). Um esquema basico de um Interferbmetro de Michelson pode ser
observado na Figura 9.

A interacdo no beamsplitter entre as parcelas de luz do feixe mével e do espelho
fixo sera construtiva quando a diferenca de fase for nA, sendo n um ndmero inteiro.
Quando n ndo for inteiro a interagdo entre os feixes serd destrutiva (SKOOG et al.,
1998). O feixe que atinge o detector ira fornecer um interferograma, ou seja, um grafico
com a intensidade do feixe em funcdo da posicdo do espelho mével. A Transformada de

Fourier é aplicada no interferograma para obtencdo do espectro (BENETTI, 2010).

Figura 9: Esquema basico de um Interferdmetro de Michelson.
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Dentre as diferentes técnicas de analises com FTIR, tem-se a de reflexdo total
atenuada (ATR) que permite obter espectros qualitativos e quantitativos de amostras

solidas de diversas espessuras. Em resumo, a técnica ira detectar a radiacéo refletida que

58



se propaga de um meio menos denso para um meio de maior densidade. E sabido que
pequena parcela dessa radiacdo incidente serd absorvida pela amostra, sendo esta
conhecida como onda evasnescente. Inicialmente o feixe ir4 se propagar por um meio de
alto indice de refracédo, podendo ser um cristal de ZnSe, Ge ou até mesmo de diamante.
A proporcdo do feixe que sera refletido depende de seu angulo de incidéncia, pois ao
atingir um angulo critico, o feixe é refletido totalmente (varia conforme o material do
cristal). Devido a absorcédo parcial da radiacdo incidente, a radiacao refletida é atenuada
e, a partir de uma andalise comparativa entre ambas, € possivel identificar as bandas de
absorcdo do material da amostra (SILERSTEIN; WEBSTER, 2005; STUART, 1997).
Na Figura 10 é possivel observar um esquema de um equipamento ATR-FTIR.

A profundidade de penetracdo do feixe e da analise ira depender do comprimento
de onda do feixe incidente (1), do angulo de incidéncia do feixe com a amostra (8), do
indice de refracdo do cristal que esta sendo utilizado no equipamento (n,) e do indice de
refracdo da amostra (n;), conforme pode ser observado na Equacéo 4, onde d, ¢ a

profundidade de penetracdo (SKOOG et al., 1998).

2
d, = /ny (Equacéo 4)

. 21'/2
2m[sinf—(ny/ny)°|

Figura 10: Esquema simplificado de um equipamento ATR-FTIR.
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Um espectro obtido por espectroscopia ATR-FTIR esta apresentado na Figura
11, onde também é possivel observar as principais bandas vibracionais na regido do

infravermelho para 0os componentes da dentina bovina higida saudavel.

Figura 11: Espectro da dentina bovina higida saudavel ndo tratada obtido por um equipamento
ATR-FTIR.
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Nas Tabelas de 4 a 7 podem ser observadas as principais bandas de absor¢éo
associadas aos diferentes componentes da dentina.

Tabela 4: Bandas de absorcéo associadas ao fosfato (PO,*) presentes na dentina.

Frequéncia de vibragao
Vibragdo aproximada (cm™)
Dentina
Deformacao
angular 471
simétrica no 470/467
plano (v,)
~ 563
et
assimgtrica no 755
lano (va4) 606
P ; 559
E'st|r’arr.1ento 1280 - 950
assimétrico (v3)
A 470/467

Fonte: (BENETTI, 2010).
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Tabela 5: Bandas de absorc&o associadas ao carbonato (CO5%) presentes na dentina.

Frequéncia de vibragao

Vibragao aproximada (cm-1)
Dentina
Deformacao
angular 872
assimétrica no
plano (v2)
1410
Estiramento 1452
assimétrico (v3) 1509
1547
1540

Tabela 6: Bandas de absorc&o associadas na regi&o espectral de 4000 - 2500 cm™ em dentina.

Fonte: (BENETTI, 2010).

Frequéncia de vibragao

Composto Vibracao aproximada (cm-1)
Dentina
OH estrutural Libracdo 749
Deformacao
H20 adsorvida angular 1648

assimétrica fora
do plano (v2)

H20 adsorvida

Estiramento

simétrico

OH estrutural Estiramento 3580
H20 ou Amida A vli+2v2 3318
H20 vli+2v2 3200
H20 v3 3410
Amida B 3066
2961
C-H Estiramento 2931
2875

Grupo OH - -

Tabela 7: Bandas de absorcéo associadas na regido espectral de 1750 - 1180 cm-1 em dentina.

Fonte: (BENETTI, 2010).



Frequéncia de vibragao
Composto Vibracao aproximada (cm-1)
Dentina
Amida 3 Libragao 1224
Carbonato + Amida 2 De;‘cr::rr:laaiao 1393
N-H assimé%rica fora 1442
C-N 154
do plano (v2) >40
Agua + Amida 1 Es’flralmc.anto 1700 - 1550
Cc=0 simétrico
1338/1335
Esctgl’a?”;:o Estiramento 1288/1281
g 1204/1201
CH3 Abano 1315
CONH (Amida 3) -
CN Estiramento 1245/1234 (L)
NH Deformacao

Fonte: (BENETTI, 2010).

3.5.3 Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)

A Tomografia por Coeréncia Optica (OCT — Optical Coherence Tomography)
trata-se de uma técnica interferométrica de alta resolucdo, capaz de adquirir imagens
tomogréaficas em tempo real, sem contato com o material, in vivo e permite realizar uma
analise qualitativa e quantitativa do tecido que esta sendo observado. A vantagem do
OCT frente as mais diversas técnicas que sdo utilizadas para realizar o diagnéstico de
lesbes de cérie, € que esta técnica pode ser aplicada em uma regido de atuacdo
(resolucéo x profundidade) na qual as demais ndo podem, ndo utiliza radiacéo ionizante,
ndo necessita preparar a amostra para iniciar, possui baixo custo e uma facilidade de uso
(OTIS et al., 2000; MICHELSON, 1995; FREITAS et al., 2006; MANESH et al., 2009;
COLSTON; SATHYAM, 1998; STANDISH et al., 2010).

Foi desenvolvida no ano de 1991 por Huang et al., onde a proposta consistia em
realizar a aquisicdo de imagens tomograficas através do uso do fenémeno de
interferometria de baixa coeréncia (HUANG et al., 1991; TAKADA et al., 1987).

Na analise de tecidos duros dentais, geralmente, sdo utilizados equipamentos que
emitem no comprimento de onda entre 840 e 1310 nm, propiciando uma analise em
profundidade de penetracdo entre 0,6 e 2 mm e com uma resolugéo variavel entre 10 e

17um (HALLA; GIRKIN, 2004). Para que seja possivel retirar informagdes sobre o
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material que estd sendo observado, € necessario encontrar uma propriedade fisica que
seja capaz de alterar a amplitude, a polarizacio do sinal ou a fase da amostra. E sabido
que as fibras colagenas possuem comportamento birrefringente, na qual a radiacdo sofre
o fenbmeno de dupla refracdo. Esse comportamento leva a alteracbes no sinal
proveniente do material, o qual serd recombinado com o feixe de referéncia do
equipamento de OCT. Segundo a literatura materiais que apresentam essas polariza¢oes
das birrefringéncias podem ser analisados por meio da reflectometria de baixa
coeréncia, e seus valores comparados entre tecido sadio e o desmineralizado (FREITAS,
2007).

A obtencdo das imagens de OCT sdo realizadas através de um mapeamento da
amostra, utilizando uma fonte de luz. Um sistema Optico ird irradiar a amostra com uma
fonte de luz e recolhera a luz retro-refletida ao longo do eixo de dire¢do de propagacéo
do feixe incidente no material (FREITAS, 2006; FREITAS 2007). Na Figura 12
encontram-se 0s principais componentes de um equipamento de OCT.

Figura 12: Componentes basicos de um equipamento de Tomografia por Coeréncia Optica
(OCT).

[
e | Sistema de varredura
]

Divisor

/ de feixe

Fonte dptica / Amostra

Fotodetector

A—>

Filtro

Osciloscépio Computador

O principio de funcionamento do equipamento OCT é baseado no interferometro
de Michelson, onde uma fonte de luz emite um feixe inicial direcionado para um

espelho divisor de feixe. Neste espelho o feixe incidente serd dividido em duas
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componentes iguais, sendo que uma delas sera direcionada para a amostra posicionada
na direcdo de propagacdo do feixe inicial, e a outra componente seré direcionada para o
sistema de varredura (espelho mdvel), localizado a 90°. Estas duas componentes do
feixe inicial serdo refletidas pela amostra e pelo sistema de varredura, respectivamente,
e serdo posteriormente recombinadas no divisor de feixe. Diferentes tipos de interacdo
podem ocorrer entre as componentes, no caso de os percursos percorridos pelo feixe do
sistema de varredura (feixe referéncia) e do feixe retro-espalhado pela amostra forem
iguais, estes serdo recombinados e a interferéncia sera construtiva, no entanto, caso 0s
percursos sejam diferentes, a interacdo sera destrutiva. O feixe resultante desta
recombinacdo das componentes serd captado pelo fotodetector (FREITAS, 2007;
SUBHASH, 2011).

A imagem adquirida pelo equipamento é formada pela captacdo dos sinais
interferométricos pelo fotodetector. Vale a pena ressaltar que o tempo de voo dos fotons
que sdo retro-espalhado pela amostra deve ser o mesmo que os dos fétons do feixe de
referéncia. De maneira simplificada, o equipamento sera responsavel por calcular o
atraso do feixe retro-espalhado pela amostra em comparagdo com o feixe de referéncia
refletido pelo sistema de varredura (FREITAS, 2007).

A correlacdo existente entre as fases das ondas que comp8em um feixe de luz é
definida como coeréncia dptica, ja a correlacdo existente no sentido de propagacao das
ondas é definida como coeréncia temporal. Uma luz monocromatica é aquela na qual
uma fonte de luz perfeitamente coerente mantém a relacdo de fase existente entre suas
componentes de onda, em outras palavras, a luz monocromatica € aquela composta por
uma luz de apenas um comprimento de onda e que se propaga em uma Unica direcdo
(AMARAL, 2012; BREZINSKI, 2006).

Um feixe de luz com larga banda espectral é composto por ondas que
apresentam diferentes comprimentos de onda (L) e frequéncias de propagacao (f), de tal
forma que a medida que as ondas se propagam, a diferenca de fase entre elas aumenta.
Contudo, ao analisarmos a coeréncia de fase entre essas ondas para uma pequena
distancia de propagacéo, pode-se considerar que a luz é coerente e que as ondas ainda
estdo em fase. Entretanto, para distancias longas, as ondas ndo se encontram em fase e
resultam em uma interferéncia aleatoria entre elas, tornando-se complicado a obtencdo
de alguma informacdo delas. A literatura aponta que a distancia de propagacao limite
para que as ondas de um feixe de larga banda espectral ainda permanegam em fase, é

conhecida como comprimento de coeréncia (lc), podendo ser calculado pela Equacéo 5,
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onde A é o comprimento da onda central e AA é equivalente a largura da banda espectral
(AMARAL, 2012; BREZINSKI, 2006). De tal forma que quanto maior for o AA menor

serao lc.

)\2

lc x " (Equacdo 5)

Analisando a Equacdo 5 pode-se concluir que em um sistema OCT as melhores
alternativas para uso sdo as fontes de luz monocromaéticas e as com baixa banda
espectral, a exemplo do laser. A grande maioria dos lasers emitem em suma por apenas
um comprimento de onda, no entanto alguns modelos apresentam banda espectral de 10
nm, aproximadamente (CORAZZA, 2005).

A obtencéo dos sinais para toda uma profundidade de um determinado ponto da
amostra é possivel através translacdo mdltipla e sucessivas vezes do espelho de
referéncia, até que ocorra a captacdo da intensidade do sinal para cada ponto axial da
regido da amostra. Este perfil de detec¢cdo é conhecido como A-scan. Posteriormente o
feixe de luz é fixado em um novo ponto, transversalmente ao ponto inicial, e repete-se
todo procedimento para aquisicdo de um novo A-scan. Este procedimento € repetido
sucessivamente até que o equipamento faca a varredura de todo corte de interesse da
amostra (CORAZZA, 2005).

A imagem de um corte 2D da amostra é obtida através da soma de todos A-scan
obtidos para esta regido de interesse (CORAZZA, 2005), conforme pode ser observado
na Figura 13. Utilizando softwares especificos para reconstrugéo e analise de imagens, é
possivel fazer a associacdo de diferentes imagens B-scan até que se obtenha uma
imagem tridimensional da amostra (COLSTON et al., 1998).

Figura 13: Representacéo de um corte bidimensional (2D) B-scan, composto por diversos
cortes A-scan de profundidade.




—» B-scan A-scan

Sabe-se que cada material biologico apresenta um coeficiente de espalhamento
especifico, sendo varidvel conforme a composi¢do quimica e a estrutura atbmica dos
atomos que o compdem. Materiais com baixo coeficiente de espalhamento permitem
que a luz seja completamente transmitida e resultam em uma onda retro-refletido de
baixa amplitude, representado por um pixel preto na imagem. Em contrapartida,
materiais com alto valor de coeficiente de espalhamento refletem grande parte da luz
incidente e resultam em uma onda retro-refletido de grande amplitude, representado por
um pixel branco na imagem. Um determinado tom na escala de cinza é atribuido ao
sinal captado pelo fotodetector (BREZINSKI, 2006; ABTAHIAN; JANG, 2012).

3.5.3.1 Interacgéo do feixe do OCT com o tecido bioldgico

Quando em contato com o material bioldgico, a luz pode sofrer 5 fendmenos
diversos: reflexdo, refracdo, absorcdo, transmissdo e espalhamento (PRASAD, 2003),
conforme pode ser observado na Figura 14.

Figura 14: Fendmenos de interacao da luz com o material biolégico.
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Quando a luz passa de um meio para outro diverso, observa-se que parte da
radiacdo é refletida e outra parte € transmitida pelo meio. No fendémeno de refracdo, o
percurso que a luz ird percorrer no novo meio é dependente do indice de refracdo (n)
deste material, podendo ser calculado pelo quociente entre a velocidade de propagacgéo
da luz no vacuo (c) pela velocidade de propagacdo da luz no material (v), conforme a
Equacéo 6 (PRASAD, 2003; ZILIO, 2009).

n= % (Equacéo 6)

A diferenca na velocidade de propagacdo da luz ao mudar de meio pode ser
observada pela alteracdo no angulo de propagacao do feixe. O valor no novo angulo de
propagacdo pode ser calculado pela Lei de Snell (Equacéo 7), onde 6,e 6, referem-se
respectivamente aos angulos de propagacdo nos meios 1 e 2; v; e v, referem-se
respectivamente as velocidades de propagacdo nos meios 1 e 2; n, e n, referem-se
respectivamente aos indices de refracdo dos meios 1 e 2 (ABTAHIAN; JANG, 2012;
PRASAD, 2003).

senf; _n; vy

(Equacéo 7)

senf, nq 121

Na reflexdo, quando a luz incidente atingir a interface entre os meios com
indices de refracdo diferentes, ela retornard ao meio inicial. Pela Lei de Fresnel, quando
a luz incidente atingir a interface entre os meios com um angulo de 90°, maior sera a
absorcao da luz pelo material (PRASAD, 2003).
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Quando a luz incidente se depara com uma superficie lisa, na qual os tamanhos
das irregularidades superficiais sdo menores que o comprimento de onda da luz
incidente, observa-se o fendmeno de reflexdo especular, onde os raios refletidos
encontram-se paralelos entre si. Entretanto, quando a luz incidente se depara com uma
superficie rugosa com os tamanhos das irregularidades maiores que o comprimento de
onda da luz incidente, observa-se o fendmeno de reflexdo difusa. Neste tipo de reflexao,
os angulos de incidéncia da luz incidente néo sdo iguais, visto que o eixo normal varia
conforme a irregularidade local, fazendo com que os feixes refletidos ndo estejam
paralelos entre si. No tecido bioldgico é observado o fenémeno de reflexdo difusa, em
decorréncia das diferentes estruturas (moléculas, organelas, proteinas, etc) que
compdem o material (SILVA; NUNEZ; SUZUKI, 2017).

Por sua vez, no fenbmeno de absorcdo, caso a frequéncia da radiacdo da luz
incidente seja igual ou muito proxima da frequéncia de absorcdo das particulas que
compdem 0 meio, ocorrera ressonancia entre a luz e as moléculas, e uma consequente
absorcdo desta energia. Esta energia absorvida poderd ser convertida em energia
cinética, calor ou podera ser utilizada em alguma reacdo quimica. A capacidade de um
meio ser absorvedor para uma determinada radiacdo esta relacionada com fatores
microscopicos, como sua composicao quimica, além dos fatores macroscopicos, como a
espessura e concentracdo do material. Segundo a literatura, a agua e as proteinas
presentes no tecido biolégico ndo sdo bons absorvedores para radiacdo com
comprimento de onda entre 600 nm e 1.200 nm, sendo esta radiacdo pouco atenuada
nestes materiais. A Tomografia por Coeréncia Optica (OCT), geralmente, utiliza fontes
de luz com comprimento de onda aproximado ao do infravermelho, por se tratar de uma
regido que é pouco absorvida pela dgua, um dos principais componentes dos materiais
bioldgicos (SILVA; NUNEZ; SUZUKI, 2017).

O fendmeno de espalhamento ocorre quando a frequéncia da radiacdo incidente
ndo é igual ou préxima da frequéncia natural de vibracdo das particulas do meio. Neste
caso, 0s atomos constituintes irdo capturar a energia da radiacdo incidente e alterar seu
estado vibracional, sendo posteriormente reemitida em diferentes direcGes na forma de
fotons. O tecido bioldgico apresenta uma ampla quantidade de elementos espalhadores
em sua composicdo, desta forma, este fendmeno pode ser considerado como o

predominante na interagdo da luz com o meio biolégico (PRASAD, 2003).
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3.5.3.2 Diferentes metodologias utilizadas para analise dos dados (coeficiente de
disperséo e coeficiente de atenuacao dptica).

O Lawrence Livermore National Laboratory da Universidade da Califérnia
(U.S.A) foram os pioneiros em utilizar o OCT para aplicacdes dentarias. Devido as
desvantagens das técnicas tradicionais para deteccdo de lesdes de cérie, eles
desenvolveram um equipamento que utiliza da técnica de polimetria para deteccdo
destas lesdes com base na despolarizagdo da luz incidente, realizando uma comparagéo
dos estados de polarizacdo da luz antes e depois que ela interagir com o material
(MATTHEW et al., 2002)

O dispositivo desenvolvido neste laboratorio utiliza um sistema PS-OCT
(Polarization Sensitivy — Optical Coherence Tomography) a fim de identificar regides
de desmineralizacdo no dente, através da deteccdo de mudancas na forma com que a luz
é dispersa no tecido sadio e no tecido cariado. Este equipamento faz uma combinacgéo
da técnica de Tomografia por Coeréncia Optica com a técnica de Reflectrometria de
Dominio de Coeréncia Optica (Optical Coherence Domain Reflectrometry — OCDR).
Os sistemas OCDR/OCT séo capazes de fornecer imagens sobre o estado de polarizagao
de uma amostra em funcdo da profundidade. Sabe-se que o0 processo de
desmineralizacdo promove alteraces nas propriedades de espalhamento do tecido.
Estas alteracdes irdo ocasionar uma despolarizacdo da luz incidente que sera captada
pelo sistema elaborado. O sistema mede a despolarizacdo da luz retro-refletido e
compara com a polarizacdo conhecida luz incidente (referéncia) (MATTHEW et al.,
2002)

Na Figura 15 esta representado um modelo do sistema elaborado pela
Universidade da Califérnia. Nele, a amostra serd irradiada por uma fonte de luz de baixa
coeréncia. O polarizador e o colimador irdo permitir que a luz do feixe incidente fique
polarizada e A placa de onda ira proporcionar que o estado de polarizacdo da luz seja
ajustado, e entdo conhecido para posterior analise. A luz dispersa e refletida pela
amostra passara por uma placa de onda e por um polarizador, para que seu estado seja
detectado. Um filtro passa-banda € utilizado para selecionar a banda de comprimento de
onda, a fim de realizar uma discriminagédo 6tima entre o tecido sadio e o cariado. Esta

luz entdo sera captada pelo fotodetector. As imagens serdo processadas no computador e
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entdo uma imagem sera gerada com a quantidade de despolarizacdo em cada regido da
amostra (MATTHEW et al., 2002)

Figura 15: Esquema do Sistema desenvolvido pela Universidade da California (U.S.A).
Composto por: 1 — Polarizador; 2- Placa de onda; 3 — Lente de colimagéo; 4 — Filtro passa-
banda e 5 — Fotodetector.
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Em resumo, a amostra seré irradiada por uma luz polarizada com seu estado de
polarizacdo conhecido e, entdo a luz retro-refletido pela amostra serd detectada e
analisada por polarimetria dptica pelo sistema OCDR/OCT a fim de determinar seu grau
de polarizacdo. O coeficiente de dispersdo calculado sera utilizado para detectar
mudancas na microestrutura do tecido e que talvez possam ser indicativos da doenca. O
pressuposto utilizado na avaliacdo é de que a luz dispersa no esmalte ou na dentina
permanece polarizada e que a luz dispersa no tecido desmineralizado se torna
despolarizada. A luz utilizada no equipamento esta no visivel ou no infravermelho
proximo (A > 700 nm) (MATTHEW et al., 2002)

Neste experimento foi utilizado o modelo de anélise proposto por Maia et al.
2015, onde é calculado o coeficiente de atenuacdo dptica que quantifica o decaimento
exponencial da intensidade do sinal em funcdo da profundidade da amostra. O
pressuposto desta andlise leva em consideracdo as diferentes composi¢des quimicas e
estruturais da dentina sadia e da dentina cariada. Como na dentina cariada ha uma maior
quantidade de elementos espalhadores que na dentina sadia, a luz retro-espalhada pela
dentina cariada serd maior que aquela retro-espalhada pelo tecido sadio. Desta forma,
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espera-se que o modulo do coeficiente de atenuacdo Optica (sem considerar o sinal
negativo do decaimento exponencial) para a dentina sadia sera, relativamente, maior
que o da dentina cariada devido a maior quantidade de constituintes absorvedores nesta.

O método utilizado para efetuar o calculo deste coeficiente sera explicado mais adiante.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Delineamento Experimental

Para realizacdo dos experimentos in vitro cego, utilizou-se 40 blocos de dentina
radicular bovina, as quais foram previamente desmineralizadas para realizacdo da
simulacdo de uma lesdo incipiente de carie. Posteriormente, as amostras foram
distribuidas de forma aleatdria em 4 grupos experimentais (n = 10): G1 — grupo sem
tratamento (controle negativo); G2 — amostras tratadas com fllor fosfato acidulado
(FFA —1,23% F, pH 3,3 - 3,9, durante 4 min — grupo controle positivo); G3 — amostras
tratadas com extratos de Vitis vinifera durante 1 hora ; G4 — amostras tratadas com
extrato de Camellia sinensis durante 1 hora. Foram retirados os espectros dos extratos e
do flhor pela técnica de Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho por
Transformada de Fourier (ATR-FTIR) e preparou-se os chas para tratar as amostras.
Apbs os tratamentos, foram retirados os espectros das amostras por ATR-FTIR e as
primeiras imagens de fluorescéncia pelo Sistema de Imagens por Fluorescéncia (SIF)
para que os resultados pré-ciclagem de pH pudessem ser comparados com 0s pos-
ciclagem de pH. Na sequéncia, as amostras dos grupos G2, G3, e G4 foram submetidas
ao desafio cariogénico in vitro, para simular a ativacdo da remineralizacao das lesdes,
sendo o grupo G1 mantido para fins de comparacdo. O processo teve duracao total de 8
dias e foi feito através da ciclagem de pH. Apds efetuada a ciclagem de pH, foram
retirados novamente os espectros por ATR-FTIR, as amostras foram submetidas
novamente a analise de fluorescéncia por SIF e também foram adquiridas imagens por
Tomografia por Coeréncia Optica (OCT) para que fossem calculados os coeficientes de
atenuacdo Optica para cada grupo experimental. A analise estatistica foi realizada
individualmente para cada metodologia de analise aplicada (ATR-FTIR, SIF e OCT),
apos verificados os pressupostos de independéncia, homogeneidade e normalidade dos
dados amostrais, com nivel de significancia de 5%. Em todos processos executados 0s
blocos de dentina radicular bovina foram considerados como unidades experimentais, 0s
tratamentos propostos foram considerados como fatores de variacdo e como variaveis de
resposta tem-se a intensidade de fluorescéncia, a variacdo composicional e o coeficiente

de atenuacdo optica. Na Tabela 8 podem ser observados os fatores em estudo do projeto
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e no Fluxograma (Figura 16) estdo evidenciadas as diferentes fases de execucdo do

presente trabalho.

Figura 16: Fluxograma com as diferentes fases experimentais do trabalho.
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Andlise estatistica

Tabela 8: Delineamento experimental.

Fatores em estudo

Unidades experimentais Blocos de dentina radicular bovina
Aplicacao de Fluor
Fatores de variagdo Aplicagéo de extrato de Vitis vinifera

Aplicacéo de extrato de Camellia sinensis

Intensidade de Fluorescéncia

Variaveis de resposta Composicao Quimica

Coeficiente de Atenuacéo Optica

4.2 Preparo das amostras

Foram utilizados 40 dentes incisivos inferiores bovinos, os quais foram
adquiridos em frigorificos apos aprovagio da Comissdo de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal do ABC, sob protocolo CEUA-1362120915 (Anexo 1).

Inicialmente, os dentes foram lavados com agua corrente e detergente anionico.
Para que seus indutos organicos fossem removidos, realizou-se a raspagem ultrassénica
e profilaxia com pedra-pomes e agua, utilizando uma escova tipo Robinson® em baixa
rotacdo. Para perfeita preservacdo das amostras, estas foram mantidas em ambiente
umido (em algodéo estéril umedecido com agua deionizada com timol) sob refrigeracdo
a +4° C até a realizacdo dos experimentos (WHITE, 1987).

Para obtencéo dos blocos de dentina de 4 x 2 x 2 mm, foi utilizado um disco de
corte em caneta de alta rotacdo. Os blocos foram planificados com lixas de granulagéo
400, 600 e 1200 (Carbimed Paper Discs, 30-5108-320, Buehler, IL, USA) e polidos
com pasta de polimento de diamante com granulacdo de 1 um (METADI Diamond
suspension, Color Polishing Water-spray base 40-6530, Buehler, IL, USA) e disco de
papel feltro auto-adesivo (Polishing Cloth, METADI, Buehler 40-7618, IL, USA) com
lixadeira-politriz APL-4 (Arotec S.A. Ind. Com., SP, Brasil).

Ap6s o preparo dos blocos, limitou-se uma regi&o ativa da amostra de 8 mm?,
com auxilio de etiquetas (Pimaco, Brasil) produzidas com a metragem solicitada e

fixadas com cera 7 (Technew, Brasil), o restante foi recoberto com duas camadas de
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verniz acido resistente de cor vermelha (Risqué, Brasil), conforme pode ser observado
na Figura 17. Na Figura 18 pode ser visto uma foto de uma amostra com a delimitacéo
de sua regido ativa.

Figura 17: Representacdo da area reativa das amostras.

Area reativa da amostra

Area isolada com verniz

Figura 18: Imagem de uma amostra com a delimitagéo de sua regido ativa.

Com todos os blocos de dentina ja prontos, induziu-se uma lesdo de carie
superficial inicial. Para tal, cada amostra foi mantida individualmente em solucéo
desmineralizadora (2 mL de solugdo/mm? de substrato exposto) durante 32 horas e a 37
°C, segundo instrucBes de Queiroz (2004). A solucdo desmineralizadora foi preparada
com 1,4 mM de calcio, 0,91 mM de fosfato e 0,06 ug F/mL, em tampao acetato 0,05 M
com pH 5,0. Ap6s o processo, as amostras foram limpas com &gua destilada e

deionizada, secas com papel absorvente e mantidas em ambiente Umido sob
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refrigeracdo até o passo seguinte (QUEIROZ, 2014).

4.3 Tratamentos das amostras

As amostras foram distribuidas de forma aleatéria em 4 grupos experimentais, a
saber:

Grupo 1 (G1): amostras sem tratamento (grupo controle negativo);

Grupo 2 (G2): amostras com aplicacao topica de fldor fosfato acidulado - FFA

(grupo controle positivo);

Grupo 3 (G3): amostras com aplicagdo topica de extrato de Vitis vinifera

(semente de uva);

Grupo 4 (G4): amostras com aplicacdo tdpica de extrato de Camellia sinensis

(cha verde);

Para as amostras do grupo G1, ndo foi feito nenhum tratamento especifico para
que pudesse ser realizado o controle negativo do projeto.

Para as amostras do grupo G2, utilizou-se o gel de fluor fosfato acidulado (Fltor
Gel, Dentsply, Brasil, 1,23% de fldor, pH 3,6 — 3,9), o qual foi mantido sobre as
superficies das amostras por 4 minutos. Posteriormente, o gel foi removido com o
auxilio de um cotonete e os blocos foram lavados com &gua destilada e deionizada por
30 segundos e secos com papel absorvente (TEM CATE; DUIJSTERS, 1982).

Para as amostras dos Grupos 3 e 4, dissolveu-se separadamente os extratos da
Vitis vinifera e da Camellia sinensis (GNC Herbal Plus®) a uma concentracdo de 6,5%
(m/v) em agua Milli- Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Em seguida, as amostras de
G3 foram imersas na solucdo Vitis vinifera e as amostras de G4 foram imersas na
solucdo de Camellia sinensis, pelo tempo pré-determinado de 1 hora (J.DENT, 2010).
Apos os tratamentos, as amostras foram lavadas individualmente com &gua destilada e
deionizada por 1 minuto, e secas com filtro de papel absorvente

Nas Figuras 19, 20, 21 e 22 podem ser observadas as fotos das amostras apds a
realizacdo dos tratamentos, para os Grupos G1, G2, G3 e G4, respectivamente. Na
Figura 23 é possivel observar uma foto com os liquidos preparados com o extrato de

Vitis vinifera e com o extrato de Camellia sinensis, respectivamente
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Figura 19: Fotos das amostras do Grupo 1 (sem tratamento).

Figura 20:Fotos das amostras do Grupo 2 (tratamento com FFA).

Figura 21: Fotos das amostras do Grupo 3 (tratamento com extrato de Vitis vinifera).
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Figura 22: Fotos das amostras do Grupo 4 (tratamento com extrato de Camellia sinensis).

Figura 23: Foto dos liquidos preparados com os extratos de Vitis vinifera (4) e Camellia
sinensis (5), respectivamente.
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4.4 Simulacéo do processo de ativacdo da remineralizagdo in vitro

Para este processo, realizou-se o método de ciclagem de pH por 8 dias, a fim de
simular o processo de ativagdo da remineralizag&o in vitro, de acordo com Queiroz et al.
(2004).

A cada dia, os blocos foram imersos por 2 horas em 6,25 mL/mm? de solucdo
desmineralizadora e imersos por 22 horas em 3.12 mL/mm? de solucido
remineralizadora, sob temperatura de 37 °C. Dentre as trocas de solugdes, as amostras
eram individualmente lavadas com agua destilada e deionizada por 1 minuto e secas
com papel absorvente. Para evitar saturacdo das solucGes, as mesmas foram trocadas no
4° dia de ciclagem (PINHEIRO, 2004).

A saber, a solucdo desmineralizadora é composta por 1,4 mM de célcio, 0,91
mM de fosfato, 0,06 ug F/mL, pH 5,0, enquanto que a solugdo remineralizadora ¢
composta de 1,5 mM de célcio, 0,9 mM de fosfato, 150 mM de KCl, 0,05 pg F/mL, 0,1
M de tampao Tris, pH 7,0.

4.5 Avaliacéo pelo Sistema de Imagens por Fluorescéncia (SIF)

Para analise das alteragdes na fluorescéncia da dentina ap0s os tratamentos e ap0s
a ciclagem de pH, foi utilizado um Sistema de Imagens por Fluorescéncia (SIF) em
cooperacdo com o Prof. Emery C. C. C. Lins, da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE), cuja representacdo do modelo é mostrada na Figura 24.

Figura 24: Representacdo do Sistema de Imagens por Fluorescéncia.
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Fonte: (LINS, 2009).
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O sistema é composto por uma camera cientifica modelo MVBIlueFox 121C
(Matrix Vision GmHDb, Alemanha) em conjunto com uma lente objetiva com
amplificacdo de até 10x, modelo #54-363 (Edmund Optics, EUA) para ajuste do campo
de visdo com a melhor resolucdo possivel. A iluminacédo é feita por LEDs que emitem
em banda larga de 350 nm a 1900 nm. Posicionou-se uma roda eletromecanica de filtros
Opticos modelo CFW-1-8 (Finger Lakes Instrumentation, EUA) no caminho éptico da
camera antes da focalizacao da lente, para permitir a captura de imagens no espectro do
verde em 550nm + 10nm, a principal banda de emissdo da hidroxiapatita. Na Figura 25
pode ser observado o sistema utilizado nos experimentos.

Para padronizacdo da emissdo dos diodos, antes da aquisicdo das primeiras
imagens, foi realizado a afericdo da poténcia Optica que estava sendo emitida pelos
LEDs, através de um medidor de poténcia (FieldMaxlIl, Coherent, USA). O
procedimento foi repetido a cada 10 imagens adquiridas. Para a aquisi¢cdo das imagens,
as amostras foram posicionadas duas a duas (lado a lado) em uma marca feita na placa
de suporte das amostras, para garantir a posicdo padronizada das amostras e que a

energia recebida pelas amostras em cada aquisicao tivesse uma pequena variagao.

Figura 25: Fotografia do Sistema de Imagens por Fluorescéncia utilizado nos experimentos.

Uma ceramica de uso odontologico E-max foi empregada como referéncia para
possibilitar um estudo comparativo entre as intensidades de fluorescéncia observadas
em todas as imagens obtidas.

Para uma maior padronizacdo do procedimento, os principais cuidados que foram

tomados em relagdo as amostras sdo: em relagdo ao tamanho das regides de exposicao a
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ciclagem das amostras (4x2mm); garantir que as amostras ndo desidratem (durante
armazenamento as amostras devem ser colocadas junto a algoddo Umido e durante a
aquisicdo de imagens as amostras ndo devem ser deixadas sobre as bancadas, além de
tentar minimizar o tempo da captura das imagens, pois a exposicdo a luz do LED
aumenta a temperatura das amostras); garantir agilidade entre o tempo de preparo das
amostras, seu tratamento e ciclagem, de modo a evitar contaminagdes e proliferacdo de
fungos nas amostras.

Visto que a desidratacdo influencia na fluorescéncia das amostras, executou-se a
aquisicdo das imagens imediatamente apds a retirada das amostras do ambiente
umedecido. Cada amostra foi retirada e seca com papel absorvente para que fossem
posicionadas no interior do equipamento SIF. Logo apds a captura das imagens, as
amostras eram repostas no ambiente imido no qual estavam sendo mantidas.

A captura das imagens foi feita utilizando o software wxPropView (driver version
2.5.17.1054) utilizado no programa Labview®. O reconhecimento da camera pelo
software era confirmado pela tela aberta do item “mvBlueFox-211-C”. O
reconhecimento proporcionava que a configuracdo da cadmera fosse feita no programa
Matrix Vision Hardware Configuration Tool (Matrix Vision GmbH, USA), onde era
possivel ajustar o ganho da camera para 10 dB e tempo de exposic&o para 10° pus. Com
as amostras ja posicionadas, a caixa era fechada, as imagens eram adquiridas e salvas
em formato bitmap.

Para realizar uma comparacdo, as imagens foram obtidas imediatamente apds 0s
tratamentos de cada grupo e ao final da ciclagem de pH. Neste trabalho, uma nova
metodologia de analise dos dados foi proposta.

Na anélise das imagens coloridas obtidas no formato .bmp, estas foram carregadas
em um software GIMP (GNU Image Manipulation Program, release 2.8.22) e
convertidas em imagens em escala de cinza. Foram levadas como regides de interesse
(ROI — Region Of Interest), as regides ativas das amostras submetidas a ciclagem de pH
e aos tratamentos. Como referéncia, utilizou-se o ROl de uma ceramica de uso
odontoldgico E-max. O ROI foi padronizado com uma geometria quadrada de tamanho
fixo de 80 x 80 pixels, para que fossem obtidos os histogramas.

Para analise dos dados foi verificado o valor de brilho da imagem no pico do
gréfico, ou seja, o valor de brilho com maior numero de contagem de pixels na ROI, seu
valor foi registrado e foram calculadas suas médias e desvios padrdes relacionados. Os

valores obtidos nas amostras de dentina foram divididos pelo valor de brilho da
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ceramica, a fim de minimizar os efeitos advindos da variacdo da fonte de tenséo e para
normalizagéo dos dados.

A andlise de brilho parte da hipotese que ha uma relacdo entre o brilho na imagem
e a fluorescéncia da amostra, de modo que, quanto maior o brilho, maior é a
fluorescéncia daquela amostra e, quanto maior a desmineralizacdo, menor é o brilho das
imagens (BRITO, 2014).

No software da camera € possivel configurar os pardmetros de ganho em dB e o
tempo de exposicdo, os quais foram padronizados de modo que a ROI possua brilho.
Todas as capturas foram feitas com 0s mesmos parametros e com 0 mesmo zoom na
imagem. Além disso, todas as fontes de iluminagdo diferentes da iluminagdo do proprio
sistema, como a luz do laboratorio, foram desligadas para que ndo influenciassem a
medida.

Na Figura 26 ¢ mostrado um exemplo de imagem capturada com filtro de 550nm
+ 10nm, na qual 5 amostras de dentina séo dispostas em cima de uma cera tipo 7, de
modo a ficar na mesma altura que a ceramica de referéncia para que ambas tenham o

mesmo foco dado o zoom da camera:

Figura 26: Representacdo de uma imagem obtida pelo Sistema de Imagens por Fluorescéncia
(SIF), com indicagdo do que se refere a amostra, cera, ceramica e fita crepe.
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A partir dessa selecdo foi feito o histograma da ROI e localizado o ponto na
escala de tons de cinza onde h& a maior contagem de pixels. O proprio software ja traz
as informacdes dos eixos x (valor do tom de cinza em 8 bits, de 0 a 255) e eixo y

(contagem de pixels), como mostrado na Figura 28.

Figura 28: Histograma apresentado pelo software para uma determinada ROI selecionada.

w [ 4

Esse procedimento foi repetido para todas as amostras antes e depois da
ciclagem de pH.
A normalizacéo dos dados foi feita através da Equacéo 8.

Pico Intensidade amostra

Intensidade,ormatizada = (Equacéo 8)

Pico Intensidade ceramica

A andlise estatistica foi efetuada considerando-se os valores ja normalizados.
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Para tal, foram consideradas, como unidades experimentais, os blocos de dentina
radicular bovina, a varidvel resposta sdo os tons de cinza (entre 0 e 255) do pico do
histograma, no eixo X, e a sua contagem de pixels, no eixo y; e o fator de variagéo foi
considerado o tratamento. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Para as analises,
foi utilizado o software BioStat 5.0, empregando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido de Student-Newman-Keuls, quando necessario.

Esse procedimento foi repetido para todas as amostras antes e depois da

ciclagem de pH.

4.6 Avaliagéo por Espectroscopia de Absorcéo no Infravermelho por
Transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Para analise composicional das amostras, empregou-se a Espectroscopia de
Absor¢do no Infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR. Em todas as
amostras, a técnica utilizada foi a ATR-FTIR por permitir uma analise ndo destrutiva e
por permitir que a analise fosse realizada em varios momentos do estudo. Esta técnica
foi considerada como a mais indicada por proporcionar a avaliacdo de regides mais
superficiais, ja que possui uma profundidade de penetracdo de aproximadamente 0,66
pm, por utilizar um cristal de diamante ao inves do cristal de Seleneto de Zinco (ZnSe),
que proporciona uma profundidade de penetracdo da ordem de 2 um (dados calculados).
Este valor pode ser calculado pela Equacéo 4.

Os experimentos foram conduzidos no sistema de microespectroscopia instalado
no Laboratério de Biofoténica e Optica Biomédica da Universidade Federal do ABC —
Sdo Bernardo do Campo. O equipamento consiste em um Microespectrometro FTIR
610 acoplado ao Espectrébmetro FTIR 660 (Varian Inc., EUA). O equipamento é
utilizado em ambiente controlado com temperatura de 17°C e umidade de 40%, a fim de
evitar que estes fatores influenciem na obtencéo dos dados.

Para aquisicdo dos dados, realizaram-se medi¢Ges em um unico ponto central de
cada amostra, sendo que em cada leitura foram feitos 80 scans com resolucdo de 4 cm™,
com tomada de background a cada 5 amostras, na regido entre 700 a 4000 cm™ (Zezell
et al.). Utilizou-se um programa especifico do espectrometro (Varian Resolutions Pro.,
Varian Inc., EUA) para realizar o registro e conversdo dos espectros. Os dados foram
salvos e arquivados no formato .csv.

A visualizacdo dos espectros foi feita com auxilio do programa OriginPro
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(verséo 8.0 - Origin®, OriginLab Corp., USA), de tal forma que fosse possivel realizar
uma andlise qualitativa descritiva e semi-quantitativa dos grupos experimentais. Sabe-se
que os picos de bandas dos componentes da matriz organica e inorganica dos tecidos
duros dentais, estdo compreendidas entre 800 e 1720 cm™, salve pequenas variagdes
observadas dependendo da caracteristica de cada equipamento, da técnica utilizada e do
tecido dentério utilizado (Zezell et al.).

Inicialmente foi plotado um gréafico com os dados adquiridos para cada amostra.

Um exemplo pode ser observado na Figura 29.

Figura 29: Exemplo de um espectro plotado com os dados obtidos pelo equipamento ATR-FTIR
para uma determinada amostra.
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O espectro de uma amostra nao tratada (amostra controle) foi adquirido para que
fossem identificadas as principais bandas de absorcédo, a fim de definir a melhor forma
de analise. Apos identificadas, considerou-se como range e pico das bandas os seguintes

valores (Tabela 9).

Tabela 9: Valores dos ranges e dos picos das bandas considerados no experimento.

Range e pico das bandas

v, carbonato 826 a 888 cm™
Fosfato 888 a1185cm™
Amida 3 1185a 1300 cm™
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V5 e v, carbonato 1300 a 1516 cm™
Amida 2 + carbonato 1516 2 1590 cm !
Amida 1 159021720 cm™

Agua 2500 a 3664 cm

Para realizacdo de uma andlise semi-quantitativa entre 0s grupos experimentais,
foi necessario realizar a normalizacdo das bandas pela banda do fosfato. A
normalizacdo foi feita calculando as &reas sob as bandas de absorcdo de interesse e,
posteriormente, foram divididas pela area sob a banda do fosfato, uma vez que este
trata-se do componente mais estavel da dentina. Este procedimento é efetuado para que
sejam removidas as variagOes decorrentes do sinal infravermelho durante a execugéo
dos experimentos (CORREA-AFONSO. 2012).

A grande dificuldade em realizar o calculo das areas das bandas, esta no fato de
ocorrer uma sobreposicdo de bandas, tornando dificil verificar onde inicia e onde
termina a area de uma banda. Foi escolhido o método de integracdo para o efetuar o
calculo das areas. Para tal, foi tracado um baseline nas bandas de interesse, conforme a

Figura 30.

Figura 30: Exemplo de um baseline tracado em um espectro, considerando as 6 bandas de
interesse neste projeto..
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Ap0s tragados os baseline, é efetuada a subtragdo deste ajuste, fazendo com que
as bandas de interesse selecionadas figuem com sua base coincidente com o zero do
eixo das ordenadas (Figura 31), tornando possivel calcular a area sob a banda através de

uma integral da area sob a curva.
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Figura 31: Exemplo de um espectro obtido apds efetuada a subtracdo para que as bandas
coincidissem com o zero do eixo das ordenadas.
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Com as areas das bandas calculadas, efetuou-se a divisdo dos valores
encontrados pelo valor da area da banda do fosfato, a fim de normalizar os dados. Para

normalizacgdo dos dados, foi utilizada a Equacéo 9.

Area __ Areadabanda de interesse (E uacio 9)
normalizada = ireq da banda do fosfato quag

A andlise estatistica foi efetuada considerando-se os valores ja normalizados.
Para tal, foram consideradas, como unidades experimentais, os blocos de dentina
radicular bovina, a variavel resposta os valores das areas normalizadas para cada banda
de interesse dos espectros, a saber: v, carbonato, Amida 3, v3 e v4 carbonado, Amida 2 +
carbonato e Amida 1; e o fator de variacdo foi considerado o tratamento. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Para as analises, foi utilizado o software BioStat,
empregando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de Student-Newman-

Keuls, quando necessario.

4.7 Avaliacdo por Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)

Foi utilizado o equipamento de OCT Callisto (Thorlabs, New Jersey, USA),
pertencente a Central Multiusuario da Universidade Federal do ABC (CEM-UFABC).

Uma foto do equipamento pode ser observada na Figura 32.
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Figura 32: OCT Thorlabs Callisto pertecente a Central Multiusuario da Universidade Federal
do ABC - Sao Bernardo do Campo.

Para que as aquisi¢Oes das imagens fossem padronizadas, foram utilizados os
mesmos parametros de imagem em todas aquisicbes. Os parametros aplicados

encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10: Parametros scan utilizados no OCT para aquisi¢do das imagens.

Parametros de Scan

X Y
Tamanho 2000 512 pixel
Campo de visdo (FOV) | 4,69 1,71 mm
Tamanho do pixel 2,35 3,34 pm

Cada amostra foi posicionada no equipamento sob uma pequena quantidade de
massa de modelar, a fim de deixa-la planificada perante a cAmera e também para evitar
que a amostra alterasse de lugar. O esmalte aplicado para delimitar a area ativa de 8
mm? foi mantido, evitando assim que a amostra entrasse em contato direto com a massa
de modelar.

Em cada amostra foram efetuados 5 escaneamentos igualmente espagados a uma
distancia de 500 um, para que fosse possivel avaliar a efetividade do tratamento em toda

superficie ativa da amostra, conforme pode ser observado na Figura 33.

Figura 33: Imagem ilustrativa para demostrar as regifes, igualmente espacadas em 5 pum, onde
foram realizados os escaneamentos nas amostras.
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O software ImageJ (JAVA based image processing, National Institutes of
Health) foi utilizado para visualizacdo e analise das imagens. Para tal foram capturados
5 dados A-scan de cada imagem B-scan adquirida com o OCT. Durante a delimitacédo
da regido A-scan a ser analisada, tomou-se cuidado para que ndo fossem capturados 0s

pixels pretos do ar, conforme pode ser observado na Figura 34.

Figura 34:Imagem B-scan de uma determinada amostra, com a delimitagédo de uma regido A-
scan feita no software ImageJ. Lembrando que em cada imagem B-scan, foram feitos 5
escaneamentos A-scan.

B-scan

A-scan

Para cada A-scan o software fornecia um Gréfico (Tom de cinza x Distancia),
além de uma Tabela com os dados organizados, onde X representa o pixel e Y o tom de
cinza atribuido para este pixel, com 0 < Y < 255. Um exemplo do Gréfico e da Tabela

fornecidos encontram-se nas Figuras 35 e 36, respectivamente.

Figura 35: Exemplo do Gréfico (Tom de cinza X Distancia) fornecido pelo software ImageJ
para um determinado A-scan analisado para uma amostra.
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Figura 36: Exemplo de uma Tabela obtida para um Gréafico fornecido pelo software ImageJ
para um determinado A-scan analisado para uma amostra, onde X representa o pixel e Y o tom
de cinza atribuido para este pixel.
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E importante destacar que a resolucdo de todas as imagens foi mantida, de tal
forma que os valores de pixel pudessem ser convertidos para uma escala de
profundidade, sendo que a cada pixel a profundidade aumentava até o maximo de 3,34 x
10 mm. Para conversdo dos dados foi utilizado o software Microsoft Excel 2016.

Com os dados ja convertidos utilizou-se o software Origin Pro 8 para realizar o

calculo do coeficiente de atenuacdo Optica. Foi efetuado um ajuste exponencial dos
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dados utilizando a funcdo Exp2PMod1, representada na Equacéo 10.

bx

ae (Equacao 10)

<
I

Segundo Maia et al. 2015, o coeficiente de atenuacdo Optica pode ser calculado
pela Equagcdo 11, onde I(z)representa a intensidade do pixel em fungdo da
profundidade z e p representa o coeficiente de atenuacdo dptica (MAIA; FREITAS,
2015).

I(z) = I,e %H* (Equacdo 11)

Realizando uma breve comparacdo entre as Equacdes 10 e 11, verifica-se a
similaridade entre ambas, a ndo ser pela diferenga de o p estar sendo multiplicado por -2
na Equacdo 11. Esta multiplicacdo por -2 pode ser explicada pelo fato de nos
equipamentos de OCT o detector estar posicionado acima da amostra, paralelamente a
fonte laser. Por este motivo, para que o feixe efetue a varredura na amostra e retorne ao
detector, ele ird percorrer duas vezes a amostra (ida e volta). Levando isso em
consideracdo, para que fosse obtido o coeficiente de atenuacdo dptica foi necessario
dividir o b da Equacdo 10 por -2, conforme demonstrado na Equacdo 12. O sinal

negativo do p indica o decaimento exponencial do sinal.

nL= _% (Equacao 12)

Apos efetuado o ajuste exponencial no Origin 8 Pro, o valor de b era fornecido e
em seguida copiado para uma Tabela elaborada no software Microsoft Excel 2016, a
fim de calcular o coeficiente de atenuacdo dptica (u) e para que os dados fossem
mantidos organizados. Para cada B-scan foram obtidos 5 valores de p (1 para cada A-
scan adquirido da amostra). A média do coeficiente de atenuagcdo Optica para cada
amostra foi calculado realizando a média desses 5 valores de p e também seu respectivo
desvio padrao experimental.

A andlise estatistica foi efetuada no software Biostat 5.0. Os blocos de dentina
foram adotados como unidades experimentais; os tratamentos foram considerados como
fatores de variacdo; o coeficiente de atenuacdo optica das lesbes foram considerados
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como variavel de resposta, com nivel de significancia de 5%. Foi realizada a Anélise de

Variancia e também o teste Post Hoc de Tukey.
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5. Resultados

5.1 Fluorescéncia

Ao iluminar com radiacdo no comprimento de onda de 405 nm, verificou-se que
a dentina bovina fluoresce na regido do verde, compreendida entre 492 nm e 577 nm.

Os valores médios das intensidades de fluorescéncia ap6s a realizagdo dos
tratamentos obtidos para 0S grupos experimentais e seus respectivos desvio padréo,
foram: G1: 0,5963 + 0,0550; G2: 0,7036 + 0,0632; G3: 0,5262 + 0,0676 e G4: 0,6891 +

0,0454, conforme representado no gréafico abaixo (Figura 37).

Figura 37: Valores médios das intensidades de fluorescéncia obtidos para as amostras
imediatamente apds os tratamentos. As barras indicam o desvio padr&o. Para anélise
estatistica empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruska-Wallis, tendo em vista que a
distribuicéo foi ndo normal e foi verificado que n&o héa diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos.
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Por sua vez, os valores médios das intensidades de fluorescéncia apds a
realizacdo da ciclagem de pH obtidos para 0s grupos experimentais e seus respectivos
desvio padrdo, foram: G1: 0,04467 + 0,0318; G2: 1,1371 + 0,3957; G3: 0,1525 +
0,0963 e G4: 0,4766 + 0,0467, conforme representado no grafico abaixo (Figura 38).
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Figura 38: Valores médios das intensidades de fluorescéncia obtidos para as amostras
imediatamente apds os tratamentos. As barras indicam o desvio padr&o. Para anélise
estatistica empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruska-Wallis, tendo em vista que a
distribuicéo foi ndo normal e o teste Student-Newman-Keuls para contraste com nivel de
significancia de 5%. Letras diferentes indicam médias estatisticamente significativamente

diferentes.
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5.2 ATR-FTIR

5.2.1 Avaliacao da composi¢do quimica dos extratos naturais

Nas Figuras 39, 40 e 41 podem ser observados os espectros do Fluor Fostato
Acidulado (FFA), do extrato de Vitis vinifera e do extrato de Camellia sinensis,
respectivamente. Estes espectros foram adquiridos com o equipamento de ATR-FTIR
para regido de 4000 a 500 cm™. Verifica-se que nos espectros podem ser observadas as
distintas bandas de absorcéo correspondentes aos diferentes elementos que compdem o
material. Para identificacdo das bandas foi tomado como fonte o trabalho de Movasaghi
et al. (2008).
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Figura 39: Espectro de absor¢éo do FFA utilizado para tratar o Gru~~ ?, estudado na regido
compreendida entre 4000 - 500 cm™, obtido por ATR-FTIR. P Fic Gificagéo das bandas
considerar que: A - OH da agua; B - Lipideos; C - Polissacaiideos; D - Amida 2; E —
Fosfolipidios e Polissacarideos; F — Oligossacarideos e G — Vibragdes de tor¢ao fora do plano
molecular.
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Figura 40: Espectro de absorcéo do extrato de Vitis vinifera utilizado para tratar o Grupo 3,
estudado na regifo compreendida entre 4000 - 500 cm™, obtido por ATR-FTIR. Para
identificacdo das bandas considerar que: A - OH da &gua e grupos funcionais das
proantocianidinas; B - Lipideos; C - Polissacarideos; D — Picos caracteristicos dos grupos
funcionais das proantocianidinas; E — Fosfolipidios e Polissacarideos; F — Oligossacarideos e
G — Vibragdes de torcao fora do plano molecular.
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Figura 41: Espectro de absorcéo do extrato de Camellia sinensis utilizado para tratar o Grupo
3, estudado na regiso compreendida entre 4000 - 500 cm™, obtido por ATR-FTIR. Para
identificacdo das bandas considerar que: A - OH da &gua e grupos funcionais das
proantocianidinas; B - Lipideos; C - Polissacarideos; D — Picos caracteristicos dos grupos
funcionais das proantocianidinas; E — Fosfolipidios e Polissacarideos; F — Oligossacarideos e
G — Vibragdes de torcao fora do plano molecular.
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Definiu-se como:

Regido A: Apresenta intensa banda de absorcdo compreendida entre
3700 e 3200 cm™. Segundo Movasaghi et al. (2008) pode-se inferir que esta banda esta
relacionada com o grupo —OH associado a dgua e a alguns grupos funcionais presentes
nas estruturas das proantocianidinas presente nos extratos.

Regido B: Apresenta intensa banda de absorcdo compreendida entre
3000 e 2700 cm™. Segundo Movasaghi et al. (2008) pode-se inferir que esta banda esta
relacionada com as ligagdes C-H presente nos lipideos.

Regido C: Pode ser observado um pico, relativamente, expressivo nos
espectros dos extratos de Vitis vinifera e Camellia sinensis na regido de pico proxima a
1730 cm™. Segundo Movasaghi et al. (2008) pode-se inferir que este pico estd
relacionado com as ligagcBes C=0 presente nos polissacarideos.

Regido D: Apresenta intensa banda de absor¢do compreendida entre
1700 e 1400 cm™. Segundo Movasaghi et al. (2008) é possivel encontrar picos

caracteristicos das proantocianidinas em 1608 cm™, 1521 cm™ e 1444 cm™, podendo
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estar relacionado ao estiramento da ligagdo C=C presente nos anéis aromaticos de
alguns polimeros de proantocianidinas presente nos extratos.

Regido E: Apresenta intensa banda de absor¢do compreendida entre
1400 e 1200 cm™. Segundo Movasaghi et al. (2008) pode-se inferir que esta banda esta
relacionada com os fosfolipidios, polissacarideos e ao estiramento C-OH dos fenois.

Regido F: Apresenta intensa banda de absor¢do compreendida entre
1200 e 900 cm™. Segundo Movasaghi et al. (2008) pode-se inferir que esta banda esté
relacionada com oligossacarideos e algumas deformacdes CH de compostos aromaticos.

Regido G: Apresenta intensa banda de absorcdo compreendida entre 900
e 500 cm™. Segundo Movasaghi et al. (2008) pode-se inferir que esta banda esta
relacionada uma regido de vibracGes de torcdo fora do plano molecular das ligagdes C-

H de proteinas.

5.2.2 Avaliacao da composi¢do quimica das amostras

Nas Figuras 42, 43, 44 e 45 pode ser observado um espectro representativo
obtido para cada grupo ap0s os tratamentos, mas antes da ciclagem de pH, para os

Grupos G1, G2, G3 e G4 respectivamente.

Figura 42: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G1 (sem tratamento),
antes que fosse realizada a ciclagem de pH.
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Figura 43: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G2 (tratado com FFA),
antes que fosse realizada a ciclagem de pH.
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Figura 44: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G3 (tratado com Vitis
vinifera), antes que fosse realizada a ciclagem de pH.
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Figura 45: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G4 (tratado com

Camellia sinensis), antes que fosse realizada a ciclagem de pH.
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Por sua vez, nas Figuras 46, 47, 48 e 49 pode ser observado 1 espectro

representativo obtido ap6s os tratamentos e ap6s a ciclagem de pH, para os Grupos G1,

G2, G3 e G4 respectivamente.

Figura 46: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G1 (sem tratamento),
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Figura 47: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G2 (tratado com FFA),
apos realizada a ciclagem de pH.
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Figura 48: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G3 (tratado com Vitis
vinifera), apés realizada a ciclagem de pH.
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Figura 49: Espectro obtido na regido de 700 - 4000 cm-1 para o grupo G4 (tratado com
Camellia sinensis), apos realizada a ciclagem de pH.
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Os gréficos das Figuras 50, 51, 52, 53 e 54 mostram os resultados obtidos ap6s
realizada a andlise composicional semi-quantitativa das amostras pré-ciclagem de pH,
obtidos efetuando a razdo entre os valores das areas sob as referidas bandas de interesse

em relacdo a area calculada para banda do fosfato

Figura 50: Gréafico que faz a comparacao entre as areas sob a banda de absorcéo do v,
carbonato pré-ciclagem de pH, ap6s normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam
0 desvio padréo encontrado para cada grupo. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente significativamente diferentes (p < 0,05) apds realizac&o do teste de Kruskal-
Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Figura 51: Grafico que faz a comparacao entre as areas sob a banda de absorcéo da Amida 3
pré-ciclagem de pH, apés normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padrédo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1143) apds realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis
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Figura 52: Gréfico que faz a comparagao entre as areas sob a banda de absor¢éo do vz e v,
carbonato pré-ciclagem de pH, ap6s normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam
o0 desvio padrdo encontrado para cada grupo. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente significativamente diferentes (p < 0,05) apo6s realizagdo do teste de Kruskal-
Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Figura 53: Grafico que faz a comparacao entre as areas sob a banda de absorcéo da Amida 2
+ carbonato pré-ciclagem de pH, apds normalizacao pela banda do fosfato. As barras
informam o desvio padrdo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,1551) apos realizacao do Teste de Kruskal-
Wallis.
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Figura 54: Gréfico que faz a comparagao entre as areas sob a banda de absorc¢éo da Amida 1
pré-ciclagem de pH, apds normalizacéo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padr&o encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1648) apds realizacédo do Teste de Kruskal-Wallis
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Os graficos das Figuras 55, 56, 57, 58 e 59 mostram os resultados obtidos apds
realizada a analise composicional semi-quantitativa das amostras pos-ciclagem de pH,
obtidos efetuando a razdo entre os valores das areas sob as referidas bandas de interesse
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em relacdo a area calculada para banda do fosfato

Figura 55: Gréfico que faz a comparagao entre as &reas sob a banda de absorc¢éo do v,
carbonato pos-ciclagem de pH, apds normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam
o0 desvio padréo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (p = 0,8690) apds realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 56: Gréfico que faz a comparagéo entre as areas sob a banda de absorc¢éo da Amida 3
pos-ciclagem de pH, ap6s normalizagdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padréo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1139) apds realizacéo do Teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 57: Grafico que faz a comparacao entre as areas sob a banda de absorcéo do vz e v,
carbonato pos-ciclagem de pH, apds normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam
o0 desvio padréo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos (p = 0,3265) apds realizacédo do Teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 58: Gréfico que faz a comparagéo entre as &reas sob a banda de absorc¢éo da Amida 2
+ carbonato pos-ciclagem de pH, ap6s normalizacédo pela banda do fosfato. As barras
informam o desvio padrdo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,1284) apos realizacéo do Teste de Kruskal-
Wallis.
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Figura 59: Grafico que faz a comparacao entre as areas sob a banda de absor¢do da Amida 1
pos-ciclagem de pH, apds normalizacdo pela banda do fosfato. As barras informam o desvio
padrédo encontrado para cada grupo. Neste caso ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,1563) apds realizacdo do Teste de Kruskal-Wallis
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5.30CT

Nédo foi realizado analise do OCT pré-ciclagem de pH pois somente seria
avaliado o tratamento. No entanto, para andlise de Fluorescéncia e ATR-FTIR é
possivel verificar se houve adsorcdo dos componentes advindos dos tratamentos.

Ap0s a ciclagem de pH realizada nas amostras, foram adquiridas imagens dos 4
grupos experimentais. Nas Figuras 60, 61, 62 e 63 é possivel observar uma imagem

representativa para os grupos G1, G2, G3 e G4, respectivamente.

Figura 60: Imagem representativa adquirida por OCT para o0 G1 (sem tratamento), ap0s
ciclagem de pH.
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Figura 61: Imagem representativa adquirida por OCT para o G2 (tratado com FFA), apds
ciclagem de pH.

Figura 62: Imagem representativa adquirida por OCT para o G3 (tratato com extrato de Vitis
vinifera), apés ciclagem de pH.

Figura 63: Imagem representativa adquirida por OCT para o0 G1 (tratato com extrato de
Camellia sinensis), ap6s ciclagem de pH.
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O coeficiente de atenuacdo Optica foi calculado através da analise do sinal
captado pelo OCT, a partir do decaimento exponencial do sinal em fungdo da
profundidade. Os valores medios dos coeficientes de atenuacdo calculados para os
grupos experimentais e seus respectivos desvio padréo, foram: G1: -1,0378 + 0,0288;
G2: -1,3221 + 0,0381; G3: -1,0370 + 0,1352 e G4: -1,1103 + 0,1166, conforme
apresentado na Tabela 11. O sinal negativo encontrado indica o decaimento exponencial
das medidas do sinal.

Tabela 11: Valores médios encontrados para os coeficientes de atenuacao dptica para cada
grupo experimental, bem como seus respectivos valores de desvio padrao.

Grupo
experimentais | Coeficiente de atenuag¢do (mm™) | Desvio Padrio
G1
(Controle) -1,0378 0,0288
G2
(Flaor) -1,3221 0,0381
G3
(Vitis vinifera) -1,0371 0,0311
G4
(Camellia sinensis) -1,1103 0,1166

Para que fosse possivel realizar a andlise estatistica dos dados, removeu-se 0s
pontos fora da curva (outliers) que foram observados em cada grupo experimental, caso
eles existissem. Executou-se o teste de normalidade e homogeneidade das variancias, a
fim de executar as analises de ANOVA e TUKEY. Os resultados da analise estatistica

podem ser observados na Tabela 12.

Tabela 12: Tabela com os valores encontrados nas analises estatisticas realizadas por ANOVA

e TUKEY.
ANOVA
FONTES DE
VARIACAO GL SQ am
Tratamentos 3 0,472 0,157
Erro 29 0,649 0,022
F= 7,0347
(p) = 0,0014
Média (Coluna 1) = | -1,0378
Média (Coluna 2)= | -1,3221
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Média (Coluna 3)= | -1,0371
Média (Coluna4)= | -1,1103
TUKEY Diferenca Q (p)
Médias(1a 2)= 0,2843 5,5325 <0.01
Médias(1a 3)= 0,0007 0,0138 ns
Médias(1a 4) = 0,0725 1,3717 ns
Médias(2a 3) = 0,2851 5,5467 <0.01
Médias(2a 4) = 0,2118 4,121 <0.05
Médias (3 a 4) = 0,0733 1,3855 ns

Ap0s os calculos dos coeficientes de atenuacdo dptica e realizacdo da analise

estatistica, foi plotado o grafico da Figura 64.

Figura 64: Valores médicos calculados para os coeficientes de atenuacgéo Optica para o0s
diferentes grupos experimentais, apds a realizacéo da ciclagem de pH. As barras evidenciam o
desvio padrdo. Letras distintas evidenciam médias estatisticamente diferentes apés realizagdo

do teste de TUKEY.
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6. Discussao dos Resultados

Dentre os protocolos usados para mimetizar bioquimicamente o processo de
progressdo de caries incipientes, 0 método de ciclagem de pH ainda é o mais utilizado
para realizacdo de pesquisas, principalmente nos estudos que avaliam o efeito do
fluoreto (F) no processo de desmineralizacdo e remineralizacdo de esmalte e dentina.
Neste estudo foi utilizado o modelo de ciclagem de pH modificado por Queiroz (2004),
no qual é utilizado uma solucdo desmineralizadora (DES) e uma solucdo
remineralizadora (RES), ambas com uma composicdo especifica para propiciar a
ocorréncia dos processos bioquimicos.

Neste contexto, este estudo foi elaborado para avaliar o potencial dos
fitoterapicos e do fldor fosfato acidulado (FFA) no controle ao processo de progressao
de lesdes de céarie incipientes, para avaliar a efetividade dos tratamentos e para
monitorar as alteragdes quimico-estruturais promovidas pelos tratamentos. Desta forma,
foram propostas trés técnicas opticas que possibilitassem esse fim.

Devido a capacidade da técnica de fluorescéncia em fornecer informacdes sobre
os eventos fisico-quimicos no processo de desmineralizacdo da dentina (VON-DINH,
2003), foram adquiridas imagens de fluorescéncia das amostras antes e apds 0 processo
de ciclagem de pH para avaliar os tratamentos propostos no combate a progressao de
lesbes de cérie. Estudos apontam que imagens de fluorescéncia para tecidos dentarios
cariados com emissdo na regido espectral do verde, sdo capazes de propiciar a
visualizacdo e diferenciacdo entre areas saudaveis e lesionadas (ANGMAR-
MANSSON, 2001; LINS, 2009), uma vez que a intensidade de fluorescéncia esta
diretamente relacionada com a presenca de material inorganico (hidroxiapatita).

Como especificado na metodologia apresentada, para avaliacdo da fluorescéncia
e para elaboracdo dos graficos apresentados, foi efetuado uma normalizacdo da
intensidade de fluorescéncia obtidas para as amostras pela intensidade observada na
ceramica de referéncia, uma vez que este procedimento exclui qualquer variacdo do
sinal ocasionado por fatores externos.

Com os dados obtidos pela analise por fluorescéncia foi possivel observar que,
imediatamente apoOs tratamentos, os resultados para os diferentes grupos foram
considerados estatisticamente iguais, ou seja, a aplicacdo do fluor, do extrato de Vitis

vinifera e do extrato de Camellia sinensis ndo influenciaram na fluorescéncia das
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amostras quando comparado com o grupo controle (G1 - sem tratamento).
Considerando que o comprimento de onda utilizado para excitagdo induz a
fluorescéncia dos componentes minerais da dentina, composto em suma por
hidroxiapatita carbonatada, os resultados evidenciam que os tratamentos ndo
propiciaram a adsorcdo de componentes que sdo excitados neste comprimento de onda.

Analisando o resultado obtido por anélise de fluorescéncia ap6s a ciclagem de
pH, verifica-se que este processo leva a formacdo de espacos vazios na estrutura da
dentina, ocasionado pela perda mineral. Estes espacos vazios fazem com que a luz
apresente uma maior penetracdo nas amostras, sem que haja a interagdo com 0s centros
espalhadores. Desta forma, nos grupos G1, G3 e G4 foi observado um menor
espalhamento de luz na superficie e uma, consequente, maior penetracdo do feixe em
profundidade nas amostras.

Apbs realizada a ciclagem de pH verificou-se que o grupo tratado com FFA (G2)
e 0 grupo tratado com extrato de Camellia sinensis apresentaram fluorescéncia
estatisticamente superior aos demais grupos (G1 e G3), os quais ndo se diferenciaram
entre si. A maior intensidade de fluorescéncia observada no grupo tratado com FFA
pode ser explicada pela interacdo quimica entre o gel de FFA com a dentina, por meio
da formacdo de globulos de fluoreto de célcio e de fluorapatita. As presencas dos
glébulos de fluoreto de célcio sdo responsaveis pelo efeito cariostatico deste agente e,
por este motivo, pode resultar em alteraces na fluorescéncia da dentina. No caso do
grupo tratado com extrato de Camellia sinensis pode ser inferido que, devido a presenca
das proantocianidinas em sua composicao, sua aplicacdo levou a formacéo das ligacoes
cruzadas entre as fibras de colageno, deixando assim o material inorganico mais
firmemente preso e dificultando sua perda no processo de desmineralizacdo da ciclagem
de pH.

Também pode ser verificado que com exce¢do do grupo tratado com FFA (G2),
todos o0s demais grupos apresentaram queda significativa na intensidade de
fluorescéncia quando comparado com as intensidades antes da ciclagem de pH. Fazendo
uma comparacao entre os graficos apresentados nas Figuras 37 e 38 € possivel observar
que com o desenvolvimento da lesdo de cérie inicial, ocorreu reducédo significativa no
indice de fluorescéncia do grupo controle (G1- sem tratamento), caindo de uma média
de 0,5963 + 0,0550 u.a. para 0,0446 + 0,0318 u.a., indicando que o processo de
ciclagem de pH ocorreu de forma eficiente. Nestas mesmas Figuras podemos perceber

que houve uma discreta remineralizacdo no grupo tratado com fldor, passando de uma
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média de 0,7036 + 0,0632 u.a. para 1,1372 + 0,3957 u.a. Considerando que a queda na
intensidade de fluorescéncia indica perda de material inorganico da dentina
(hidroxiapatita), pode-se inferir que a aplicagédo do FFA levou a uma maior preservagao
da dentina no processo de progressdo de lesdo de carie incipiente, além da formacéao de
fluorapatita no processo de remineralizacdo. Apesar disto, vale a pena ressaltar que apos
a analise estatistica efetuada pelo teste de Kruska-Wallis, seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls, ndo foi observado diferenca estatisticamente significativa entre 0s
grupos G2 e G4, considerando um nivel de significancia de 5 %.

Comparando o grupo controle (G1 — sem tratamento) com o grupo tratado com
extrato de Vitis vinifera (G3), pode ser observado que em ambos os casos houve queda
na intensidade de fluorescéncia apos a ciclagem de pH. A intensidade de fluorescéncia
do grupo G3, caiu de 0,5262 + 0,0454 u.a para 0,1526 + 0,0467 u.a. Isto indica que 0
tratamento com semente de uva nao proporcionou efeito significativo no combate a
perda de material inorganico no processo de progressao da lesdo de carie, como foi
observado nos grupos G2 e G4. Apesar da presenca das proantocianidinas na Vitis
vinifera, verifica-se que para este extrato possua um efeito cariostatico, talvez seja
necessario aplica-lo vérias vezes para que se obtenha o efeito desejado.

Essa perda de fluorescéncia observada nos grupos (com excec¢do do grupo
tratado com FFA) é esperada, pois no processo de ciclagem de pH parte do mineral
presente na dentina sofre dissolucdo quando as amostras sdo inseridas na solucdo
desmineralizadora (DES). Vale lembrar que essa solucéo possui pH 5,0, ou seja, abaixo
do pH critico para a dentina de 6,5 (FEJERSKOV; KIDD, 2005), propiciando a
dissolugdo dos cristais de hidroxiapatita até que seja atingida a condicdo de saturacao.
Essa condicdo é obtida quando a amostra é imersa na solucdo remineralizadora (RES)
de pH igual a 7, onde € induzida a precipitacdo de cristais sobre a regido
desmineralizada. Como o tempo de submersao na solucdo DES é superior ao tempo que
a amostra fica submergida na solucdo RES, é esperado que a quantidade de
desmineralizacdo seja maior, levando a uma progressao de perda mineral.

Embora seja observado que os estudos dos fitoterapicos para prevencdo de
progressdo de carie incipiente venha aumentando nos Ultimos anos, percebe-se que 0
fldor se mantém como uma das metodologias mais consagradas para este fim, além de
possuir um baixo custo.

Um estudo relatou que a estrutura dos tubulos dentinarios seria o principal

agente espalhador na dentina, deixando as fibras coldgenas e o0s cristais de
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hidroxiapatita como papel secundéario (ZIPJ; TEM BOSCH, 1991). Esta informacdo é
relevante, pois uma teoria sugere que no esmalte cariado ocorre um maior espalhamento
de luz, uma vez que os indices de refracdo entre o tecido sadio e cariado séo diferentes.
Quando o tecido esta sadio, a quantidade de hidroxiapatita (n = 1,62) é superior a de
agua (n = 1,33), no entanto quando o tecido esta cariado a proporcao de agua aumenta
nos espacgos intercristalinos em substituicdo a hidroxiapatita perdida, levando a um
maior espalhamento de luz (EKSTRAND, 2004; CABRAL, 2006). Dessa forma, o
aumento na quantidade de agua na estrutura da dentina leva a um maior espalhamento
de luz e induz uma baixa intensidade de fluorescéncia, uma vez que a luz que chega aos
compostos fluorescentes mais internos é mais menor (CABRAL, 2006; MENDES,
2005; ANGMAR-MANSSON; TEM BOSCH, 2001; MENDONCA, 2001). Entretanto,
deve ser considerado que a estrutura e composicdo do esmalte e da dentina sdo
diferentes. O esmalte é quase homogéneo com alta concentracdo de hidroxiapatita
agrupadas em forma de prismas, ja a dentina apresenta em sua composicdo 48% em
volume de cristais de hidroxiapatita, localizadas entre fibras de colageno (30% em
volume). Esta diferenca pode levar a alteracdes fisico-quimicas e dpticas, alterando o
seu comportamento no fendmeno de fluorescéncia. Contudo, fica evidente a necessidade
de realizar estudos adicionais onde seja possivel comparar os dois tecidos sob uma
mesma condi¢do de excitagéo.

Sob essa perspectiva, vale considerar que quando o tecido estd desmineralizado,
seja ele esmalte ou dentina, 0 mesmo ira apresentar menor intensidade de fluorescéncia
se comparado ao tecido sadio, pois ele apresenta uma menor quantidade de material
inorganico e uma maior quantidade de agua, considerada como sendo uma substancia
espalhadora.

A anélise composicional da dentina apds um processo de desmineralizacdo
inicial e ap6s os tratamentos propostos para controlar a progressdo desta lesdo, foi
realizada através de uma monitoracdo semi-quantitativa de componentes presentes na
matriz dentindria, utilizando a técnica de Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho
por transformada de Fourier (ATR-FTIR) (BENETTI, 2010; ZEZELL; BACHMANN,
2005). Vale lembrar que a técnica de ATR-FTIR empregada neste projeto avalia regites
com profundidade de até 0,66 pum, desta forma os resultados evidenciados refletem a
apenas analise superficial.

Os espectros obtidos demonstram que ndo houve 0 aparecimento ou o

desaparecimento de novas bandas de absor¢do apds o processo de ciclagem de pH,

113



confirmando relatos da literatura (ANA, 2014).

Observando as intensidades das bandas de interesse para grupo controle (G1 —
sem tratamento), verifica-se que houve um relativo aumento da proporcao das bandas de
v, carbonato, Amida 3 e v3 e v, carbonato apds o processo de ciclagem de pH, podendo
evidenciar que houve um aumento na proporcdo de destes compostos em relacdo ao
fosfato. Isso indica que o processo de desmineralizacdo promove uma maior perda de
fosfato em relagdo aos componentes citados. Também pode ser observado neste grupo
(G1) que houve um pequeno aumento na quantidade amidas apds a ciclagem de pH,
porém ndo de forma tdo expressiva quanto os demais. O aumento na proporcao de
amida, reflete em uma maior exposicao de contetdo organico, evidenciando uma maior
exposicao de colageno apds a perda mineral. Essa analise é verificada na literatura, onde
relata a presenca de cristais de hidroxiapatita carbonatada localizadas entre as fibras de
colageno do tipo I (NANCI, 2013). Com a perda de hidroxiapatita no processo de
desmineralizagdo, ocorre uma maior exposicao das fibras de colageno, fazendo com que
ocorra um aumento na proporcao deste componente em relagdo ao fosfato.

Verifica-se no grupo tratado com FFA (G2), imediatamente apds o tratamento e
antes da ciclagem de pH, que a propor¢éo das bandas de amidas 1 e 2 apresentam-se
maior em comparagdo com o grupo controle (G1). Isso pode ser explicado pela
aplicacdo do gel de FFA contendo compostos detectaveis nos mesmos comprimentos de
onda das amidas presentes na matriz organica da dentina e que ficaram adsorvidos na
superficie, elevando assim a proporcao destas bandas em relacdo a do fosfato.

Outra banda que também apresentou aumento na sua propor¢do, imediatamente
apoOs os tratamentos, para os grupos G2 (FFA), G3 (extrato de Vitis vinifera) e G4
(extrato de Camellia sinensis) quando comparados com o grupo sem tratamento (G1),
foi a banda do v e v, carbonato (1300 a 1516 cm™). Isto pode inferir que a aplicacéo
dos extratos levou a adsor¢do das proantocianidinas presentes na Regido D dos
espectros dos fitoterapicos utilizados. Avaliando a aplicacdo do FFA, pode-se inferir
que houve a adsorcdo de fosfolipideos e polissacarideos presentes na Regido E, ou até
mesmo de Amida 2 (Regido D) do espectro obtido para o FFA.

Para as demais bandas (Amida 3, Amida 2 + carbonato e Amida 1) ndo foi
observado aumento na proporcao dos grupos experimentais quando comparados com 0
grupo controle imediatamente ap0s os tratamentos, levando-se em consideracéo o teste
ndo paramétrico de Kruska-Wallis, com nivel de significancia de 5%.

Avaliando os espectros obtidos para 0s grupos experimentais apds a ciclagem de
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pH, € verificado que nos grupos tratados com FFA, Vitis vinifera e Camellia sinensis
ndo houve queda significativa na propor¢do de carbonato ap6s o processo de cérie. Isto
indica que apesar de o carbonato ligado a hidroxiapatita apresentar uma ligacdo menos
estavel (CURY, 2001; TENUTA; CURY, 2010), ele ndo foi facilmente perdido no
processo de desmineralizacdo. Também pode ser verificado que nao foi observado um
aumento na propor¢do de amidas para estes grupos. O processo de progressao da carie
leva a uma maior exposi¢do de material organico devido a perda de material inorganico
(hidroxiapatita). Isso pode inferir que a aplicacdo do FFA levou a uma precipitacdo de
glébulos de fluoreto de calcio no processo de desmineralizacdo, que propiciaram a
formagéo de fluorapatita no processo de remineralizacdo, inibindo a perda significativa
de material inorgénico. Para os grupos tratados com os extratos, pode-se inferir que as
proantocianidinas presentes, levaram a formacdo de ligagbes cruzadas nas fibras de
colageno que dificultaram a perda de hidroxiapatita no processo de desmineralizacéo

A avaliacdo das imagens obtidas por OCT pelo coeficiente de atenuacdo Optica
do sinal, permite uma avaliagdo qualitativa da eficiéncia dos tratamentos no controle da
progressdo de lesbes de carie, visto que a presenca ou ndo de material inorganico,
influenciam na intensidade do sinal captado pelo detector (OTIS et al., 2000; FREITAS
et al., 2006).

Pela analise do coeficiente de atenuacdo Optica obtido pelo método de OCT,
observa-se que o grupo tratado dom FFA apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado com os demais grupos, levando-se em consideracdo os
testes de ANOVA e TUKEY, com nivel de significancia de 5 %. O grupo tratado com
FFA apresentou, em modulo (sem considerar o sinal negativo do decaimento
exponencial), maior coeficiente de atenuacdo optica, indicando a presenca de uma maior
quantidade de material inorganico, o que levou a um menor espalhamento da luz. Essa
maior quantidade de material organico é decorrente da formacdo de fluorapatita no
processo de remineralizagéo e tal resultado condiz com a literatura (Maia et al., 2015).
O grupo controle (G1 — sem tratamento) foi o que apresentou menor mdédulo do
coeficiente de atenuacdo Optica e tal fato pode ser explicado pela maior perda de
material inorganico no processo de desmineralizacdo, o que leva a formacéo de espacos
vazios na estrutura da dentina e que causam maior espalhamento da luz. Os grupos G3
(extrato de Vitis vinifera) e G4 (extrato de Camellia sinensis) ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa se comparado com o G1. Isto indica que apesar

da presenca das prontocianidinas nos fitoterapicos propiciarem a formacéo de ligagdes
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cruzadas entre as fibras de colageno, isto ndo foi suficiente para conter a perda mineral
no processo de desmineralizacdo. Neste projeto foi realizada a imersdo por apenas 1
hora nos extratos de Vitis vinifera (G3) e Camellia sinensis (G4), indicando que talvez
fosse necessario aplicar os fitoterapicos com uma maior periodicidade ao invés de uma
Unica vez para que alcance o efeito desejado.
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7. Conclusao

De acordo com os dados obtidos neste estudo, conclui-se que os extratos de Vitis
vinifera e Camellia sinensis possuem grupos caracteristicos das protantocianidias em
sua composicdo, os quais podem ser promotores de ligacGes cruzadas nas fibras de
colageno presente na dentina.

No entanto, pela analise por fluorescéncia apenas os grupos tratados com FFA e
com extrato de Camellia sinensis obtiveram o efeito esperado no controle a progressédo
de lesdo de caries incipientes.

Na andlise composicional ficou comprovado que houve adsor¢do dos
componentes do FFA, do extrato de Vitis vinifera e do extrato de Camellia sinensis na
superficie da dentina, levando a alteracfes nas proporcbes das bandas no combate a
progressao da lesao

A avaliacdo do coeficiente de atenuacdo dptica obtido pela técnica de OCT se
demonstrou como uma boa alternativa para avaliar a eficiéncia dos tratamentos.

Desta maneira pode ser concluido que se levando em consideracdo os dados
obtidos nas 3 metodologias de analise, fica claro que a aplicacdo de FFA é a melhor
alternativa para tratamento da progressdo de caries incipientes. No entanto, verifica-se
também que a aplicacdo dos fitoterapicos possuem um papel na formacao de ligacOes
cruzadas nas fibras de colageno, indicando que se usados em maior periodicidade
podem levar ao efeito esperado.

Vale ressaltar que estudos aprofundados sdo necessarios para averiguar a
aplicabilidade dos fitoterapicos no controle da evolucdo de céries incipientes e se,
quando aplicados junto com o FFA, atuam sinergia e proporcionam resultados mais
satisfatorios, se comparados com os resultados obtidos somente com a aplicacdo de
FFA.
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