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RESUMO

A carie de radiacdo € um efeito secundario da radioterapia na regido da
cabeca e pescoco. Caracteriza-se por ser indolor, rampante e acometer superficies
do dente que sdo mais resistentes a acdo de bactérias, como as margens cervicais.
Seu tratamento pode ser desafiador devido aos riscos de infeccbes oportunistas e
de desenvolvimento de osteorradionecrose aos quais 0S pacientes oncoldgicos
estdo sujeitos. Neste sentido, a associacédo de ceramicas bioativas, que promovem a
remineralizacdo de tecidos 6sseos, como o Biosilicato® (BS), com lasers em alta
intensidade, como o Nd:YAG (A= 1064 nm), surge como uma alternativa viavel para
a paralisacdo da progressao de lesdo de cérie de radiacdo em dentina radicular.
Para atingir este objetivo, este estudo foi dividido em trés fases experimentais. Na
Fase I, escolheu-se o veiculo mais apropriado para aplicacdo do BS na superficie da
dentina; na Fase Il, avaliaram-se os efeitos da radioterapia in vitro sobre as
propriedades de 90 amostras de dentina radicular; e na Fase lll, as amostras de
dentina tratadas por radioterapia na Fase Il foram desmineralizadas artificialmente,
distribuidas aleatoriamente em 6 grupos de tratamento (G1 — sem tratamento
(controle negativo); G2 - aplicacdo tépica de fluor (FFA, controle positivo); G3 —
irradiacdo laser (Nd:YAG); G4 — FFA+Nd:YAG; G5 — BS e G6 — BS+Nd:YAG) e
submetidas a desafio cariogénico com S. mutans. As caracterizacfes foram feitas
por meio de espectroscopia de absorcdo no infravermelho por transformada de
Fourier (ATR-FTIR), espectroscopia Raman (FT-Raman), tomografia por coeréncia
optica (OCT), microdureza superficial Knoop e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Na Fase [, concluiu-se que o melhor veiculo para aplicacdo de BS foi a agua
deionizada; na Fase Il, constatou-se que a radioterapia provocou mudancas
composicionais, Opticas, mecanicas e morfolégicas na dentina radicular compativeis
com a desmineralizacdo e na Fase lll, percebeu-se que todos os tratamentos
propostos tiveram ac&o remineralizadora e ofereceram a dentina radicular alguma
resisténcia a progresséo da lesédo de carie por S. mutans, embora ndo tenha sido
possivel identificar qual tratamento foi o mais eficaz. Destaca-se que o tratamento
com laser de Nd:YAG, em associagcdo ao BS, parece ser promissor, uma vez que
permitiu a formacdo de uma camada uniforme sobre a superficie da dentina e com

poucas particulas remanescentes nao dissolvidas de BS.

Palavras-chaves: Cérie de radiacdo, Dentina radicular, Biosilicato® e Laser.



ABSTRACT

Radiation-related caries is a side effect of radiotherapy in the head and neck
region. It is painless, rampant and affects surfaces of the tooth which are more
resistant to bacterial activity, such as the cervical areas. The treatment may be a
challenge because oncologic patients are prone to opportunistic infections and
osteoradionecrosis. In this context, the association of bioactive ceramics, which are
capable of remineralizing bone tissues, such as Biosilicate® (BS), with high-intensity
lasers, such as Nd:YAG (A= 1064 nm), arises as a viable alternative to promote the
paralysis of the progression of radiation-related caries lesion on root dentin. In order
to achieve this aim, this study was conducted in three experimental stages. At Stage
I, the most appropriate vehicle to apply BS over root dentin surface was chosen; at
Stage I, the effects of radiotherapy in vitro on the properties of 90 root dentin slabs
were evaluated; and at Stage lll, all the root dentin slabs treated with radiotherapy at
Stage Il were chemically demineralized, randomly distributed into 6 treatment groups
(G1 — no treatment (negative control); G2 — topical acidulated phosphate fluoride
application (APF gel, positive control); G3 — Nd:YAG laser irradiation; G4 — APF gel
+Nd:YAG; G5 — BS and G6 — BS+Nd:YAG) and underwent cariogenic challenge with
S. mutans. The root dentin slabs were characterized by means of Fourier transform
infrared absorption spectroscopy (ATR-FTIR), Raman spectroscopy (FT-Raman),
optical coherence tomography (OCT), Knoop surface microhardness and scanning
electron microscopy (SEM). At Stage |, the best vehicle to apply BS over root dentin
slabs was deionized water; at Stage IlI, it was noted that radiotherapy promoted
compositional, optical, mechanical and morphological changes on root dentin
compatible with demineralization and, at Stage Ill, it was verified that all the proposed
treatments remineralized and enhanced the resistance of root dentin slabs to S.
mutans, despite the fact that it was not possible to identify which treatment was the
most effective of all. It is worthy to mention that the treatment with Nd:YAG laser, in
association with BS, seems to be promising since it promoted the formation of a

uniform layer with few remaining undissolved BS particles on the root dentin surface

Keywords: Radiation-related caries, root dentin, Biosilicate® and laser.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), estimam-se, no biénio 2018-2019, 14.700 novos casos de cancer na
cavidade oral. Destes, 76% deverao atingir individuos do sexo masculino. Os fatores
de risco para o desenvolvimento dessas neoplasias sao tabagismo, elitismo,
infecgbes por HPV, dieta desequilibrada e ma higiene bucal. Os tratamentos
geralmente incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou uma combinacao

destes’.

A radioterapia, em especial, pode ser empregada como tratamento definitivo,
adjuvante ou como paliativo nos canceres de cabeca e pescoco®®. Apesar do
tratamento radioterapico ter como objetivo inviabilizar a replicacdo de células
neoplasicas, a radiacdo ionizante também causa danos a células saudaveis por ndo
ser seletiva®*. Surgem, assim, efeitos secundarios dose-dependentes, que podem

ser agudos ou tardios?.

Um dos efeitos secundarios tardios da radioterapia na regido da cabeca e

pescoco, em doses terapéuticas totais entre 50 e 70 Gy*, é a céarie de radiacdo. Esta

se difere da carie classica por ser indolor®>®

2,57

, rampante, progredir de maneira rapida
e agressiva e acometer regibes do dente que sdo mais resistentes a acdo de
bactérias, como as margens cervicais>**>’®. As primeiras lesdes podem surgir entre
3 e 6 meses ap0ls a conclusado da radioterapia e podem levar a destruicao total da
denticdo em um periodo entre 3 e 5 anos®. Nos casos mais severos, a perda da

denticdo pode ocorrer em até um ano*>°®.

Do ponto de vista etiolégico, a carie de radiacao é classificada, a priori, como

um efeito secundario indireto da radioterapia®®*°

porque é resultante das alteracfes
no fluxo e na composicado da saliva que, por sua vez, sdo consequéncias diretas da
radiacdo ionizante sobre as glandulas parétidas. No entanto, ha uma discussédo na
atualidade que tenta esclarecer se os tecidos duros dentais também seriam afetados
por essa mesma radiagcdo ionizante e, consequentemente, se os efeitos nestes
tecidos contribuiriam para a etiologia desta modalidade de carie. Até este momento,

n&o ha consenso a respeito disso®*°.

Ainda hoje, a abordagem preferencial de odontologistas em relacdo a carie

de radiac&o é a profilaxia com flior>**. No entanto, o subproduto da aplicac&o tépica
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de flaor, o fluoreto de célcio (CaF,), dissolve-se com facilidade quando submetido a
um fluxo continuo de saliva'® e, por isso, sdo necessarias muitas aplicacdes do
agente para se obter um efeito cariostatico eficiente, o que pode ser complicado
para um paciente oncoldgico. Desta maneira, 0 uso de estratégias que promovam

uma acgdo mais duradoura nos tecidos duros dentais é primordial.

No caso de pacientes oncolégicos, uma vez que as lesbes cariosas
desenvolvem-se, o seu tratamento torna-se desafiante devido aos riscos de
infecgcbes oportunistas e de osteorradionecrose aos quais os individuos tratados com
radioterapia na regido da cabeca e pescoco estdo sujeitos®. Desta forma, é
necessario que procedimentos minimamente invasivos sejam desenvolvidos com a

finalidade de preservar a denticdo deste tipo de paciente.

Neste sentido, lasers e ceramicas bioativas tornam-se uma possibilidade
viavel e atrativa para o manejo de lesBes de carie de radiacdo. Os primeiros,
especificamente, sado utilizados desde a preparacdo cavitaria até a
descontaminacéo, remocéo e prevencdo da carie’®. E reportado que a irradiacdo
laser provoca alteracdes cristalograficas e composicionais nos tecidos dentais que
tornam o tecido irradiado mais resistente & desmineralizacdo®*. Devido a este fato,
lasers em alta intensidade podem promover um efeito mais duradouro®°. Contudo,

os efeitos deste tipo de lasers sobre a carie de radiacdo nunca foram estudados.

As ceramicas bioativas, por sua vez, englobam vidros e vitroceramicas que
sdo capazes de se ligar quimicamente ao 0sso ao formar uma camada de
hidroxiapatita carbonatada (HAC) na interface do biomaterial/tecido e, desta forma,
promovem uma regeneracao tecidual'”*®19?%2! Em especial, o Biosilicato® (BS) tem
sido empregado com éxito na odontologia no tratamento de hipersensibilidade

22,23

dentinaria e na remineralizacdo de lesdes provocadas por carie ou por

erosio+?>2¢,

Neste estudo, propde-se o uso do Biosilicato® em associacdo a um laser em
alta intensidade de Nd:YAG (A = 1064 nm) a fim de avaliar seus efeitos em relacdo a
paralisacdo da progressédo de céarie de radiacdo em dentina radicular, que € mais

comumente afetada por esta patologia.
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2. OBJETIVO

2.1.

Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes tratamentos in vitro na paralisacdo da

progressédo da cérie de radiagcdo em dentina radicular bovina por meio da associacao
(ou ndo) de flor fosfato acidulado (FFA), Biosilicato® (BS) e laser de Nd:YAG (A =
1064 nm).

2.1.1.

Objetivos especificos

Avaliar o melhor veiculo para aplicar o Biosilicato® sobre a dentina
desmineralizada, testando-se um gel dental, 6leo de silicone ou &gua
deionizada;

Estudar as alteracdes Opticas, composicionais, morfologicas e de microdureza
decorrentes da radioterapia in vitro na dentina radicular;

Avaliar as mudancgas composicionais e 6pticas promovidas por um protocolo
de desmineralizac&o in vitro com a finalidade de criar lesdes incipientes de
carie na dentina submetida a radioterapia;

Avaliar os efeitos composicionais, Opticos e morfolégicos promovidos na
dentina submetida a radioterapia com lesdo incipiente de carie apds o0s
tratamentos com laser de Nd:YAG (AL = 1064 nm) com pulsos curtos,
Biosilicato®, fltior fosfato acidulado (FFA) ou a associacdo destes;

Estudar os efeitos composicionais, morfolégicos e épticos dos tratamentos

supracitados na progresséao de lesao de carie por S. mutans.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Estrutura e composicao do dente

O dente humano (Figura 1) é formado, basicamente, por cinco diferentes
tecidos: esmalte, dentina, polpa, ligamento periodontal e cemento®’. Do ponto de
vista anatdmico, no entanto, o dente pode ser dividido em duas grandes regides:
coroa (parte mais externa e visivel) e raiz (parte mais interna e majoritariamente

oculta)?®. A juncdo entre a coroa e a raiz é designada margem cervical®’.

Figura 1: Representacdo de um dente humano e seus principais componentes.

Esmalte

Cogon Dentina

Camara pulpar
Margem cervical
Ligamento periodontal

Rais Cemento
Canal radicular
Nervos e vasos
sanguineos
Osso

Fonte: Adaptado de Pitts et al”®.

O esmalte recobre a dentina e € o tecido mais mineralizado no corpo
humano, uma vez que sua matriz inorganica, composta por hidroxiapatita
carbonatada, corresponde a 97% em peso®®. Esta alta mineralizacdo permite ao
esmalte resistir as tensdes provocadas pela mastigacdo, bem como aos ataques de

acidos provenientes de alimentos ou bactérias?’.

De coloracdo amarela, a dentina contém a camara pulpar e suporta o
esmalte?’. E constituida por uma matriz inorganica (aproximadamente 69% em peso)
de hidroxiapatita carbonatada, bem como por uma matriz organica
(aproximadamente 20% em peso) cujo principal componente € o colageno tipo I. Os

outros 11% s&o formados, majoritariamente, por agua, além de proteinas e
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prolongamentos celulares®. E importante ressaltar que a matriz organica confere

elasticidade & dentina e compensa a fragilidade do esmalte?’.

s

Morfologicamente, a dentina € constituida por inUmeros tubulos
micrométricos (Figura 2), dispostos paralelamente entre si, cujas paredes internas
sdo hipermineralizadas e pobres em colageno. Cada tabulo é circundado por dentina
peritubular cujo conteido mineral pode atingir até 90%. Na regido entre os tubulos
esta a dentina intertubular, cuja composicdo mineral é de aproximadamente 70%. A
densidade de tubulos tende a aumentar na proximidade a polpa (entre 4,5 e 6,5 x

10° tbulos/cm?)3*3L,

Figura 2: Eletromicrografia de uma amostra de dentina radicular higida com a identificagdo de
tabulo, dentina intratubular e dentina peritubular. Magnificagéo original: 5000x.

Tubulo

Dentina
intertubular

Dentina
peritubular

Fonte: Do préprio autor.

A polpa, por sua vez, é um tecido conjuntivo mole vascularizado que esta
contido na camara pulpar e se comunica com o restante do dente por meio do canal
radicular®®. E responséavel por formar, nutrir, proteger e reparar a dentina que a
circunda. Estas funcdes da polpa somente sdo possiveis devido a existéncia de

odontoblastos?’.

Por fim, o ligamento periodontal e o cemento, juntamente com 0 0SSO
alveolar, constituem um aparato de suporte (periodonto), protegido pela gengiva,
que possibilita a fixacdo dos dentes & mandibula e & maxila®. O ligamento
periodontal é formado por um tecido conjuntivo fibroso de colageno que fixa o dente
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ao 0sso alveolar, ao passo que o cemento € um tecido avascular mineralizado, com

matriz organica de colageno, que recobre a dentina radicular?’.

3.2. Chérie dental

A carie é uma doenca infecciosa, transmissivel, cronica, multifatorial e de
lenta progressao que pode acometer dentes deciduos e permanentes. Inicia-se por
bactérias que, a partir do metabolismo de carboidratos fermentaveis, produzem
acidos que dissolvem a matriz inorganica dos tecidos duros dentais
(desmineralizacdo). Por ser uma doenca multifatorial, o desenvolvimento e a
progressao da leséo cariosa dependem de uma série de fatores, dentre os quais se
destacam o tipo de substrato, o tipo de dieta e o tempo de permanéncia no pH
critico. O surgimento da lesdo, portanto, esta relacionado ao equilibrio entre

desmineralizacdo e remineralizagéo?343334,

As bactérias sdo cruciais para o desencadeamento da lesdo de carie.
Intrinsecas ao ambiente oral, centenas de espécies coexistem e formam um biofilme
(ou placa bacteriana) sobre a superficie dos dentes. Assim, o biofilme consiste em
uma matriz organica de polissacarideos e proteinas e que propicia ndo apenas a
deposicao de subprodutos do metabolismo dos micro-organismos ali existentes, mas

também os protege de agentes antimicrobianos e facilita a difusdo de nutrientes®®3*,

Algumas das espécies de bactérias existentes na microbiota oral, tais como
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp, sé&o
acidogénicas, isto €, sdo capazes de produzir 4cidos fracos como subprodutos do
metabolismo de carboidratos fermentaveis, em especial da sacarose. Essas mesmas
espécies de bactérias também séo aciduricas, ou seja, conseguem viver em meios
éCid0829’32’33’34.

Os acidos fracos mais comuns produzidos por bactérias acidogénicas no
biofilme dental sdo o latico, o acético, o propidnico e o férmico®®. Estes acidos
difundem-se pelos dentes e causam uma queda no pH local que, quando inferior a
um valor critico (pH < 5,5 para esmalte e pH < 6,5 para dentina)®*, possibilita a
dissolucéo de calcio, fosfato e carbonato presentes no esmalte, cemento e dentina

em um processo conhecido como desmineralizagio®**,
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Tanto a desmineralizagdo quanto a remineralizacdo s&o regidas pela
capacidade de substituicdo idnica dos cristais de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH),),
principal constituinte da matriz inorganica dos tecidos duros?’. Uma camada de
agua, que circunda cada cristal, favorece a troca de célcio (Ca®") por sédio (Na*),
potassio (K*) ou magnésio (Mg®*), ao passo que o fosfato (PO4*) e a hidroxila (OH")
podem ser trocados por carbonato (COs?), fluoreto (F), cloreto (CI') ou 4gua (H,0)%.

Nos tecidos duros dentais, o substituinte mais comum do fosfato na
hidroxiapatita é o carbonato que, consequentemente, origina a hidroxiapatita
carbonatada. No esmalte, estima-se que um em cada dez ions fosfatos é substituido
por carbonato; na dentina esta mesma proporcéo é de um para cinco®. E importante
salientar que o carbonato aumenta a solubilidade da hidroxiapatita em meios acidos

e, por isto, torna os tecidos dentais duros mais propensos a carie3*%3.

A progressao, paralisacdo ou reversdo da carie dependem de um equilibrio
entre desmineralizacdo e remineralizacdo?*%?23. Se a primeira predominar sobre a
segunda, h4d a possibilidade do desenvolvimento de uma lesdo esbranquicada
(Figura 3A) com superficie integra, devida a deficiéncia de hidroxiapatita, que pode
evoluir para a cavitagdo (Figura 3B), que é a destruicdo da matriz inorganica®.
Geralmente, a progressdo da carie até atingir a cavitagdo é um processo lento que
pode levar de meses até anos para ser concluido, em dependéncia dos diversos

fatores mencionados anteriormente?®3233,

Figura 3: (A) llustragdo do processo inicial de desmineralizagdo que resulta em lesdes
esbranquicadas e (B) ilustracdo de uma leséo cariosa cavitada.

Fonte: (A) Deng et al*® e (B) Yip et al*®.
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O desenvolvimento da lesdo cariosa nao cavitada, no entanto, pode ser
paralisado ou revertido mediante a remineralizagdo. Neste processo, ions de célcio e
fosfato, presentes na saliva, sado difundidos para os dentes e se adsorvem sobre 0

3233 Quando isto ocorre na presenca

gue remanesceu nos cristais desmineralizados
de ions fluoreto, as regides remineralizadas sao mais resistentes ao ataque de
acidos do que a estrutura original devido a formacdo de hidroxiapatita fluoretada

e/ou fluorapatita®’=>.

E perceptivel que a saliva desempenha um papel essencial na
remineralizacdo. A saliva, além de ser a principal fonte de célcio e fosfato, age como
uma solucdo tampéo e tem como fung¢do neutralizar o pH oral que varia entre 6,5 a
7,5 ap6s as refeicdes e higienizacéo™®. Alteracdes na composicdo ou no fluxo salivar
podem levar ao desenvolvimento de cérie rampante, isto é, que progride de modo

agressivo e répid029,32,33,35_

Ressalta-se que outros fatores, assim como a saliva, contribuem
positivamente para o processo de remineralizagcdo tais como: a exposicao do
individuo ao flior; o controle do biofilme por meio de escovacdo e fio dental e
mudancas na dieta de modo a reduzir o consumo de carboidratos fermentaveis,
sobretudo o de sacarose, uma vez que esta se constitui no principal substrato para
as bactérias do biofilme?®3?343% Em contrapartida, ma higiene oral; dieta rica em
carboidratos refinados; uso frequente de medicamentos com acucar em sua
composicao; métodos inapropriados de alimentacao infantil; pobreza; marginalizacéo
social; menor nimero de anos em educacédo formal; uso de aparelhos ortodénticos e
proteses mal projetadas sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento

de carie®.

Faz-se necessario elucidar brevemente o0s aspectos socioecondmicos
relacionados a carie. Individuos de classes sociais mais baixas s&o suscetiveis a
falta de acesso a agua fluoretada e a itens de higiene pessoal (como escovas de
dente e dentifricios fluoretados)®’, além de possuirem uma dieta mais rica em
carboidratos e refrigerantes. De modo particular, no Brasil, a desigualdade salarial
entre homens e mulheres € um fator de desenvolvimento de carie nestas ultimas,
uma vez que tal diferenca impacta o0 seu poder de compra de servicos e

mercadorias®®. Consequentemente, os fatores socioecondmicos contribuem para
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que a cérie ndo tratada seja a doenca de maior ocorréncia no mundo, afetando

34,1% da populacdo mundial (Figura 4)%.

Figura 4: Estimativa da prevaléncia de cérie nédo tratada, em dentes permanentes, em 2017
mundialmente.

Prevalence (%)

1 <20(n=2)
[ 20-30 (n=47)
[ 31-40(n=94)
B 41-50 (n=46)
I =50 (n=5)

Fonte: Peres et al*°.

A Figura 5 resume esquematicamente o0 processo de formacédo e
desenvolvimento da lesdo cariosa sob a O6ptica dos mecanismos de
desmineralizacdo e remineralizacdo dos tecidos duros. No mesmo esquema, ha
também uma relacdo dos principais fatores que favorecem a ocorréncia de cada um

destes mecanismos.
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Figura 5: llustragcédo esquematica do processo de formagao e desenvolvimento da cérie.

Biofilme bacteriano
+
Carboidratos
fermentaveis

v

Producao de acidos

v

Desmineralizacao
Dente ¥ Dente

saudavel , - com carie
Remineralizacao

A

A

ca?t

Saliva
Fltor
Controle de placa
Mudanca na dieta

Fonte: Adaptado de Selwitz et al*.

Conforme mencionado anteriormente, a cérie pode acometer o esmalte, a
dentina e o cemento e, portanto, pode ocorrer tanto na coroa como na raiz. Apesar
de poder se manifestar em qualquer porcdo de cada um desses tecidos, observa-se
uma prevaléncia de lesbBes cariosas, em dentes permanentes, em superficies
interproximais (areas entre dentes adjacentes) ou planas em comparacdo as

oclusais (com fissuras)**33,

O diagnostico da carie é feito por um profissional, principalmente
odontologista, por meio de inspecdo tactil-visual das superficies dentarias com
auxilio de uma sonda odontoldgica. Em alguns casos, radiografias panoramicas ou
interproximais podem ser muito Uteis no diagndéstico de lesGes cariosas em

superficies proximais®®®2,
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Na atualidade, a prevencao, especialmente com uso de fltor, é a abordagem
preferencial adotada por odontologistas em relacdo & carie****. Contudo, quando ja
ha lesbes cavitadas, recomenda-se a realizacdo de restauracdo nos casos de nao
haver possibilidade de realizacdo de terapia minimamente intervencionista. Embora
no passado tenha havido uma crenca generalizada de que esta seria a cura da
cérie, trata-se apenas da remocdo de bactérias de uma cavidade especifica®>. O
tratamento da doenca requer cuidados e estratégias preventivas para que novas

leses n&do surjam em outros locais, assim como nas margens das restauracdes®.

3.3. Avradioterapia naregido da cabeca e pescoc¢o e a cérie de radiacao

O céancer de cabeca e pescoco designa os tumores malignos que acometem
a cavidade oral, a faringe, a laringe, os seios paranasais, a cavidade nasal e as
glandulas salivares*****?, De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS),
em 2018 surgiram aproximadamente 900.000 novos casos desta modalidade de
cancer no mundo inteiro. A taxa de mortalidade, por sua vez, foi de

aproximadamente entre 450.000 6bitos naquele ano™®.

A escolha dos tratamentos mais adequados para essas neoplasias depende
da localizagdo e do estadiamento clinico do tumor; das caracteristicas
histopatoldgicas; da existéncia de comorbidades; e também da idade e condi¢éo de

2,40,41,44,45

saude do paciente Em geral, os tratamentos baseiam-se em

procedimentos cirdrgicos, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia. Estes podem

ser empregados isoladamente ou de maneira combinada entre si*>*14>4¢,

A radioterapia, em especial, pode ser utilizada como tratamento definitivo,
adjuvante ou como paliativo nos canceres de cabeca e pescoco®*. Seu mecanismo
de acdo baseia-se no fato de que a radiacdo ionizante, proveniente de raios-X,
gama, néutrons ou prétons, € capaz de produzir radicais livres, a partir da interagédo
com agua, que podem causar danos diretos ou indiretos ao DNA de células, em
especial, nas neoplasicas. Consequentemente, estas sdo impedidas de se

proliferar®*,

Embora as células cancerosas sejam mais radiossensiveis, devido a sua

constante atividade mitética, ndo sdo as Unicas a serem afetadas pela radiacdo
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ionizante®®. A radioterapia também causa danos as células saudaveis por ndo se
tratar de um procedimento seletivo®*. Surgem, assim, efeitos secundarios (colaterais

ou adversos) dose-dependentes no organismo?.

Os efeitos secundarios da radioterapia podem ser classificados em agudos e
tardios e estdo relacionados a capacidade de sobrevivéncia de células tronco, bem
como de renovacao das células maduras, de um determinado tecido. Tecidos com
alta capacidade de renovacao celular, como os epiteliais, experimentam efeitos
agudos que se manifestam em poucos dias apds o inicio da radioterapia. Em
contrapartida, tecidos com uma taxa de renovacdo mais baixa, como 0s 0sseos,
apresentam maior suscetibilidade a efeitos tardios que podem surgir meses ou anos

apés o fim do tratamento radioterapico?.

Geralmente, as neoplasias de cabeca e pescoco séo tratadas com doses
cumulativas totais que variam entre 50 e 70 Gy*. Estas doses s&o administradas de
forma fracionada com uma dose diaria de 2 Gy em um periodo de 5 a 7 semanas*®.
No entanto, efeitos secundéarios agudos, como a mucosite (inflamacdo da mucosa
oral), comecam a surgir com doses baixas, isto &, entre 10 e 15 Gy****. Em
contrapartida, ndo ha consenso sobre o valor da dose minima necessaria para o

surgimento de efeitos secundarios tardios.

Considerando o tratamento do cancer na regido da cabeca e pescoco, 0S
efeitos secundarios agudos mais comuns sdo: mucosite, hipossalivacdo, xerostomia,
espessamento de secrecfes, dor e alteracfes sensoriais (hipogeusia, disgeusia e
ageusia). Os efeitos secundarios tardios de maior incidéncia, por sua vez, sdo carie

de radiac&o, fibrose, dor neuropatica, osteorradionecrose e doenca periodontal®*’.

A carie de radiacdo, em especial, € um dos efeitos colaterais tardios
indiretos mais prejudiciais aos pacientes submetidos a radioterapia na regido da
cabeca e pescoco, pois pode levar a amputacdo de coroas ou, ainda, a perda total
da denticdo em até um ano apoés o inicio do tratamento oncoldgico nos casos mais
severos (Figura 6)>>°. Além disso, predispde o paciente ao desenvolvimento de
osteorradionecrose (exposicdo e necrose dos 0ssos que compdem a mandibula e

maxila)®. Caracteriza-se por ser indolor®>®

2,57

, rampante e progredir de maneira rapida

e agressiva
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Figura 6: llustracdo de um paciente com coroas amputadas por lesdo de cérie 4 meses apos a
radioterapia.

Fonte: Kielbassa et al°.

Esta modalidade de carie costuma acometer regides do dente que sdo mais
resistentes a carie classica, tais como superficies vestibulares, linguais e cervicais;
cuspides; bordas incisais e dentes anteriores mandibulares®*>"#. Clinicamente, as
leses provocadas pela céarie de radiacdo podem apresentar diferentes aspectos’.
As lesbes mais frequentes (Figura 7A) caracterizam-se por atingir as margens
cervicais e estenderem-se até a juncdo cemento-esmalte dos dentes. A leséo
cariosa assume um formato anelar e propicia a amputacdo da coroa. Outras lesbes
(Figura 7B) manifestam-se como regides desmineralizadas em superficies incisais e
oclusais desgastadas. E, por fim, h& ainda lesdes (Figura 7C) que fazem com que a
coroa adquira uma coloragdo de tons marrons ou pretos. Salienta-se que um

paciente pode apresentar mais de um tipo de lesdo cariosa (Figura 7D)’.
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Figura 7: (A) llustragdo de uma leséo cariosa com padrdo anelar na margem cervical; (B) leséo
cariosa com regides de desmineralizacdo em superficies oclusais; (C) leséo cariosa com
coroas de coloracdo amarronzada e superficies oclusais desgastadas e (D) paciente com dois
tipos de lesdes cariosas.

Fonte: (A) Campos Velo et al’; (B e C) Aguiar et al’ e (D) Ray-Chaudhuri et al*.

As primeiras lesGes de cérie surgem usualmente entre 3 e 6 meses apos o
término do tratamento radioterapico e podem progredir para a destruicdo total da
denticdo em um periodo entre 3 e 5 anos>. Contudo, ha autores que defendem que o
risco de desenvolvimento de cérie de radiacéio é vitalicio®. Em relac&o a incidéncia,
as estatisticas variam muito de acordo com as populacées analisadas, mas estudos
apontam que, em média, entre 11% a 24% dos pacientes submetidos a radioterapia

de cabeca e pescoco desenvolverdo céarie em algum momento#+,

Conforme mencionado anteriormente, a carie de radiacdo € um efeito
secundario tardio indireto da radioterapia®®®. E, portanto, resultante da combinacao
de efeitos colaterais diretos do tratamento radioterapico que se traduzem em
alteracdes no fluxo e na composicao salivares, na percepcdo de sabores que, por
sua vez, influencia a dieta do paciente, bem como mudancas na microbiota oral>®"?2.

As glandulas paroétidas, responsaveis pela producdo de saliva, sédo
rapidamente afetadas pela radiacdo ionizante’. E reportado que uma dose
acumulada de 20 Gy é suficiente para que 80% da funcéo salivar sejam perdidos’“°.
N&o ha consenso, porém, sobre o valor minimo de dose a partir do qual as perdas

nas funcdes salivares sejam irreversiveis. Alguns estudos indicam que seja 30 Gy*;
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outros, 54 Gy*®; outros, ainda, 58 Gy’. O que se sabe, de fato, é que as células
serosas acinares sofrem uma reacdo inflamatoria degenerativa a partir de doses

entre 60 e 70 Gy e provocam disfungées salivares permanentes®*>*2,

A hipossalivagéo, isto €, a reducdo no fluxo salivar, € uma das primeiras
consequéncias manifestadas da interacdo da radiagdo com as glandulas parétidas.
Nos pacientes irradiados na cabeca e pescoco, a taxa de fluxo salivar diminui
gradualmente até atingir valores inferiores a 0,3 mL/min* (em individuos normais

4,35

esta taxa € de 1,0 mL/min em salivagdo estimulada)™, o que corresponde, em

volume, a uma reducdo de 90% da quantidade de saliva produzida inicialmente®>.

Ainda, a hipossalivacdo pode ser acompanhada de modificacBes
composicionais na saliva, que, por sua vez, pode exibir perda de transparéncia ou,
ainda, adquirir uma coloracéo amarelada®. E comum também que a saliva apresente
maior viscosidade; reducdo da capacidade de tamponamento; alteracdes nas
concentracbes de eletrdlitos (célcio, fosfato, potassio e sodio) e diminuicdo na

atividade das amilases e de anticorpos™"*.

Pacientes irradiados na cabeca e pescoco exibem, em média, um pH oral de
aproximadamente 5,0, que é cariogénico e favorece a desmineralizacao do esmalte
e da dentina. Devido a diminuicdo da capacidade de tamponamento da saliva, bem
como as alteragBes na concentracao de eletrdlitos, o processo de remineralizacéo é
dificultado, o que propicia um ambiente adequado para o desenvolvimento de lesdes

cariosas®® 842,

Normalmente, pacientes com hipossalivacdo costumam queixar-se também
de xerostomia (sensacdo de boca seca). Tanto a hipossalivacdo quanto a
xerostomia podem dificultar a fonagdo, a mastigacdo, a degluticdo, o uso de
préteses, bem como a percepcdo de sensacgdes gustativas **>*’. Ressalta-se, no
entanto, que as alteracdes na percepcdo de sabores ndo se devem somente a

hY

hipossalivacdo e a xerostomia, mas também aos efeitos da irradiacdo sobre as

papilas gustativas®’*’.

Entre as mudancas na percepcédo de sensacOes gustativas, destaca-se a
disgeusia, que € definida como uma distorcdo na percepgdo dos sabores®. A
principio, ha uma diminuicdo na percepc¢édo do sabor doce que leva a um aumento

na percepgdo dos sabores amargo e acidos. Conforme o tratamento radioterapico
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progride, ha uma reducdo na percepcao geral dos sabores (hipogeusia) que pode
levar a ageusia (auséncia total da percep¢éo de sabores). H4, ainda, a possibilidade
da reducao na percepc¢ao do sabor umami, que pode acarretar no desinteresse pela

alimentacao por parte do paciente®.

Tanto a disgeusia quanto a disfagia (dor durante a degluticdo), bem como o
préprio tratamento oncolégico, contribuem para que haja mudancas na dieta do
paciente, que podem acarretar a preferéncia por alimentos moles, viscosos e mais
ricos em carboidratos a fim de obter algum prazer gustativo. E possivel também que
estes alimentos sejam ingeridos em pequenas por¢des ao longo do dia. Tais acgoes,

portanto, favorecem a formac&o de biofilmes e, consequentemente, a carie®>"*.

Além de tudo que foi exposto, a hipossalivacdo também provoca alterac6es
imunoproteicas na saliva que, por sua vez, podem propiciar as condi¢des adequadas
para a proliferacdo de micro-organismos cariogénicos e acidogénicos, tais como
Streptococcus mutans, Lactobacillus spp e Candida albicans. Essas mudancas
podem ocorrer desde o inicio da radioterapia até aproximadamente 3 meses apés o
término do tratamento e permanecem praticamente constantes durante a vida do

paciente. E, obviamente, contribuem para o surgimento de lesées de carie®’ 83,

Embora a carie de radiacdo tenha a mesma etiologia que a carie em
populacdes ndo irradiadas portadoras de hipossalivacdo®, estudos in vitro, nas
Gltimas décadas, tém demonstrado que a radiacdo ionizante provoca alteracbes
composicionais, estruturais e mecanicas nos dentes. Todavia, até o presente
momento inexistem teorias ou explicagcbes que relacionem estas alteracdes a

patogénese da cérie de radiacao®.

A abordagem adotada por oncologistas e odontologistas em relacao a cérie
de radiacéo é a prevencdo. Recomenda-se que o paciente, entre 10 e 15 dias antes
de iniciar a radioterapia, consulte um odontologista para uma avaliagdo na qual sera
verificada a condicdo clinica da denticAo e da cavidade oral como um todo.
Quaisquer tratamentos necessarios (extracdes, restauracdes, etc) devem ser

realizados antes do tratamento radioterapico>**.

A extracdo de dentes € recomendada quando: (i) ndo for possivel fazer
restauracoes; (ii) o dente estiver exposto diretamente a radiacdo ionizante e (iii) o

paciente for portador de doenca periodontal e houver bolsas com mais de 5 mm.
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Nestes casos, a extracdo de dentes é essencial para a prevencdo de
osteorradionecrose. Uma vez que a perda de dentes pode afetar negativamente a
qualidade de vida do paciente oncoldgico, deve-se preservar a denticdo sempre que

possivel**°,

Além da extracdo de dentes nas condicdes mencionadas, o paciente deve
ser orientado quanto a importancia da profilaxia com flaor (geralmente aplicado de
maneira topica com auxilio de moldeira), de uma dieta balanceada com restricdes a
alimentos cariogénicos, ndo fumar, ndo ingerir bebidas alcodlicas e também de boas
praticas de higiene oral. Contudo, € importante ressaltar que ainda que o paciente
siga estritamente as orientacfes do odontologista ou outros profissionais da saude,

o risco de desenvolvimento de carie permanece como uma ameaga*>°.

Se houver a ocorréncia de hipossalivacao e xerostomia durante o tratamento
radioterapico, devem-se tratar estas condicbes a fim de prevenir o surgimento de
carie. Nestes casos, podem ser utilizados estimulantes salivares como sialogogos
(pilocarpina, cevimelina, betanecol e urecolina) ou saliva artificial. Ainda, é possivel o
uso de enxaguantes bucais baseados em bicarbonato de sédio ou de
antimicrobianos para o controle de populacées de micro-organismos cariogénicos

(clorexidina, por exemplo)*> 78113542

Indubitavelmente, a melhor maneira de evitar o aparecimento de
hipossalivacdo e xerostomia é a exclusdo da regido das glandulas parétidas do
campo de irradiacdo. No entanto, se isso ndo for possivel, o uso de espacadores
radiograficos pode minimizar os danos causados a essas glandulas. Além disso,
técnicas de radioterapia de intensidade modulada e estereotdxica sdo mais
eficientes em prevenir efeitos colaterais do que as técnicas baseadas em 3D e, por

isso, devem ser preferiveis quando se tratar da regido da cabeca e pescoco® .

ApOs o tratamento radioterapico, sugere-se que 0 paciente visite um
odontologista a cada 6 meses para acompanhamento da satde bucal®. Caso surjam

lesGes cariosas, procedimentos como restauracoes, obturacdes ou extracdes devem

511

ser realizados com cautela Em muitos casos, & necessario profilaxia com

antibiéticos sistémicos ou até mesmo tratamento com camara hiperbarica®>*'. Estas
medidas s80 necessarias quando o0 paciente oncoldégico encontrar-se

imunossuprimido e houver riscos de desenvolvimento de infecgdes e sepse®*®,
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As restauracdes das lesGes provocadas pela cérie de radiacdo, em especial,
podem ser extremamente desafiadoras devido a dificuldade no preparo cavitério,
sobretudo das lesdes localizadas proximas as margens cervicais. Além disso, a
selecdo do material adequado também € um desafio, uma vez que este deve
demonstrar boa adeséo, resistir a desidratagéo e a erosdo acida e, também, prevenir

caries secundarias num ambiente oral adverso’.

Assim, € necessario que se desenvolva procedimentos para lidar com as
lesGes cariosas em pacientes irradiados na cabeca e pescoco. Tais procedimentos
devem priorizar a preservacdo da denticdo, haja vista que a perda de dentes pode
afetar negativamente a qualidade de vida do paciente oncolégico, e devem também
ser minimamente invasivos para evitar o risco de infeccbes oportunistas e de

desenvolvimento de osteorradionecrose®*8,

3.4. Olaser de Nd:YAG — usos na Odontologia e no manejo da cérie

7

O termo laser € um acronimo, em inglés, para light amplification by the

stimulation emission of radiation*®*%>*

gue, em portugués, corresponde a
amplificacéo da luz por emisséo estimulada da radiacdo®2. Os lasers caracterizam-se
por apresentar monocromaticidade, coeréncia temporal e espacial, além de
unidirecionalidade®®. S&o amplamente utilizados na Medicina, Odontologia,

Metrologia, espectroscopia e em industrias em geral®®.

Em Odontologia, os lasers sdo empregados como adjuvantes em
procedimentos nos tecidos duros ou moles*. Tais procedimentos incluem, dentre
outros: ablacdo de tecidos duros; corte hemostatico de tecidos moles,
descontaminacéo, anti-inflamacao e analgesia’®**°. Na Odontologia restauradora, 0os
lasers sdo utilizados desde a preparacdo cavitaria até a descontaminagéo, remoc¢ao

e prevencao da carie’®.

A utilizacdo dos lasers em Odontologia também é benéfica no que diz
respeito a diminuicdo de ansiedade e medo por parte do paciente. Ao substituir o
uso de pontas e do famigerado “motorzinho”, a radiacdo laser proporciona ao
paciente uma experiéncia muitas vezes indolor, sem administragdo de anestésicos

em alguns procedimentos, com reducédo de ruidos e vibracdes. Além disso, pode
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haver maior preservagdo de tecidos dentais saudaveis durante a realizacdo de

procedimentos odontolégicos®®>*>*.

Para selecionar o equipamento mais adequado para um determinado
procedimento clinico, devem ser levados em consideracao tanto parametros do laser
quanto do tecido a ser irradiado. Em relacdo ao laser, deve-se conhecer:
comprimento de onda; modo de emisséo; duracdo de pulso; energia de pulso; taxa
de repeticdo; tamanho de spot e o sistema de entrega do feixe. Em relag&o ao tecido
a ser irradiado, por sua vez, deve-se considerar o indice de refracdo; o coeficiente

de espalhamento; o coeficiente de absorcéo e a anisotropia®>**°*,

Um dos primeiros lasers disponiveis para uso em Odontologia foi o de
Nd:YAG (granada de itrio e aluminio dopada com neodimio). Desenvolvido na
década de 1960, possui comprimento de onda de 1064 nm e, consequentemente,
emite na regido do infravermelho préximo. Em geral, opera no modo pulsado com
pulsos que duram microssegundos (us). E classificado como um laser em alta
intensidade (ou de alta poténcia), o que significa que sua interacdo com tecidos
traduz-se em efeitos fototérmicos que podem ser empregados para beneficio
13,49,55

clinico

7

Para que haja uso clinico apropriado, é essencial que a radiacdo emitida
pelo laser seja fortemente absorvida pelo tecido irradiado, além de ser convertida em
calor sem causar danos tanto aos tecidos irradiados quanto aos adjacentes®>**.
Assim, é importante salientar que o esmalte e a dentina, que possuem coeficientes
de absorcdo menores que 4x102 cm™ e tém como principais croméforos agua e
hidroxiapatita, absorvem fracamente na regido do visivel (400-700 nm) e no
infravermelho proximo (700-2.000 nm), mas absorvem fortemente no infravermelho

médio (2.000-3.000 nm) e distante (>9.000 nm) (Figura 8)349:545657
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Figura 8: llustracdo esquematica dos coeficientes de absorcdo dos principais croméforos dos
tecidos biolégicos (hemoglobina (Hb), melanina, hidroxiapatita e &gua) em funcao do
comprimento de onda.
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Fonte: Adaptado de S. Parker™.

Apesar de ser fracamente absorvido pelos tecidos duros dentais, o laser de
Nd:YAG demonstra uma capacidade de penetracdo Optica (entre 2 e 5 mm) que
possibilita a transmisséo da radiacéo até a polpa dentaria, 0 que pode comprometer
a vitalidade dos dentes. Esse efeito sobre a polpa € especialmente acentuado na
presenca de altas densidades de energia, longa exposi¢cao dos tecidos ao laser e na

auséncia de um fotoabsorvedort®14%4,

Os fotoabsorvedores, em especial, desempenham um papel importante na
preservacao dos tecidos dentais por ocasido de irradiacdo com laser de Nd:YAG.
Trata-se de corantes que sdo previamente aplicados na superficie dos tecidos a
serem irradiados com a finalidade de absorver os fétons provenientes da irradiacéo,
de modo a restringir a sua absorcéo e, com isso, a propagacao de calor. Nanquim,
carvdo e grafite sdo exemplos de substancias que foram empregadas como
fotoabsorvedores. A principal desvantagem do uso destes corantes é a dificuldade

na remoc&o, o que pode provocar danos estéticos®*°.
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Além de aumentarem a absorcdo do laser pelos tecidos dentais, 0s
fotoabsorvedores permitem que as energias de pulso sejam depositadas em um
pequeno volume de tecido. Isso evita uma penetracdo excessiva do feixe laser em
estruturas mais profundas do dente. Como consequéncia, ha menor risco de dano

pulpar, bem como de vaporizacdo subsuperficial e de formac&o de trincas®">°.

Outro fator que contribui para a preservacdo dos tecidos dentais € a selecéo
da densidade de energia adequada. Como o laser de Nd:YAG produz efeitos
fototérmicos, é importante assegurar que a temperatura do tecido irradiado néo
ultrapasse um aumento na polpa de 5,6 °C, pois ha riscos de desencadear um
processo inflamatério irreversivel neste tecido. A literatura também reporta que a

necrose completa da polpa ocorre quando se atinge um aumento de 16 °C*°.

A preparacdo cavitaria, descontaminag¢do, remocao e prevencdo da carie
com lasers em alta intensidade sé@o possiveis devido ao aquecimento do esmalte e
da dentina. Este aquecimento pode induzir mudangcas composicionais e
cristalograficas nos tecidos irradiados que resultam na formagéo de microestruturas
mais resistentes a dissolucdo por acidos e, consequentemente, a formacdo de

lesdes de carie>.

Os mecanismos de acdo que possibilitam o manejo de carie com lasers sao
essencialmente a ablacdo térmica e os efeitos termomecanicos. A ablacdo térmica
(ou explosiva) é resultante do aquecimento rapido das moléculas de &gua
confinadas abaixo da superficie dos tecidos duros dentais que, por sua vez,

Y

promovem um aumento da pressdo que levam a microexplosdes do tecido duro

acima®®®!.

E importante ressaltar que a ablacdo explosiva ocorre em temperaturas
inferiores ao ponto de fusdo dos tecidos duros (1.200 °C) e varia de acordo com 0
comprimento de onda do laser. Desta forma, trata-se de um parametro crucial na
selecdo do laser mais adequado para remover as por¢cdes do tecido com leséo

cariosa de modo a minimizar os efeitos térmicos®>.

Ainda, é crucial que o laser possua duracdo de pulso compativel com a
relaxacdo térmica dos tecidos duros dentais. Caso a duragdo de pulso seja menor
do que tempo de relaxamento térmico, o calor ndo penetrara além da penetracao

dos fétons. Alternativamente, se a duracdo do pulso for muito superior ao tempo de
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relaxamento térmico, ha o risco de distribuicdo de calor desnecessario em regides

mais profundas dos tecidos irradiados™*.

Lasers de Nd:YAG podem promover a fusdo do esmalte®®, da dentina® e do
cemento®® dependendo da densidade de energia ajustada, e tais efeitos podem
ocorrer tanto com feixes de pulsos de largura temporal de microssegundos quanto
nanossegundos®. Tal achado morfolégico sugere que a temperatura foi elevada
para além de 1.200 °C. Elevacbes de temperatura acima de 100 °C alteram
guimicamente os tecidos duros dentais, iniciando-se pela matriz organica e,

posteriormente, com mudancas cristalograficas nestes tecidos.

Nos ultimos anos, estudos tém reunido evidéncias de que a capacidade do

1355 gliado a um

laser de Nd:YAG em remover seletivamente tecidos pigmentados
bom controle dos efeitos térmicos causados pela irradiacdo, faz com que este laser
possa ser empregado de maneira segura em procedimentos odontologicos. Em
especial, a associacdo do laser com fluor tem demonstrado resultados promissores
na paralisacdo da progressdo da céarie na dentina, bem como na prevencdo de

erosdo dental®%3%4,

3.5. Ceramicas bioativas e Biosilicato® - definicdes, usos em odontologia e

no manejo de carie

O termo biomateriais designa uma classe de materiais que interagem
diretamente com os sistemas biol6gicos com o0 objetivo de tratar, aumentar ou
substituir um tecido ou 6rgdo do corpo. Atualmente, ha aproximadamente 300.000
dispositivos para uso em salde que se enquadram nesta definicdo'’. Sob uma
perspectiva histérica, o desenvolvimento de biomateriais pode ser sistematizado em

trés geracdes®’ 18,

Os biomateriais de primeira geracdo, desenvolvidos entre 1960 e 1980,
proporcionavam uma combinacdo de propriedades fisicas semelhantes as do tecido
substituido com uma resposta minimamente téxica ao hospedeiro®. Esses materiais
sdo designados bioinertes e sdo capazes de formar uma fina capsula fibrosa que os

17,65,66

isolam do tecido hospedeiro Como eram empregados na confecgcdo de

proteses, havia o problema de stress-shielding, que é a reabsorcéo 6ssea devido as
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diferengas no modulo de elasticidade do biomaterial e do osso. Tal problema levou a

busca de biomateriais mais semelhantes aos tecidos 6sseos®.

A partir da década de 1980, os biomateriais desenvolvidos passaram a exibir
bioatividade, isto €, possuiam a capacidade de provocar acfes e reacdes de forma

controlada no meio fisiolégico®”®°.

Biomateriais desta geracdo sao comumente
utilizados como recobrimentos em préteses metalicas a fim de melhorarem a adeséo

com o tecido 6sseo®.

E, por fim, os biomateriais de terceira geracao, desenvolvidos a partir deste
século, sdo projetados para estimular respostas celulares especificas no ambito da
biologia molecular, ou seja, ttm como objetivo ativar determinados genes para
estimular a regeneracdo de tecidos vivos. Sao empregados na confeccdo de
arcaboucos (scaffolds) na engenharia de tecidos e no desenvolvimento de sistemas

de liberac&o controlada de farmacos, por exemplo®’*%,

Em um primeiro momento, ceramicas bioativas, em especial os vidros e as
vitroceramicas, foram classificadas como biomateriais de segunda geracdo. Anos
mais tarde, porém, foram reclassificados como materiais de terceira geracao®’%%,
O Biovidro 45S5®, desenvolvido em 1969 pelo professor Larry Hench nos Estados
Unidos, foi o primeiro material bioativo capaz de se ligar quimicamente ao 0Sso ao
formar uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HAC) na interface do

biomaterial/tecido®’119:20.21,

O Biovidro 45S5® possui composicdo 45Si0,-24,5Na,0-24,5Ca0-6P,05 e
exibe o maior indice de bioatividade (lg = 12,5) entre os materiais bioativos
existentes'”®’. Além de se ligar quimicamente ao 0sso, o Biovidro 45S5® é capaz de
se ligar aos tecidos conjuntivos'®®>®0889 E empregado em uma ampla variedade
de aplicacdes tais como: enxertos 0sseos, arcaboucos, sistemas de liberacdo de
farmacos, recobrimentos e em engenharia de tecidos em geral'’. Ainda, é
considerado um padrao-ouro no desenvolvimento de novas composi¢des de silicatos

bioativos!’?!,

A bioatividade de um vidro esta relacionada a taxa de crescimento da
camada de hidroxiapatita em sua superficie, tanto in vitro quanto in vivo. O processo
de formacgdo da hidroxiapatita comeca, in vivo, logo apds o implante do vidro no

corpo humano ou, in vitro, quando imerso em solugbes que mimetizam fluidos
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corporais como o SBF (simulated body fluid ou fluido corporal simulado) ou a saliva

artificial™®. O mecanismo pelo qual os vidros bioativos, bem como outros silicatos,

ligam-se quimicamente aos tecidos envolve 11 estagios®’185°°":

= Estagio 1: rapida troca idnica entre fons Na* e Ca®* que pertencem a
superficie do material com fons H* da solugéo. Isso leva a formacéo de
silandis (Si-OH) (equacao 1) e, como consequéncia, ha um aumento no
pH do meio. Se houver ions fosfato na composicdo do vidro, estes

podem ser liberados.

Si-O-Na" + H" + OH" — Si-OH" + Na' (g + OH" (1)

» Estagio 2: com a continuidade da troca ibnica e o aumento do pH,
ligacdes de siloxano (Si-O-Si) sdo atacadas por ions hidroxila. Quando
todas as quatro ligagcbes de um Unico atomo de silicio sdo quebradas,
silica soluvel (Si(OH);) é liberada do material para a solucdo. Isto
aumenta o numero de grupos silanol na interface vidro/solucéo.

= Estégio 3: ocorre a condensacdo e a polimerizacdo dos grupos silanol
gue resulta na formacdo de uma camada porosa rica em silica capaz de
absorver ions da solucéo.

= Estagio 4: formacdo de uma camada amorfa rica em CaO e P,0s5 sobre
a camada porosa de silica mediante a difusdo de fons calcio (Ca®") e
fosfato (PO,>).

» Estagio 5: formacdo de hidroxiapatita carbonatada na superficie do
material em consequéncia da cristalizacdo da camada amorfa de calcio-
fosfato pela incorporacdo de fons hidroxila (OH) e carbonato (COs*)
presentes na solugao.

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

= Estagio 7: macrofagos passam a atuar como resposta imunologica.

= Estagio 8: células-tronco osteoblasticas séo fixadas.

» Estagio 9: diferenciacéo e proliferagdo de osteoblastos progenitores em

ativos.
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= Estagio 10: os osteoblastos ativos dao origem a uma matriz extracelular.
= Estdgio 11: mineralizagdo da matriz extracelular que resulta em

crescimento 6sseo.

E importante enfatizar que os cinco primeiros estagios do mecanismo pelo
qual os silicatos bioativos ligam-se quimicamente aos tecidos biolégicos, e que estao
ilustrados esquematicamente na Figura 9, ocorrem tanto em modelos in vitro quanto
os in vivo. Os outros estagios (a partir do 6 em diante) ocorrem exclusivamente in

Vivo.

Figura 9: llustracdo esquemaética dos cinco primeiros estagios do mecanismo pelo qual
silicatos bioativos ligam-se quimicamente aos tecidos biolégicos. Tais estagios ocorrem tanto
em modelos in vitro quanto in vivo.

hidroxiapatita

(\ Estagio 1 SBF | Estigio 2 SBF

G* H' / 5"'\ Sitt
OH {OH OH \OH OH |OH
°7Zﬁ/°\Si 0]/ \Sl/ \S‘/ )\
vidro vidro
Estagio 4 SBF | Estagio 5 SBF
silica gel Pof \ ctfl:l’:“l:'lg:fo /Ca" hidroxiapatita

vidro vidro vidro

Fonte: Siqueira e Zanotto®’.

A bioatividade dos silicatos em geral, nos quais o Biovidro 45S5® esta
incluido, é dependente da sua composicao (Figura 10) e da area superficial. De fato,
se a concentracdo molar de silica (SiO,) estiver entre 40 e 52%, o material é capaz
de se ligar tanto ao tecido 6sseo quanto ao conectivo e a cristalizacdo da camada de
hidroxiapatita carbonatada ocorre em até 2 horas. Com concentragbes de SiO;
superiores a 58% mol, os silicatos ligam-se apenas ao 0sso e a cristalizacdo de HAC
leva até 48 horas para ocorrer. No entanto, composi¢cdes a partir de 60% de SiO,

s3o bioinertes!820:21.67
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Figura 10: llustracdo do diagrama de fases do sistema SiO,-CaO-Na,O com énfase na relacéo
entre composicao e indice de bioatividade.

S0,

A = ligagao com o tecido osseo

B = ndo ocorre ligagdo com os tecidos (balxa reatividade}
C = ndo ocorre ligagdo com os tecidos (alta reatividade)
D = ndo ocorre ligagdo com os tecidos (ndo forma vidro)
E = composicio do Bioglass® 4556

S = ligagao com o tecido conjuntivo

vitrecaramica AAN
(% P, O; variavel)

MNa,O

6% P,0;

* widros abtidos pele processo de fusao e solidificacao

Fonte: Siqueira e Zanotto®’.

Apesar de todas as vantagens exibidas pelos vidros bioativos, estes
apresentam como desvantagens: baixa resisténcia mecanica (70 MPa); baixa

tenacidade a fratura (Kic = 0,5 MPa'm?

); superficie cortante e usinabilidade limitada.
Tais caracteristicas restringem o uso desses vidros bioativos a aplicacbes que néo
demandam solicitagdes mecanicas. E justamente para contornar essas limitaces

que as vitroceramicas bioativas foram densenvolvidas®’#6""°,

Vitroceramicas sao materiais policristalinos que contém uma ou mais fases
cristalinas embebidas em uma fase vitrea residual®>’®"*. A cristalinidade desses
materiais varia entre 0,5% e 99,5%, embora seja mais comum que as composic¢des
apresentem entre 30% e 70%’!. S&o obtidas por meio de tratamentos térmicos de

1187071 Comercialmente, as

vidros, pela sinterizacdo de vidros ou via sol-ge
vitroceramicas bioativas mais conhecidas sdo vendidas sob as marcas Ceravital®,

Bioverit® e Cerabone® A/W"6770,

As principais vantagens das vitroceramicas sobre os vidros sdo: a
possibilidade de serem obtidas em formatos complexos, uma vez que podem ser

processadas por meio de varias técnicas (extrusao, estampagem, laminacao, etc); e,
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também, por apresentarem melhorias nas propriedades mecénicas, haja vista que

s&o obtidas microestruturas finas com poucos poros®.

A principal desvantagem das vitroceramicas bioativas, no entanto, incide no
fato de que a presenca de fases cristalinas diminui a bioatividade destes materiais e,
consequentemente, ha a demora na formacdo da camada de hidroxiapatita
carbonatada®’%®’, E reportado que em composi¢ées com até 60% de cristalinidade,
a HAC forma-se em menos do que 20 horas. Acima disso, contudo, pode levar mais
de 25 horas. Para efeito comparativo, o Biovidro 45S5® necessita de menos de 10

horas para formar a mesma camada®®.

Com o intuito de contornar o problema da diminuicdo da bioatividade e aliar
o desempenho mecanico do Cerabone® A/W, pesquisadores da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), liderados pelo professor Edgar D. Zanotto com
colaboracdo do também professor Larry Hench, mobilizaram esforcos ainda na
década de 1990 para o desenvolvimento de uma vitroceramica com estas

caracteristicas. Tais esforcos culminaram na criacdo do Biosilicato®"%"7%",

O termo Biosilicato® refere-se a composicdo 48,5Si0,-23,75Na,0-
23,75Ca0-4P,05 que pode apresentar uma ou duas fases cristalinas de acordo com
o método em que foi obtido: apenas silicato de soédio e calcio (Na,CaSi,Og) ou

Na,CaSi,O¢ e fosfato de sodio e célcio (NaCaPO,)'" """

Apesar de sua
cristalinidade ser elevada (aproximadamente 99,5%)°’, seu indice de bioatividade (Ig
> 8) é o maior entre as vitroceramicas bioativas comerciais’®, o que significa que
necessita apenas de 24 horas para formar a camada de hidroxiapatita carbonatada

com os tecidos’?.

Em relagéo as propriedades mecanicas, o Biosilicato® possui resisténcia a
flexdo em 4 pontos equivalente a 210 MPa, que é proxima a do Cerabone® A/W
(215 MPa). Além disso, apresenta um modulo de elasticidade de 80 GPa e é o valor
mais préximo ao do osso cortical (20 GPa) entre as vitroceramicas bioativas
comerciais. E, por fim, a tenacidade a fratura é da ordem de 1,0 MPa'm'?, o que
representa um aumento de 60% em relagcéo ao vidro precursor devido a deflexao de

trincas’*.

O Biosilicato® foi inicialmente concebido para tratamento de
hipersensibilidade dentinaria® e sua efetividade na obliteracdo de tabulos
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dentinarios foi comprovada por meio de testes in vitro e clinicos*”®""*"*. Além deste
uso em odontologia, testes clinicos com implantes auriculares e orbitais

evidenciaram que o Biosilicato® tem potencial para estas aplicacées.

Devido ao sucesso do uso do Biosilicato® no tratamento de
hipersensibilidade dentinaria, testes in vitro para remineralizacdo de dentinas em
decorréncia de lesdes de erosdo e de carie tém sido realizados. Estes testes
indicam que o Biosilicato® tem potencial em paralisar 0 desenvolvimento destas
lesbes e, também, pode ser utilizado como um pré-tratamento para melhorar a

adesdo de resinas aos tecidos dentais para fins de restauragéo®?>%,

Por se tratar de um material relativamente novo, inexiste uma padronizagao
em relacéo & quantidade de Biosilicato® que deve ser utilizada para o tratamento de
amostras de esmalte ou dentina em estudos in vitro ou clinicos. Desta forma, ha
uma variedade de estudos que descrevem diferentes protocolos, como 0os que

seguem.

= Em dois estudos sobre hipersensibilidade dentinaria, um in vitro e outro
clinico, o BS foi utilizado de duas formas: como 1 gota de gel com
concentracdo de 1% de Biosilicato® e como uma suspensdo preparada
com 0,15 mg de Biosilicato® para 1,35 mL de agua destilada. No estudo in
vitro, ambas as formulacdes foram aplicadas durante 30 segundos com
um microaplicador. Por sua vez, no estudo clinico, o paciente foi orientado
a colocar 1 gota de gel em seu indicador e massagear os dentes por 30
segundos, duas vezes ao dia, por 30 dias; ao passo que o odontologista,
foi instruido a aplicar a suspensdo com um microaplicador semanalmente
durante 4 semanas. Apenas no estudo in vitro ha a informacédo de que as
amostras foram enxaguadas para remover eventuais excessos*>%,

= Em outros estudos in vitro cujos temas estavam relacionados a eroséo,
carie ou restauracdo, parece haver a preferéncia pelo uso de uma
suspensdo de 0,1 g de Biosilicato® para 1 mL de agua destilada. Esta
suspensao é esfregada sobre a superficie da amostra (seja esmalte ou
dentina) por 30 segundos com um microaplicador e ali permanece durante
5 minutos. Em seguida, o material é removido com papel absorvente®*"2.

Outros dois estudos in vitro adotaram um protocolo similar, mas com uma

propor¢cao de 0,1 mg de Biosilicato® para 1 mL de &gua destilada e
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deionizada. Em apenas um deles, a suspensdo de Biosilicato®

permaneceu na superficie das amostras tratadas por 5 minutos antes de

ser removida com papel toalha®°.

= E, por fim, um estudo clinico com o objetivo de melhorar a adesao de
resinas fotopolimerizaveis sobre a dentina cariada empregou um protocolo
no qual aproximadamente 0,04 g de Biosilicato® em p6 séo aplicados, com
auxilio de um microaplicador, previamente a aplicacdo de resina

fotopolimerizavel”.

Além dessas divergéncias, a literatura ndo esclarece se a quantidade
especificada deve ser empregada para tratar apenas uma amostra ou a populacéao
considerada para um determinado grupo experimental. A falta de consenso também
abrange o procedimento posterior a aplicacdo do Biosilicato®: alguns deixam a
suspensdo de Biosilicato® permanecer por 5 minutos antes de remové-la com papel
absorvente; outros nao especificam se h& enxague ou remocdo por outro

mei022'23’25’26'73.

Por todos esses motivos, neste estudo, pretende-se propor um protocolo
para aplicacdo de Biosilicato® para paralisar a progressdo de carie de radiacdo em

dentina radicular de modo a simular o uso em consultério clinico.

3.6. Associacao de laser de Nd:YAG e ceramicas bioativas

Hé& poucos estudos publicados que investigam a associa¢do do uso do laser
de Nd:YAG com ceramicas bioativas. Apesar da escassez, € possivel identificar que
0s temas mais recorrentes nesses estudos sao: a deposicao de vidros bioativos, por

meio de lasers, sobre substratos de titanio para melhorar a adesdao na interface

74,75. 76,77

implante/tecido’™"”; o tratamento de hipersensibilidade dentinaria e as alteracdes

na bioatividade de materiais para uso em odontologia’®.

Em relagdo as pesquisas centralizadas no uso de vidros bioativos como
revestimento em implantes de titanio, demonstram-se evidéncias de que o laser de
Nd:YAG promove aumento tanto na cristalinidade quanto na porosidade da camada
de recobrimento resultante, além de possibilitar alteracbes composicionais, uma vez

que, por efeitos térmicos, pode haver a volatilizacdo de elementos em dependéncia
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dos parametros selecionados para o laser. Como consequéncia, a bioatividade

desses materiais é afetada’"°.

O tratamento da hipersensibilidade dentinaria, por sua vez, consiste em
ocluir os tubulos dentinarios expostos que fazem com que o individuo sinta um
desconforto quando ingere bebidas ou alimentos muito quentes ou muito frios. Os
estudos in vitro conduzidos por Farmakis et al. indicaram que a associacdo da
NovaMin® (dentifricio comercial com particulas de Biovidro 45S5®) com laser de
Nd:YAG é sinérgica para o tratamento da hipersensibilidade, embora néo tenham

conseguido elucidar os motivos pelos quais tal associacdo foi bem sucedida’®"".

E, por fim, uma pesquisa de Beketova et al. investigou os efeitos do laser de
Nd:YAG sobre a bioatividade de um compdsito formado pelo vidro bioativo 58S
(60Si0O,-36Ca0-4P,0s5) e por uma porcelana dental cuja composicdo foi omitida.
Observou-se que o tratamento com o laser fez com que a camada de hidroxiapatita
carbonatada crescesse mais rapido. No entanto, a formacéo mais rapida da camada
de hidroxiapatita ndo promoveu proliferacdo e viabilidade celular, como era
esperado’®.

E importante ressaltar que ndo foram encontrados, até este momento,
artigos publicados sobre os efeitos da associacdo do laser de Nd:YAG com
vitroceramicas bioativas. O Biosilicato®, em especial, ja foi avaliado com lasers em
baixa intensidade para inducdo osteogénica'’, mas ndo ha nenhum estudo com

lasers em alta intensidade que estdo no escopo desta dissertacao.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Delineamento experimental

Foi conduzido um estudo in vitro randomizado dividido em trés fases
experimentais. Na Fase |, foi determinado o veiculo mais apropriado para aplicacao
do Biosilicato® (BS) sobre blocos de dentina radicular bovina (DRB); na Fase I, os
efeitos da radioterapia in vitro sobre a composicdo e as propriedades opticas,
mecénicas e morfoldgicas da dentina radicular bovina foram avaliados; e, Ultima fase
experimental (Fase lll), foram determinados os efeitos da associacdo de BS e

Nd:YAG na paralisacéo da progressao da carie radicular de radiacao.

Para a primeira Fase | (Figura 11), foi efetuada a avaliagdo morfologica, por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), de amostras de dentina radicular
desmineralizadas submetidas a tratamentos com BS veiculados em: (i) silicone gel,

(i) dentifricio gel infantil comercial e (iii) &gua deionizada.
Figura 11: Fluxograma da Fase I.
40 blocos de
DRB

Desmineralizacdao
por32 h

—
. BS veiculado BS veiculado
Sem BS veiculado a ,
. . em gel dental em agua
tratamento oleo de silicone .
sem fluoreto deionizada
i - =
Remineraliza¢do por
24 h
. J
' N
MEV
. )

Fonte: Do préprio autor.



41

Na Fase Il (Figura 12), 90 amostras de dentina radicular bovina foram submetidas a
um tratamento radioterapico in vitro com Co-60 e caracterizadas, antes e apoés
radioterapia, pela técnica da reflexdo atenuada da espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR), espectroscopia FT-Raman,

tomografia por coeréncia optica (OCT), microdureza superficial Knoop e MEV.

Figura 12: Fluxograma da Fase Il.

90 blocos de
DRB

AnaI!sF' AnaI!s? Analise dptica por Anilise de An?lllse
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por ATR-FTIR por FT-Raman MEV

Radioterapia

Analise
composicional
por ATR-FTIR

Analise e i . ali
iciondl Analise optica por Analise de nCAT?II.Se
composicional |- 4 morfoldgica por
P oCT microdureza glcap

por FT-Raman MEV

Fonte: Do préprio autor.

Na Fase lll (Figura 13), por sua vez, as mesmas amostras da Fase Il foram
desmineralizadas e, em seguida, aleatoriamente distribuidas em 6 grupos
experimentais (n = 15): G1 - Sem tratamento (controle negativo); G2- tratamento
com fluor fosfatado acidulado (controle positivo); G3 - irradiacdo com Nd:YAG; G4 -
FFA + Nd:YAG; G5 - tratamento com BS; G6 - BS + Nd:YAG. Posteriormente, foi
induzida a progressdo da lesdo de céarie com S. mutans. As amostras foram
avaliadas por ATR-FTIR, OCT e MEV apo0s desmineralizacdo, apés tratamentos e
apos progressédo de cérie. Salienta-se que, apds a desmineralizacdo, houve ainda a

avaliacdo composicional por FT-Raman. As analises estatisticas foram realizadas de
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forma diferente em cada fase experimental e individualmente para cada variavel
resposta, considerando os blocos de DRB como unidades experimentais e 0sS
tratamentos de cada fase como fatores de variacdo. Antes de cada andlise, os
pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias foram testados de
acordo com os testes de D’Agostino & Person e Shapiro Wilk e adotou-se o nivel de

significancia estatistico de 5% para todas as analises.

Figura 13: Fluxograma da Fase lll deste estudo.

FASEIl
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\ negativo) positivo)
[ |
: | ARFTR e S T | |

ol et 4

[ Desafio cariogénico com 5. mutans ]

[ [ ARFR J 0T e MEV ] \

Fonte: Do préprio autor.

o

4.2. Consideragdes éticas

Este estudo recebeu aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Fundacédo da Universidade Federal do ABC (CEUA-UFABC) sob processo de
namero 9614190917 (vide Anexo) e foi realizado com a observancia dos

procedimentos exigidos por este mesmo comité.
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4.3. Preparacao das amostras de dentina radicular bovina

130 blocos de dentina radicular, com dimensdes de aproximadamente 4,0 x
4,0 mm, foram preparados a partir de 65 raizes de dentes bovinos. Para isto, cada
dente foi fixado a uma placa de acrilico com auxilio de cera pegajosa (Kota Industria
e Comércio Ltda, Cotia, Brasil) para ser seccionado transversalmente e
longitudinalmente com um micromotor de bancada (Beltec LB 2000, Beltec,
Araraquara, Brasil) em baixa rotacdo (aproximadamente 5.000 RPM) sob
refrigeracdo. Desta forma, obtiveram-se dois blocos de dentina para cada um dos
dentes seccionados: um lingual e outro bucal. Apds os cortes, estes blocos dentina
foram lixados manualmente com uma lixa de carbeto de silicio com granulacdo de
600 a fim de se obter uma face plana livre de irregularidades. Logo em seguida,
esses mesmos blocos foram submetidos a um banho em cuba ultrassénica
(Cristofoli, Campo Mourao, Brasil) durante oito minutos para remoc¢éao de residuos de
cera ou quaisquer outras sujidades. Depois do preparo, os blocos de dentinas foram
mantidos em ambiente fechado e Umido sob refrigeracdo (x 4 °C, com algodao
estéril umedecido com agua destilada e timol (0,64 g/L) trocado semanalmente) até
0 inicio dos experimentos. E importante mencionar que os dentes bovinos foram
escolhidos para este estudo pela facilidade de obtencdo e pelas similaridades
bioquimicas com os dentes humanos, que os tornam modelos viaveis de estudo in

vitro.

4.4. Obtencdo do Biosilicato® (BS)

O Biosilicato® (BS) utilizado neste estudo foi gentilmente cedido pelo
Laboratorio de Materiais Vitreos da Universidade Federal de S&o Carlos (LaMaV -
UFSCar).

45. Fasel
4.5.1. Inducéo da leséo incipiente de carie

40 blocos de dentina radicular bovina foram medidos com um paquimetro
para o calculo exato da area de uma das suas faces que seria exposta a uma

solucdo desmineralizadora para inducéo de lesdes incipientes de carie. Uma vez
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realizadas as medidas, cada amostra de dentina foi revestida com verniz &cido-
resistente (Impala, S&o Paulo, Brasil) de tal modo que apenas a face cujas
dimensdes foram medidas ficou intacta. Posteriormente, cada uma das amostras de
dentina foi submersa em uma solugdo desmineralizadora (2 mL/mm?), com pH = 5,0
e composi¢do de 1,4 mM de calcio, 0,91 mM fosfato, 0,06 ppm de fldor, 0,64 g/L
timol em 0,05 M tamp&o acetato, por 32 horas a 37 °C"*%°.

4.5.2. Tratamentos com BS em diferentes veiculos

Os 40 blocos desmineralizados foram distribuidos aleatoriamente em 4
grupos de 10 amostras cada (n=10): (i) sem tratamento (controle negativo); (i) BS
veiculado em silicone gel; (iii) BS veiculado em dentifricio gel infantil comercial sem
fldor (Boni Baby, Brasil) e (iv) BS veiculado em &agua destilada. Para tratar as 10
amostras de cada grupo, utilizaram-se 20 mg de BS para 10 gotas de cada veiculo.
Com o auxilio de um microaplicador, cada amostra de dentina radicular recebeu os
tratamentos que foram aplicados por 30s e enxaguadas com agua deionizada por
outros 30s. Em seguida, cada amostra foi imersa por 24 horas em saliva artificial
(com composicdo de 1,5 mM célcio, 0,9 mM fosfato e 0,64 g/L timol em 0,1 M

7980 ‘ha proporcdo de 2 mL/mm? por area de dentina tratada, e

tampao tris e pH=7,0)
mantidas em estufa a 37 °C. Posteriormente, as amostras foram enxaguadas em

adgua deionizada e caracterizadas por MEV.

4.6. Fasell
4.7. Tratamento radioterapico in vitro com Co-60

90 amostras de dentinas radiculares foram submetidas a radioterapia em
uma unidade de teleterapia Co-60 (Theratron Phoenix External Beam Therapy
System, Best Theratronics Ltd., Ottawa, Canad4) a uma taxa de 1 Gy/min, em doses
fracionadas de 2 Gy, por 5 dias consecutivos, durante 6 semanas até atingir a dose
total de 60 Gy. Estes parametros foram escolhidos porque sdo os protocolos mais
comumente utilizados em pacientes com neoplasias na regido da cabeca e
pescoco*®. As irradiacdes foram realizadas no Centro de Tecnologia das Radiacées

(Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN, S&o Paulo, Brasil). Durante
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as irradiacdes, as amostras foram mantidas imersas em 5 mL de saliva artificial, com
pH = 7,0 e composi¢do de 1,5 mM calcio, 0,9 mM fosfato, 0,64 g/L timol em 0,1 M

tampao tris’*°

, em tubos criogénicos estéreis. As solucdes de saliva ndo foram
substituidas e, entre as irradiacdes, os tubos criogénicos com as amostras foram
mantidos em temperatura ambiente. Finalizada a radioterapia, as amostras foram
retiradas dos tubos criogénicos, enxaguadas abundantemente em agua deionizada e
armazenadas em ambiente fechado e umido sob refrigeracdo (x 4 °C, com algodao
estéril umedecido com agua destilada e timol (0,64 g/L) trocado semanalmente) até
0 inicio das caracterizagdes. ApOs a radioterapia as amostras foram caracterizadas

por ATR-FTIR, FT-Raman, OCT, microdureza superficial Knoop e MEV.

4.8. Faselll
4.8.1. Inducédo da lesdo incipiente de cérie

As 90 amostras de dentina radicular bovina utilizadas na Fase Il foram
medidas com um paquimetro para o célculo exato da area de uma das suas faces
que seria exposta a uma solucdo desmineralizadora para inducdo de lesdes
incipientes de carie. Uma vez realizadas as medidas, cada amostra de dentina foi
revestida com verniz acido-resistente (Impala, Sdo Paulo, Brasil) de tal modo que
apenas a face cujas dimensfes foram medidas ficou intacta. Posteriormente, cada
uma das amostras de dentina foi submersa em uma solu¢cdo desmineralizadora (2
mL/mm?), com pH = 5,0 e composicdo de 1,4 mM de célcio, 0,91 mM fosfato, 0,06
ppm de flaor, 0,64 g/L timol em 0,05 M tampéo acetato e pH = 5,0, por 32 horas a 37
oC’®® Decorrido este periodo, cada uma das amostras foi enxaguada e mantida em
ambiente fechado e umido sob refrigeracao (+ 4 °C, com algodao estéril umedecido
com agua destilada e timol (0,64 g/L) trocado semanalmente) até o inicio das
caracterizagfes. ApOs a desmineralizagdo, as amostras foram caracterizadas por
ATR-FTIR, FT-Raman e OCT.

4.8.2. Tratamentos

As 90 amostras desmineralizadas foram distribuidas aleatoriamente em seis

grupos com 15 amostras cada: G1 — sem tratamento, controle negativo; G2 —
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tratamento com aplicacdo topica de uma composicdo comercial de flior fosfato
acidulado (FFA, 1,23% F’); G3 — irradiacdo com laser de Nd:YAG; G4 — aplicacao de
FFA com posterior irradiagéo laser; G5 — tratamento apenas com BS; G6 — aplicacao
de BS com posterior irradiacao laser.

Para os tratamentos com FFA (G2 e G3), aplicou-se, com auxilio de um
microaplicador, uma quantidade suficiente da formulacdo para cobrir a superficie
exposta da dentina. Apés 5 minutos, cada amostra foi enxaguada abundantemente

com agua deionizada.

Para os tratamentos com BS (G5 e G6), utilizou-se 0,4 g de BS para 1 mL de
agua deionizada para tratar 15 amostras. Essa suspensao foi aplicada na superficie
exposta das amostras de dentina com auxilio de um microaplicador por 30s. Depois,
as amostras secaram em temperatura ambiente por 5 minutos. Apds a secagem, as
amostras ndo foram enxaguadas e nem tiveram excesso removido por papel

absorvedor.

Para os tratamentos com irradiacao laser (G3, G4 e G6), utilizou-se um laser
de Nd:YAG (Q-switched, Quantel, EUA) de comprimento de onda de 1064 nm,
largura temporal de pulso de 5 ns, energia por pulso de 280 mJ e diametro do feixe
de 5 mm. A energia por pulso foi monitorada antes da irradiacdo de cada amostra
por meio de um medidor de poténcia e energia (Coherent, EUA). As amostras foram
posicionadas individualmente na frente do feixe e foram mantidas estaticas, a uma
distancia padronizada de 5 cm, de forma que um Unico pulso atingisse toda a
superficie da amostra de uma Unica vez. Em cada amostra, foram dados 3 pulsos
apo6s aplicacéo de fotoabsorvedor que, neste estudo, foi tinta de lula. E importante
mencionar que, para as amostras dos grupos G4 e G6 em que houve primeiramente
a aplicacdo de FFA e BS, respectivamente, o fotoabsorvedor somente foi colocado
sobre a superficie das amostras apds a conclusao do procedimento descrito para a

aplicacao de cada um.

Apoés os tratamentos, as amostras foram imersas em saliva artificial, na
proporcdo de 2 mL para mm? de area de dentina tratada, e mantidas em estufa a 37
°C durante 24 horas. Decorrido este periodo, as amostras foram retiradas da solucéo
de saliva artificial (de 1,5 mM célcio, 0,9 mM fosfato, 0,64 g/L timol em 0,1 M tampé&o

tris, com pH=7,0"9%% e mantidas em ambiente fechado e timido sob refrigeracao (+ 4
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°C, com algodao estéril umedecido com &agua destilada e timol (0,64 g/L) trocado

semanalmente) até o inicio das caracterizacoes.

Posteriormente, as amostras foram caracterizadas por ATR-FTIR, OCT e
MEV.

4.8.3. Desafio cariogénico com Streptococcus mutans

O desafio cariogénico com S. mutans foi realizado no Laboratério de
Biofotbnica da Universidade Nove de Julho (UNINOVE). Ressalta-se que foi um
teste cego no qual os pesquisadores desconheciam os tratamentos pelos quais as

amostras haviam sido submetidas antes.

A fim de formar uma pelicula adquirida, realizou-se uma coleta de saliva
humana com 8 voluntarios. Ressalta-se que essa coleta foi realizada no periodo da
manhd para minimizar os efeitos das variagbes composicionais na saliva. Além
disso, os voluntarios foram instruidos para ndo ingerirem quaisquer substancias ou
escovar os dentes pelo periodo de duas horas antes da coleta. Para cada voluntario,
foi disponibilizado um coletor universal estéril (Olen, Brasil) para o armazenamento
da saliva. A salivacéo foi estimulada por meio de mastigacdo de um fragmento de
Parafim® (Bemis, EUA).

Apds a coleta de saliva humana, esta foi transferida para um frasco
erlenmeyer e filtrado com filtro para seringa Membrana (PES 0,22 pm, 30mm)
(Cobetter, Benjiang-China). Em seguida, as amostras de dentina radicular bovina
foram imersas em saliva humana em placa de 24 pocos fundo chato (Kasvi-

Séo,Brasil) durante 60 minutos em estufa bacteriol6gica a 37°C.

Finalizada a etapa de pelicula adquirida, as amostras de dentina foram
transferidas para outra placa de 24 pogcos com 1 mL de BHI (3% de glicose) e 1 mL
de S. mutans (ATCC 25175) (106 CFU/ml), que foi cultivado anaerobicamente, e

armazenadas a 37°C em estufa bacteriologica por 12 horas.

Decorrido este periodo, substituiu-se 1 mL da solugéo de cada poco na qual
as amostras estavam imersas por outro 1 mL de BHI (3% de glicose). De hora em

hora, essas mesmas amostras foram imersas em outra placa de pogos com 2 mL de
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BHI a 10% de glicose durante 3 minutos. Esse ciclo foi repetido por 8 horas durante
2 dias.

Apoés 48 horas, as amostras foram cuidadosamente desinfetadas em uma
solucéo de gluconato de clorexidina (10 mg/mL) por 15 minutos. Posteriormente, as
amostras foram mantidas em ambiente fechado e umido sob refrigeracao (+ 4 °C,
com algodao estéril umedecido com agua destilada e timol (0,64 g/L) trocado
semanalmente) até o inicio das caracterizacdes. Posteriormente, as amostras foram
caracterizadas por ATR-FTIR, OCT e MEV.

4.9. Técnicas de caracterizacdes

4.9.1. Técnica de reflexdo total atenuada da espectroscopia de absorcdo na

regido do infravermelho por transformada de Fourier (ATR - FTIR)

As amostras foram avaliadas composicionalmente por meio da técnica da
reflexdo atenuada da espectroscopia de absor¢cdo no infravermelho por
transformada de Fourier (ATR-FTIR, Frontier, Perkin Elmer, EUA), pertencente a
Universidade Federal do ABC (UFABC). Para a realizacédo das leituras, foi acoplado
um acessorio de ATR (reflexdo total atenuada) em conjunto com cristal de diamante.
Para a aquisicdo dos dados, configurou-se o equipamento para realizar 80 scans de
cada amostra, na resolucdo de 4 cm™, com background a cada 5 amostras. Os
espectros coletados variaram de 4000 a 700 cm™. Para registrar e converter os
dados dos espectros de absorcao foi utilizado o software do préprio espectrometro
(Spectrum 10, Perkin Elmer, EUA).

Para a analise dos dados, foi desenvolvida pelo grupo uma rotina em
ambiente MATLAB, na qual, apos tracado do baseline, foi efetuada a integracdo das
areas sob as seguintes bandas de absorcao: fosfato (1181-887 cm™), amida | (1720-
1593 cm™), amida Il (1580-1510 cm™), amida Il (1296-1181 cm™), o modo de
vibracdo v, do carbonato (887-800 cm™) e a superposicdo do alongamento vs e
flexdo v4 modo de vibragéo do carbonato (entre 1510-1300 cm™)%3*#. para a anélise
semiquantitativa, cada uma das bandas foi normalizada, apés o tracado do baseline,
a partir da area sob a banda do fosfato de maior intensidade (1181-887 cm™) que,

em diversos estudos, mostrou-se mais estavel quando submetido a irradiacdes®>®*.
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Essa técnica foi empregada apds: (i) a preparacdo das amostras de dentina
radicular; (ii) tratamento radioterdpico; (iii) desmineralizacéo; (iii) tratamentos e (iv)

desafio cariogénico.

4.9.2. Espectroscopia Raman com transformada de Fourier (FT-Raman)

Utilizou-se o espectrémetro MultiRAM (Bruker, EUA) pertencente a Central
Multiusuario da Universidade Federal do ABC cuja fonte € um laser de Nd:YAG (com
comprimento de onda de 1064 nm), poténcia de 110 mW e 100 scans por leitura. A
analise dos dados foi realizada por meio de uma rotina desenvolvida pelo grupo em
ambiente MATLAB. Realizou-se uma normalizacdo vetorial com suavizacdo por
Savitzky-Golay (segunda ordem polinomial com uma janela de 11 pontos) e
consideraram-se as seguintes bandas para semiquantificacdo: fosfato (flexdo
simétrica v, em 430 cm™; flexdo antissimétrica v4 em 590 cm™ e estiramento
simétrico v em 960 cm™)®%; carbonato (estiramento simétrico v, do carbonato tipo B
em 1074 cm™)®¥%#: amida Il (CH,, associacdo do estiramento de C-N e
deformacdo de N-H em 1276 cm™)®; metileno (CH,, associacdo entre deformacéo
angular N-H e estiramento C-N em 1454 cm™)®! e amida | (estiramento de C=0 em
1666 cm™)%2,

Essa técnica foi empregada apoés: (i) a preparacdo das amostras de dentina

radicular; (ii) tratamento radioterapico e (iii) desmineralizacao.

4.9.3. Tomografia por coeréncia 6ptica (OCT)

As amostras foram também avaliadas por tomografia por coeréncia Optica
(OCT) com os dados coletados do equipamento OCT CALLISTO (Thorlabs Inc., New
Jersey, EUA), pertencente a Central Multiusuario da Universidade Federal do ABC:
comprimento de onda de excitacdo de 930 nm, 1,2 kHz, resolucéo lateral de 8 um,
resolucado axial de 7,0 um, profundidade maxima de imageamento de 1,6 mm e
probe para obtencdo de imagens 3D. Para cada amostra, foram realizados 5
escaneamentos (B-scan), em regifes igualmente espacadas entre elas (500 pum).

Foi elaborada pelo grupo uma rotina em ambiente MATLAB para realizar as

andlises das imagens obtidas por OCT®. Primeiramente, foi definida uma ROI
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(Region of Interest), por meio da selecdo manual de uma mascara para cortar as
regides referentes ao ar e a linha de superficie saturada, devido a reflexdo de
Fresnel, e para fixar uma profundidade fisica de 0,7 mm. As intensidades da ROI
foram convertidas de decibels (dB) para unidades arbitrarias (u.a.) e a profundidade
foi ajustada pelo indice de refracdo da dentina de 1,63%. Dois parametros foram

calculados: coeficiente de atenuacgao Optica total (u;) e refletividade integrada (AR).

Para calcular o coeficiente de atenuacdo Optica total (u;), foi realizado um
ajuste exponencial em cada A-scan, em que o0s parametros do ajuste foram
comparados com uma equacdo baseada na equacdo de Beer-Lambert (Equacéo
1)¥’. O valor de p; do B-scan foi dado pela média dos valores calculados em todos A-

scan.
I(z) = Iyexp(—2p.2) )

A refletividade integrada (AR) foi dada pela intensidade total detectada. Para
isso, a area sob a curva de cada A-scan foi calculada por meio do método de
integracao trapezoidal. O valor de AR do B-scan, por sua vez, foi definido pela média

das areas calculadas®.

Essa técnica foi empregada apoés: (i) a preparacdo das amostras de dentina
radicular; (ii) tratamento radioterdpico; (iii) desmineralizacao; (iii) tratamentos e (iv)

desafio cariogénico.

4.9.4. Microdureza superficial Knoop

Um microdurémetro (SHIMADZU HMV 2T, Laboratério de Biofotdnica, IPEN-
CNEN/SP) com penetrador tipo Knoop, com carga estatica de 10 g/5 segundos, foi
utilizado para mensurar a microdureza superficial de 30 blocos de dentina (15
higidos e 15 apoOs tratamento radioterapico). Para cada amostra, realizou-se 5

indentac6es, na sua parte central, separadas entre si por uma distancia de 100 um®°.

4.9.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Utilizou-se o microscopio eletrébnico de varredura FEI Quanta, da Central

Multiusuario da UFABC para avaliagdo morfologica das amostras de dentina. Antes
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do imageamento, as amostras permaneciam em estufa a 37 °C por 24 horas e,
depois, eram fixadas em stubs com fita dupla face simples. Em seguida, as amostras
eram metalizadas com 20 nm de ouro em evaporador a vacuo (sputtering LEICA EM
ACE 2000).

Essa técnica foi empregada apés: (i) a Fase | (ii) a preparacdo das amostras
de dentina radicular; (iii) tratamento radioterapico; (iv) tratamentos e (v) desafio

cariogénico.

E importante mencionar que apds os tratamentos e o desafio cariogénico, a
MEV foi realizada na forma de um teste cego. Um operador experiente e, que
desconhecia os tratamentos realizados nas amostras de cada grupo, fez as
aquisicbes de imagem mediante uma Unica instrucao: de que ele deveria adquirir
sequéncias de imagens de 4 regides distintas de cada amostra, porém mais

préximas ao centro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fase | - Determinacéo do veiculo de Biosilicato®

A Figura 14 e a Figura 15 exibem eletromicrografias representativas dos trés
veiculos propostos para aplicacdo de Biosilicato® (BS) sobre a superficie de
amostras de dentina radicular bovina. Na Figura 14, observam-se as amostras sem
tratamento de BS (A e B) e que foram tratadas com BS veiculado em silicone gel (C
e D).

Figura 14: Eletromicrografias representativas das amostras: (A,B) — sem tratamento, apenas
imersé@o em saliva artificial por 24 horas e (C,D) — tratamento com BS veiculado em silicone
gel. Magnificacfes originais: 8000x e 4000x.

i £ 2 » ¥ o . 0
mag det et
7.50 kV 8.4 mm 8 000 x ETD al M/SBC 5 nm 4 000 x ETD UFABC - CEM/SBC

Fonte: Do proprio autor.
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Na Figura 14A, nota-se a presenca de tubulos dentinarios totalmente
expostos que coexistem com outros parcialmente obliterados. Além disso, € possivel
distinguir as estruturas de dentina intertubular e peritubular. Ainda, é possivel notar a
existéncia de pequenas particulas sobre a superficie da dentina que, possivelmente,
sdo provenientes da deposicdo de ions presentes na saliva artificial na qual essas
amostras permaneceram imersas por 24 horas. Na Figura 14B, por sua vez,
percebe-se a presenca de uma camada de smear com tubulos total e parcialmente
expostos. Ainda, notam-se a presenca de particulados na superficie que podem ser:
(i) resquicios dos componentes do silicone gel; (ii) deposi¢do de ions presentes na
saliva artificial; (iii) particulas remanescentes de BS ou (iv) uma combinacéo destes.

Na Figura 15, por sua vez, observam-se as imagens correspondentes as
amostras tratadas com BS veiculado numa formulacdo de dentifricio gel infantil
comercial (A e B) e em agua deionizada (C e D). Em especifico, nas Figuras 15A-B,
observam-se caracteristicas morfologicas semelhantes aquelas descritas para as
amostras tratadas com silicone gel; ou seja, constata-se a formacédo de uma camada
de smear, bastante irregular, com a presenca de tdbulos parcial e totalmente
expostos. Além disso, verifica-se a presenca de particulas sobre a superficie da
dentina que podem ser resquicios do dentifricio ou as demais possibilidades
mencionadas anteriormente para as amostras tratadas. O mesmo, no entanto, nao
ocorreu com as amostras tratadas com BS em agua deionizada (Figuras B-C), pois
houve a formacdo de uma camada uniforme que, possivelmente se trata de
hidroxiapatita carbonatada resultante da dissolucéo das particulas de BS, recobre os
tubulos dentinarios, obliterando-os de modo a ser impossivel distinguir dentina
peritubular e intertubular. Adicionalmente, ndo se nota a existéncia de material

particulado sobre a superficie.

Desta forma, a partir dos achados morfologicos, escolheu-se a agua
deionizada como veiculo para aplicacio de BS. Este resultado estda em
concordancia com outro estudo em que diferentes veiculos foram testados e se
demonstrou que agua destilada permitia melhor adesado a superficie de amostras de

dentina®.
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Figura 15: Eletromicrografias representativas das amostras: (A,B) —tratamento com BS
veiculado em dentifricio infantil comercial e (C,D) — tratamento com BS veiculado em agua
deionizada. Magnificagfes originais: 8000x e 4000x.
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Fonte: Do proprio autor.
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5.2. Fase Il — determinacédo dos efeitos da radiagcdo ionizante na composicao
e propriedades oOpticas, mecanicas e morfolégicas da dentina radicular

5.2.1. Analise composicional por ATR - FTIR

A Figura 16 apresenta a média dos espectros de absorcéo no infravermelho
entre 1800 e 800 cm™ (regido de fingerprint) das amostras de dentina radicular

bovina higida (controle) e apds a radioterapia.

Figura 16: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, entre 1800 e 800 cm™, das
amostras de dentina radicular bovina higida (controle) e ap6s a radioterapia com a
identificac&o das principais bandas de absorcéo.
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Fonte: Do préprio autor.

Conforme mencionado anteriormente, a dentina € constituida por uma matriz
inorganica (69% em peso) de hidroxiapatita carbonatada e por uma matriz organica
(20% em peso) de colageno tipo I. Os outros 11% s&o formados, majoritariamente,
por 4gua®®. Na espectroscopia por ATR-FTIR, a deteccéo de bandas de fosfato e
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carbonato é atribuida a matriz inorganica, ao passo que as amidas I, Il e lll estdo

relacionadas a matriz organica®®®,

Na Figura 16, verificam-se bandas de: amida | (estiramento de C=0 em 1645
cm™); amida Il (combinacao fora de fase da flexdo de N-H e do estiramento de C-N
em 1553 cm™); fon carbonato (estiramento antissimétrico vs e va entre 1450 e 1410
cm? e deformacdo antissimétrica v, em 872 cm™); amida Il (associacdo do
estiramento de C-N e deformacdo de N-H em 1240 cm™); outras estruturas do
colageno (modos de vibracdo em 1340, 1283 e 1202 cm™) e ion fosfato (estiramento
antissimétrico v3 em 1005 cm™ e estiramento simétrico v; em 957 cm™)28638L.9
Salienta-se que as bandas observadas na Figura 16 ocorreram em numeros de onda

cujos valores s&o préximos aos relatados na literatura®®638-%,

7

Além disso, é importante ressaltar que ha sobreposi¢cdes de bandas no
espectro na dentina. Na banda atribuida a amida I, por exemplo, ha também uma
banda de agua adsorvida?®**®!. A banda da amida Il, por sua vez, é influenciada pelas
bandas de carbonato (e vice-versa) e dos modos rotacionais do vapor de agua
presentes no ar’®. Ainda, é reportado na literatura que ha bandas de prolina e
hidroxiprolina (dois dos aminoacidos que constituem o colageno) na regiao de 1450

cm™, justamente onde ha as vibracdes v; e v4 do fon carbonato®.

Ainda em relacdo a Figura 16, observa-se que ha a preservacdo tanto das
bandas dos constituintes da dentina, quanto das posicbes em que estas ocorrem.
Além disso, ndo se nota o0 surgimento de novas bandas. A principio, todos esses
fatos séo indicios de que a radiacao ionizante na dose total utilizada nesse estudo

(60 Gy) ndo promoveu a degradacéo total dos constituintes da dentina.

A analise semiquantitativa de cada uma das areas das bandas da regido do
fingerprint, no entanto, revelou diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05)
entre as bandas correspondentes aos modos de vibragéo v, vs e v4 do carbonato,

guando comparados os grupos controle e radioterapia (Figura 17 e Figura 18).
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Figura 17: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das proporcdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida | e de carbonato (modos de
vibracao v,, v e v4) das amostras de dentina radicular bovina antes (controle) e depois da
radioterapia. Os valores de p, acima de cada barra, sdo referentes a comparacéao estatistica
pelo teste t de Student para amostras dependentes, com a = 0,05.
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Figura 18: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
das areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida Il e amida lll das
amostras de dentina radicular bovina antes (controle) e depois da radioterapia. Os valores de
p, acima de cada barra, séo referentes a comparacéao estatistica pelo teste de Wilcoxon para
amostras dependentes, com a = 0,05.

Matriz organica
0,08 -

00,1288 =3 Controle
I _I_ =3 Radioterapia
S 0,06
N
- 0,4207
E 0,041 I
=)
Z e
4]
E 0,02 | 1 | i
- £ L
0,00 T T T T
Amida ll Amida llI

Fonte: Do préprio autor.

Os resultados apresentados nas Figuras 17 e 18 sao particularmente
interessantes porgue ndo ha um consenso na literatura sobre os efeitos da radiacéo
ionizante, em doses terapéuticas para neoplasias de cabeca e pescoco, sobre os
tecidos duros dentais. A falta de consenso deve-se, em parte, por diferencas
metodoldgicas tais como: a dose de radiacdo aplicada, o tipo de dente empregado
(bovino, permanente humano ou deciduo humano), irradiacdo em ambiente Umido
ou seco, a forma de armazenamento das amostras de dentina durante o tratamento
radioterapico e o modelo de estudo adotado (in vitro ou ex-vivo)®*. Por exemplo, um
estudo conduzido por Rodrigues et al. chegou a concluséo de que a radioterapia, em
dose total de 72 Gy, aplicada em doses fracionadas de 1,8 Gy/dia durante 8
semanas com as amostras mantidas em agua destilada, promove aumentos em
todas as bandas de absorcdo da dentina humana®. Com estas mesmas doses,
Miranda et al. constataram que o tratamento radioterapico provoca alteracées na
matriz organica de amostras de dentina coronaria e radicular, evidenciadas pela
diminuicdo das razdes mineral/matriz, obtidas a partir de incisivos e caninos

extraidos de pacientes oncolégicos irradiados®. O estudo de Qing et al., por sua
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vez, demonstrou que ha uma reducdo nas bandas de absor¢édo do carbonato e do
fosfato em doses totais de 60 Gy (aplicada em doses fracionadas de 2 Gy/dia
durante 6 semanas com as amostras armazenadas em saliva artificial)®>>. Guardadas
as diferencas metodologicas, os resultados deste estudo tendem a concordar

parcialmente com estes dois Ultimos.

A fim de compreender o porqué houve uma diminuicdo nas bandas de
carbonato, € necessario elucidar o mecanismo pelo qual a radioterapia atua. Esta
age por meio da formacéo de radicais livres de hidrogénio e de espécies reativas de
oxigénio, a partir da quebra das moléculas de agua®®*. Estes radicais (como
peréxidos, por exemplo), por sua vez, podem atuar como oxidantes fortes e provocar
alteracées nos tecidos, sobretudo nos compostos organicos que os constituem®
ou ainda, ativar enzimas que desnaturam o colageno®°*%. Como a dentina possui
uma quantidade expressiva de agua (11% em peso)?® que circunda o colageno®,
diversos estudos tém sugerido que os efeitos da radioterapia sobre as propriedades

da dentina ndo devem ser ignorados®.

Para Rodrigues et al., os radicais livres formados pela quebra das moléculas
de agua em funcdo da radiacdo ionizante seriam capazes de promover uma
reorganizacdo estrutural nos componentes organicos®. Tal desorganizacdo e
rearranjo do colageno explicariam alteracées nas propriedades fisicas e mecéanicas
da dentina, tais como o0 aumento na solubilidade, reducéo na resisténcia a tracéo e a
propensdo & ocorréncia de fraturas por cisalhamento®. Também explicariam o
porqué ha a preservacao tanto das bandas dos constituintes organicos que formam
a dentina, bem como das posi¢cdes em que estas bandas ocorrem (Figura 17), uma
vez que h& apenas o rearranjo do colageno e ndo sua degradacao.

Em relacdo as alteracdes na matriz inorganica, Marangoni-Lopes et al., por
meio da técnica de espectroscopia Raman com transformada de Fourier,
propuseram que a diminuicdo das bandas de carbonato apds a radioterapia ocorre
devido a formacdo de oxidantes fortes que afetariam ndo apenas os compostos
organicos, mas também os compostos inorganicos. Estes mesmos pesquisadores
mediram as concentragcdes de ions presentes na saliva artificial em que as amostras
de dentina foram mantidas durante a radioterapia. Concluiram que, apés a

radioterapia, a saliva artificial apresentava teores mais altos de fosfato e calcio.
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Logo, a perda de carbonato e fosfato deu-se para a saliva artificial, que ficou

supersaturada®.

E importante salientar que neste estudo, assim como o de Marangoni-Lopes
et al.,, as amostras de dentina foram mantidas em saliva artificial durante o
tratamento radioterdpico. Verificou-se que, apos as irradiacbes, a saliva artificial
originalmente transparente tornou-se turva e amarelada. Embora nédo tenha sido
realizado nenhum teste que visasse a algum tipo de medicdo na saliva, a

modificacdo na sua cor sugere que alteragcbes composicionais devem ter ocorrido.

Conforme mencionado anteriormente, as bandas do carbonato nos modos
de vibracéo v; e v4 séo influenciadas pelas vibracdes da banda de amida Il, que esta

6398 & vice-versa. Ha, ainda, na

relacionada a estrutura em hélice do colageno
mesma regido do carbonato, a ocorréncia de bandas de prolina e hidroxiprolina do
colageno. Assim, a diminuicdo nas bandas na regido entre 1450 e 1410 cm™
observada neste estudo pode estar relacionada também a alteracbes em

componentes organicos e ndo apenas na matriz inorganica.

Em relagéo & banda do carbonato no modo de vibragéo v, (em 872 cm™),
mais especificamente, sabe-se que este é substituinte do fosfato (PO,™) no cristal de
apatita e, consequentemente, da origem & apatita carbonatada tipo B%%°1%!, Este

tipo de apatita carbonatada aumenta a solubilidade da matriz inorganica da dentina.

E importante reiterar que a literatura reporta resultados controversos de
técnicas de espectroscopia a respeito dos efeitos da radioterapia sobre tecidos
6sse0s?%3% Alguns demonstram que doses terapéuticas (entre 50 e 72 Gy) sdo
suficientes para promoverem alteracdes composicionais, ao passo que outros
afirmam que doses tao altas quanto 75 kGy, em dose Unica e com as amostras
mantidas em ambiente refrigerado, ndo causam alteragcdo composicional alguma®,
Os resultados descritos neste presente estudo, no entanto, parecem evidenciar que
a radiacao ionizante em dose de 60 Gy promoveu alteracbes composicionais na
dentina radicular que indicam uma provavel desorganizacéo e rearranjo do colageno

e perda de carbonato, o que pode ser indicio de desmineralizacéo.
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5.2.2. Anélise composicional por FT-Raman

A espectroscopia Raman com transformada de Fourier (FT-Raman) € uma
técnica amplamente utilizada para caracterizar compostos sintéticos e tecidos
biol6gicos®®. E considerada uma técnica complementar & de ATR-FTIR, pois ambas

as técnicas sdo baseadas em principios fisicos distintos®4*%.

A Figura 19 apresenta a média dos espectros Raman entre 400 e 1800 cm™
das amostras de dentina do grupo controle com a identificacdo das principais
bandas neste tecido. Verifica-se a presenca de bandas de: fosfato (flexdo simétrica
v, em 430 cm™; flexdo antissimétrica v4 em 590 cm™ e estiramento simétrico v; em
960 cm™)®; carbonato (estiramento simétrico v, do carbonato tipo B em 1074 cm™ e
em 870 cm™)®2#38% amida 11l (CH,, associacdo do estiramento de C-N e deformacao
de N-H em 1276 cm™)®*%; metileno (CH,, associacdo entre deformacéo angular N-H e
estiramento C-N em 1454 cm™)* e amida | (estiramento de C=0O em 1666 cm™)®,
Destas bandas, as de fosfato e de carbonato estédo relacionadas a matriz inorganica,
ao passo que as de metileno e de amida, a matriz organica®’. E importante
mencionar que as bandas observadas nesta figura ocorreram em ndmeros de

deslocamento cujos valores sao proximos aos relatados na literatura.

Figura 19: Espectro Raman médio das amostras de dentina radicular bovina do grupo controle
(higidas) com a identificagc&o das principais bandas deste tecido. A area sombreada denota o
desvio-padréo.
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A Figura 20, por sua vez, apresenta a média dos espectros Raman entre 400
e 1800 cm™ das amostras de dentina ap6s a radioterapia com a identificacédo das
principais bandas neste tecido. E possivel observar que ha a preservacdo das
bandas da dentina ap0s a radioterapia, bem como das posicbes em que estas
ocorrem em relacdo as amostras sem radioterapia. Além disso, ndo se nota o
surgimento de novas bandas. A principio, todos estes fatos sugerem que a
radioterapia com dose total de 60 Gy ndo promoveu a degradacado total dos
constituintes da dentina radicular, o que corrobora os resultados obtidos com os
espectros de ATR-FTIR (Figura 16).

Figura 20: Espectro Raman médio das amostras de dentina radicular bovina apos a
radioterapia com a identificac@o das principais bandas deste tecido. A area sombreada denota
0 desvio-padréo.
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Fonte: Do préprio autor.

A fim de comparar os espectros Raman obtidos antes (controle) e apds a
radioterapia, realizou-se uma analise semiquantitativa. Os resultados desta analise

séo apresentados nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, das areas normalizadas das
bandas de amida |, amida lll, CH, e fosfato (modos de vibragéo v, e v;) do espectro Raman da
dentina. Os numeros, acima de cada barra, correspondem aos valores de p resultantes do

Area normalizada (u.a)

2,0~

1,51

1,01

0,5

0,0-

teste t de Student para amostras independentes, com a = 0,05.

0,0042
mm Controle

mm Radioterapia

Amidal Amidalll CH, Fosfato Fosfato
Va Vg

Fonte: Do préprio autor.

Figura 22: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrédo e medianas,
das areas normalizadas das bandas de fosfato v, e de carbonato v, do espectro Raman da
dentina. Os numeros, acima de cada barra, correspondem aos valores de p resultantes do

teste de Mann-Whitney para amostras independentes, com a = 0,05.
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De acordo com as Figuras 21 e 22, as bandas de amida (I e Ill), fosfato (nos
modos de vibracdo vi,vo e v4) e de carbonato v; apresentaram diferencas
estatisticamente significantes quando comparados os grupos controle e radioterapia.
Assim como ocorreu com os resultados de ATR-FTIR, a literatura de FT-Raman &
controversa sobre os efeitos da radioterapia sobre a dentina. E importante reiterar
que a falta de consenso na literatura pode advir de diferencas metodologicas, como

discutido anteriormente.

Entre os estudos que se propuseram a investigar os efeitos da radioterapia
sobre a dentina por meio da técnica de FT-Raman destacam-se o de Marangoni-

Lopes et al., 0 de Campi et al. e o de Miranda et al®®.

O estudo conduzido por Marangoni-Lopes et al. demonstrou a existéncia de
uma relacdo dose-dependente com a intensidade das bandas detectadas. Com
doses acumuladas de 10,8 e 21,6 Gy, foi observado um aumento nas intensidades
das bandas de fosfato v,, amida Ill e CH,. No entanto, com uma dose total
acumulada de 30,6 Gy, estas mesmas bandas apresentaram uma reducéo. A banda
de carbonato, por sua vez, sofreu um aumento com 21,6 Gy e uma reducdo apos
30,6 Gy. E importante mencionar que estes pesquisadores utilizaram dentes
deciduos humanos que receberam uma dose total de 30,6 Gy, aplicada em 17 doses
fracionadas de 180 cGy/dia, com as amostras armazenadas em saliva artificial®®.

Campi et al.,, por sua vez, investigaram os efeitos da radioterapia em
diferentes regides da dentina radicular. Para isso, utilizaram dentes permanentes
humanos que foram irradiados com uma dose acumulada total de 60 Gy, aplicada
em doses fracionadas de 2 Gy/dia, na presenca de agua destilada, embora
armazenados em saliva artificial. Concluiram que na dentina radicular intracanal ha
uma diminuigdo das bandas de amida lll, carbonato, fosfato v, e na razdo amida
I/amida lll. Na dentina radicular média, contudo, observaram diminuicdo apenas na

banda de fosfato v,

E, por fim, o estudo de Miranda et al. com dentinas obtidas a partir de
incisivos e caninos de pacientes oncolégicos, com idade média de 55 anos, que
foram tratados com uma dose total de 72 Gy, aplicada em doses fracionadas de 1,8
Gyl/dia, concluiu que a dentina coronaria sofreu um acréscimo na cristalinidade do

fosfato e um decréscimo na cristalinidade do carbonato. Além disso, constatou-se
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que tanto a dentina coronaria como a radicular exibiram menores valores na razao

amida l/amida 11l ap6s a irradiacéo®.

Os resultados aqui apresentados divergem parcialmente daqueles obtidos
por Marangoni-Lopes et al®., de Campi et al** e de Miranda et al®., pois houve um
aumento estatisticamente significante na intensidade das bandas de amida (I e Ill),
fosfato (nos modos de vibracdo vi, v, € v4) e de carbonato v, apds o tratamento
radioterapico. E importante reiterar que, para este estudo, foram empregadas
amostras de dentina radicular bovina irradiadas com uma dose total acumulada de
60 Gy, aplicada em doses fracionadas de 2 Gy/dia, com as amostras imersas em

saliva artificial.

A banda de amida I, que neste estudo apresentou um aumento apds a
radioterapia, esta relacionada a estrutura secundéria do colageno e, por isso, é
utiizada para determinar a conformagdo da proteina (alfas hélices e folhas
beta)®®102103104 De acordo com a literatura, o0 aumento nesta banda é indicio de
dano causado por radioterapia'®. Para Miranda et al. este aumento deve-se a aco
dos radicais livres e outras espécies reativas, resultantes da interacdo entre a
radiacao ionizante e as moléculas de agua, sobre as ligacbes cruzadas do coldgeno
gue, como consequéncia, € rearranjado molecularmente. Ainda segundo esses
autores, alteracfes na banda de amida | podem acarretar a formacédo de um novo

colageno com qualidade inferior ao original®.

|90

Por sua vez, a banda de amida Ill € complexa e instavel™ e por estar

associada as cadeias laterais do colageno, alteracbes nesta banda podem ter

implicacbes na interacdo entre as matrizes organica e inorganica®%

e, assim,
podem comprometer a ades&o de materiais aos tecidos dentais®*. Para Rodrigues et
al. as alteracdes nesta banda devem-se aos efeitos dos radicais livres gerados pela
radiolise da agua que promovem o0 rearranjo na estrutura do colageno apos a
radioterapia®, o que esta em concordancia com o argumento de Miranda et al. a

respeito das alteracdes na banda de amida 1%.

E, por fim, a literatura reporta que a presenca de bandas de fosfato v;, v, e
v4 NO espectro Raman é uma evidéncia da natureza cristalina dos minerais que
compdem a dentina®. Como supracitado, neste estudo as bandas de fosfato nos

modos de vibracdo vi,v, € v4 aumentaram apos a radioterapia. Embora Marangoni-
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Lopes et al. tenham observado que, em determinadas doses, a banda de fosfato v,
sofreu aumento em sua intensidade, estes mesmos pesquisadores nao ofereceram
uma explicacéo para tal fato®. Isso também ocorreu com o estudo de Miranda et
al®2. Apenas Rodrigues et al., que constataram aumento nas bandas de fosfato por
ATR-FTIR em amostras de dentina submetidas a radioterapia, propuseram que a
radiacdo ionizante é capaz de alterar as ligacdes quimicas da hidroxiapatita de modo
a promover sua reorganizagdo estrutural e, assim, favorecer a formacdo de ions
fosfato. Inclusive, estes mesmos pesquisadores correlacionaram o aumento de
fosfato com o acréscimo na microdureza Vickers apés a radioterapia®. A propdsito,
a reorganizacao estrutural da hidroxiapatita promovida pela radiacédo ionizante pode

explicar também as alteraces na banda de carbonato v;.

Outra maneira dos efeitos da radioterapia sobre a matriz inorgéanica dos
tecidos dentais serem avaliados da-se por meio do indice de cristalinidade, que
representa o ordenamento de uma determinada fase, bem como o tamanho médio
de um cristalito’®*1%>1%_ Este indice é inversamente proporcional a largura total a
meia altura (full width at half maximum, FWHM) para a banda de fosfato v; em 960
cm™ e apresenta boa correlacdo com a cristalinidade calculada a partir da técnica de
difracdo de raio-X, que é considerada referéncia’®®>'°®!%’. No método FWHM, uma
estrutura totalmente cristalina apresenta um pico estreito e um tamanho grande de

cristalito02105:107,

Desta forma, a Figura 23 exibe as médias do indice de cristalinidade, que
foram calculadas por meio do método de largura total a meia altura (FWHM) para a
banda de fosfato v; em 960 cm™, dos grupos controle e radioterapia. Observa-se
qgue o indice de cristalinidade aumentou apés a radioterapia, o que significa que o
cristal de hidroxiapatita carbonatada, principal constituinte mineral da dentina?®,
torna-se mais ordenado e passa a ter um tamanho de cristalito maior apds a

radioterapia.
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Figura 23: Médias dos indices de cristalinidade, com seus respectivos desvio-padréo, dos
grupos controle e radioterapia calculados por meio do método FWHM para a banda de fosfato
v1 em 960 cm™. Para comparacéo estatistica, utilizou-se o teste t de Student para amostras
independentes, com a = 0,05.
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Fonte: Do préprio autor.

Novamente, a literatura reporta resultados controversos para o indice de
cristalinidade de tecidos duros dentais tratados radioterapicamente. Lu et al., por
exemplo, relataram que o indice de cristalinidade do esmalte e da dentina, obtidos a
partir de molares humanos e submetidos a radioterapia com doses de 30 e 60 Gy,

diminufram com o aumento da dose de radiacéo®®®.

Reed et al.,, por sua vez,
constataram que amostras de dentes humanos submetidas a radioterapia com dose
total de 70 Gy, aplicada em doses fracionadas de 2 Gy/dia, ndo apresentaram

mudangas quanto a cristalinidade do esmalte, mas exibiram uma tendéncia ao

aumento no indice de cristalinidade da dentina®.

A controvérsia persiste em relagdo ao indice de cristalinidade de tecidos
0sseos submetidos a radioterapia. Kubisz et al. analisaram amostras de fémur
bovino esterilizadas com diferentes doses de irradiagcdo gama (10, 25, 50, 100, 500,
750 e 1000 kGy) e constataram que nao houve alteracdes na cristalinidade da
hidroxiapatita presente no tecido. Por sua vez, Zezell et al. investigaram os efeitos
da radiacdo gama sobre tibias bovinas submetidas a doses de 0,01; 0,1; 1; 15 e 75
kGy em meio umido. Concluiram que o indice de cristalinidade do tecido 6sseo foi

reduzido mediante a dose de 0,01 kGy, mas permaneceu inalterado em doses
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maiores®®. Por fim, Gong et al. analisaram tibias de camundongos BALB/F que foram
tratados radioterapicamente com uma dose total de 20 Gy, aplicada em fragbes de 5
Gyl/dia. As amostras obtidas a partir de camundongos eutanasiados 4 semanas ap0s
a radioterapia exibiram um aumento na cristalinidade, que se deveu ao crescimento

dos cristalitos existentes®?.

Ainda, salienta-se que a literatura também descreve que, em apatitas
carbonatadas sintéticas, o aumento na cristalinidade acarreta o estreitamento da
banda de fosfato e € acompanhado pela reducéo de carbonato como substituinte no
cristal de apatita'®. Embora a analise de FT-Raman realizada neste estudo tenha
apresentado aumento significativo na banda de carbonato v; ap0s a radioterapia
(Figura 22), os resultados de ATR-FTIR demonstraram reducfes nas bandas de

carbonato nos modos de vibragéo v, v e v4 (Figura 17).

E importante mencionar que a técnica de FT-Raman, cuja fonte é um laser
de Nd:YAG com comprimento de onda de 1064 nm, possui capacidade de deteccéo
em maior profundidade na dentina quando comparado a técnica de ATR-FTIR. Esta
possui um cristal de diamante que gera uma onda evanescente com penetracao de,

no maximo, 5 pm na dentina®®%

. Desta forma, é plausivel que a perda de
carbonato evidenciada pela técnica de ATR-FTIR tenha acontecido de modo mais
acentuado nas proximidades da superficie da dentina. Como as amostras
permaneceram imersas em saliva artificial, composta predominantemente por calcio
e fosfato, durante todo o tratamento radioterapico, € provavel que o carbonato tenha
sido liberado para esta solu¢do por meio das reagdes quimicas promovidas pela
acdo da radiacao ionizante com as moléculas de agua. A perda de carbonato,
consequentemente, pode ter favorecido tanto o rearranjo dos ions fosfato ja
existentes quanto a introducdo de novos ions oriundos da saliva artificial no cristal
de hidroxiapatita, o que explicaria 0 aumento na cristalinidade demonstrado na

Figura 23.

Ainda, é possivel que 0 aumento no indice de cristalinidade seja resultante
da combinacdo de todas as alteracdes composicionais detectadas pelas técnicas de
ATR-FTIR e FT-Raman, que, em suma, foram:
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= (i) o aumento nas intensidades das bandas de amida | e Ill, detectado por FT-
Raman, que pode ser indicio tanto da desorganizacdo de colageno como da
formacéo de um novo tipo;

= (i) a diminuicAo na banda de carbonato nos modos de vibracdo vs; e vy,
constatada por ATR-FTIR, que pode estar relacionada a perda de conteudo
organico ou inorganico.

= (i) a reducdo na banda de carbonato no modo de vibracdo v,, detectada por
ATR-FTIR, que pode ter conexdo com a perda de conteludo inorganico que
atuava como substituinte do fosfato no cristal de hidroxiapatita;

» (iv) o aumento nas bandas de fosfato nos modos de vibragdo vi, v, € va,
demonstrado por FT-Raman, que pode estar relacionado a um rearranjo da

estrutura da hidroxiapatita por acdo da radiacéo ionizante.

Portanto, os resultados obtidos com a técnica de FT-Raman sugerem que a
radiacdo ionizante, em dose terapéutica para neoplasias de cabeca e pescoco, &
capaz de provocar o rearranjo do conteddo organico e inorganico da dentina, além
de aumentar a cristalinidade da hidroxiapatita. Desta forma, pode-se dizer que tal
técnica complementou a analise de ATR-FTIR que também tinha indicado
evidéncias de alteracbes composicionais na dentina ap0s o tratamento radioterapico

in vitro.

5.2.3. Avaliacédo de propriedades opticas por OCT

A tomografia por coeréncia 6ptica (OCT, na sigla em inglés) é uma técnica
que tem sido empregada para a avaliacdo de desmineralizacdo e remineralizacao
em tecidos dentais. Consequentemente, nos ultimos anos, diversos estudos tém
sido realizados com o uso da OCT como forma de avaliar lesdes de carie, sejam
elas naturais ou artificiais, principalmente as incipientes. Trata-se de uma técnica
nao invasiva e que nao faz uso de radiagdo ionizante, como € o0 caso das
radiografias que sdo amplamente utilizadas para este fim8/ 8810911011112 N4
entanto, até este momento, nenhum estudo adotou esta técnica a fim de mensurar

os efeitos da radioterapia sobre os tecidos dentais'®.

A Figura 24 exibe imagens representativas de B-scan dos blocos de dentina

radicular avaliados neste estudo antes (controle) e apds a radioterapia. Salienta-se
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gue se trata de imagens de B-scan obtidas na mesma posi¢cdo de mesmas amostras
em diferentes etapas experimentais. Houve uma variabilidade no padrdo das
imagens de B-scan depois que os blocos de dentina foram submetidos ao

tratamento radioterapico.

Figura 24: Imagens de B-scan representativas da populacdo de amostras de dentinas
radiculares avaliadas neste estudo antes (controle) e apds a radioterapia. Escala: 100 pm.

Controle Radioterapia

Fonte: Do préprio autor.



71

Figura 24 (cont.): Imagens de B-scan representativas da populacdo de amostras de dentinas
radiculares avaliadas neste estudo antes (controle) e apds a radioterapia. Os tracos em
amarelo evidenciam mudancas Opticas significativas nas estruturas. Escala: 100 um.

Controle Radioterapia

Fonte: Do préprio autor.

O B-scan de dentinas higidas (Figuras 24A e B) apresenta um primeiro sinal
de reflexdo intensa na interface ar/tecido (linha branca intensa e bem definida),
decorrente da interacdo da luz com a superficie polida da amostra, e, em seguida,
observa-se o decaimento rapido do sinal em funcdo da profundidade (tonalidade
branca intensa na superficie perde gradualmente a intensidade conforme a
profundidade na amostra aumenta) devido a diminuigédo do retroespalhamento da luz
ao interagir com minerais e espacos presentes no tecido dentinario''!. Este padrdo
de imagem foi o de maior ocorréncia nas amostras, mesmo apos a radioterapia, e

condiz com a literatura que atribui esse padrdo & dentina sadia****3.

No entanto, houve uma quantidade expressiva de amostras que exibiram
outros padrbes de imagens apos o tratamento radioterapico. Na Figura 24D, por
exemplo, observam-se pequenas regides no interior da dentina com sinal intenso

gue inexistiam na amostra higida (Figura 24C). A literatura reporta que essas
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109111113114 gye podem ter sido formados apés a

regides internas podem ser poros
radioterapia. Similarmente, na Figura 24F nota-se uma intensificacdo do sinal nos
poros preexistentes (Figura 24E) apos a radioterapia. Além disso, € possivel
perceber uma intensificacdo do sinal (regides claras mais espessas) proxima a
superficie das amostras (Figura 24H e J) ap0s o tratamento radioterapico quando se
compara aos correspondentes no grupo controle (Figuras 24F e G). Ainda, na Figura
24H, observa-se o surgimento de uma provavel lesdo no interior da dentina que nao

estava presente na amostra higida (Figura 24G).

Tanto a presenca de microporos quanto o surgimento de regiées mais claras
nas imagens representadas nas Figuras 24D,FH e J sdo compativeis com

processos de desmineralizacdo dos tecidos dentais'®®110111113,

Esses microporos,
por sua vez, geram um maior numero de interfaces que causam maior
retroespalhamento e retrorrefletividade do sinal da OCT e, como consequéncia,

traduzem-se em maior brilho nas imagens de B-scan*1>11¢,

Na técnica de OCT, a avaliacdo da desmineralizacdo € baseada em dois
principios: (i) por meio do aumento do retroespalhamento do sinal no tecido poroso
desmineralizado ou (ii) por meio de ateracfes na despolarizacdo do sinal incidente
pelo tecido desmineralizado. O primeiro pode ser obtido tanto por sistemas de OCT
convencionais ou sensiveis a polarizacao (PS-OCT); ao passo que o0 segundo é
obtido exclusivamente por PS-OCT**™>17 Uma das maneiras de quantificar as
alteracdes ocasionadas pelo processo de desmineralizacdo nos padrdes de imagem
gerados pela OCT € por meio do coeficiente de atenuacdo Optica total
()8 1112113114118 N9 ha um consenso na literatura quanto a relacdo de i, com o
grau de desmineralizacdo dos tecidos dentais: para alguns autores, trata-se de

grandezas diretamente proporcionais®’****?

111,118

, @0 passo que outros afirmam que sao

inversamente proporcionais

A analise estatistica dos valores de [r; (Figura 25) demonstrou que houve um
aumento no valor de [r; estatisticamente significativo (p = 0,0095) apds o tratamento
radioterapico. Embora o uso do [i; para quantificar perdas de mineral esteja bem
estabelecido, a literatura difere quanto a sua interpretacdo. Alguns autores relatam
que a atenuacao do sinal da OCT em tecido saudavel é maior do que em tecidos

desmineralizados, porque, nesses Uultimos, o0s cristais desorganizados de
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hidroxiapatita e o grande volume de poros com diversos tamanhos prejudicam a

propagacéo da luz. Nas O

interfaces com os poros, a reflexdo da luz ocorre devido a mudancas
bruscas no indice de refracdo, bem como a reducéo efetiva na dispersdo quando a
luz viaja sem se desviar pelo espaco dentro dos poros. No entanto, outros estudos
relatam que o aumento dos espacos intercristalinos e a desorganizacao da estrutura

prismatica dos tecidos duros promovem maiores valores de [t;.

Figura 25: Distribui¢c8o dos valores médios, com os respectivos desvios-padréo e medianas,
dos coeficientes de atenuagé&o oOptica total (u,) dos blocos de dentina antes (controle) e apds a
radioterapia. Para comparacdo estatistica, utilizou-se o teste de Wilcoxon para amostras
dependentes, com a=0,05.
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Fonte: Do préprio autor.

Outra forma de avaliar quantitativamente as mudancas Opticas nos tecidos
duros dentais, principalmente as relacionadas a matriz inorganica, é a refletividade
integrada (AR)'92%12! O yso deste parametro é proposto para a mensuracdo da
atividade de lesbes de carie por meio de PS-OCT e considera que a luz polarizada
despolariza-se rapidamente quando retorna de um tecido desmineralizado®. Um
estudo anterior demonstrou a possibilidade de medir mudancas nas lesdes de céarie
radicular por meio do calculo da refletividade integrada usando um sistema de OCT

sem sensibilidade de polarizacdo, equipamento parecido com 0 empregado no
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presente estudo™®. A AR no eixo perpendicular, por sua vez, foi positivamente
relacionada com a perda mineral medida por microrradiografia transversal***. Em
estudo anterior efetuado pelo nosso grupo, também se comprovou que a AR foi a
forma mais eficiente de mensurar a perda mineral 0ssea, em uma relacdo

diretamente proporcional®.

No presente estudo, a analise da AR também evidenciou um aumento
estatisticamente significativo (p = 0,0005) nas amostras apos tratamento
radioterapico, como ilustrado na Figura 26, o que reforca a hipotese de que houve
uma perda de mineral nas amostras de dentina apds a radioterapia. Vale a pena
ressaltar que, neste estudo, ndo houve troca da solucéo de saliva artificial durante a
radioterapia, 0 que pode ter favorecido o processo de troca idnica entre amostra e
saliva até um determinado limiar de saturacdo. Por outro lado, se tivesse havido
substituicdo diaria da saliva artificial, como ocorre em alguns estudos da

319395123124 o553 troca idnica poderia ter sido ainda mais favorecida e a

literatura
perda mineral, portanto, mais intensa. Embora este estudo tenha buscado simular in
vitro um protocolo de tratamento de radioterapia, devem ser consideradas as
limitagcdes de um estudo in vitro em relacdo a um clinico, nos quais a composicao da
saliva, assim como o seu fluxo ou até mesmo a sua auséncia, variam de um
individuo para outro. Certamente, com outros delineamentos experimentais,

poderiamos ter obtido respostas divergentes.
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Figura 26: Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, de refletividade integrada (AR)
dos blocos de dentina antes (controle) e apds a radioterapia. Para comparacao estatistica,
utilizou-se o teste t de Student para amostras dependentes, com a = 0,05.
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Fonte: Do préprio autor.

E importante mencionar que o aumento nos valores médios do I, e de AR
refletividade integrada (Figura 25 e Figura 26, respectivamente), bem como as
alteracbes nos padrbes de imagem observados nas amostras de dentina apds a
radioterapia (Figuras 24D, F, H e J) podem ser ferramentas Uteis para o
acompanhamento clinico deste tecido por OCT com a finalidade de monitorar as
alteracdes promovidas pela radioterapia. Se, de fato, estas alteracOes estiverem
associadas a etiologia da céarie de radiacdo, é plausivel que a OCT, em pacientes
oncoldgicos irradiados na regido da cabeca e pescoco, venha a ser uma técnica util
para o diagnostico precoce de lesBes incipientes deste tipo de carie de modo a
preservar a denticdo, haja vista que se trata de uma patologia com progressao
rapida e agressiva®>’. Além disso, estudos anteriores apontaram que as lesdes
incipientes de carie de radiacdo dificilmente sdo detectadas por métodos de
radiologia convencionais devido a imposicéo de estruturas, o que ndo ocorreu com a
OCT"*12>_ Um estudo anterior que empregou a OCT para o diagndstico de carie de
radiacdo evidenciou a possibilidade de caracterizar as lesdes ja estabelecidas com
esta técnica’®; entretanto, o presente estudo é o Unico que comprova a
possibilidade de monitoramento de alteragdes microestruturais anteriores ao

estabelecimento da les&o de carie de radiagéo.

Conforme j& discutido, a literatura reporta resultados controversos a respeito

dos efeitos da radioterapia sobre tecidos dentais. Neste estudo, tanto as imagens
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obtidas pela OCT quanto o aumento nos valores médios do fi; e da AR das amostras
de dentina radicular apdés a radioterapia sugerem que estas apresentam
caracteristicas compativeis com as que sao resultantes do processo de
desmineralizacdo. Deste modo, estes resultados de OCT reforcam os achados de
ATR-FTIR e de FT-Raman que indicaram alteragbes na matriz inorganica das

mesmas amostras de dentina radicular apés tratamento radioterapico.

5.2.4. Avaliacao de propriedade mecénica por microdureza superficial Knoop

A microdureza é uma das propriedades avaliadas em diversos estudos sobre
os efeitos da radiacéo ionizante, em doses terapéuticas para neoplasias de cabeca e
pescoco, nos tecidos dentais. Em geral, os resultados sdo bastante controversos,
pois inexiste uma padronizacdo quanto a metodologia utilizada para avaliar esta
propriedade. Fatores como o tipo de dente avaliado (bovino, permanente humano ou
deciduo humano), a preparacdo das amostras e os parametros escolhidos para o
teste (célula de carga, tempo de aplicacdo da carga e escala adotada, por exemplo)
influenciam o resultado final®*939°97:123.126 £ amplamente estabelecida, contudo, a
relacdo direta entre os achados de perda de microdureza Knoop superficial ou
seccional com a perda de mineral de esmalte e dentina. Inclusive, esta técnica é

considerada padr&o-ouro nos estudos de Cariologia**"**®

Os resultados do ensaio de microdureza Knoop superficial sdo apresentados
na Figura 27. Observa-se que o valor médio desta propriedade sofreu reducdo de
32,99 + 8,859 Kgf/mm? para 20,56 + 4,673 Kgf/mm? apés a radioterapia e é
estatisticamente significante (p = 0,0002).
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Figura 27: Valores médios, com os respectivos valores de desvio-padrao, da microdureza
superficial Knoop das amostras de dentina radicular bovina antes (controle) e apds a
radioterapia. Para comparagéo estatistica, utilizou-se o teste t de Student para amostras
independentes, com a = 0,05
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Fonte: Do préprio autor.

Sabe-se que a as propriedades mecénicas da dentina, nas quais se inclui a
microdureza, estdo fortemente relacionadas & sua estrutura interna e composicdo%.
Inclusive, a microdureza tem sido amplamente empregada para avaliar 0 seu grau

94,130

de mineralizacéo , uma vez que ha uma relagao linear entre esta propriedade e a

quantidade de minerais presentes na dentina®. Além da estrutura interna e da

composicdo, a microdureza é afetada pelas condicbes ambientais nas quais o

substrato esta inserido e pode ser reduzida em até 30% em meios imidos*?°.

Em relacdo a sua estrutura interna, é reportado que a microdureza varia de
acordo com a regido na dentina®®®. Regides mais mineralizadas, como as paredes
dos tubulos e a dentina peritubular, apresentam valores maiores de microdureza do
que regides menos mineralizadas, como a dentina intertubular*?®. Também foi
demonstrado que a microdureza varia com a profundidade e apresenta valores
distintos para a dentina superficial, média e profunda, as quais possuem diferentes
densidades de tbulos®*?3. Outro fator de ordem estrutural que afeta a microdureza
é a orientacdo dos tubulos presentes na dentina'®®. Por estas razdes, neste estudo,
padronizou-se a regido central da superficie dos blocos (superficie cervical da

dentina radicular) como regido de interesse para avaliagdo da microdureza.
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De modo geral, a maioria dos artigos reporta que a microdureza da dentina
diminui ap6és a radioterapia® 9297108123126 " qtros estudos ainda sugerem que a
diminuicdo na microdureza ocorre progressivamente com o aumento da dose de
radiacéo ionizante®™'?. As explicacdes que s&o atribuidas a este comportamento

estdo relacionadas a alteracdes no colageno e a reestruturacdo dos cristais que

formam a matriz mineral promovidas pela radioterapia’?®.

Como mencionado anteriormente, a dentina esta sujeita a acao dos radicais
livres e peréxidos originados pela radidlise por ser um tecido rico em agua. Por
serem espécies reativas, tais substancias podem provocar a reorganizacdo ou
desnaturacdo dos componentes que formam o coldgeno e, como consequéncia,
interferem na estabilidade interna da dentina. Esta, por sua vez, torna-se mais ddctil,
friavel e vulneravel a formacéo de trincas, o que compromete sua capacidade de
fornecer suporte ao esmalte®™123120131 A respeito da reestruturacdo dos cristais que
compdem a matriz mineral de hidroxiapatita carbonatada, Rodrigues et al.
propuseram que a radiacdo ionizante € capaz de alterar as ligacdes quimicas de
modo a promover a reorganizagdo dessa estrutura e, assim, favorecer a formacao

de ions fosfato®.

Apesar da microdureza estar positivamente relacionada ao contetdo mineral
da dentina, essa propriedade parece ter sido influenciada tanto pelas alteragdes na
matriz organica quanto na matriz inorganica da dentina, conforme resultados
observados de ATR-FTIR e FT-Raman. Isso fica evidente quando se observam as
alteracdes nas bandas de carbonato detectadas no ATR-FTIR e nas bandas de
fosfato (vi, v2 € v4) detectadas no FT-Raman, todas relacionadas ao conteudo
mineral. Ainda em relacdo a matriz inorganica, observa-se que o indice de
cristalinidade (Figura 23) das amostras de dentina radicular aumentou apds a
radioterapia e, como consequéncia, deveria ter refletido em um acréscimo na
microdureza das amostras tratadas'®®. O fato da microdureza das amostras tratadas
radioterapicamente nao ter exibido aumento, apesar de sua cristalinidade mais
elevada, pode ser explicado de trés formas, sob o ponto de vista da matriz mineral:
(i) o novo ordenamento da hidroxiapatita pode ter induzido deformacdes residuais
locais que podem ter afetado as propriedades mecanicas'®; (i) o rearranjo da
estrutura da hidroxiapatita pode ter ocorrido em curto alcance'®, isto é, pode ter

abrangido somente algumas regides das amostras, em vez de sua totalidade e (iii)
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os efeitos do maior ordenamento cristalino da estrutura podem ter sido anulados por
outros efeitos concorrentes, tais como da desorganizac¢do do colageno.

E importante ressaltar que os resultados provenientes das técnicas de ATR-
FTIR e FT-Raman revelaram alteragbes nas bandas de amida I, amida lll, fosfato
(modos de vibracdo vi, v2 € v4) e carbonato das amostras de dentina apds a
radioterapia. Desta forma, as explicacdes (i) e (i) podem ser viadveis se for
considerado que as alteracdes nas bandas relacionadas a matriz inorganica sao
devidas ao rearranjo de suas estruturas cristalinas por efeito dos radicais livres
originados pela radioterapia. A explicacdo (iii), por sua vez, é plausivel se forem
consideradas as mudangas nas bandas de amida | e Ill atribuidas a matriz organica.
Como mencionado anteriormente, o aumento na banda de amida | pode ser um
indicio da reorganizacdo de um novo colageno com qualidade inferior ao original®®. A
banda de amida lll, por sua vez, esta associada as cadeias laterais do coldgeno que
sd0 responsaveis pela interacdo da matriz organica com a inorganica® %2913,
Como essas bandas foram alteradas apo6s a radioterapia, € possivel inferir que a

interacdo entre o colageno e a hidroxiapatita pode ter sido comprometida.

Com base em todas essas informacbes, € plausivel que as alteracbes
composicionais promovidas pela radioterapia tenham desestabilizado tanto a
estrutura interna da dentina quanto a estrutura original da hidroxiapatita. Como
consequéncia, tal instabilidade acarretou alteracdes microestruturais que foram
detectadas por OCT e, possivelmente, seus efeitos sobressairam-se perante
agueles que eram esperados pelo aumento da cristalinidade (que seria o acréscimo
na microdureza). Assim, a reducdo na microdureza superficial Knoop das amostras
de dentina radicular apés a radioterapia verificada neste estudo esta relacionada as
alteragcbes composicionais promovidas pela radiacdo ionizante, conforme

evidenciado pelos resultados de ATR-FTIR e de FT-Raman.

5.2.5. Anélise morfoldgica por MEV

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é uma das técnicas que tém
sido empregadas na investigacao dos efeitos da radioterapia, em doses terapéuticas
para neoplasias de cabeca e pescoco, sobre os tecidos duros dentais®%%. A

Figura 28 apresenta eletromicrografias representativas dos blocos de dentina
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radicular antes e apds o tratamento radioterapico, sob diferentes magnificacdes. E
possivel perceber que a dentina higida (Figuras 28A e C) apresenta morfologia com
tubulos parcialmente expostos, além da camada de smear que é oriunda do preparo
da amostra por lixamento e polimento®. Inclusive, podem-se notar marcas
superficiais provenientes destes processos. Apesar da amostra ter sido desidratada
para imageamento, ndo se observa a existéncia de trincas em sua superficie. Ainda,
nota-se que a dentina intertubular e peritubular sdo bem distinguiveis e que os
tibulos exibem uniformidade quanto a seu tamanho e distribuicdo. Todos esses

aspectos sdo compativeis com a morfologia de uma dentina higida®*#*.

Similarmente, nas Figuras 28B e D, por sua vez, nota-se que a dentina
também exibe uma camada de smear, obliteracéo parcial dos tubulos dentinarios e a
auséncia de trincas superficiais apés o tratamento radioterapico. Entretanto,
percebe-se que ha uma maior quantidade de tubulos obliterados na dentina apos a
radioterapia do que em comparacdo com a dentina higida. Além disso, as estruturas
da dentina peritubular e intertubular ndo sdo tdo distinguiveis como antes da

radioterapia (Figuras 28A e C).

A literatura reporta que a dentina sofre desidratacdo e alteracbes
composicionais devido a acdo da radiacdo ionizante com as moléculas de agua
presentes no tecido. Desta forma, a morfologia evidenciada por microscopia
eletrdnica de varredura apresentaria a formacéo de trincas e a obliteracdo de tibulos
dentinarios. Outros estudos ainda demonstram que a radioterapia seria capaz de
desorganizar a estrutura da dentina de modo a dificultar a distingdo entre dentina
peritubular e intertubular®®1#3132 Tajs alteracdes morfoldgicas seriam favorecidas
pela formacao de apatita amorfa ou pela reorganizacdo da estrutura do colageno na

dentina9,90,95,97,123,132
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Figura 28: Eletromicrografias representativas dos blocos de dentina radicular antes (Ae C) e
ap0s a radioterapia (B e D). Magnificagdo original: 5000x e 3000x.
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Fonte: Do proprio autor.

Neste estudo, todavia, as eletromicrografias apresentadas na Figura 28 néo
permitem concluir que a obliteracdo dos tubulos dentinarios apds a radioterapia
(Figuras 28B e D) é decorrente de efeitos causados pela radiacdo gama diretamente
sobre o tecido ou se a radioterapia possa ter promovido a deposi¢cdo de ions
provenientes da saliva artificial. Contudo, os achados morfolégicos observados aqui

sdo compativeis com a literatura.
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5.3. Fase Il — Avaliagdo da associacdo de diferentes tratamentos de

remineralizacdo in vitro sobre a progresséo da carie em dentina radicular
5.3.1. Inducéo das lesdes artificiais de céarie
5.3.1.1. Analise composicional por ATR-FTIR

A Figura 29 apresenta os espectros médios na regido entre 1800 e 800 cm™
apos normalizacdo pela banda de fosfato v; e tracado da linha de base para as
amostras de dentina radicular sadias (controle), apds radioterapia e apos
desmineralizacdo (cérie artificial). Observa-se a preservagdo das principais bandas
de absorcdo nas amostras de dentina analisadas mesmo apds a desmineralizacéo
(céarie artificial). Ainda, nota-se que ndo ha a formacdo ou extincdo de bandas. Em
relacdo a matriz orgéanica, verifica-se que a desmineralizacdo promoveu maior
intensidade nas bandas das amidas I, Il e lll em comparagdo com os demais grupos.
Ao que se refere a matriz inorganica, por sua vez, é perceptivel que a
desmineralizacdo promoveu um aumento na intensidade do carbonato nos modos
de vibracdo vz e v4, mas causou uma reducdo nas intensidades do fosfato e do
carbonato nos modos de vibracao v; e v, (embora tenha havido uma diminuicdo em
1400 cm™), respectivamente. Além disso, nota-se que o fosfato, no modo de

vibracdo vs, deslocou-se de 1005 cm™ para 1024 cm™ e sofreu estreitamento.
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Figura 29: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pela intensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina em trés condicdes: controle, apds a radioterapia e depois da
desmineralizacdo (carie artificial).
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Fonte: Do préprio autor.

A analise estatistica da comparacdo semiquantitativa das bandas de
absorcdo, proporcionalmente em relacdo a banda de fosfato vz, dos trés grupos
(controle, radioterapia e cérie artificial) esta ilustrada na Figura 30 e os valores de p,

por sua vez, estao discriminados na Tabela 1.
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Figura 30: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
das proporcg8es das areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida (I, Il e
lll) e de carbonato (nos modos de vibragéo v,, vz e v4) das amostras de dentina radicular sadias
(controle), apds radioterapia e apds desmineralizacdo (carie artificial). Letras distintas, acima

de cada barra, indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste de
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Tabela 1: Valores de p resultantes da comparacdao intergrupos (controle, radioterapia e carie
artificial) por meio do teste de Friedman com pés-teste de Dunn para amostras dependentes
para as proporgdes das principais bandas de absorcéo da dentina em relagcéo a banda de
fosfato vs. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

Amidal Amidall Amida i C2roonato Carbonato

A\ V3 € V4

Controle vs. Radioterapia 0,6668 >0,9999 >0,9999 0,7684 0,004
Controle vs. Cérie artificial <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. Carie artificial <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001

Fonte: Do proprio autor.

A partir da Figura 30 e da Tabela 1, é possivel verificar que, apos a indugéo
de carie artificial, houve um aumento significativo nas proporcdes de todas as
bandas relacionadas a matriz organica da dentina (isto €, a amida I, a amida Il e a
amida IIl), bem como da banda de carbonato v; e v4 em relacdo ao fosfato, quando
comparadas aos seus correspondentes no grupo controle e radioterapia. Em
contrapartida, nota-se uma reducdo na propor¢cdo da banda de carbonato v, nas

condi¢bes supracitadas.

E importante enfatizar que o aumento na intensidade das bandas das
amidas apods a inducdo de carie artificial € decorrente de maior exposicao do
colageno ocasionada pela perda de minerais que compdem a dentina®*****. O
aumento na intensidade das bandas do carbonato vs e v4 apés a cérie artificial, por

sua vez, pode ser explicado pela interferéncia dos modos de vibragdo da amida Il %.

Salienta-se também que a reducdo na banda de carbonato v, juntamente
com o fato das bandas correspondentes a matriz inorganica nao terem
desaparecido, bem como o estreitamento da banda de fosfato vz e seu
deslocamento para um numero de onda maior sugerem que a desmineralizagdo
ocorreu parcialmente’®, porém foi suficiente para causar algum nivel de
desorganizacdo na estrutura da fase mineral da dentina. Logo, é possivel concluir
gue o protocolo de desmineralizacao artificial adotado foi eficiente em simular lesGes

incipientes de carie e, assim, corrobora a literatura’®.
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5.3.1.2. Analise composicional por FT-Raman

A Figura 31 exibe a média dos espectros Raman entre 400 e 1800 cm™ das
amostras de dentina apdés a inducdo da carie artificial com a identificacdo das
principais bandas neste tecido. Observa-se que ha a preservacdo das bandas da
dentina apos a inducdo de cérie artificial, bem como das posicdes em que estas
ocorrem em comparacgao aos grupos sadio (controle) e radioterapia. Além disso, ndo
se notam o alargamento ou o estreitamento dos picos, bem como o surgimento de
novas bandas. Tais resultados estdo em concordancia com aqueles obtidos por
ATR-FTIR (Figura 29) e com a literatura®-%*%,

Figura 31: Espectro Raman médio das amostras de dentina radicular bovina em trés
condicdes: sadias (controle), apds a radioterapia e apds ainducao de cérie artificial com a
identificacdo das principais bandas deste tecido.
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Fonte: Do préprio autor.

Os resultados da analise semiquantitativa das principais bandas da dentina

sdo exibidos nas Figuras 32 e 33 para 0s constituintes das matrizes inorganica e
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organica. Os valores de p resultantes da comparagéo estatistica sdo apresentados
na Tabela 2. Ap6s a desmineralizacdo (carie artificial), detectaram-se alteracfes
significativas nos conteudos das bandas de fosfato v, e carbonato v; quando

comparados aos conteudos apdés a radioterapia.

Figura 32: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padréo e medianas,
das areas normalizadas das bandas de fosfato v, e carbonato v, das amostras de dentina
radicular dos grupos controle, radioterapia e carie artificial. Letras iguais, acima de cada barra,
denotam a inexisténcia de diferengas estatisticamente significantes de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis com poOs-teste de Dunn para amostras independentes, com a = 0,05.
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Fonte: Do préprio autor.
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Figura 33: Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, das areas normalizadas das
bandas de amida I, amida lll, CH, e fosfato (nos modos de vibracéo v, e v;) das amostras de
dentinaradicular dos grupos controle, radioterapia e carie artificial. Letras distintas, acima de
cada barra, denotam a existéncia de diferengas estatisticamente significantes de acordo com o
teste de ANOVA de uma via com pds-teste de Tukey para amostras independentes, com a =

Area normalizada (u.a)

Area normalizada (u.a)

0,05.
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Tabela 2: Valores de p resultantes da comparacdao intergrupos (controle, radioterapia e carie
artificial) por meio do teste de Kruskal-Wallis com pd6s-teste de Dunn (para as bandas de
fosfato v, e carbonato v;) ou de ANOVA de uma via com pds-teste de Tukey (para as bandas de
amida |, amida lll, fosfato v, e fosfato v,). Ambos os testes consideraram amostras
independentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) séo estatisticamente significantes.

Valores de p

Amida Amida CH Fosfato Fosfato Fosfato Carbonato
| M 2 Vi 2 V4 \21

Controle vs. Radioterapia  0,0084 0,0211 0,4867 0,0049 0,0002 0,0032  0,0925
Cont;‘?'tﬁi‘éfélca”e 0,1202 00005 0,8482 04647 0,0063 00052  >0,9999
Radioterapia vs. Carie

artificial 0,4610 0,3237 0,8150 0,2524 0,3853 <0,0001 0,0248

Fonte: Do préprio autor.

Tais resultados divergem parcialmente daqueles que foram obtidos por ATR-
FTIR (Figura 30 e Tabela 1). Esta divergéncia € decorrente da profundidade de
analise de cada técnica. Enquanto a primeira consegue medir apenas a superficie
da amostra em contato com o cristal de ATR (com limitagdo de até 5 um para o caso

da dentina)®*®

, @ segunda, por fazer uso de um laser de Nd:YAG com comprimento
de onda de 1064 nm, consegue medir em maiores profundidades da amostra®’. Uma
vez que, neste estudo, foi utilizado propositalmente um protocolo de
desmineralizacédo artificial para simular a inducéo de lesdes incipientes de carie (isto
€, lesbes com perda mineral subsuperficial com preservacdo da integridade da

superficie, de profundidade aproximada de 70 um)’®®°

, as mudancas composicionais
causadas por este protocolo foram inferiores a penetracdo do laser do FT-Raman;
desta forma, ndo foi possivel detectar todos os efeitos da desmineralizacédo por esta

técnica devido ao efeito de bulk.

Similarmente, a radiagdo gama oriunda de uma fonte de Co-60 que foi
empregada no tratamento radioterapico neste estudo é capaz de penetrar de modo
mais profundo em tecidos biolégicos (entre 2 e 5 mm)****>*. Como consequéncia, a
radioterapia foi capaz de provocar alteragbes nos componentes presentes nas
amostras de dentina radicular como um todo e, por isso, foram eficientemente

detectados por FT-Raman.

Os valores médios de cristalinidade e seus respectivos desvios-padréo para

cada um dos grupos (controle, radioterapia e carie artificial) sdo apresentados na
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Figura 34. Os valores de p resultantes da comparacdo estatistica intergrupos séo
descritos na Tabela 3. Nota-se que o indice de cristalinidade exibiu alteracdes
significativas quando se comparam as amostras dos grupos controle e radioterapia,
mas ndo se observa o0 mesmo na comparagao entre 0os grupos radioterapia e carie
artificial. Esses resultados, por sua vez, reforcam o argumento de que as alteracdes

provocadas pela desmineralizagdo por carie artificial ocorreram superficialmente.

Figura 34: Médias dos indices de cristalinidade, com seus respectivos desvio-padréao, dos
grupos controle, radioterapia e carie artificial calculadas por meio do método FWHM para a
banda de fosfato v; em 960 cm™. Para comparacao estatistica, utilizou-se o teste t de ANOVA
com pés-teste de Tukey para amostras independentes, com a = 0,05.

indice de cristalinidade

0,06

0,04 -
=
I
=
w
~ 0,024

0,00"

Controle Radioterapia Carie
artificial

Fonte: Do préprio autor.

Tabela 3: Valores de p resultantes da comparagdao intergrupos (controle, radioterapia e cérie
artificial) por meio do teste de ANOVA com pés-teste de Tukey para o indice de cristalinidade.
Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) s&o estatisticamente significantes.

Valores de p

indice de cristalinidade

Controle — Radioterapia <0,0001
Controle — Cérie artificial < 0,0001
Radioterapia — Cérie artificial 0,9359

Fonte: Do préprio autor.
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Assim, é possivel inferir que a técnica de FT-Raman, em comparacéo a de
ATR-FTIR, ndo apresentou sensibilidade suficiente para detectar as mudancas
composicionais ocasionadas pelo modelo de carie artificial adotado neste estudo
que, por sua vez, visava a simulacao proposital de lesdes cariosas ndo cavitadas em
estagio inicial de desenvolvimento. Nao obstante, essa mesma técnica demonstrou
que as alteracbes promovidas pela radioterapia permaneceram nas amostras de
dentina radicular analisadas, apesar destas terem sido submetidas posteriormente a

outro procedimento.

5.3.1.3. Avaliacao de propriedade 6ptica por OCT

A Figura 35 exibe imagens representativas de B-scan dos mesmos blocos
de dentina radicular em diferentes contextos: controle (dentinas higidas), apés a

radioterapia e depois da carie artificial.

Figura 35: Imagens de B-scan representativas de uma mesma regido de uma mesma amostra
de dentina radicular avaliada neste estudo antes (controle), apés a radioterapia e depois da
cérie artificial. As linhas em amarelo evidenciam mudancas estruturais significativas. Escala:
100 pm.

Controle Radioterapia Cérie artificial

-~ Fonte: Dopréprioautor.
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Figura 35 (cont.): Imagens de B-scan representativas de uma mesma regido de uma mesma
amostra de dentina radicular avaliada neste estudo antes (controle), ap6s a radioterapia e
depois da carie artificial. As linhas em amarelo evidenciam mudancas estruturais
significativas. Escala: 100 um.

Controle Radioterapia Caérie artificial

Fonte: Do préprio autor.
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Figura 35 (cont.): Imagens de B-scan representativas de uma mesma regido de uma mesma
amostra de dentina radicular avaliada neste estudo antes (controle), apds a radioterapia e
depois da carie artificial. As linhas em amarelo evidenciam mudancas estruturais
significativas. Escala: 100 pum.

Controle Radioterapia Cérie artificial

Fonte: Do préprio autor.

Como pode ser observado na Figura 35, ha uma variedade no padrédo de
imagens de B-scan obtidas por OCT apés a inducdo de carie artificial. As Figuras
35A-C, por exemplo, assemelham-se com aquele descrito para a dentina higida na
Fase Il deste estudo; ou seja, nota-se um primeiro sinal de reflexdo intensa na
interface ar/tecido (linha branca intensa e bem definida) e, em seguida, observa-se o
decaimento rapido do sinal em funcdo da profundidade (tonalidade preta na porcao

111

inferior do B-scan) No entanto, na Figura 35C o sinal da OCT decai mais

vagarosamente na dentina desmineralizada, que é evidenciado pelo maior brilho

(tonalidade de branco) em regides mais profundas da amostra analisada*'***>*¢,

Isso ocorre porque o sinal da OCT, ao interagir com o tecido desmineralizado, sofre
maior retroespalhamento e refletividade nas microinterfaces no interior da dentina

criadas pelo processo de dissolucdo dos minerais que constituem tal tecido™3*.
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Salienta-se que por¢des do colageno expostos como consequéncia do processo de
desmineralizagéo sédo capazes de causar maior retroespalhamento e refletividade do

sinal*®.

Nas imagens de B-scan exibidas nas Figuras 35D- F, por sua vez, verifica-se
que a linha branca intensa e bem definida que delimita a interface ar/tecido
apresenta contorno menos definido apds a inducdo de cérie artificial (Figura 35F).
Isso se deve ao fato de que a desmineralizacdo aumentou a rugosidade na
superficie do esmalte e da dentina®®***®3’ Como consequéncia, o sinal da OCT
sofre reflexdo difusa ao interagir com essa superficie mais rugosa'®’ e, deste modo,
resulta em uma imagem de B-scan cuja interface ar/tecido apresenta contorno
menos definido. Inclusive, o aumento na rugosidade da superficie da dentina
provocado pelo processo de desmineralizacdo € o motivo pelo qual se observa, nas
Figuras 35| e L, o surgimento de descontinuidades nas superficies dos blocos de
dentina que, até antes da inducdo de céarie, eram continuas e uniformes (Figuras
35G-H e 35J-35K, respectivamente).

Ainda ao que concerne a imagem de B-scan representada na Figura 35L,
nota-se que ha a intensificacdo do sinal da OCT em pequenas regifes no interior da
dentina, que possivelmente sdo poros preexistentes, que ja eram perceptiveis antes
da inducdo da cérie artificial (Figuras 35J e K), bem como o surgimento de novas
regides internas com maior brilho. Esses fatos, provavelmente, sao indicios de que a
desmineralizacdo provocada pela cérie artificial acentuou um processo que ja existia

de dissolucédo de minerais.

A sequéncia de imagens representadas nas Figuras 35M-350 demonstra a
progressao gradual de uma lesdo subsuperficial preexistente. Este tipo de lesdo é
mais comum nos estagios iniciais de desenvolvimento da céarie e se caracteriza por
estar coberto por uma superficie intacta, mais mineralizada e menos propensa a
acdo de acidos, que contrasta com a regido logo abaixo dessa superficie
(subsuperficial) onde a desmineralizacdo estd em curso'*. Embora este tipo de
lesdo seja frequentemente descrito para o esmalte, as Figuras 35M-O sugerem que
algo analogo ocorreu com a dentina. Conforme discutido na Fase Il deste estudo,
tanto as imagens de B-scan quanto a média refletividade integrada obtidas apds a
radioterapia parecem indicar que este tipo de tratamento € capaz de desencadear

um processo de desmineralizagdo. Assim, a lesao preexistente na amostra de
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dentina higida (Figura 35M) é intensificada pela desmineralizacdo provocada pela
radioterapia (Figura 35N) e, finalmente, culmina com o rompimento da superficie

mais externa apos a carie artificial (Figura 350).

Algo semelhante parece ter ocorrido nas imagens de B-scan exibidas nas
Figuras 35P-R. E perceptivel, na Figura 35Q, o surgimento de uma les&o
subsuperficial resultante possivelmente do processo de desmineralizacao iniciado
pelo tratamento radioterapico. Apos a carie artificial, no entanto, essa lesédo é
acentuada, haja vista o aumento no comprimento das lesdes, bem como na

intensificagao do brilho.

Nas Figuras 35S-U, verifica-se que as pequenas regides no interior da
dentina com sinal intenso apds a radioterapia (Figura 35T) ndo sao mais
distinguiveis apoés a carie artificial (Figura 35U). Isso provavelmente é um indicio de
gue a desmineralizacdo promovida pela carie artificial foi capaz de intensificar o
processo de dissolucdo de minerais que ja havia sido iniciado pelo tratamento

radioterapico, porém com abrangéncia de uma regido maior no interior da dentina.

Apesar da variabilidade de imagens de B-scan obtidas ap6s a inducdo de
carie artificial, € importante ressaltar que os padrdes de imagens sdo compativeis
com os de carie em estagio inicial, uma vez que nao se constatou a ocorréncia de

cavitagao' 1,

As médias dos coeficientes de atenuacdo Optica total (i) (Figura 36) e de
refletividade integrada (AR) (Figura 37), assim como 0s respectivos valores de p
resultantes das comparacdes intragrupos (Tabela 4), evidenciam um aumento
significativo no fi;, apos a desmineralizacdo (carie artificial), em contrapartida, nédo
houve diferenca na AR. E esses resultados sdo consistentes com a literatura, pois
esta indica que a desmineralizacdo cria defeitos no tecido dental que aumentam o
espalhamento da luz e impactam os valores de fi, e AR'09112113.114.119.120 = \q
entanto, o primeiro pareceu ser mais sensivel do que o segundo na deteccao das

mudancas provocadas pelo protocolo desmineralizacdo empregado neste estudo.
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Figura 36: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,

dos coeficientes de atenuacdo Optica total (i;) das amostras de dentina dos grupos controle,

radioterapia e carie artificial. Letras diferentes, acima de cada barra, denotam a existéncia de
diferencas estatisticamente significantes (a = 0,05) segundo o teste de Friedman com poés-

Coeficiente de

atenuacao 6ptica (dm'l)

teste de Dunn para amostras pareadas.

0,008

0,006 A

0,004 1 a

0,002 A _I_ J_

=

0,000 T T T
Controle Radioterapia Carie

artificial

Fonte: Do préprio autor.

Figura 37: Valores médios, com os respectivos desvios-padrédo, da refletividade integrada (AR)
das amostras de dentina dos grupos controle, radioterapia e cérie artificial. Letras diferentes,
acima de cada barra, denotam a existéncia de diferencas estatisticamente significantes (o =
0,05) segundo o teste de ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey para amostras pareadas.

Refletividade integrada

(dB x gm)

150

1004

501

Controle Radioterapia Carie
artificial

Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 4: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos (controle, radioterapia e carie
artificial) das médias dos coeficientes de atenuacao 6ptica total (1), por meio do teste de
Friedman com pdés-teste de Dunn para amostras pareadas, e de refletividade integrada (AR),
segundo o teste de ANOVA com pos-teste de Tukey para amostras pareadas. Valores de p
inferiores a 0,05 séo estatisticamente significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia 0,3475 0,0014
Controle vs. Cérie artificial <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. Céarie artificial <0,0001 0,4543

Fonte: Do préprio autor.

Desta forma, € possivel concluir, tanto por meio dos padrdes de imagem de
B-scan obtidos, como pelo aumento no valor médio dos coeficientes de atenuacgéo
Optica total (ji,), que o protocolo de desmineralizacdo empregado neste estudo foi
eficiente em induzir lesbes sem cavitacdo superficial. Estes resultados do OCT,
portanto, corroboram os de ATR-FTIR que demonstram maior exposicdo de matriz

organica.

5.3.2. Tratamentos de remineralizagcéo
5.3.2.1. Avaliagdo morfologica por MEV

As Figuras 38 a 43 exibem 6 eletromicrografias de varredura representativas
de amostras de dentina radicular dos grupos G1 a G6, respectivamente. As imagens
na Figura 38, correspondentes ao grupo G1 (controle negativo), mostram a presenca
de tdbulos dentinarios totalmente expostos e que coexistem com uma minoria de
tubulos parcialmente obliterados (indicados nas imagens com circulos amarelos).
Também se nota que a estrutura da dentina € mantida; ou seja, ainda é possivel

distinguir tabulos, dentina peritubular e dentina intertubular.

Em comparacdo com as caracteristicas morfolégicas de dentinas higidas
(Figuras 28A e C), verifica-se que os tubulos das amostras do grupo G1 apresentam
diametros de tamanho maior. Tal aumento € uma consequéncia da acao da solucéo
desmineralizadora utilizada nesse estudo para simular a inducdo de carie. Por se
tratar de uma substancia acida (pH = 5,0), a solugcdo remove a camada de smear da

dentina, abre seus tdbulos, dissolve os minerais presentes na superficie (com
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profundidade maxima de 8 um, dependendo da solucdo acida utilizada e do tempo

de exposic&o) e aumenta a microporosidade da dentina intertubular*®®.

As Figuras 38E e F, no entanto, apresentam aspectos morfologicos distintos
daqueles observados nas Figuras 38A - D. Apesar de haver tdbulos parcialmente
obliterados (indicados nas Figuras 38E e F por circulos amarelos) e alguns
totalmente expostos, a maioria esta encoberta por uma camada de smear que foi
formada, muito possivelmente, a partir da deposicdo de ions presentes na saliva
artificial na qual as amostras ficaram imersas por 24 horas. A literatura indica que
essa camada pode ser facilmente removida pela ingestdo de alimentos &cidos,
escovacdo ou pelos mecanismos de desmineralizacdo e remineralizacao

naturalmente mediados pela saliva**

. Inclusive, as pequenas particulas, das quais
se indicam algumas com setas vermelhas na Figura 38, podem ter sido fornecidas

pela saliva artificial cuja composicéo € rica em célcio e fosfato.



Figura 38: Eletromicrografias representativas de duas amostras distintas pertencentes ao
grupo G1 (controle negativo). Os circulos em amarelo indicam exemplos de tibulos
dentinarios parcialmente obliterados. As setas vermelhas, por sua vez, indicam deposicao de
material particulado a superficie. Magnificac8es originais: 8000x e 4000x.
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As imagens na Figura 39, por sua vez, representam as amostras do grupo
G2 que foi tratado com uma formulacdo comercial de flior fosfato acidulado (FFA) e
€ 0 controle positivo deste grupo, uma vez que esta substancia é considerada
padrdo-ouro quanto & remineralizacdo de tecidos dentais'*’. Nas Figuras 39A - D,
nota-se a existéncia da camada de smear, bem como de regides onde coexistem
tubulos dentinarios totalmente expostos e outros parcialmente obliterados, com a

predominéancia dos primeiros.

A existéncia de tubulos parcialmente obliterados nas Figuras 39A - D pode
ser explicada pelo mecanismo de atuacdo do FFA. Este possui em sua composicao
uma concentracdo de acido fosférico (0,1 M)® cuja funcéo é favorecer a formacéo
de glébulos de fluoreto de célcio (CaF,)**°. Para isto, o acido fosférico ocasiona uma
desmineralizacdo moderada na superficie da dentina a fim de liberar ions célcio
(Ca?"), existentes em sua matriz inorganica, para que estes reajam com 0s fons
fluoreto (F) e, assim, formem glébulos de CaF,**°. Como consequéncia do processo
de desmineralizacdo moderado, o &cido fosférico remove a camada de smear e abre

os tubulos dentinarios®1%,

E, por fim, nas Figura 39E - F observam-se regides em que ha tubulos total e
parcialmente obliterados, decorrentes da presenca de resquicios do gel de FFA,
bem como a presenca de pequenas particulas compativeis com glébulos de

1,141,142
CaF26 T,



Figura 39: Eletromicrografias representativas de duas amostras distintas pertencentes ao
grupo G2 (tratamento com fllor fosfato acidulado (FFA, controle positivo)). Magnificagdes
originais: 4000x e 2000x.
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Na Figura 40, séo exibidas as imagens das amostras do grupo G3 que foram
irradiadas com o laser de Nd:YAG. Sabe-se que a irradiacdo laser é capaz de
provocar alteracées composicionais e morfolégicas nos tecidos dentais irradiados de
modo a diminuir sua solubilidade em meios acidos, dependendo da dose utilizada,
dentre outras caracteristicas da irradiacdo, tais como comprimento de onda,
densidade de energia, largura temporal de pulso, tempo de relaxacdo térmica,

poténcia pico e croméforos presentes no tecido™**,

As Figuras 40A — 40D exibem regides com a predominancia de tubulos
parcialmente obliterados e diametro de tamanho aparentemente menor quando
comparados ao do grupo G1 (Figura 38). Além disso, verifica-se a existéncia de
pequenos glébulos sobre a dentina intertubular e areas com aspecto de derretimento
superficial que, neste contexto, podem ser resultantes da acéo térmica do laser. A
literatura reporta que a irradiacdo laser pode aquecer a superficie do tecido a
temperaturas superiores a 1100 °C e, assim, favorece a formacdo de outras
estruturas cristalograficas, como a de fosfato tricalcico (fases o ou B), além de
fosfato tetracélcico e cristais de hidroxiapatita de tamanho aumentado®*285184
Adicionalmente, podem ser promovidas outras alteragbes composicionais ha
estrutura da matriz organica e inorganica, tais como evaporacdo de agua e
carbonato, desnaturacdo de proteinas, formacdo de pirofosfatos, dentre
outros'*?84 Todavia, séo necessarios outros testes, tais como difracdo de raio-X
rasante, que nao estdo no escopo deste estudo, para comprovar se, de fato, as
formacdes globulares na dentina intertubular s&o resultantes de alteracOes

composicionais e cristalograficas provocadas pela irradiacéo laser.

As Figuras 40E — F apresentam indicios do aquecimento do laser a
temperaturas superiores a 1100 °C, uma vez que exibem aspectos morfol6gicos

13,28,61. como

compativeis com os descritos para derretimento e recristalizacao
consequéncia, € formada uma superficie uniforme, com irregularidades e sem a

exposicdo de tubulos.

Assim como ocorreu com as amostras do grupo G1 e do G2 (Figuras 38 e
39), as amostras do grupo G3 exibem aspectos morfolégicos heterogéneos que,
neste caso, estao relacionados ao fato de que o laser de Nd:YAG utilizado neste

estudo possui um feixe com provavel perfil gaussiano. Deste modo, a energia do
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feixe € maior no centro do pulso e é reduzida gradativamente conforme se aproxima
das extremidades. E por este motivo que héa regides com superficie derretida e
recristalizada, o que evidencia maior elevacdo de temperatura, que coexistem com
outras onde ha tubulos parcialmente obliterados (Figura 40), o que, por sua vez, é
sugestivo de menor elevacdo de temperatura. As irregularidades provenientes das

iradiacdes foram também evidenciadas em estudos anteriores®**

, que mostram
ablacdo em esmalte e dentina no centro do feixe (0 que requer maior elevacéo de
temperatura) e areas de derretimento e recristalizacdo nas bordas, o que resultou de

uma menor elevagao de temperatura.

E importante mencionar que ndo foi observada ablacdo do tecido em
nenhuma das amostras avaliadas, tampouco outros efeitos deletérios, tais como
trincas ou carbonizacdes, aspectos que ndo sdo desejados para o uso clinico da
irradiacéo laser para prevencdo da carie’*?. Embora no estudo de Lizarelli et al.®?
tenha sido empregado laser de Nd:YAG 1064 nm com taxa de repeti¢cdo de 15 Hz,
largura temporal de pulso de 6 ns, poténcia média de 200 mW e energia entregue
por pulso, calculada por nés, de 130 mJ, a densidade de energia empregada,
(também calculada por nés) foi de 173,33 J/cm?, é muito superior & empregada no
presente estudo (1,48 J/cm?) e, por isso, estamos trabalhando em densidades de
energia muito inferiores para possibilitar a ablacdo da dentina.Outros estudos'****°
empregaram densidades de energia bem inferiores ao estudo supracitado (Nd:YAG
1064 nm, 6 ns, 5 Hz, 10 a 40 J/cm?) e também evidenciaram auséncia de ablacéo,
mas constataram areas de fusdo e recristalizacdo, com modificagcdo quimica e
estrutural (aumento da relacdo Ca/P, desnaturacdo de conteudo organico, perda de
agua e de fosfato, aumento da microdureza superficial Vickers) e aumento da

resisténcia do tecido a imersao em acido latico.
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Figura 40: Eletromicrografias representativas de duas amostras distintas pertencentes ao
grupo G3 (irradiagcdo com Nd:YAG). MagnificacBes originais: 8000x e 4000x.
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Os aspectos morfologicos encontrados no presente estudo assemelham-se

aos reportados por Matos et al*?

, que relataram fusdo da dentina empregando-se a
mesma densidade de energia que a do presente estudo. Embora tenha sido
empregada uma densidade de energia ligeiramente inferior a utilizada neste estudo
(Nd:YAG 1064 nm, 1,05 J/cm?, 200 mJ/pulso, 5 ns), Pereira DL observou auséncia
de derretimento, mas constatou alteragbes composicionais significativas na dentina
irradiada, além de aumento da resisténcia do tecido a erosédo. Desta maneira, a
partir dos achados morfologicos e composicionais observados, os resultados obtidos
no presente estudo indicam potencial uso clinico e seguro para paralisacdo da

progresséao de lesdes de cérie.

A Figura 41 apresenta as imagens representativas do grupo G4 que foi
tratado por meio da aplicacdo de FFA com posterior irradiacdo laser. A literatura
reporta que a irradiacdo laser, neste caso, pode prolongar os efeitos de
remineralizacdo do flGor®* de duas maneiras: () por meio do aumento da
incorporacdo de ions fluoreto no tecido devido ao aquecimento ou (ii) mediante a
maior formacdo de glébulos de CaF,, que € o principal produto formado pela
aplicacédo topica de agentes fluoretados, como o FFA, e o grande responsavel pela
acao cariostatica do fluoreto, favorecida pelo aumento na rugosidade superficial do

tecido pela irradiacéo laser.

De uma forma geral, as imagens na Figura 41 sdo semelhantes aquelas na
Figura 40, ou seja, ha regibes onde se observa a existéncia tubulos parcialmente
obliterados (Figuras 41A e B); outras em que ha tracos sugestivos de derretimento e
recristalizacdo juntamente com a obliteracdo parcial de tubulos (Figuras 41C e D) e,
por fim, regides cujos tubulos estdo totalmente obliterados pela formacdo de uma
superficie derretida, recristalizada e uniforme, com poucas irregularidades e com
microtrincas provavelmente ocasionadas pela desidratacdo para imageamento
(Figuras 41E e F).
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Figura 41: Eletromicrografias representativas de duas amostras distintas pertencentes ao
grupo G4 (tratamento com FFA + Nd:YAG). Magnificagcdes originais: 8000x e 4000x.
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Salienta-se que nas Figuras 41A e 41D é possivel notar a presenca de
pequenos glébulos sobre a dentina intertubular. Uma vez que houve a combinacgéo
de dois tratamentos (FFA e laser), é possivel que estes globulos estejam
relacionados a formacéo de: (i) CaF,, por acdo do FFA, (ii) de outras estruturas
cristalinas de calcio, por acdo do laser ou (iii) pela formacdo de fluorapatita ou de
hidroxiapatita fluoretada, pela acdo combinada de FFA e laser®. No entanto, como
mencionado anteriormente, outros testes que ndo fazem parte do escopo deste

estudo precisam ser realizados para validar (ou ndo) essas suposicoes.

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo com laser de
Er,Cr:YSGG*? ou de Nd:YAG' (de mesmo comprimento de onda que o
empregado no presente estudo, mas com largura temporal de pulso de 120 us)
evidenciaram a maior formacéo de glébulos de CaF, na superficie de esmalte e de
dentina, e sugeriram que as maiores formacao e retencéo deste material tém relacao
direta com a rugosidade da superficie. Até o presente momento, ndo ha outro estudo
na literatura que avaliou a interacdo do laser de Nd:YAG de pulso curto com ions
fluoreto, mas os achados obtidos aqui sugerem que a maior rugosidade superficial
promovida pelas irradiagbes possa favorecer a formacédo e retencdo de CaF, e,

assim, ampliar o efeito cariostatico deste agente.

A Figura 42 exibe as imagens do grupo G5, que foi tratado com Biosilicato®

(BS). Trata-se de um material bioativo, com aplicacdo clinica bem sucedida para

hipersensibilidade dentinaria’’?*®’, cujo mecanismo de acdo, elucidado

7

anteriormente, € baseado na formacdo de uma camada de hidroxiapatita

carbonatada com tecidos biolégicos®’*8192021,

E evidente, nas Figuras 42A - D, a presenca de particulas de BS n&o
dissolvidas sobre a superficie das amostras. Também € perceptivel a existéncia de
tubulos parcialmente obliterados com didametro de tamanho menor, sob as particulas
nao dissolvidas, quando comparado ao grupo G1 (Figura 38). Em contrapartida, as
Figura 42E - Figura 42F exibem a formacdo de uma camada, relativamente
homogénea, que recobre a maioria dos tubulos. As trincas existentes sao
decorrentes do processo de desidratacdo para aquisicio de imagens.
Possivelmente, tanto a obliteracdo parcial dos tabulos (Figuras 42A - D) quanto a
formacao dessa camada nas Figuras 42E - 42F estdo relacionadas ao mecanismo

de acao do BS.
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Figura 42: Eletromicrografias representativas de duas amostras distintas pertencentes ao
grupo G5 (tratamento com Biosilicato® (BS)). Magnificacfes originais: 4000x e 2000x.
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Ressalta-se que o fato de haver particulas de BS néo dissolvidas (Figuras
42A - 42D), mesmo apos 24 horas de imersdo em saliva artificial que é o tempo
necessario para a formacéo da camada de hidroxiapatita carbonatada’**®’, nao é
um resultado exclusivo do nosso estudo. Em outra pesquisa, conduzida por Pinheiro
et al. com um total de 280 amostras de dentina bovina, foi relatado que a aplicacao
de 0,6 g de BS em 2 mL de 4gua destilada sobre a superficie da dentina, com auxilio
de um microaplicador, e imersdao em 10 mL de saliva artificial por 24 horas resultou
em um “indice de dissolugéo de particulas” de 2,3 + 0,5. Tal indice, proposto pelos
pesquisadores, considerou uma pontuacdo de 1 a 3 com base em imagens de MEV,
em que 1 significava que o BS havia sido completamente dissolvido; 2, parcialmente;
e 3, ndo dissolvido. Logo, a média por eles encontrada reflete uma predominancia

de imagens cujas particulas sofreram parcial ou nenhuma dissolucéo®°.

Ainda a respeito da dissolucdo parcial das particulas de BS, alguns
guestionamentos, de ordem metodoldgica, poderiam ser feitos, tais como: (i) a
guantidade de BS utilizada no estudo estava em excesso e, conseguentemente,
interferiu de maneira direta no processo de dissolucéo; (i) a quantidade de saliva,
bem como a sua estequiometria, disponivel para cada amostra de dentina radicular

tratada eram insuficientes para que houvesse dissolucao total das particulas de BS.

Em relacdo a primeira questdo, ndo ha consenso na literatura a respeito da
guantidade ideal de BS que deve ser usada para cada tipo de tratamento, como
elucidado anteriormente. Os valores utilizados por diferentes pesquisadores, em
estudos in vitro ou clinicos, variam desde 0,1 mg e chegam a até 100 mg
2223242526723 Alam disso, ndo esta claro se a quantidade especificada deve ser
empregada para tratar apenas uma amostra ou um determinado grupo

experimental®>2*2

23,25,72

, tampouco quais eram o0s tamanhos das amostras
analisadas (o que permitiria que fosse feita uma comparacao de quantidade
por mm? de substrato exposto). A falta de consenso também abrange o
procedimento posterior a aplicacdo do BS: alguns deixam a suspensdo de BS
permanecer por 5 minutos antes de remové-la com papel absorvente®*?°%%72: gutros
ndo descrevem se ha enxadgue ou remocdo por outro meio, ou simplesmente nao
removem o excedente?”?*’®. Por todos estes motivos, é dificil estabelecer uma
conexdo entre a quantidade aplicada de BS sobre a superficie da dentina e sua

dissolucéo.
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No que diz respeito a segunda questao, enfatiza-se que o protocolo de saliva
artificial utilizado é bem estabelecido na literatura em estudos de Cariologia para
avaliar a remineralizacdo da dentina radicular bovina , pois apresenta composi¢cao
ibnica similar a saliva humana (sem a adicdo de enzimas) e apropriada para permitir
a remineralizacédo da dentina bovina (a qual possui maior solubilidade que a dentina
humana)’®®°. O uso de saliva artificial é recomendado em estudos in vitro, pois
mimetiza a situacao clinica na qual os tratamentos estariam em contato constante
com a saliva do paciente, além de apresentar vantagens, tais como o controle da
composicdo, a validade de armazenamento, o controle de infeccdo™® e o
fornecimento de ions necessarios para a atuacdo de biomateriais. Contudo, um
estudo de Curtis et al.**’ demonstrou que ocorre a maior formacéo de cristais de
hidroxiapatita carbonatada decorrente da aplicacdo de um vidro bioativo quando ele
€ associado a saliva humana. A mesma solugcdo de saliva artificial foi empregada
recentemente para avaliar a remineralizacdo de dentina com o Biovidro 45S5°, e
foram obtidos resultados satisfatorios®***®. Vale a pena ressaltar, no entanto, que a
saliva artificial pode apresentar variacdes entre os estudos, e que alguns citam seu

emprego®®, mas ndo descrevem sua composicao, o que dificulta a comparacao.

Em relacdo a quantidade de saliva artificial empregada em cada amostra,
adotou-se uma proporcéo de 2 mL para cada unidade de area (mm?) da superficie
da dentina exposta, a fim de se padronizar uma proporcao equivalente em todas as

980 para efeito de

amostras, como estabelecido na literatura de Cariologia
comparacdo, o bem sucedido estudo in vitro de BS para tratamento de
hipersensibilidade dentindria menciona que as amostras de dentina, cujas
dimensdes foram omitidas, ficaram imersas em 1,5 mL de saliva artificial por 24
horas (inclusive, a composicdo desta saliva foi omitida também)®:. Como a
guantidade de saliva utilizada no presente estudo é da ordem de 18 a 44 vezes
maior do que a descrita no artigo supracitado para o mesmo periodo de tempo, é
pouco provavel que a solucéo de saliva tenha sido insuficiente para a dissolucao das
particulas de BS. Porém, mais estudos se fazem necessarios para se confirmar esta

hipotese.

Assim, as variacdes entre os estudos ocasionam respostas diferentes, o que
também pode ocorrer durante a aplicacéo clinica do tratamento proposto, uma vez

que mesmo em individuos normorreativos pode haver variacdes de composigéo e de
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fluxo salivar. Ao se considerar o principal objetivo deste estudo, isto €, a paralisacdo
de lesbes incipientes de cérie radicular oriundas de radioterapia, sabe-se que 0s
pacientes podem apresentar reducao de até 90%, em volume, da saliva produzida

pelo individuo, bem como na sua capacidade de tamponamento*® /42

, OU mesmo a
auséncia de saliva e, neste caso, diferentes estratégias de aplicacdo do biomaterial
devem ser adaptadas a estes pacientes. Estudos posteriores fazem-se necessarios
para determinar também o comportamento do material perante situactes de fluxo

salivar diminuido.

E, por fim, caracteristicas das proprias particulas de BS podem influenciar a
sua taxa de dissolucdo. Como pode ser observado nas Figuras 42A - 42D, as
particulas de BS possuem uma diversidade de tamanhos. A literatura reporta que
existe uma relacdo inversamente proporcional entre o tamanho de particula e sua
taxa de dissolucdo para formacdo da camada de hidroxiapatita carbonatada. Em
outras palavras, quanto menor o tamanho de particula, maior a taxa de
dissolucdo™®. Desta forma, as amostras do grupo G5 apresentam aspectos
morfoldgicos heterogéneos com regides onde ha a obliteracéo parcial de tibulos que
coexistem com particulas ndo dissolvidas de BS com outras em que os tubulos
estdo totalmente cobertos por meio da formacdo de uma camada resultante do

processo de dissolucédo de BS em saliva artificial.

A Figura 43, por sua vez, exibe as imagens representativas das amostras de
dentina do grupo G6 que foram tratadas com Biosilicato® e posterior irradiacéo laser.
Observa-se na Figuras 43A - 43D, a coexisténcia de tubulos parcialmente
obliterados com particulas ndo dissolvidas de BS (das quais algumas estédo
indicadas por setas amarelas) juntamente com a formacdo de uma camada
superficial, que é irregular nas Figuras 43A - B e se torna mais uniforme e
homogénea nas Figuras 43C - D. Por sua vez, nas Figuras 43E - F, percebe-se a
obliteracdo total da maioria dos tubulos que estdo encobertos por uma camada

regular e homogénea.
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Figura 43: Eletromicrografias representativas de duas amostras distintas pertencentes ao
grupo G6 (tratamento com BS+Nd:YAG). As setas amarelas indicam particulas remanescentes
ndo dissolvidas de BS. Magnificagdes originais: 8000x e 4000x.
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Em comparacdo as imagens na Figura 43A - D, as particulas de BS visiveis
nas Figuras 43A - D aparentam ser menores e estdo em quantidade reduzida. Esses
dois fatos podem ser consequéncias do efeito da irradiacdo laser, pois seu feixe
pode ter provocado a ejecdo de parte das particulas na superficie das amostras ao
incidir sobre elas. Além disso, as imagens sugerem que a energia fornecida pelo
laser foi capaz de quebrar as particulas de BS, o0 que explicaria a reducao nas suas

dimensdes. Tais achados foram similares ao reportado por Bakri et al. *°

, em que a
irradiacdo do Biovidro 45S5® com laser de CO, promoveu a formacdo de uma

camada mais compacta e com estruturas cristalinas menores.

As imagens deste estudo (Figura 43) também sugerem que 0 aquecimento
promovido pela irradiagdo laser pode ter amolecido o material e culminou na
formacao de uma camada mais regular e uniforme, com auséncia de particulas com
tamanhos téo irregulares como os evidenciados na Figura 42. De acordo com 0sS
achados morfoloégicos e com o0s resultados da avaliacdo composicional
apresentados neste estudo, sugere-se que a irradiacdo laser tenha aquecido o
tecido a temperaturas proximas da fusdo da hidroxiapatita (a qual ocorre em 1200
°C)132881 " que supera a temperatura de amolecimento do BS, que é de
aproximadamente 1120 °C™! o que explicaria as alteracdes morfolégicas aqui

observadas.

E importante mencionar que as caracteristicas morfolégicas presentes nas

Figuras 43D-E s&o compativeis com as descritas por Bakry et al**°

. que propuseram
o uso do Biovidro 45S5® em associagdo com o laser de CO, para tratamento de
hipersensibilidade dentinaria e constataram que a combinacédo desses dois métodos
promoveu a formacdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada com melhores
propriedades mecanicas. Um estudo realizado®** com laser de Nd:YAP (A = 1,34 um,
150 ps, 67 J/icm?) também evidenciou a formacdo de camada homogénea de
derretimento e recristalizacdo do Biovidro 45S5° sobre a dentina, e sugeriu melhor
retencdo do material devido ao melhor selamento em profundidade. Mais
recentemente, Farmakis et al.”” observaram que o laser de Nd:YAG (1064 nm, 1 W,
100 mJ/pulso) em associacdo com NovaMin® (dentifricio comercializado no exterior
que contém particulas de Biovidro 45S5° em sua composicdo) aumentou

significativamente a oclusdo dos tubulos dentinarios e sugerem maior retencdo do
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biomaterial (até 4 um em profundidade)’®, uma vez que a associacéo de tratamentos

resistiu ao armazenamento por 6 meses em solugéo salina estéril.

Com a finalidade de melhorar a retencdo e o selamento de tubulos
dentinarios (importante indicativo de BM desempenho do material), um biomaterial
do sistema SiO,.CaO-P,0s foi associado a aplicacdo de &cido fosforico 37% e
irradiacdo com laser de Nd:YAG e CO, (ambos de largura temporal de pulso da
ordem de microssegundos). Foi possivel observar que, mesmo com a adicao de
acido fosforico, as amostras apresentaram precipitados e aglomerados de particulas,
e que a posterior irradiacdo com laser de CO, foi a Unica forma de diminuir a
formacdo de aglomerados e de particulas bem menores, achados muito similares
aos observados no presente estudo. Com base nesta comparacgado, sugere-se que a
temperatura atingida durante as irradiagfes é um fator importante a ser considerado
para a modificagcdo do material e sua melhor retencdo, tendo em vista que, com
base nos achados morfol6gicos do estudo supramencionado, o laser de CO, deve
ter atingido temperaturas muito superiores as do laser de Nd:YAG, principalmente
por ter largura temporal de pulso muito maior, assim como maior absorcdo pela
hidroxiapatita e agua quando comparado ao laser de Nd:YAG. Contudo, este feixe
causa danos morfolégicos e estéticos importantes decorrentes da elevacao de
temperatura e deve ser empregado com cautela. No presente estudo, embora
empregado um laser de Nd:YAG, a proposta foi utilizar um feixe de pulso curto
justamente para aumentar a temperatura do biomaterial sem causar efeitos

deletérios devido a propagacao de calor.

Com base na Figura 43, é possivel afirmar que as amostras do grupo G6
apresentam morfologia heterogénea resultante da acdo combinada de BS e laser de
Nd:YAG. Em decorréncia do perfil gaussiano do feixe do laser, percebe-se que o0s
tubulos totalmente obliterados por uma camada regular e homogénea déao
gradativamente espaco a tubulos com obliteracdo parcial acompanhados de uma
camada cada vez mais irregular a medida que se afasta da regido central de

incidéncia do feixe.

Algo comum a todos os grupos experimentais deste estudo, e que ficou
evidente na analise das imagens nas Figuras 38 a 43, € o fato de todos os
tratamentos terem resultado em morfologias heterogéneas, o que € esperado

também em aplicacdes clinicas e € evidenciado em todos os trabalhos da literatura
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mencionados ao longo dessa discussdo. Além das explicagbes que ja foram
sugeridas ao longo dessa discussao para cada um dos grupos, deve-se enfatizar
que a radioterapia promoveu mudancas na matriz organica da dentina, vide
resultados da Fase Il, que podem interferir na efetividade dos tratamentos propostos.

Logo, esse fato também pode explicar a heterogeneidade morfoldgica.

5.3.2.2. Avaliacdao composicional por ATR-FTIR

A Figura 44 exibe os espectros de absor¢cdo médios das amostras do grupo
G1 (sem tratamento, apenas com imersdo em saliva artificial por 24 horas apos a
carie artificial). Observa-se que as bandas ndo foram extintas ou que nao houve a
formacdo de novas bandas em comparacdo as demais etapas experimentais
(higidas (controle), apOs a radioterapia e ap0s a carie artificial). Salienta-se que é
possivel notar que as intensidades de todas as bandas de carbonato, bem como de
amida | e Ill foram reduzidas ap6s a imersdo em saliva artificial por 24 horas (linha
verde). Esta reducado juntamente com a permanéncia das alteragcbes na banda de
fosfato v decorrentes da desmineralizagdo por carie artificial (isto é, o estreitamento
e o0 deslocamento da banda para um namero de onda maior) sugerem que o houve

uma perda adicional de mineral mesmo apos a imersédo em saliva artificial.
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Figura 44: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G1 em quatro etapas experimentais: controle, apds a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie artificial) e ap6s o tratamento (neste caso,
imersdo em saliva artificial por 24 horas).
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Fonte: Do préprio autor.

A andlise estatistica da comparacdo semiquantitativa das bandas de
absorcao, proporcionalmente em relacdo a banda de fosfato vz, dos quatro grupos
(controle, radioterapia, cérie artificial e tratamento) esta ilustrada nas Figuras 45 e 46

e os valores de p, por sua vez, estdo discriminados na Tabela 5.
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Figura 45: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢cdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida | e de carbonato (nos modos de
vibracao v,, vs e v4) das amostras de dentina radicular sadias (controle), apés radioterapia,
depois da desmineralizacao (cérie artificial) e posterior imers&o em saliva artificial
(tratamento). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferencas estatisticas
entre os grupos segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para
amostras dependentes, com a=0,05.
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Figura 46: Distribuic8o dos valores médios, com os respectivos desvios-padréo e medianas,
das proporc¢des das areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida (Il e Ill)
das amostras de dentina radicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da
desmineralizacdo (céarie artificial) e posterior imersédo em saliva artificial (tratamento). Letras
distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos
segundo o teste de Friedman com pds-teste de Dunn para amostras dependentes, com a=0,05.
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Tabela 5: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos de G1 (controle, radioterapia,
carie artificial e tratamento) por meio do teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-
Sidak (para as bandas de amida | e de carbonato v,,v; € v4) ou de Friedman com pds-teste de
Dunn (para as bandas de amida Il e Ill). Ambos os testes consideraram amostras dependentes.
Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

Amidal Amidall Amidaq Caroonato Carbonato

Vo V3 € vy
Controle vs. Radioterapia 0,8992 >0,9999 >0,9999 0,1822 0,1043
Controle vs. Carie Artificial 0,0187 0,0109 0,0008 <0,0001 0,435

Controle vs. Sem tratamento 0,0125 0,0017 0,0109 <0,0001 0,1804
Radioterapia vs. Carie Artificial ~ 0,0025 0,0194  0,0008 0,0004 0,1043
Radioterapia vs. Sem tratamento  0,0008 0,0032  0,0109 <0,0001 0,435
Carie Artificial vs. Sem tratamento 0,631 >0,9999 >0,9999 0,0371 0,0677

Fonte: Do préprio autor.

A partir das informacdes contidas nas Figuras 45 e 46, bem como na Tabela
5, é possivel constatar que de fato houve uma reducdo significativa na banda do
carbonato v,, 0 que corrobora a hipotese de que a desmineralizacdo continuou em
curso mesmo apos imersdo em saliva artificial. E importante reiterar que esta banda
de carbonato esta relacionada a apatita carbonatada tipo B%*°**%! que possui maior
solubilidade em meios &cidos e, portanto, estd mais propensa as alteracbes
promovidas por processos de desmineralizagcdo. Ainda, salienta-se que as
alteracbes composicionais aqui observadas estdo em concordancia com os achados
morfolégicos para o grupo G1 descritos anteriormente; isto €, a desmineralizacéo

remove a camada de smear e ocasiona a exposi¢cao de tubulos dentinérios.

A Figura 47, por sua vez, apresenta 0s espectros de absor¢cdo médios do
grupo G2 cujas amostras foram tratadas com uma formulacdo comercial de fldor
fosfato acidulado (FFA). Nota-se que, apés a aplicagdo de FFA, houve uma
diminuicdo na intensidade das bandas de fosfato (vi e v3) e de carbonato v,
acompanhada de um aumento nas intensidades das demais bandas. Houve, ainda,
um alargamento da banda de fosfato vz que se deslocou para um numero de onda
maior (de 1024 cm™ para aproximadamente 1070 cm™). Além disso, uma nova
banda surgiu na regido entre 1100 e 1200 cm™ e, provavelmente, esta relacionada a
resquicios de componentes presentes na formulacdo de FFA®'. Todas essas

alteracdes sdo compativeis com o processo de desmineralizacdo iniciado pela carie
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artificial que foi intensificado pela acdo do &cido fosférico presente na composicao

de FFA®34 cujo mecanismo ja foi elucidado anteriormente.

Figura 47: Média dos espectros de absorgado no infravermelho, na regi&o entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G2 em quatro etapas experimentais: controle, apds a
radioterapia, depois da desmineralizacédo (carie artificial) e apés o tratamento com FFA.
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Fonte: Do préprio autor.

A Figura 48 e a Tabela 6 apresentam a comparagao estatistica intergrupos

das amostras de G2 e os valores de p resultantes desta, respectivamente.
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Figura 48: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢cdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato v; das principais bandas de absor¢cédo das amostras de
dentinaradicular sadias (controle), apos radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie
artificial) e posterior tratamento com FFA. Letras distintas, acima de cada barra, indicam que
ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-

teste de Holm-Sidak para amostras dependentes, com a=0,05.
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Tabela 6: Valores de p resultantes da comparacéo intergrupos de G2 (controle, radioterapia,
carie artificial e tratamento com FFA) das principais bandas de absor¢ao da dentina por meio
do teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras dependentes.

Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

Amidal Amidall Amidalll

Carbonato Carbonato

Vo Vi€ vy

Controle vs. Radioterapia 0,3677 0,7239  0,0225 0,1235 0,0224
Controle vs. Carie Artificial 0,0035 0,0004 0,0001 <0,0001 0,2424
Controle vs. FFA <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 0,0015
Radioterapia vs. Cérie Artificial 0,0035 0,0005 0,0001 <0,0001 0,0662
Radioterapia vs. FFA <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 0,0015
Carie Artificial vs. FFA <0,0001 <0,0001 0,0001 0,0248 0,0015

Fonte: Do préprio autor.
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A comparacdo estatistica apresentada na Figura 48 e na Tabela 6
confirmam as altera¢gBes observadas no espectro médio; ou seja, houve um aumento
significativo nas bandas de amida (I, Il e Ill), bem como de carbonato vs e v4 que foi
acompanhada de uma diminuicdo na banda de carbonato v,. Reitera-se que a maior
exposi¢do de conteudo organico, que ocasiona o0 aumento na intensidade da amida,

133,134

deve-se a perda de fosfato gue, neste caso, esta relacionada ao mecanismo de

acdo do FFA®*1° Qutra possivel (e mais provavel) explicacdo para o aumento na
intensidade das bandas correspondentes a matriz organica € a retencdo de
componentes presentes na formulacdo de FFA sobre a superficie das amostras
tratadas que permaneceram mesmo apés enxague®’. Além disso, o acréscimo na
banda de carbonato vs e v, deve-se & interferéncia da banda de amida 11%. Por sua
vez, a perda de carbonato, evidenciada pela reducdo significativa da banda
correspondente no modo de vibracao v,, decorre também do mecanismo de acédo do
FFA, uma vez que o carbonato substitui ions fosfato no cristal de hidroxipatita e,
quando perdidos, seus sitios vacantes tornam-se propensos a substituicdo por
fluoretos, o que permite a formacg&o de estruturas cristalinas mais resistentes a acédo

de acidos nos tecidos dentais?”*3,

E importante mencionar também que as bandas correspondentes aos
glébulos de CaF,, cuja presenca foi constatada por meio das imagens de MEV do
grupo G2, ndo foram detectadas por esta técnica de ATR-FTIR, pois coincidem com

as bandas de absorcdo da dentina e sdo sobrepostas por estas®’.

A Figura 49 exibe os espectros médios das amostras do grupo G3 cujo
tratamento foi a irradiagcdo com laser de Nd:YAG. E possivel notar que ndo houve a
extincdo ou a formacdo de novas bandas apds o tratamento, mas houve uma
diminuicdo nas intensidades das bandas de amida | e de carbonato (nos modos de
vibragcdo v, vz e v4). As demais bandas permaneceram praticamente inalteradas,
guando se comparam 0s grupos carie artificial e tratamento; com excec¢ao apenas da
banda do fosfato v;, na qual houve um aumento apds a irradiacdo laser. Todas
essas alteracdes sdo compativeis com as descritas na literatura decorrentes da acao

térmica de lasers em alta intensidade sobre tecidos duros dentais™®?8°1,
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Figura 49: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G3 em quatro etapas experimentais: controle, apds a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie artificial) e ap6s o tratamento com irradiacéo
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Fonte: Do préprio autor.

A Figura 50 e a Tabela 7 ilustram a comparacao estatistica intergrupos das

amostras de G3 e os valores de p resultantes desta, respectivamente.
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Figura 50: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das proporcdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato v; das principais bandas de absor¢&o das amostras de
dentinaradicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da desmineralizacao (carie
artificial) e posterior tratamento com irradiagéo laser. Letras distintas, acima de cada barra,
indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste de ANOVA de uma via
com poés-teste de Holm-Sidak para amostras dependentes, com a=0,05.
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Tabela 7: Valores de p resultantes da comparacdo intergrupos de G3 (controle, radioterapia,
céarie artificial e tratamento com irradiacdo laser) das principais bandas de absor¢do da dentina
por meio do teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras
dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

Amidal Amidall

Amida lll

Carbonato Carbonato

Vo V3 €V,

Controle vs. Radioterapia

0,7535 0,1449

0,0537

0,6109 0,8537

Controle vs. Carie Artificial

<0,0001 <0,0001

<0,0001

<0,0001 0,2667

Controle vs. Nd:YAG

<0,0001 <0,0001

0,0001

<0,0001 0,9813

Radioterapia vs. Cérie Artificial <0,0001 <0,0001

<0,0001

<0,0001  0,4765

Radioterapia vs. Nd:YAG

0,0002 <0,0001

<0,0001

<0,0001 0,8843

Caérie Artificial vs. Nd:YAG

0,0104 0,1449

0,0829

0,9703 0,06

Fonte: Do préprio autor.
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Os dados apresentados na Figura 50 e na Tabela 7 confirmam as alteracoes
observadas na Figura 49, ou seja, houve uma reducéo significativa nas bandas de
amida | e de carbonato v, ap0s a irradiacao laser e, portanto, estéo relacionadas aos
efeitos térmicos promovidos por esta. De modo mais especifico, a perda de
carbonato, além de conferir maior resisténcia a desmineralizacdo pelos tecidos

dentais®-8

, é um fenémeno que ocorre a 400 °C**>®!, Reitera-se, no entanto, que 0s
aspectos morfolégicos das amostras deste grupo sao compativeis com as de
recristalizacdo da hidroxiapatita que ocorre a 1100 °C**?*%1% Em todo caso, sabe-
que a matriz organica é decomposta em temperaturas superiores a 350 °C®,
Embora isso pudesse explicar a reducdo na intensidade da banda de amida I,
parece pouco provavel, haja vista que as demais bandas de amida ndo sofreram
alteracdo alguma apoés a irradiacdo laser. Desta forma, € mais plausivel que a
diminuicdo na banda supracitada tenha relagdo com a vaporiza¢do de agua causada

|l5

pelo aquecimento superficial™, uma vez que esta banda coexiste com outra de agua

e sd0 sobrepostas no espectro de ATR-FTIR?%8%,

A Figura 51 ilustra os espectros médios das amostras do grupo G4 que
foram tratadas com a aplicacdo de FFA e posterior irradiacdo laser. E perceptivel
que o espectro médio pés-tratamento assemelha-se bastante ao correspondente no
grupo G2. Desta forma, verifica-se que houve um aumento na intensidade das
bandas da matriz orgéanica (amidas I, Il e Ill) e de carbonato vz e v4, bem como uma
diminuicdo nas bandas de carbonato v, e de fosfato (modos de vibracdo vi e vj).
Aléem disso, & perceptivel que a banda de fosfato vs sofreu alargamento e
deslocamento para um nimero de onda maior (de 1024 para 1070 cm™). Houve,
ainda, o surgimento de uma nova banda entre 1100 e 1200 cm™ que é compativel
com resquicios da formulacdo comercial de FFA utilizada neste estudo®. Todas
essas alteracbes parecem ter sido decorrentes da acdo do FFA que foi

potencializada pela irradiacao laser.
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Figura 51: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G4 em quatro etapas experimentais: controle, apds a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie artificial) e apds o tratamento com

FFF+Nd:YAG.
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Fonte: Do préprio autor.

A Figura 52 e a Tabela 8 apresentam a compara¢ao estatistica intergrupos

para as amostras do grupo G4 e os valores de p resultantes de tal comparacao.
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Figura 52: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das proporcdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato vs; das principais bandas de absor¢éo das amostras de
dentinaradicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da desmineralizacao (carie
artificial) e posterior tratamento com FFA+Nd:YAG. Letras distintas, acima de cada barra,
indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste de ANOVA de uma via
com poés-teste de Holm-Sidak para amostras dependentes, com a=0,05.
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Fonte: Do préprio autor.

Tabela 8: Valores de p resultantes da comparacdao intergrupos de G4 (controle, radioterapia,
carie artificial e tratamento com FFA+Nd:YAG) das principais bandas de absor¢ao da dentina
por meio do teste de ANOVA de uma via com pds-teste de Holm-Sidak para amostras
dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p
Amidal Amidall Amidan CarPonato Carbonato

Vs V3 € Vy

Controle vs. Radioterapia 0,5308 0,346 0,8036 0,0952 0,0676
Controle vs. Carie Artificial 0,0006 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,336
Controle vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. Cérie Artificial <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0324
Radioterapia vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001
Carie Artificial vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0001 0,7324 <0,0001

Fonte: Do préprio autor.
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As informag0bes na Figura 52 e na Tabela 12 estdo em concordancia com as
alteracOes qualitativas apresentadas na Figura 51; ou seja, houve aumentos
estatisticamente significantes em todas as bandas da matriz organica, bem como na
banda de carbonato vs e v4 apds o tratamento com FFA e irradiacdo laser, de forma
qgque apenas a banda de carbonato v; permaneceu inalterada. Os motivos que
justificam tais alteracGes foram elucidados oportunamente nas consideracdes sobre
o grupo G3. Contudo, é importante mencionar que a literatura € controversa a
respeito dos efeitos da associacdo entre FFA e irradiacdo laser, que se deve, em
parte, & ordem dos tratamentos®. Apesar disso, a maioria dos estudos em que ha a
aplicacdo de FFA com posterior irradiagdo laser indica que a combinagdo dos
tratamentos nao promove alteragcdes composicionais diferentes daquelas
provocadas por cada um individualmente, tal como as observadas neste presente

estudo®0184

Em relacdo ao grupo G5, cujas amostras foram tratadas apenas com a
aplicacdo de Biosilicato® (BS), houve uma variabilidade nos espectros pds-
tratamento que dificultou a padronizacdo de um método de normalizacdo que
permitisse a semiquantificacdo das areas sob as bandas. Na Figura 53 sao
representadas as curvas médias dos trés tipos de andlises que foram desenvolvidas
na tentativa de se estabelecer um padrdo para normalizacdo. A andlise 1 (linha
vermelha) considerou o0 mesmo método de normalizagdo que os demais grupos, isto
€, a area sob todas as bandas de absorcdo foram divididas pela area sob a banda
de fosfato vs, e depois, tragou-se a linha de base. Na andlise 2 (linha azul),
somaram-se as areas sob as bandas da amida lll e de fosfato vs para normalizacéo
e posterior tracado da linha de base. E, por fim, na analise 3 (linha verde), somaram-
se as areas sob as bandas de amida lll, fosfato v; e carbonato v, para normalizacao
e, em seguida, realizar o tracado da linha de base. E importante mencionar que das
15 amostras deste grupo, 6 puderam ser analisadas pelo método 1; 3, pelo método 2
e outras 6 pelo método 3. Como o niumero de amostras analisadas por cada método
foi muito reduzido e era impossivel somar os resultados de diferentes métodos,
optou-se por ndo fazer a analise semiquantitativa para o grupo G5 a fim de que néo

houvesse conclusBes errbneas a respeito das caracteristicas composicionais deste

grupo.
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Figura 53: Espectros médios resultantes dos trés métodos de normalizacao utilizados na
tentativa de padronizacao para analise semiquantitativa. Na andlise 1 (linha vermelha), a
normalizacéo foi feita com base na area sob a banda de fosfato vs; na andlise 2 (linha azul),
somaram-se as areas sob as bandas de amida lll e fosfato v; e, na analise 3 (linha verde), as
areas sob as bandas de amida lll, fosfato v; e carbonato v, foram somadas.
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Fonte: Do préprio autor.

Ainda a respeito da Figura 53, € perceptivel que os trés espectros medios
sdo bastante similares entre si. Observa-se, contudo, que 0s espectros das andlises
2 e 3 apresentam intensidades reduzidas nas bandas correspondentes a matriz
orgéanica (amida I, Il e Ill) e de carbonato v, e vz quando comparados com o0 espectro
da analise 1. Além disso, é notavel no espectro da analise 3, que ha um alargamento
da banda de fosfato vz com o surgimento de um ombro na regiao entre 1100 e 1300
cm™ que se sobrepde & banda de amida Ill. Todas essas alteracées verificadas nos
trés espectros sdo sugestivas de que o BS recobriu superficialmente a dentina de
modo a diminuir a exposi¢cdo de colageno e aumentar a quantidade de minerais.
Além disso, a variabilidade no formato dos espectros corrobora os achados

morfologicos (Figura 42) que demonstraram que o tratamento ndo foi uniforme.
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A Figura 54, por sua vez, apresenta os espectros médios das amostras do
grupo G6 que foi tratado com a aplicacdo de Biosilicato® (BS) com posterior
irradiacdo laser. E possivel notar que houve uma diminuicdo na intensidade das
bandas da matriz organica (amidas I, Il e Ill), bem como das bandas de carbonato
(v2, v3 € v4). Contudo, verifica-se um aumento na intensidade da banda de fosfato v;
e um deslocamento da banda de fosfato vz para um nimero de onda menor (de 1070
para aproximadamente 1050 cm™). Ainda, salienta-se que o espectro médio pés-
tratamento € similar ao correspondente do grupo G3 (Figura 49), o que permite
inferir, a priori, que as alteracdes observadas sdo decorrentes dos efeitos térmicos

provenientes da irradiacao laser.

Figura 54: Média dos espectros de absorcao no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apos normalizacao pela intensidade da banda v; fosfato e tragado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G6 em quatro etapas experimentais: controle, apds a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie artificial) e apds o tratamento com

BS+Nd:YAG.
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Fonte: Do préprio autor.
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A andlise estatistica da comparacdo semiquantitativa das bandas de

absorcao, proporcionalmente em relacdo a banda de fosfato vz, dos quatro grupos

(controle, radioterapia, carie artificial e tratamento) esta ilustrada nas Figura 55 e

Figura 56 e os valores de p, por sua vez, estdo descritos na Tabela 9.

Figura 55: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
das proporc¢8es das areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas da matriz
orgéanica (amidas I, Il e lll) das amostras de dentina radicular sadias (controle), apés
radioterapia e depois da desmineralizacdo (cérie artificial) e tratamento com BS+Nd:YAG.
Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferengas estatisticas entre os grupos
segundo o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn para amostras independentes, com
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Fonte: Do préprio autor.
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Figura 56: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢des das areas
normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas da matriz inorganica (nos modos de
vibracao v,, vz e v4) das amostras de dentina radicular sadias (controle), apds radioterapia,
depois da desmineralizacdo (carie artificial) e tratamento com BS+Nd:YAG. Letras distintas,
acima de cada barra, indicam que h& diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste
de ANOVA de uma via com p6s-teste de Holm-Sidak para amostras independentes, com

Area Normalizada

o=0,05.
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Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 9: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos de G6 (controle, radioterapia,
carie artificial e tratamento) por meio do teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para
as bandas da matriz organica (amidas |, Il e 1ll) ou de ANOVA de uma via com pés-teste de
Holm-Sidak para as bandas da matriz inorganica (carbonato v,,vz € v4). Ambos os testes
consideraram amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) séo
estatisticamente significantes.

Valores de p

Amidal Amidall Amidan C2roonato Carbonato

Vo V3 € vy

Controle vs. Radioterapia >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,7632 0,8074
Controle vs. Carie Artificial  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Controle vs. BS+Nd:YAG 0,001  0,0002 0,0006 <0,0001 0,8314
Radioterapia vs. Cérie Artificial <0,0001 0,0015 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. BS+Nd:YAG 0,0144 0,0178 0,008 <0,0001 0,8314

Carie Artificial vs. BS+Nd:YAG 0,4932 >0,9999 >0,9999 0,7632 <0,0001

Fonte: Do préprio autor.

Diferentemente do que ocorreu nos demais grupos, a andlise
semiquantitativa nao corroborou as alteracbes que foram observadas
qualitativamente no espectro médio pods-tratamento em relacdo as demais etapas
experimentais. Houve apenas uma reducéo estatisticamente significante na banda
de carbonato v3 e vg4, que é influenciada pela banda da amida Il, e uma tendéncia de
reducdo nas demais bandas referentes a matriz organica, o que sugere ser resultado

do efeito térmico da irradiacéo laser.

E, por fim, a Figura 57 apresenta os espectros médios pos-tratamentos dos
cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G6). Qualitativamente, é possivel confirmar a
similaridade entre os espectros dos grupos G2 e G4 (tratados com FFA e FFA com
posterior irradiacdo laser, respectivamente), bem como entre os de G1, G3 e G6
(sem tratamento, irradiacdo com laser e aplicacdo de BS com posterior irradiagao

laser, respectivamente).
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Figura 57: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina dos grupos G1 a G6, exceto G5. G1 — sem tratamento; G2 — FFA; G3 -
Nd:YAG (TL+laser); G4 — FFA+Nd:YAG (FFA+Laser); G6 — BS+Nd:YAG (BS+Laser).
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Fonte: Do préprio autor.

As Figuras 58, 59 e 60 apresentam a comparacao estatistica da analise
semiquantitativa das bandas de absorcao, proporcionalmente em relacdo a banda
de fosfato vz, de cinco dos seis grupos experimentais deste estudo (G1, G2, G3, G4
e G6). A Tabela 10, por sua vez, discrimina os valores de p resultantes de tal

analise.
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Figura 58: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das proporcdes das areas

normalizadas pela banda de fosfato vz das bandas de amida | e Il dos grupos G1 (sem

tratamento), G2 (FFA), G3 (Nd:YAG), G4 (FFA+Nd:YAG) e G6 (BS+Nd:YAG). Letras distintas,
acima de cada barra, indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste
de ANOVA de uma via com pOs-teste de Tukey para amostras independentes, com a=0,05.

Area Normalizada

Area Normalizada

Amida l
4
3-
2-
1-
0
Sem FFA Nd:YAG FFA + BS +
tratamento Nd:YAG Nd:YAG
Amida Il
2,5

Sem FFA Nd:YAG FFA + BS+
tratamento Nd:YAG Nd:YAG

Fonte: Do préprio autor.



134

Figura 59: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
das proporc¢des das areas normalizadas pela banda de fosfato vs da banda de amida Ill dos
grupos G1 (sem tratamento), G2 (FFA), G3 (Nd:YAG), G4 (FFA+Nd:YAG) e G6 (BS+Nd:YAG).
Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos

segundo o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn para amostras independentes, com

Area Normalizada

a=0,05.
Amida Il
1,5
C
1,01
b,c
0,51 |
a J— a,b a
o ] — —_—
0,0 T T T T L
Sem FFA Nd:YAG FFA + BS+
tratamento Nd:YAG Nd:YAG

Fonte: Do préprio autor.

Figura 60: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢des das areas
normalizadas pela banda de fosfato vs das bandas de carbonato v,, vs € v4 dos grupos G1 (sem
tratamento), G2 (FFA), G3 (Nd:YAG), G4 (FFA+Nd:YAG) e G6 (BS+Nd:YAG). Letras distintas,
acima de cada barra, indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste
de ANOVA de uma via com pd4s-teste de Tukey para amostras independentes, com a=0,05.

Area Normalizada

Carbonato4¥s¥,

1,5

Sem FFA Nd:YAG FFA + BS+
tratamento Nd:YAG Nd:YAG

Fonte: Do préprio autor.
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Figura 60 (cont.): Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, das proporcdes das
areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de carbonato v,, vz € v4 dos grupos G1
(sem tratamento), G2 (FFA), G3 (Nd:YAG), G4 (FFA+Nd:YAG) e G6 (BS+Nd:YAG). Letras
distintas, acima de cada barra, indicam que héa diferengas estatisticas entre os grupos
segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey para amostras independentes,
com a=0,05.

Carbonatow,

0,020

0,015

0,010+

Area Normalizada

0,005
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Fonte: Do préprio autor.

Tabela 10: Valores de p resultantes da comparacgéao intergrupos (G1, G2, G3, G4 e G6) por meio
do teste de ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey para as bandas de amida (I e ll) e de
carbonato (v,,v3 e v4) ou de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para a banda de amida lll.
Ambos os testes consideraram amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em

vermelho) séo estatisticamente significantes.

Valores de p
Carbonato Carbonato

Amidal Amidall Amidalll
Vo V3 € Vy

Sem tratamento vs. FFA <0,0001 <0,0001 0,0018 0,0737 <0,0001
Sem tratamento vs. Nd:YAG 0,9973 0,9999 >0,9999 0,7301 0,9998
Sem tratamento vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 <0,0001 >0,9999 <0,0001

Sem tratamento vs. BS+Nd:YAG >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,0002 >0,9999

FFA vs. Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0665 0,7777 <0,0001
FFA vs. FFA+Nd:YAG 0,0003 <0,0001 >0,9999 0,1291 <0,0001
FFA vs. BS+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001

Nd:YAG vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0039 0,8202 <0,0001
Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG 0,9938 0,9987 >0,9999 <0,0001 0,9993

FFA+Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG  <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001

Fonte: Do préprio autor.
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Como pode ser observado nas Figuras 58,59 e 60, bem como na Tabela 10,
a comparacdo estatistica intergrupos da andlise semiquantitativa estdo em
concordancia com a Figura 57. Salienta-se que, de fato, os grupos G2 e G4, que
fizeram uso de FFA, possuem maior exposicdo de conteddo organico em
comparacao com os demais. Além disso, a irradiacdo laser intensificou a acdo do
FFA, o que ocasionou um aumento significativo nas bandas da matriz organica e de
carbonato vs e v, quando se comparam 0s grupos G4 e G2. E evidente também que
0 grupo G6, cujo tratamento foi uma combinagdo de BS com posterior irradiagéo
laser, foi 0 Unico que promoveu um aumento na banda de carbonato v, que pode ser
justificado pela incorporacdo desse componente a dentina a partir da formacéo de

hidroxiapatita carbonatada ocasionada pelo BS.
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5.3.2.3. Avaliacdo de propriedades 6pticas por OCT

A Figura 61 apresenta imagens de B-scan representativas do grupo G1, que

corresponde ao controle negativo, isto €, sem tratamento algum.

Figura 61: Imagens de B-scan de dois blocos de dentina representativos do grupo G1. Escala:
100 pm.

Grupo G1 — Controle (negativo, sem tratamento algum)

Amostra 01 Amostra 02

Cérie artificial Radioterapia Controle

Sem tratamento

Fonte: Do préprio autor.
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Como pode ser observado na sequéncia de B-scan apresentada nas Figuras
61A-D, a regido analisada da amostra 1 adquire brilho mais intenso de maneira
gradual conforme o processo de desmineralizacao intensifica-se, sobretudo em dois
momentos: apos a radioterapia (Figura 61B) e depois da inducdo de carie artificial
(Figura 61C). Apesar da imersdo em saliva artificial, a imagem obtida ap6s o
tratamento (Figura 61D) aparenta ter mais brilho que a Figura 61C.

Algo semelhante acontece na sequéncia de imagens exibida nas Figuras
61E-H. Apds a radioterapia (Figura 61F), observa-se a intensificacdo do sinal da
OCT em pequenas regides no interior da dentina, que € resultante da combinacéo
de dois efeitos: a acentuacdo de poros preexistentes e o surgimento de novas
porosidades por causa da perda de minerais**** Com a progresséo do processo
de desmineralizacdo apds a cérie artificial (Figura 61G), o interior da dentina adquire
tonalidade branca e torna impossivel a distingdo dos microporos. Entretanto, apds a
imersdo em saliva artificial (Figura 61H), € possivel observar novamente a presenca
de pequenas regibes com sinal mais intenso no interior da dentina, o0 que sugere que

0 processo de desmineralizacdo continuou em andamento.

Assim como foi feito anteriormente, calcularam-se os valores médios do
coeficiente de atenuacdo Optica total (fr;) e de refletividade integrada (AR) (Figura
62) para quantificar as alteracbes Opticas promovidas pelos tratamentos propostos.
A Tabela 11, por sua vez, discrimina os valores de p resultantes da andlise
estatistica intergrupos.
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Figura 62: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, dos coeficientes de atenuacéo
Optica total (u,) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular do grupo
G1 em quatro condig¢8es: higidas (controle), radioterapia, cérie artificial e imersdo em saliva
artificial por 24 horas (sem tratamento algum). Letras distintas acima de cada barra denotam

diferencas estatisticamente significantes (a=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de umayvia

-1

Coeficiente de

Refletividade integrada

atenuacdo d6ptica (@gm

(dB x gm)

com pés-teste de Tukey para amostras dependentes.

G1l-Controle

0,008

0,006 A

0,004 A

0,002 A

0,000 -
Controle Radioterapia Carie Sem
artificial Tratamento

G1l-Controle

150

100 A

50 A

Controle Radioterapia Carie Sem
artificial Tratamento

Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 11: Valores de p resultantes da comparacéao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial e tratamento) das médias dos coeficientes de atenuagdo Optica total (u,) e de

refletividade integrada (AR) de G1 por meio do teste de ANOVA de uma via com pés-teste de
Tukey para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 s&o estatisticamente
significantes.

Valores de p

178 AR
Controle vs. Radioterapia 0,0168 0,0865
Controle vs. Carie artificial 0,0012 0,0034
Controle vs. Imersao em saliva artificial <0,0001 0.0008
— sem tratamento
Radioterapia vs. Cérie artificial 0,0023 0,3605
Radioterapia vs. Imersdo em saliva artificial —
sem tratamento 0,0001 0,3898
Carie artificial vs. Imersao em saliva artificial 0,0228 07781

—sem tratamento

Fonte: Do préprio autor.

A partir da Figura 62 e Tabela 11, é possivel constatar a progressdo do
processo de desmineralizacdo, haja vista a existéncia de diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos analisados, mediante o0 aumento de [i;. Apesar de AR
nao apresentar diferencas na comparacdo entre 0s grupos radioterapia, carie
artificial e sem tratamento (imersdo em saliva), todos esses grupos (exceto
radioterapia) sdo diferentes do controle, que possui 0 menor valor médio para esta
propriedade. O aumento em [;, como mencionado anteriormente, € um indicativo de

87,112,113

desmineralizacao , embora haja controvérsias entre os estudos.

A Figura 63, por sua vez, apresenta imagens de B-scan representativas do

grupo G2, no qual as amostras foram tratadas com flor fosfato acidulado (FFA).
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Figura 63: Imagens de B-scan de dois blocos de dentina representativos do grupo G2
(tratamento com FFA). As setas indicam defeitos preexistentes. Escala: 100 pm.

Grupo G2 — FFA (controle positivo)

Amostra 01 Amostra 02

Cérie artificial Radioterapia Controle

FFA

Fonte: Do préprio autor.

Observa-se na Figura 63 que, em ambas as amostras, ha uma intensificacao
gradual da tonalidade branca desde o inicio do experimento (Figuras 63A e E) até o
tratamento (Figuras 63D e H). De modo particular, na sequéncia de imagens nas

Figuras 63E - H, constata-se uma progressao sucessiva na intensidade do sinal em
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defeitos preexistentes na amostra de dentina. Como mencionado, esses padrdes de

imagem sao indicios de processo de desmineralizagéo.

Os valores de [, e de AR (Figura 64), por sua vez, sugerem que O
tratamento com fllor ndo foi capaz de remineralizar as amostras, haja vista a
inexisténcia de diferencas estatisticas entre os grupos cérie artificial e tratamento.
Vale lembrar que as medidas de OCT feitas ap0s o tratamento referem-se ao
tratamento com posterior imersdo em saliva artificial por 24 horas Em contrapartida,
0 grupo tratamento exibe diferencas significantes em relacdo aos grupos controle e

radioterapia, com aumento no valor médio de ambos os parametros.

Figura 64: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, dos coeficientes de atenuagao
Optica total (u,) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular do grupo

G2 em quatro condic¢des: higidas (controle), radioterapia, céarie artificial e tratamento (FFA).
Letras distintas acima de cada barra denotam diferencgas estatisticamente significantes
(=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com poOs-teste de Tukey para amostras

dependentes.
G2 -FFA
0,008
b
IE 0,006 4
o B
C
L 9o
2 S
© 3 0,004
L o
g
o g a
O = a
§ 0,002 4
©
0,000
Controle Radioterapia Carie FFA
artificial

Fonte: Do préprio autor.



143

Figura 59 (cont.): Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, dos coeficientes de
atenuacdo 6ptica total (jr,) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular
do grupo G2 em quatro condicdes: higidas (controle), radioterapia, carie artificial e tratamento
(FFA). Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente significantes
(=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey para amostras

dependentes.

G2 - FFA

150

100 A

(dB x pm)

50 A

Refletividade integrada

Controle Radioterapia Carie FFA
artificial

Fonte: Do préprio autor.

Tabela 12: Valores de p resultantes da comparacdo intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial e tratamento com FFA) das médias dos coeficientes de atenuac&o Optica total (u,) e de

refletividade integrada (AR) de G2 por meio do teste de ANOVA de uma via com pos-teste de
Tukey para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 sdo estatisticamente
significantes.

Valores de p

17 AR
Controle vs. Radioterapia 0,4161 0,2892
Controle vs. Carie artificial 0,0023 0,0029
Controle vs. Tratamento com FFA <0,0001 0,0007
Radioterapia vs. Cérie artificial 0,0034 0,373
Radioterapia vs. Tratamento com FFA 0,0001 0,4598
Carie artificial vs. Tratamento com FFA 0,2575 0,9999

Fonte: Do préprio autor.

O padrédo de imagens de B-scan (Figura 63) e os valores de [i; e de AR
podem ser explicados com base no mecanismo de acao do FFA cujo acido fosférico
presente na formulagdo comercial provoca uma desmineralizacdo moderada na

superficie da dentina para favorecer a formacéo de CaF,*°. Em consequéncia disso,
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h& a abertura de tibulos que, de acordo com a analise morfolégica (Figura 39),
permaneceram expostos parcial ou totalmente, apesar da imersédo em saliva artificial
por 24 horas. Estes tubulos expostos servem como caminhos Opticos que causam a
maior refletividade do sinal e acarretam um aumento nos valores de i, € AR. Além
disso, a pequena camada de gel (ou de CaF; retido na superficie da amostra) pode

ter alguma influéncia no caminho éptico percorrido pelo laser da OCT.

As imagens de B-scan exibidas na Figura 65 sdo representativas da
populacdo amostral do grupo G3 cujo tratamento foi feito com irradiagéo laser. A
sequéncia de imagens da amostra 01 (Figuras 65A - D) é a continuacdo da que foi
apresentada nas Figuras 35D — F. Apés o tratamento (Figura 65D), nota-se a
presenca de uma linha branca intensa na interface ar/tecido que, na Figura 65C,
possui contornos menos definidos em decorréncia da reflexdo difusa do sinal como
consequéncia do aumento da rugosidade ocasionado pela cérie artificial*?**3¢137,
Como evidenciado pelas imagens de MEV (Figura 40), a irradiacao laser, em
algumas regifes das amostras, promoveu a formacédo de uma camada recristalizada
com poucas irregularidades que, ao interagir com o sinal, resulta em uma reflexao

especular e da origem a linha branca intensa e bem definida.

Algo semelhante ocorre na sequéncia das Figuras 65E - H. Depois do
tratamento (Figura 65H), nota-se que a superficie apresenta menos
descontinuidades e poros internos quando em comparacdo a imagem na Figura
65G. Novamente, essas caracteristicas sdo compativeis com a formacdo de uma

camada superficial recristalizada (Figura 40).



145

Figura 65: Imagens de B-scan de dois blocos de dentina representativos do grupo G3
(tratamento com irradiagéo laser). Escala: 100 pm.

Grupo G3 - Nd:YAG

Amostra 01 Amostra 02

Cérie artificial Radioterapia Controle

Irradiacéo laser

Fonte: Do préprio autor.

Por sua vez, os valores de [1; € AR s&o exibidos na Figura 66 e os valores de

p resultantes da comparacéo estatistica intergrupos séo discriminados na Tabela 13.
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Figura 66: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
dos coeficientes de atenuacgao Optica total (ft;) e de refletividade integrada (AR) das amostras
de dentina radicular do grupo G3 em quatro condi¢cdes: higidas (controle), radioterapia, carie
artificial e tratamento com irradiacdo laser. Letras distintas acima de cada barra denotam
diferencas estatisticamente significantes (a=0,05) de acordo com o teste de Friedman com
pOs-teste de Dunn para amostras dependentes.
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Tabela 13: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial e tratamento com irradiacao laser) das médias dos coeficientes de atenuacao 6ptica
total (jr,) e de refletividade integrada (AR) de G3 por meio do teste de Friedman com po6s-teste
de Dunn para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 sdo estatisticamente
significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia >0,9999 0,2863
Controle vs. Cérie artificial 0,0102 0,0179
Controle vs. Irradiacéo laser 0,0004 0,0008
Radioterapia vs. Cérie artificial 0,0057 >0,9999
Radioterapia vs. Irradiagdo laser 0,0002 0,3960
Cérie artificial vs. Irradiagao laser >0,9999 >0,9999

Fonte: Do préprio autor.

Apesar das imagens de B-scan do grupo G3 (Figura 65) terem sugerido que
0 tratamento possa ter provocado mudancas nas superficies das amostras que
favoreceriam a diminuicdo do numero de microinterfaces que causam maior
retroespalhamento do sinal, os parametros de [1; e de AR do grupo tratamento nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo carie
artificial. Embora a literatura ressalte que a irradiacdo da dentina com lasers em alta
intensidade promova mudancas quimicas no tecido, tais como evaporacdo de
carbonato, agua e desnaturacdo de constituintes organicos, bem como por
mudancas cristalograficas da dentina, as alteracbes observadas na Figura 65
ocorreram em uma camada muito superficial (de poucos micrometros,
principalmente porque um fotoabsorvedor foi utilizado) e, desta forma, ndo houve
alteracdes opticas em profundidade que traduziram-se em mudancas nos valores de

il; e de AR.

Por sua vez, a Figura 67 apresenta imagens representativas para o grupo
G4, que foi tratado com uma combinacdo de FFA seguida da irradiagédo com laser de
Nd:YAG. Tanto na sequéncia de imagens da amostra 1 (Figuras 67A - D) quanto da
amostra 2 (Figuras 67E - H), percebe-se que o sinal no defeito preexistente torna-se
gradativamente mais intenso de cima para baixo. No entanto, na amostra 2, o defeito
torna-se menos definido (Figura 67H) e se confunde com a estrutura interna da

dentina, ao passo que na amostra 1 (Figura 67D) continua bem evidente. Como
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elucidado anteriormente, o aumento na intensidade do sinal pode estar relacionado

ao processo de desmineralizac&o do tecido™* 116,

Figura 67: Imagens de B-scan de dois blocos de dentina representativos do grupo G4
(tratamento com FFA + Nd:YAG). As setas indicam defeitos preexistentes. Escala: 100 pm.

Grupo G4 — FFA+ Nd:YAG

Amostra 01 Amostra 02

Cérie artificial Radioterapia Controle

FFA + Nd:YAG

Fonte: Do préprio autor.
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Os valores de ji; e de AR para o grupo G4 sdo apresentados nas Figuras 68

e Figura 69. Os valores de p resultantes da comparac¢ao estatistica intergrupos, por

sua vez, sdo descritos na Tabela 14.

Figura 68: Valores médios, com os respectivos desvios-padrédo, dos coeficientes de atenuagao

Optica total (jr;) das amostras de dentina radicular do grupo G4 em quatro condi¢8es: higidas

(controle), radioterapia, carie artificial e tratamento (FFA + Nd:YAG). Letras distintas acima de

cada barra denotam diferencas estatisticamente significantes (a=0,05) de acordo com o teste
de ANOVA de uma via com poés-teste de Holm-Sidak para amostras dependentes.

Coeficiente de

atenuacdo dptica ('m'l)

0,006 9

0,004 1

0,002

0,000~

G4 -FFA + Nd:YAG

Carie
artificial

Controle Radioterapia

Fonte: Do préprio autor.

FFA +
Nd:YAG

Figura 69: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrédo e medianas,
de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular do grupo G4 em quatro
condicOes: higidas (controle), radioterapia, carie artificial e tratamento com FFA + Nd:YAG.
Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente significantes
(¢=0,05) de acordo com o teste de Friedman com pés-teste de Dunn para amostras

Refletividade integrada

(dB x pm)

dependentes.
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Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 14: Valores de p resultantes da comparacéao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial e tratamento com FFA + Nd:YAG) das médias dos coeficientes de atenuacéo 6ptica
total (jr;) e de refletividade integrada (AR) de G4 por meio do teste de ANOVA de uma via com
pés-teste de Holm-Sidak (para x;) ou por meio do teste de Friedman com pds-teste de Dunn
(para AR) para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 séo estatisticamente
significantes.

Valores de p

L AR
Controle vs. Radioterapia 0,1981 > 0,9999
Controle vs. Carie artificial 0,0003 > 0,9999
Controle vs. FFA + Nd:YAG <0,0001 0,0143
Radioterapia vs. Cérie artificial <0,0001 > 0,9999
Radioterapia vs. FFA + Nd:YAG <0,0001 0,0029
Carie artificial vs. FFA + Nd:YAG 0,0030 0,1361

Fonte: do proprio autor.

De acordo com os dados nas Figuras 68 e 69, bem como na Tabela 14, o
tratamento com FFA e laser de Nd:YAG promoveu um aumento estatisticamente
significativo em [r; em relacdo ao grupo cérie artificial. Esse resultado estd em
concordancia com o padrao de imagens de B-scan do grupo G4 (Figura 67) em que
ha a intensificacdo do sinal mesmo apdés o tratamento e também com as
caracteristicas morfolégicas do grupo (Figura 41), haja vista que as
heterogeneidades presentes podem atuar como centros de espalhamento e de
reflexdo do sinal. Ainda, estes resultados corroboram a hipotese da literatura de que
os efeitos térmicos oriundos da irradiacdo propiciaram a maior formacao e/ou
retencdo de CaF,, ou mesmo a maior incorporacdo de flior no tecido que, por sua
vez, acarretaram as mudancas Opticas detectadas pelo OCT. Andlises posteriores
de flaor fracamente e fortemente ligado devem ser efetuadas para se confirmar tal

hipoétese.

Por sua vez, a Figura 70 apresenta as imagens de B-scan para o grupo G5
cujo tratamento de remineralizacdo foi feito exclusivamente com particulas de
Biosilicato® (BS). E importante mencionar que para os grupos tratados com BS, isto
é, 0 G5 e o0 G6, utilizaram-se outras amostras de dentina. Por este motivo, ndo ha B-
scan do grupo controle e tampouco comparacdo estatistica para amostras

dependentes.



Figura 70: Imagens de B-scan de quatro blocos de dentina representativos do grupo G5
(tratamento com BS). Escala: 100 um.

Radioterapia Carie artificial Tratamento com BS

Fonte: Do préprio autor.
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Na sequéncia de imagens nas Figuras 70A - C, observa-se que a sombra no
interior da dentina, indicada por setas amarelas, torna-se menos visivel na Figura
70C em comparacado a Figura 70B. Isso ocorre devido a intensificacdo do sinal, que
confere a imagem correspondente ao tratamento (Figura 70C) uma tonalidade mais
branca e é indicio de um aumento no retroespalhamento e refletividade na interacédo
sinal/tecido™**>® Tal aumento pode estar atrelado ao fato de que ha muitas
particulas remanescentes ndo dissolvidas de BS sobre a superficie das amostras
deste grupo, conforme a analise morfologica demonstrou (Figura 42). Estas
particulas, por sua vez, podem atuar como centros de espalhamento e de reflexdo, o
gue explicaria o0 aumento na intensidade do sinal na imagem de B-scan apés o

tratamento (Figura 70C).

Esse mecanismo, inclusive, explicaria as demais sequéncias de B-scan na
Figura 70. Por exemplo, na Figura 70F, nota-se que a interface ar/tecido possui
contornos pouco definidos quando em comparacéo as Figuras 70D e E e se deve a

121,136,137

reflexdo difusa gue, neste caso, esta relacionada a presenca de particulas

de BS na superficie das amostras.

Outro exemplo do efeito da presenca de particulas de BS na superficie das
amostras € a imagem de B-scan representada na Figura 70l. Nela & possivel
perceber que a interface ar/tecido apresenta-se como uma linha mais espessa em
comparagdo com as Figuras 70G e 70H. Além disso, na 70l, nota-se o0 surgimento
de sombras no interior do tecido (linhas finas pretas) que possivelmente estdo
relacionadas a forma como as particulas de BS estao distribuidas pela superficie da
amostra. Assim, quando o sinal incide nas particulas de BS, percebe-se a presenca
de tonalidade branca intensa na regido imediatamente abaixo; em contrapartida,
guando incide na superficie da dentina ou na camada de hidroxiapatita carbonatada

formada pela dissolugédo de BS, o sinal é impedido de passar e forma a sombra.

A distribuicdo irregular das particulas ndo dissolvidas de BS é bem evidente
na Figura 70L. Nas regi6es onde ha acumulo de particulas, verifica-se que a linha
branca na interface ar/tecido torna-se mais espessa e irregular e € acompanhada
pela intensificacdo do sinal no interior da amostra (em comparacao as Figuras 70J e
K). Em contrapartida, regides com poucas (ou nenhuma) particulas de BS

apresentam a linha branca com contorno mais definido (regides indicadas em
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retangulos amarelos) acompanhada pelo decaimento r4pido do sinal (tonalidade
preta).

Por sua vez, os valores de 1, e de AR para o grupo G4 sdo exibidos na
Figura 71. Os valores de p resultantes da comparacdo estatistica intergrupos, por

sua vez, sdo descritos na Tabela 15.

Figura 71: Valores médios, com os respectivos desvios-padrédo, dos coeficientes de atenuagao
Optica total (u,) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular do grupo

G5 em quatro condic¢8es: higidas (controle), radioterapia, carie artificial e tratamento com BS.
Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente significantes
(=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pOs-teste de Tukey para grupos

independentes.
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Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 15: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial e tratamento com BS) das médias dos coeficientes de atenuacéo 6ptica total () e de
refletividade integrada (AR) de G5 por meio do teste de ANOVA de uma via com pés-teste de
Tukey para amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 sdo estatisticamente
significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia 0,3776 0,4792
Controle vs. Cérie artificial <0,0001 0,5909
Controle vs. BS <0,0001 0,0008
Radioterapia vs. Cérie artificial <0,0001 0,9979
Radioterapia vs. BS <0,0001 0,0483
Cérie artificial vs. BS 0,0483 0,0311

Fonte: Do proprio autor.

Segundo as informacgdes apresentadas na Figura 71 e Tabela 15, os valores
de [y e de AR aumentaram ap0s o tratamento com BS e sdo estatisticamente
significantes na comparagdo com o grupo carie artificial. No entanto, esses
aumentos estdo relacionados a ocorréncia de maiores espalhamento e refletividade
do sinal que se devem a presenca de particulas de BS na superficie das amostras
deste grupo, como evidenciado pelas imagens de MEV (Figura 42). Portanto, os
valores de |1, e de AR, para este grupo G5, assim como para os grupos G3 e G4,
nao podem ser considerados indicativos de desmineralizagéo, pois refletem efeitos

Opticos decorrentes dos tratamentos.

E, por fim, a Figura 72 apresenta imagens de B-scan representativas do
grupo G6 que foi tratado primeiramente com a aplicacédo de BS e, posteriormente, foi
irradiado com laser de Nd:YAG. Tanto nas imagens da sequéncia nas Figuras 72A —
C quanto nas Figuras 72D — F, percebe-se que apds o tratamento hd uma
diminuicdo na intensidade da coloragé&o branca nas imagens, bem como em defeitos
preexistentes. Isso pode ser relacionado as caracteristicas morfolégicas do grupo,
no qual se verificou a formagcdo de uma camada relativamente uniforme e
homogénea sobre a superficie das amostras, com poucas particulas de BS néao
dissolvidas, em acdo combinada do biomaterial e do laser. Assim, ha menos

microinterfaces nas quais o sinal sofre retroespalhamento e reflexao.
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Figura 72: Imagens de B-scan de quatro blocos de dentina representativos do grupo G6
(tratamento com BS + Nd:YAG). Escala: 100 pm.

Tratamento com BS +
Nd:YAG

Radioterapia Cérie artificial

Fonte: Do préprio autor.

A Figura 73 apresenta os valores de i, e de AR do grupo G6. Os valores de
p resultantes da comparacao estatistica intergrupos, por sua vez, sdo descritos na
Tabela 16.
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Figura 73: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, dos coeficientes de atenuacéao
Optica total (u,) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular do grupo
G6 em quatro condic¢@es: higidas (controle), radioterapia, carie artificial e tratamento com
BS+Nd: YAG. Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente
significantes (a=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pdés-teste de Tukey
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Refletividade integrada

-1

atenuacéo 6ptica (gpm
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G6 -BS + Nd:YAG
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Controle Radioterapia Carie BS +
artificial Nd:YAG

Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 16: Valores de p resultantes da comparacéo intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial e tratamento com BS+Nd:YAG) das médias dos coeficientes de atenuacédo 6ptica total
(ir,) e de refletividade integrada (AR) de G6 por meio do teste de ANOVA de uma via com pés-
teste de Tukey para amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 sao
estatisticamente significantes.

Valores de p

118 AR
Controle vs. Radioterapia 0,9826 0,9257
Controle vs. Céarie artificial 0,0059 0,3469
Controle vs. BS+Nd:YAG 0,9672 0,9675
Radioterapia vs. Cérie artificial 0,0258 0,7176
Radioterapia vs. BS+Nd:YAG 0,9996 0,9988
Céarie artificial vs. BS+Nd:YAG 0,0476 0,6383

Fonte: Do préprio autor.

De acordo com os dados nas Figuras 73 e Tabela 16, o valor de fi; foi
reduzido apds o tratamento e é semelhante a condi¢do das dentinas higidas (grupo
controle). Em contrapartida, o valor de AR nao sofreu alteracbes em nenhum dos
grupos comparados. Apesar do resultado inconclusivo de refletividade integrada, a
reducdo no coeficiente de atenuacdo Optica total € um indicativo de que a
associacao de BS e laser é capaz de diminuir o espalhamento e a reflexdo do sinal e
€ corroborado pelas imagens de B-scan (Figura 72) e de MEV (Figura 43), em que
se observa a formacao de uma camada superficial mais uniforme com auséncia de

particulas de BS de grandes dimensoes.

E, por fim, a Figura 74 apresenta a comparacado estatistica entre os valores
de [; e de AR dos 6 grupos experimentais ap6s 0s tratamento propostos neste
estudo. A Tabela 17, por sua vez, discrimina os valores de p resultantes da

comparacao estatistica.



158

Figura 74: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, dos coeficientes de atenuacéao
Optica total (n) e de refletividade integrada (AR) dos 6 grupos experimentais propostos neste
estudo. Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente significantes
(=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey para amostras
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Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 17: Valores de p resultantes da comparacéao intergrupos (sem tratamento, FFA,
Nd:YAG, FFA+Nd:YAG, BS e BS+Nd:YAG) das médias dos coeficientes de atenuacéo 6ptica
total (jr,) e de refletividade integrada (AR) por meio do teste de ANOVA de uma via com pds-

teste de Tukey para amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 sao
estatisticamente significantes.

Valores de p

118 AR

Sem tratamento vs. FFA 0,3069 0,5582
Sem tratamento vs. Nd:YAG 0,5903 0,5639
Sem tratamento vs. FFA+Nd:YAG 0,9135 0,2719
Sem tratamento vs. BS 0,9968 0,4273
Sem tratamento vs. BS+Nd:YAG <0,0001 0,0139
FFA vs. Nd:YAG 0,007 >0,9999

FFA vs. FFA+Nd:YAG 0,0352 0,9966

FFA vs.BS 0,1241 0,0085

FFA vs. BS+Nd:YAG <0,0001 0,5109
Nd:YAG vs. FFA+Nd:YAG 0,9889 0,9962
Nd:YAG vs. BS 0,8605 0,0087

Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG 0,0002 0,5053
FFA+Nd:YAG vs. BS 0,9948 0,0017
FFA+Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG <0,0001 0,805
BS vs. BS+Nd:YAG <0,0001 <0,0001

Fonte: Do préprio autor.

Segundo as informacdes exibidas na Figura 74 e na Tabela 17, apenas o
grupo G6, no qual se utilizou BS em associacédo ao laser de Nd:YAG, foi o Unico
tratamento que apresentou reducdo em ambos os valores de [y e de AR em
comparacao ao grupo G1 (controle negativo). Esse resultado estd em concordancia
com os resultados apresentados nessa discussdo, bem como com as caracteristicas

morfolégicas demonstradas por MEV.

5.3.3. Desafio cariogénico com Streptococcus mutans
5.3.3.1. Avaliacdo morfolégica por MEV

As Figuras 75 a 80 exibem 4 eletromicrografias de varredura representativas
de uma mesma amostra de dentina radicular dos grupos G1 a G6, respectivamente.
A Figura 75 exibe imagens do grupo G1, correspondente ao controle. E possivel
observar a presenca de uma grande densidade de células bacterianas de S. mutans
e de outros bacilos que compdem a microbiota oral. Estes micro-organismos

distribuem-se por toda a superficie da amostra e parecem se aglomerar
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preferencialmente na dentina peritubular, formando coldénias em suas proximidades.
Em algumas regifes, cobrem totalmente os tubulos devido a formacdo de um
biofilme continuo e uniforme. Além disso, esses tubulos possuem tamanho maior de
diametro em comparacdo as imagens poés-tratamento (Figura 38). Essas
caracteristicas morfoldégicas estdo em concordancia com outros estudos

153,154,155

similares e indicam que houve progressdo da lesdo de carie inicialmente

criada, com maior desmineralizacédo promovida pelo biofilme.

Figura 75: Eletromicrografias de quatro regides distintas de uma mesma amostra do grupo G1
(controle, sem tratamento). Magnificagao original: 8000x.
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Fonte: Do proprio autor.
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E importante enfatizar que a penetracdo de bactérias dentro dos tubulos
dentinarios € um indicativo de progressao rapida da carie e, como consequéncia,
pode acarretar danos a polpa e levar ao desenvolvimento de outras patologias, tais
como infec¢cBes endododnticas (infec¢cdes nos canais radiculares), pulpite (inflamacéo
da polpa) e outras doencas periapicais'®***’. Em um paciente oncolégico, essas
complicacBes séo ainda mais indesejaveis, uma vez que estes sdo mais suscetiveis

ao desenvolvimento de infeccdes oportunistas e osteorradionecronose®*48,

A Figura 76, por sua vez, exibe imagens de uma amostra do grupo G2 cujo
tratamento foi a aplicacéo tépica de fltor fosfato acidulado (FFA). E perceptivel que
ha uma menor quantidade de bactérias na superficie da dentina, que parecem
ocorrer isoladamente (embora haja poucas regides com presenca de coldnias, setas
amarelas), em comparacao ao grupo G1 (Figura 75). Ainda, ha poucos tubulos nos

quais se nota a invasao por bactérias (circulos verdes).

Essas caracteristicas morfolégicas presentes na Figura 76 sdo decorrentes
da combinacdo de dois efeitos provocados pelo flior: (i) a inibicdo de atividade
bacteriana e (i) a formacédo de estruturas globulares cristalinas (CaF,) de efeito
cariostatico que promovem maior resisténcia do tecido a dissolucdo em meios

acidos*.

Em relagdo ao primeiro efeito, de forma muito simplificada, o fllor é capaz
de interferir diretamente na atividade bacteriana mediante a inibicdo de enzimas
celulares e pelo aumento da permeabilidade da membrana celular a prétons, o que

confere menor aciduricidade a esses micro-organismos*®.

O segundo efeito, por sua vez, relaciona-se aos glébulos de CaF, formados
a partir da aplicacdo de FFA sobre a dentina e que sédo capazes de liberar ions de
flior e de calcio em meios acidos, tal como o ambiente do desafio cariogénico. Uma
vez liberados, os ions fluoreto adsorvem-se sobre a superficie parcialmente
desmineralizada e atraem ions de calcio, o que resulta na formacao de hidroxiapatita
fluoretada ou de fluorapatita. Estas estruturas cristalinas sdo menos sollveis em
meios &cidos e, consequentemente, mais resistentes a acao de bactérias como o S.
mutans. Portanto, os glébulos de CaF, atuam como reservas de ions fluoreto que

sdo liberados quando é necessario reduzir a desmineralizacdo e,

consequentemente, permitem a remineralizacdo de lesbes incipientes°.
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Figura 76: Eletromicrografias de quatro regides distintas de uma mesma amostra do grupo G2
(tratamento com FFA, controle positivo). As setas amarelas exemplificam locais com bactérias
e as vermelhas indicam formacgdes sugestivas de glébulos de CaF,. Os circulos verdes, por
suavez, indicam tubulos invadidos por bactérias. Magnificacdo original: 8000x.
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Fonte: Do préprio autor.

Ha estudos que demonstram a combinacdo desses dois efeitos sobre o
biofilme. Vale et al., por exemplo, constataram a presenca de fldor, que foi liberado a
partir de depdsitos de CaF, originados da aplicacdo topica de FFA, em biofilmes
removidos de amostras de dentina radicular bovina, 7 dias apos a aplicacdo de dose
Unica de FFA®. Inclusive, a literatura indica que ha uma relacdo dose-dependente
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entre flior e a formacgéo de biofilme: & medida que se aumenta a quantidade de flior

aplicada sobre os tecidos dentais, menor a quantidade de biofilme formado®>.

Uma vez que as imagens de MEV pés-tratamentos para o grupo G2 (Figura
39) revelaram a formacao de pequenas particulas que podem ser CaF,, € plausivel
que a acdo conjunta desses dois efeitos do fluor tenha regido a reducdo na
colonizacdo bacteriana das amostras deste grupo apos desafio cariogénico, com

uma unica aplicacao de FFA (Figura 76), o que corrobora os dados da literatura.

As imagens apresentadas na Figura 77 correspondem ao grupo G3, que foi
tratado com irradiagdo com laser de Nd:YAG. Embora nédo tenha sido realizada a
contagem bacteriana, € possivel observar que ha uma quantidade muito reduzida de
bactérias em relacédo aos grupos G1 e G2. Além disso, nota-se que essas bactérias
aparecem de forma isolada e quando aglomeradas, constituem-se de poucas
células. Ainda, € perceptivel a presenca de pequenas formacfes globulares que,
provavelmente, sdo diferentes estruturas cristalinas de calcio formadas por efeitos
térmicos da irradiacdo laser, como ja foi mencionado na analise morfolégica poés-

tratamento (Figura 40).

A reducdo da quantidade de micro-organismos sobre a superficie da
amostra do grupo G3, em relacdo as amostras dos grupos G1 e G2, sugere que
houve menor adesdo bacteriana na superficie irradiada, modificada termicamente

pela acao do laser.
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Figura 77: Eletromicrografias de quatro regifes distintas de uma mesma amostra do grupo G3
(irradiagdo com Nd:YAG). Os circulos vermelhos exemplificam locais com bactérias.
Magnificacdo original: 8000x.
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Fonte: Do préprio autor.

A Figura 78 apresenta as imagens de MEV do grupo G4 cujo tratamento
consistiu na aplicagéo topica de FFA com posterior irradiagéo laser. Em especifico,
observa-se, nas Figuras 78A e B, a presenca de poucas bactérias isoladas na
superficie da amostra de dentina. Em contrapartida, nas Figuras 78C e D, é
perceptivel que ha uma densidade maior de células bacterianas concentradas nas
proximidades e sobre a dentina peritubular, de maneira semelhante ao que foi

]

verificado para o grupo G1. Também é importante mencionar que, em todas as
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imagens, se nota a existéncia de pequenas formacgfes globulares que podem ser

14,28,61,84

CaF,®!, outras estruturas cristalinas de calcio ou, ainda, fluorapatita ou

hidroxiapatita fluoretada®, como elucidado anteriormente.

Figura 78: Eletromicrografias de quatro regides distintas de uma mesma amostra do grupo G4
(tratamento com FFA e posterior irradiagdo Nd:YAG). Os circulos vermelhos exemplificam
locais com bactérias e os verdes, tubulos invadidos por estas mesmas bactérias. Magnificagéo
original: 8000x.
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A pouca quantidade de bactérias que existe nas Figuras 78A e B pode ser
decorrente de alguns fatores, tais como: (i) a irradiacdo laser é capaz reter os
glébulos de CaF,, oriundos da aplicacéo tépica de flaor, de modo a prolongar seus

efeitos cariostaticos'**"®*: (i) a irradiacdo laser promove a formacdo de

microespacos na dentina e, assim, facilita a incorporacéo de ions fluoreto™*>*°7; (iii)
a recristalizacdo da matriz inorganica da dentina, por acdo do laser, provoca a
incorporacdo de ions fluoreto na hidroxiapatita e, consequentemente, acarreta a
formacdo de hidroxiapatita fluoretada ou fluorapatita'*®"®*. Todas essas alteracdes
podem fazer com que a dentina seja mais resistente a acdo de S. mutans. Contudo,
estudos adicionais de avaliagdo da superficie por difracdo de raio-X rasantes e
analise de fluor fracamente e fortemente ligado sdo necessarios para se confirmar

estas hipoteses.

O aumento na quantidade de bactérias nas Figuras 78C e D, por sua vez,
pode estar relacionado as diferencas na efetividade dos tratamentos em regides
distintas das amostras, haja vista que as imagens de MEV poés-tratamento (Figura
41), para este grupo, revelaram caracteristicas morfoldgicas heterogéneas. Além
disso, o tratamento foi feito uma Unica vez e, conforme discutido, pode haver uma
relacdo dose-dependente, principalmente o que diz respeito a aplicacdo topica de

flior®™®,

As imagens na Figura 79, por sua vez, correspondem ao grupo G5 cujas
amostras foram tratadas apenas com Biosilicato® (BS). E possivel perceber a
existéncia de uma quantidade expressiva de bactérias (aparentemente em menor
quantidade do que a do grupo G1) cuja identificacdo € dificultada pela formacédo de
uma camada de um subproduto resultante da dissolugcédo do BS. Além disso, nota-se
a presenca de uma grande quantidade de particulas remanescentes de BS que néo
foram dissolvidas ou que sofreram dissolugdo parcial, mesmo apdés o desafio

cariogénico.
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Figura 79: Eletromicrografias de quatro regides distintas de uma mesma amostra do grupo G5
(tratamento com BS). As setas vermelhas exemplificam locais com bactérias e os circulos
amarelos, particulas parcialmente dissolvidas de BS. Magnificagdo original: 8000x.
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Fonte: Do préprio autor.

E, por fim, a Figura 80 apresenta imagens do grupo G6 cujas amostras
foram tratadas com BS e posterior irradiacdo laser. Nota-se que ha poucas
particulas de BS nédo dissolvidas, bem como de poucas bactérias. Essas poucas
bactérias, por sua vez, estdo distantes umas das outras e nao parecem formar
colénias. Além disso, h&d poucos tdbulos dentinarios invadidos por bactérias.
Provavelmente, a reducdo na quantidade de bactérias no grupo G6 € consequéncia
da acdo combinada do Biosilicato® e da irradiacdo laser cujos mecanismos de acédo
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ja foram elucidados. Além disso, conforme a andlise morfologica poés-tratamento
(Figura 43) evidenciou, a combinacdo de BS e de laser foi capaz de promover a
formacdo de uma camada homogénea e regular que, provavelmente, deve ter

contribuido para que houvesse menor adesédo de células bacterianas e dificultou a
formacéao de biofilme.

Figura 80: Eletromicrografias de quatro regifes distintas de uma mesma amostra do grupo G6
tratamento com BS e posterior irradiagdo com Nd:YAG). Os circulos vermelhos exemplificam
locais com bactérias e os amarelos, particulas remanescentes de BS. Magnificagéo original:
8000x.
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5.3.3.2. Avaliacdao composicional por ATR-FTIR

A Figura 81 exibe os espectros de absor¢cdo médios das amostras do grupo
G1 (sem tratamento, apenas com imersdo em saliva artificial por 24 horas apos a
carie artificial). Observa-se que, apds a inducdo de carie biolégica, houve a
manutencdo das principais bandas de absor¢cdo da dentina juntamente com o
surgimento de uma nova banda na regido de 1500 cm™ que é atribuida a proteinas
do biofilme do S. mutans®®®. Ainda, nota-se um aumento na intensidade de todas as
bandas da matriz organica (amidas I, Il e Ill) juntamente com uma reducdo nas
bandas de carbonato (modos de vibracdo v,, v; e v4) e de fosfato v;. Todas essas
alteracdes qualitativas sao indicios de que houve progressdo da lesdo de carie

criada articialmente, com maior desmineralizagédo promovida pelo biofilme.

Figura 81: Média dos espectros de absorcéo no infravermelho, na regidao entre 1800 e 800 cm™,
ap6s normalizacdo pela intensidade da banda v; fosfato e tragcado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G1 em cinco etapas experimentais: controle, apés a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (cérie artificial), apés o tratamento (sem tratamento,
apenas imersdo em saliva artificial por 24 horas) e depois do desafio com cérie bioldgica.
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As Figuras 82 e 83 apresentam a comparagdo estatistica da andlise
semiquantitativa das bandas de absor¢éo, proporcionalmente em relacdo a banda
de fosfato vs, das amostras do grupo G1 em diferentes etapas experimentais. A

Tabela 18, por sua vez, discrimina os valores de p resultantes de tal analise.

Figura 82: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das proporcdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato vz das bandas de amida (I e Il) e de carbonato (v, vz € vy)
das amostras de dentina radicular sadias (controle), apés radioterapia, depois da
desmineralizacdo (carie artificial), posterior imersédo em saliva artificial (sem tratamento) e
ap6s desafio cariogénico (carie bioldgica). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que
ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-
teste de Holm-Sidak para amostras dependentes, com a=0,05.
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Fonte: Do préprio autor.
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Figura 82 (cont.): Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, das proporcdes das
areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida (I e Il) e de carbonato (v,, vs

e v,) das amostras de dentina radicular sadias (controle), apés radioterapia, depois da

desmineralizacdo (carie artificial), posterior imersédo em saliva artificial (sem tratamento) e
ap6s desafio cariogénico (carie biolégica). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que
ha diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-
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teste de Holm-Sidak para amostras dependentes, com a=0,05.

Carbonato w;w,

0,20

0,15 A

0,10 A

0,05 A

0,00~

I
Controle Radioterapia Carie Sem Carie
Artificial Tratamento Biol6gica

Carbonato v,

0,03

0,02 A

0,01 A

0,00~

a a
b
C
d
—_
I
Controle Radioterapia Carie Sem Carie

Artificial Tratamento Biol6gica

Fonte: Do préprio autor.



172

Figura 83: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
das proporc¢des das areas normalizadas pela banda de fosfato v; da banda de amida Ill das
amostras de dentina radicular sadias (controle), apds radioterapia, depois da desmineralizacao
(cérie artificial), posterior imersdo em saliva artificial (tratamento) e depois do desafio
cariogénico (carie bioldgica). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferencas
estatisticas entre os grupos segundo o teste de Friedman com pds-teste de Dunn para
amostras dependentes, com a=0,05.
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Fonte: Do préprio autor.

Tabela 18: Valores de p resultantes da comparacgéao intergrupos de G1 (controle, radioterapia,
carie artificial, sem tratamento e carie biolégica) por meio do teste de ANOVA de uma via com
pés-teste de Holm-Sidak (para as bandas de amida l e Il, bem como de carbonato v,,v; € v;) ou
de Friedman com pés-teste de Dunn (para a banda de amida lll). Ambos os testes
consideraram amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) séo
estatisticamente significantes.

. . . Carbonato Carbonato
Amidal Amidall Amidalll

V2 V3 € Vy
Controle vs. Radioterapia 0,9543 0,6232 >0,9999 0,1822 0,1799
Controle vs. Carie Artificial 0,0272 0,0018 0,0024 <0,0001 0,6165

Controle vs. Sem Tratamento 0,0183 0,0004 0,0721 <0,0001 0,3713
Controle vs. Carie Bioldgica <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,6165
Radioterapia vs. Cérie Artificial 0,0038 0,0007 0,0024 0,0007 0,1799
Radioterapia vs. Sem Tratamento  0,0012 <0,0001 0,0721 <0,0001 0,6165
Radioterapia vs. Cérie Biol6gica  <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,4949
Cérie Artificial vs. Sem Tratamento 0,7417 0,6232 >0,9999 0,0371 0,1103
Carie Artificial vs. Céarie Biolégica  0,0976 0,0157 >0,9999 0,0034 0,3713
Sem Tratamento vs. Carie Bioldgica 0,0156 0,0157 >0,9999 0,0098 0,6165

Fonte: Do préprio autor.
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Os dados apresentados nas Figuras 82 e 83, bem como na Tabela 18,
confirmam as alteracdes qualitativas observadas na Figura 81, haja vista que, ap6s
a carie bioldgica, houve um aumento nas bandas de amida | e Il proporcional ao
fosfato vs e uma reducdo na banda de carbonato v, (também proporcionalmente ao
fosfato v3) em comparacdo ao espectro pos-tratamento. Desta forma, infere-se
houve maior exposicdo de colageno juntamente com uma reducdo no conteudo
mineral. Estas caracteristicas sdo compativeis com a progressao de carie por acao

de S. mutans.

A Figura 84 apresenta os espectros medios das amostras do grupo G2 que
foram tratadas com a aplicacao topica de fluor fosfato acidulado (FFA). Observa-se
gue o espectro apdés o desafio cariogénico com S mutans (carie biologica, linha
laranja) € muito semelhante aquele obtido apds o tratamento com FFA (tratamento,
linha verde). No entanto, ap0s a inducéo de carie biolégica é perceptivel que houve
um aumento na intensidade de todas as bandas da matriz organica, bem como na
de carbonato v3 e v4. Além disso, percebe-se que também houve o surgimento da
banda relacionada as proteinas do biofilme!*® na regido de 1500 cm™, bem como a
manutencdo da banda entre 1100 e 1200 cm™, que surgiu apés o tratamento com
FFA, e corresponde a resquicios da formulacdo comercial de fllor utilizada®. As
bandas de fosfato v; e vz, bem como a de carbonato v, parecem ter permanecido
inalteradas quando comparados os grupos carie biolégica e tratamento. Todas essas
alteracdes serem compativeis com uma intensificacdo da desmineralizacéo por agao

do S. mutans.
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Figura 84: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G2 em cinco etapas experimentais: controle, apés a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie artificial), apés o tratamento com FFA e depois
desafio com carie bioldgica.
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Fonte: Do préprio autor.

A comparagdo estatistica resultante da andlise semiquantitativa é

apresentada na Figura 85 e os valores de p séo descritos na Tabela 19.
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Figura 85: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢des das areas
normalizadas pela banda de fosfato vs; das principais bandas de absor¢cédo das amostras de
dentina radicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da desmineralizagéo (céarie
artificial), posterior tratamento com FFA e apés desafio cariogénico (céarie biolégica). Letras

distintas, acima de cada barra, indicam que héa diferencas estatisticas entre os grupos
segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras
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Figura 85 (cont.): Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, das proporcdes das
areas normalizadas pela banda de fosfato v; das principais bandas de absorcdo das amostras
de dentina radicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie
artificial), posterior tratamento com FFA e apés desafio cariogénico (céarie biolégica). Letras
distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferengas estatisticas entre os grupos
segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras
dependentes, com a=0,05.

Carbonato v;¥,

1,0

0,81

0,6

0,449

0,21 a

Area Normalizada

0,0~
Controle Radioterapia Carie FFA Carie
Artificial Biolbégica

Carbonato ¥,

0,04

0,03 1

0,02 1

0,01 A

Area Normalizada

Controle Radioterapia Carie FFA Carie
Artificial Biol6gica

Fonte: Do préprio autor.



177

Tabela 19: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos de G2 (controle, radioterapia,
carie artificial, FFA e carie bioldgica) por meio do teste de ANOVA de uma via com pés-teste de
Holm-Sidak para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) sao
estatisticamente significantes.

Valores de p

. ) i Carbonato Carbonato
Amidal Amidall Amidalll

\'%2) \ZXA

Controle vs. Radioterapia 0,3677 0,7239 0,0225 0,2318 0,0224
Controle vs. Carie Artificial 0,0035 0,0005 0,0002 <0,0001 0,2424
Controle vs. FFA <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,0018

Controle vs. Carie Bioldgica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. Cérie Artificial  0,0035 0,0008 0,0002 <0,0001 0,0662

Radioterapia vs. FFA <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,0018
Radioterapia vs. Carie Biolégica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Carie Artificial vs. FFA <0,0001 <0,0001 0,0002 0,037 0,0018
Cérie Artificial vs. Céarie Biolégica <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,2318 0,0001
FFA vs. Cérie Biologica 0,0021 0,0028 0,0009 0,0288 0,0145

Fonte: Do préprio autor.

Os dados apresentados na Figura 85 e na Tabela 19 confirmam as
observacdes qualitativas feitas a respeito do espectro pds-céarie bioldgica (Figura
84), haja vista que houve aumentos estatisticamente significativos em todas as
bandas da matriz organica (amidas I, Il e 1ll), bem como na de carbonato v; e v4, que

sofre interferéncia da banda de amida 1%

, em comparacado aos demais grupos.
Reitera-se que essas alteracfes podem estar relacionadas tanto a progressao de
carie como ao efeito do espessante contido na formulacdo comercial de FFA gel

utilizada e que remanesceu mesmo apés enxague®.

A Figura 86 exibe os espectros médios para o grupo G3, cujas amostras
foram tratadas com irradiacdo laser. Nota-se que apds a carie biolégica, as bandas
das matrizes organica e inorganica parecem ter permanecido inalteradas em relagéo
ao espectro pos-tratamento. A Unica excecdo é a banda de amida Il que aparenta
ter sofrido uma pequena reducdo apods o desafio cariogénico. Ainda, assim como
ocorreu com os demais grupos, verifica-se o surgimento de uma banda na regiao de
1500 cm™ relacionada ao biofilme. Todas essas observacées qualitativas podem ser
evidéncias de que o tratamento com laser promoveu ao tecido dentinario maior

resisténcia a acdo do S. mutans, por mecanismos ja elucidados anteriormente.
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Figura 86: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G3 em cinco etapas experimentais: controle, apés a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie artificial), apds o tratamento com Nd:YAG e
depois do desafio com carie bioldgica.
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Fonte: Do préprio autor.

A Figura 87 apresenta a comparacao estatistica da analise semiquantitativa
das amostras do grupo G3. Os valores de p resultantes desta comparacao

estatistica, por sua vez, estdo discriminados na Tabela 20.
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Figura 87: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das proporcdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato v; das principais bandas de absor¢&o das amostras de
dentinaradicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da desmineralizacao (carie
artificial), posterior tratamento com irradiacado laser e ap6s desafio cariogénico (carie
bioldgica). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferengas estatisticas entre
0s grupos segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras
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Figura 87 (cont.): Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, das proporcdes das
areas normalizadas pela banda de fosfato v; das principais bandas de absorcdo das amostras
de dentina radicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie

artificial), posterior tratamento com irradiagao laser e ap6s desafio cariogénico (carie

bioldgica). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferengas estatisticas entre
0s grupos segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras
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Tabela 20: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos de G3 (controle, radioterapia,
carie artificial, irradiacao laser e carie biolégica) por meio do teste de ANOVA de uma viacom
pOs-teste de Holm-Sidak para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em
vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

. ) i Carbonato Carbonato
Amidal Amidall Amidalll

V2 \Z LA

Controle vs. Radioterapia 0,9392 0,2688 0,1045 0,6109 0,8805
Controle vs. Carie Artificial <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3912
Controle vs. Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,9813

Controle vs. Carie Bioldgica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8805
Radioterapia vs. Cérie Artificial <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 0,6779
Radioterapia vs. Nd:YAG 0,0003 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8843
Radioterapia vs. Carie Biolégica 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8491
Cérie Artificial vs. Nd:YAG 0,0206 0,2688 0,1589 0,9703 0,0981
Carie Artificial vs. Carie Biol6égica 0,6068 0,5124  0,4208 0,4858 0,2576
Nd:YAG vs. Cérie Biologica 0,9392 0,2688 0,1045 0,09 0,8805

Fonte: Do préprio autor.

As informagbes contidas na Figura 87 e na Tabela 20 corroboram as
alteracdes qualitativas descritas para as amostras do grupo G3 apoés o desafio
cariogénico, haja vista que ndo houve alteracfes nas bandas das matrizes organica
e inorganica em comparagcdo aos grupos carie artificial e tratamento. Portanto, é
possivel inferir que o tratamento com irradiacdo laser conferiu maior resisténcia a

desmineraliza¢éo ao tecido dentinario por mecanismos que ja foram elucidados.

A Figura 88 ilustra os espectros das amostras do Grupo G4, cujo tratamento
consistiu na combinacgdo da aplicacdo topica de FFA com posterior irradiacéo laser.
Verifica-se, no espectro apés a inducao de carie biolégica, que houve o surgimento
da banda em 1500 cm™ relacionada ao biofilme®®, bem como a permanéncia da
banda na regido entre 1100 e 1200 cm™, que corresponde a resquicios da
formulacdo comercial de flior utilizada®. Salienta-se que apesar do espectro ser
semelhante ao do grupo G2 (Figura 84), é notavel que as bandas da matriz organica
e inorganica permaneceram praticamente inalteradas quando comparados 0s grupos
tratamento e carie biologica. Excetuam-se apenas as bandas de amida | e de
carbonato v; e v4 que sofreram aumento e reducéo, respectivamente. Todas essas

alteracbes qualitativas sugerem que pode ter havido uma combinagcdo entre o0s
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tratamentos que proporcionou maior resisténcia ao tecido dentinario perante a acéao

da cérie bioldgica.

Figura 88: Média dos espectros de absorgado no infravermelho, na regi&o entre 1800 e 800 cm™,
apds normalizacéo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G4 em cinco etapas experimentais: controle, apés a
radioterapia, depois da desmineralizacao (carie artificial), ap6s o tratamento com FFA+Nd:YAG
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e depois do desafio com carie bioldgica.
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Fonte: Do préprio autor.

A comparacao estatistica da analise semiquantitativa das amostras do grupo

7

diferentes etapas experimentais € exibida na Figura 89. Os valores de p

resultantes de tal comparagao séo descritos na Tabela 21.
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Figura 89: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢des das areas
normalizadas pela banda de fosfato vs; das principais bandas de absor¢céo das amostras de
dentina radicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da desmineralizagéo (céarie
artificial), posterior tratamento com FFA+Nd:YAG e ap6s desafio cariogénico (céarie bioldgica).
Letras distintas, acima de cada barra, indicam que héa diferengas estatisticas entre os grupos
segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras

Area Normalizada
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dependentes, com a=0,05.
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Fonte: Do préprio autor.
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Figura 89 (cont.): Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, das proporcdes das
areas normalizadas pela banda de fosfato v; das principais bandas de absorcdo das amostras
de dentina radicular sadias (controle), apés radioterapia, depois da desmineralizacéo (carie
artificial), posterior tratamento com FFA+Nd:YAG e ap6s desafio cariogénico (carie biologica).
Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha diferencas estatisticas entre os grupos
segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras
dependentes, com a=0,05.
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Tabela 21: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos de G4 (controle, radioterapia,
carie artificial, FFA+Nd:YAG e carie bioldgica) por meio do teste de ANOVA de uma via com
poOs-teste de Holm-Sidak para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em
vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

. ) i Carbonato Carbonato
Amidal Amidall Amidalll

Vo Vi€ Vv
Controle vs. Radioterapia 0,7275 0,5723 0,9614 0,1814 0,0997
Controle vs. Carie Artificial 0,0009 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,559

Controle vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001
Controle vs. Carie Bioldgica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. Cérie Artificial  0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 0,043
Radioterapia vs. FFA+Nd:YAG  <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. Carie Biolégica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Cérie Artificial vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0002 0,7324 <0,0001
Carie Artificial vs. Carie Biolégica <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,5552 <0,0001
FFA+Nd:YAG vs. Cérie Biolégica 0,7275 0,8405 0,9673 0,4503 0,559

Fonte: Do préprio autor.

Os dados na Figura 89 e na Tabela 21 demonstram que ndo houve
alteracdes nas bandas correspondentes as matrizes organica e inorganica quando
comparados 0s grupos carie biologica e tratamento. Esse resultado € uma evidéncia
de que a associacdo de FFA com irradiacdo laser promove maior resisténcia a

desmineralizacdo a dentina.

Como foi mencionado na discusséo da analise composicional por ATR-FTIR
pés-tratamentos, a dificuldade em padronizar um método para realizar a
normalizacdo para posterior analise semiquantitativa das amostras do grupo G5,
tratadas exclusivamente com Biosilicato® (BS), fez com que nés optassemos por
descartar tal andlise para este grupo, uma vez que os resultados poderiam nos levar
a conclusdes errbneas. No entanto, foi possivel fazer algumas inferéncias
qualitativas a respeito do efeito do BS, em algumas amostras, perante o desafio
cariogénico com base nas informacdes da Figura 90, que considera o método de
normalizacdo 1 elucidado anteriormente. Nota-se que, apds o desafio cariogénico,

houve o surgimento de uma banda em 1500 cm™ (atribuida ao biofilme)**®, u

ma
diminuicdo nas bandas da matriz organica (amida |, Il e lll) e nas de carbonato v,, v3

e v4. Ainda, houve um deslocamento para um namero de onda menor nas bandas de
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amida Il e lll, além do alargamento da banda de fosfato v; (Que esta centrado em
1024 cm™) e do surgimento de um ombro nesta mesma banda na regido entre 1100
e 1200 cm™. Todas essas alteracdes, a priori, sdo indicios de remineralizacéo,
apesar da inducdo de carie bioldgica. Isso significa que o subproduto da dissolugéo
do BS conferiu maior resisténcia a agdo do S. mutans.

Figura 90: Média dos espectros de absorgado no infravermelho, na regi&o entre 1800 e 800 cm™,

apods normalizacéo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G5 em cinco etapas experimentais: controle, apés a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (carie artificial), ap6s o tratamento com BS e depois
do desafio com céarie bioldgica.
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Fonte: Do préprio autor.

A Figura 91, por sua vez, apresenta os espectros das amostras do grupo G6
que foram tratadas com a aplicacdo de BS com posterior irradiacdo laser. Assim
como ocorreu com 0s demais grupos, observa-se, no espectro pds-carie bioldgica, o
surgimento da banda na regido de 1500 cm™ e que esta relacionada ao biofilme.

Ainda, nota-se um aumento na intensidade de todas as bandas da matriz organica
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(amida I, 1l e 1ll), bem como uma reducédo nas bandas da matriz inorgéanica (fosfato
v1 € vz e carbonato v,, vz € v4). Todas essas alteracdes podem ser indicios de que a
camada superficial formada pela associacdo de BS com irradiacdo laser sofreu

dissolucéo parcial, protegendo a dentina da acdo do S. mutans.

Figura 91: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apds normalizacéo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina do grupo G6 em cinco etapas experimentais: controle, apés a
radioterapia, depois da desmineralizacdo (cérie artificial), apds o tratamento com BS+Nd:YAG
e depois do desafio com carie bioldgica.
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Fonte: Do préprio autor.

As Figuras 92 e 93 apresentam a comparacao estatistica para as amostras
do grupo G6. A Tabela 22, por sua vez, discrimina os valores de p resultantes desta

comparacao.
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Figura 92: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
das proporcg8es das areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida l e Il

das amostras de dentina radicular sadias (controle), ap6s radioterapia, depois da

desmineralizagao (cérie artificial), posterior tratamento com BS+Nd:YAG (tratamento) e apds
desafio cariogénico (carie bioldgica). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que ha
diferencas estatisticas entre os grupos segundo o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de
Dunn para amostras independentes, com a=0,05.
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Figura 93: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢cdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato vs das bandas de amida Il e de carbonato (v,,v3 € v4) das
amostras de dentina radicular sadias (controle), apds radioterapia, depois da desmineralizacéo
(cérie artificial), posterior tratamento com BS+Nd:YAG e ap6s desafio cariogénico (carie
bioldgica). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que h& diferengas estatisticas entre
0s grupos segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak para amostras
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Tabela 22: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos de G6 (controle, radioterapia,
carie artificial, BS+Nd:YAG e carie bioldgica) por meio do teste de ANOVA de uma via com
pos-teste de Holm-Sidak (para as bandas de amida Ill, bem como de carbonato v,,vz € v;) ou de
Kruskal-Wallis com poOs-teste de Dunn (para a banda de amida lll). Ambos os testes
consideraram amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em vermelho) séo
estatisticamente significantes.

Valores de p

. ) i Carbonato Carbonato
Amidal Amidall Amidalll

V2 V3 €V,
Controle vs. Radioterapia >0,9999 0,6265 >0,9999 0,7205 0,883
Controle vs. Carie Artificial <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Controle vs. BS+Nd:YAG 0,0098 <0,0001 0,0091 <0,0001 0,883

Controle vs. Carie Bioldgica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,5768
Radioterapia vs. Cérie Artificial <0,0001 <0,0001 0,0003 <0,0001 <0,0001
Radioterapia vs. BS+Nd:YAG 0,0684 0,0003 0,0577 <0,0001 0,883
Radioterapia vs. Carie Biolégica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,883
Cérie Artificial vs. BS+Nd:YAG  0,5845 0,5281 >0,9999 0,7205 <0,0001
Carie Artificial vs. Carie Biolégica >0,9999 0,0003 >0,9999 <0,0001 0,0003
BS+Nd:YAG vs. Carie Bioldgica 0,269 <0,0001 0,1792 <0,0001 0,6987

Fonte: Do préprio autor.

As informacgdes contidas nas Figuras 92 e 93, bem como as na Tabela 22,
demonstram que houve aumento na intensidade da banda de amida Il e reducdo na
banda de carbonato v; e v4 quando comparados 0s espectros carie biolégica e
tratamento. Reitera-se que estes resultados sugerem que a camada uniforme
formada pela associacdo de tratamentos sofreu dissolucdo parcial, protegendo a

dentina da acéo do S. mutans.

E, por fim, a Figura 94 apresenta todos 0s espectros pos-cérie biolégica dos
cinco grupos considerados G1, G2, G3, G4 e G5. De maneira qualitativa, percebe-se
uma semelhanca entre os espectros dos grupos G2 e G4 (tratados com FFA e FFA
com posterior irradiacdo laser, respectivamente), bem como entre os de G1, G3 e
G6 (sem tratamento, irradiagcdo com laser e aplicacdo de BS com posterior irradiacao
laser, respectivamente). Além disso, nota-se que, em relagdo ao conteudo organico,
houve: (i) maiores intensidades nas bandas correspondentes em G2 e G4 e (i)
menores intensidades nos demais grupos. Em relagdo ao conteddo inorganico
chama a atengdo o alargamento da banda de fosfato vz no grupo G6 em

comparagao aos demais.
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Figura 94: Média dos espectros de absorcdo no infravermelho, na regido entre 1800 e 800 cm™,
apo6s normalizacdo pelaintensidade da banda v; fosfato e tracado da linha de base, das
amostras de dentina dos grupos G1 a G6, exceto G5. G1 — sem tratamento; G2 — FFA; G3 -
Nd:YAG (TL+laser); G4 — FFA+Nd:YAG (FFA+Laser); G6 — BS+Nd:YAG (BS+Laser).
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Fonte: Do proprio autor.

A comparacdo estatistica da analise semiquantitativa entre cinco dos seis
diferentes tratamentos propostos neste presente estudo (sem tratamento, FFA,
Nd:YAG, FFA+Nd:YAG e BS+Nd:YAG) ¢ ilustrada na Figura 95 e na Figura 96. Os

valores de p séo discriminados na Tabela 23.
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Figura 95: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
das proporcg8es das areas normalizadas pela banda de fosfato v; das bandas de amida l e lll

dos grupos G1 (sem tratamento), G2 (FFA), G3 (Nd:YAG), G4 (FFA+Nd:YAG) e G6

(BS+Nd:YAG). Letras distintas, acima de cada barra, indicam que héa diferengas estatisticas
entre os grupos segundo o teste de Kruskal-Wallis com p4s-teste de Dunn para amostras
independentes, com a=0,05
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Figura 96: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, das propor¢cdes das areas
normalizadas pela banda de fosfato vz das bandas de amida Il e de carbonato (vy, v, € v3) dos
grupos G1 (sem tratamento), G2 (FFA), G3 (Nd:YAG), G4 (FFA+Nd:YAG) e G6 (BS+Nd:YAG).
Letras distintas, acima de cada barra, indicam que héa diferencas estatisticas entre os grupos

segundo o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey para amostras independentes,
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Tabela 23: Valores de p resultantes da comparacao intergrupos (G1, G2, G3, G4 e G6) por meio
do teste de ANOVA de uma via com pds-teste de Tukey para as bandas de amidall e de
carbonato (v,,vs € v4) ou de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn para as bandas de amidal e
Ill. Ambos os testes consideraram amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 (em
vermelho) sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

Amidal Amidall Amida C2TPonato Carbonato

Vo V3 € vy

Sem tratamento vs. FFA 0,0004 <0,0001 0,0001 0,0541 <0,0001
Sem tratamento vs. Nd:YAG >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,9784 >0,9999
Sem tratamento vs. FFA+Nd:YAG 0,0002 <0,0001 0,0003 0,0004 <0,0001

Sem tratamento vs. BS+Nd:YAG >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,9325 >0,9999

FFA vs. Nd:YAG 0,0002 <0,0001 0,0006 0,313 <0,0001
FFA vs. FFA+Nd:YAG >0,9999 10,8081 >0,9999 0,3664 0,603
FFA vs. BS+Nd:YAG 0,0025 <0,0001 0,0015 0,3811 <0,0001

Nd:YAG vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 <0,0001 0,0014 0,0083 <0,0001
Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG >0,9999 =>0,9999 >0,9999 0,9998 >0,9999

FFA+Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG 0,0013 <0,0001 0,0032 0,0103 <0,0001

Fonte: Do préprio autor.

A partir dos dados apresentados nas Figuras 95 e 96, bem como os na
Tabela 23, confirma-se a similaridade entre os espectros pds-carie bioldgica entre os
grupos G2 (FFA) e G4 (FFA+Nd:YAG), bem como entre G1 (sem tratamento), G3
(Nd:YAG) e G6 (FFA+Nd:YAG). Apesar desta comparagdo estatistica nao ter
fornecido informacdes que pudessem demonstrar, do ponto de vista composicional,
qual o tratamento, dentre os propostos neste estudo, foi mais resistente a acédo de S.
mutans, as comparagfes feitas para as mesmas amostras grupo a grupo em
diferentes etapas experimentais permitem inferir que todos os tratamentos

conferiram as amostras de dentina menor solubilidade em &acidos.

5.3.3.3. Avaliacdo de propriedades Opticas por OCT

A Figura 97 exibe os valores do coeficiente de atenuacéo Optica total (ji;) e
de refletividade integrada (AR) para as amostras do grupo G1, que nao receberam
tratamento algum, apos desafio cariogénico com S. mutans. A Tabela 24, por sua

vez, discrimina os valores de p resultantes da comparacao intergrupos.
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Figura 97: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, dos coeficientes de atenuacéo
Optica total (u,) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular do grupo
Gl em cinco condigfes: higidas (controle), radioterapia, céarie artificial, sem tratamento e cérie

bioldgica. Letras distintas acima de cada barra denotam diferengas estatisticamente

significantes (p=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pds-teste de Holm-

Coeficiente de

Sidak (para p,) e de Tukey (para AR) para amostras dependentes.
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Fonte: Do préprio autor.
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Tabela 24: Valores de p resultantes da comparacéao intergrupos (controle, radioterapia, carie

artificial, sem tratamento e cérie biolégica) das médias dos coeficientes de atenuacédo 6ptica

total (jr;) e de refletividade integrada (AR) de G1 por meio do teste de ANOVA de uma viacom

pOs-teste de Holm-Sidak (para ft;) ou de Tukey (para AR) para amostras dependentes. Valores
de p inferiores a 0,05 s&o estatisticamente significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia 0,0207 0,2775
Controle vs. Carie artificial 0,002 0,021
Controle vs. Sem tratamento <0,0001 0,0057
Controle vs. Cérie biolégica 0,0001 0,0292
Radioterapia vs. Cérie artificial 0,0046 0,7043
Radioterapia vs. Sem tratamento <0,0001 0,5995
Radioterapia vs. Cérie biolégica 0,0009 0,9984
Carie artificial vs. Sem tratamento 0,0933 0,7847
Cérie artificial vs. Cérie biolégica 0,5756 0,933
Sem tratamento vs. Cérie biolégica 0,5756 0,697

Fonte: Do préprio autor.

A partir dos dados apresentados na Figura 97 e na Tabela 24, é possivel
verificar que ndo héa diferencas estatisticamente significantes entre os valores de fi; e
de AR quando se comparam 0S grupos carie biolégica e sem tratamento.
Possivelmente, a inexisténcia de diferencas entre esses grupos € indicio de que o
desafio cariogénico com S. mutans pode ter promovido alteragbes muito superficiais
(inferiores a 7 um em profundidade), a ponto de ndo ocasionar mudancas que
impactassem essas propriedades Opticas, haja vista que o desafio cariogénico
realizado neste estudo foi muito curto (apenas 48 horas); porém isso deve ser
verificado por outras técnicas. OEmbora muitos trabalhos****® demonstrem a
viabilidade e a eficacia da OCT no diagnostico precoce de lesbes de céarie e no
monitoramento da remineralizacdo, ainda ndo foram encontrados estudos clinicos
que comprovem que o método possa ser utilizado isoladamente®®. Portanto, a
associacdo da OCT com outros métodos tradicionais mostra-se uma estratégia muito
mais eficiente. A literatura™’* relata que a OCT apresenta valores de sensibilidade e
especificidade de aproximadamente 90% (quando empregado comprimento de onda
de 850 nm), muito préximo ao empregado no presente estudo (A = 930 nm). Desta
forma, a analise de microdureza seccional ou de microrradiografia transversal (TMR)
sao as técnicas mais utilizadas para quantificacdo de lesGes cariosas incipientes, a

altima inclusive é considerada padréao-ouro, e deverdo ser feitas em estudos futuros,



197

assim como a analise da profundidade das lesbes efetuada por microscopia de luz
polarizada.

Por sua vez, a Figura 98 apresenta os valores de [i; e AR, cujos valores de p
resultantes da comparacao estatistica intergrupos sao descritos na Tabela 25, para
as amostras do grupo G2, que foram tratadas com fluor fosfato acidulado (FFA).
Nota-se que houve uma diminuicdo no 1, ap0s a carie bioldégica em comparacao ao

grupo FFA. Contudo, ndo se observam alteracdes nos valores de AR.

E provavel que a reducdo em [i; esteja relacionada ao mecanismo de acgéo
do FFA. Sabe-se que os globulos de CaF, formados pelo FFA, liberam ions célcio e
fosfato em meios acidos, tal como o meio em que o desafio cariogénico com S.
mutans foi realizado, e, assim, possibilitam a formacéo de fluorapatita e hidroxipatita
fluoretada, que sdo mais resistentes & dissolugdo em é&cidos'®. Este é o principal
mecanismo de acao do fluoreto, ou seja, favorecer a formacéo de estruturas que
remineralizem os tecidos duros dentais. Desta forma, os achados de [i; estdo de
acordo com a literatura que sugere que 0 aumento nestes valores sdo indicativos da
remineralizacdo da dentina. Como consequéncia, essas nhovas estruturas cristalinas

podem interferir no caminho éptico percorrido pelo laser da OCT.

Além disso, a inexisténcia de diferencas entre os grupos carie artificial e
biolégica (em relacéo a fi;) pode indicar que o tratamento com FFA, aplicado antes

do desafio cariogénico, impediu a progressao da desmineralizacdo por S. mutans.
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Figura 98: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, dos coeficientes de atenuacéo
Optica total (u,) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular do grupo
G2 em cinco condig8es: higidas (controle), radioterapia, carie artificial, tratamento com FFA e
cérie bioldgica. Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente
significantes (a=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pds-teste de Holm-

Sidak (para p,) e de Tukey (para AR) para amostras dependentes.
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Tabela 25: Valores de p resultantes da comparacéao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial, tratamento com FFA e carie biolégica) das médias dos coeficientes de atenuacao
Optica total (jr,) e de refletividade integrada (AR) de G2 por meio do teste de ANOVA de uma via
com pos-teste de Holm-Sidak (para [t;) ou de Tukey (para AR) para amostras dependentes.
Valores de p inferiores a 0,05 sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia 0,3941 0,6036
Controle vs. Carie artificial 0,0102 0,0159
Controle vs. FFA 0,0004 0,0053
Controle vs. Cérie biolégica <0,0001 0,0192
Radioterapia vs. Céarie artificial 0,0141 0,8133
Radioterapia vs. FFA 0,0009 0,7996
Radioterapia vs. Cérie biolégica 0,0002 0,6883
Carie artificial vs. FFA 0,1198 0,999
Cérie artificial vs. Cérie biolégica 0,84 0,8776
FFA vs. Cérie biolégica 0,023 0,9295

Fonte: Do préprio autor.

A Figura 99 e a Figura 100 exibem, respectivamente, os valores de [i; e de
AR, para o grupo G3 cujo tratamento foi a irradiagédo com laser de Nd:YAG. Por sua
vez, a Tabela 26 apresenta os valores de p resultantes da comparacao estatistica
intergrupos. E perceptivel que houve uma tendéncia de diminuicdo no valor de [t
apos a progressao da carie, porém sem diferencas estatisticas. Tal resultado pode
ser indicio de que o tratamento com irradiacdo laser tenha dificultado a
desmineralizacdo por S. mutans por mecanismos ja explicados anteriormente e
reforca a hipotese de que o desafio cariogénico empregado foi muito curto para
evidenciar a acdo de remineralizacdo por irradiacéo laser, cuja acdo ocorre em longo

prazo®.
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Figura 99: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrdo e medianas,
dos coeficientes de atenuacdo Optica total (jr;) das amostras de dentina radicular do grupo G3
em cinco condi¢des: higidas (controle), radioterapia, cérie artificial, tratamento com irradiagao

laser e cérie biolégica. Letras distintas acima de cada barra denotam diferengas
estatisticamente significantes (a=0,05) de acordo com o teste de Friedman com pés-teste de
Dunn para amostras dependentes.
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Figura 100: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, de refletividade integrada
(AR) das amostras de dentina radicular do grupo G3 em cinco condi¢des: higidas (controle),
radioterapia, cérie artificial, tratamento com irradiagéo laser e cérie biolégica. Letras distintas
acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente significantes (a=0,05) de acordo com
o teste de ANOVA de uma via com pds-teste de Holm-Sidak para amostras dependentes.
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Tabela 26: Valores de p resultantes da comparacdo intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial, tratamento com irradiacao laser e carie biol6gica) das médias dos coeficientes de
atenuacdo 6ptica total (jxr;) e de refletividade integrada (AR) de G3 por meio do teste de
Friedman com pos-teste de Dunn (para [x;) ou de ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-
Sidak para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 séo estatisticamente
significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia >0,9999 0,2077
Controle vs. Cérie artificial 0,0041 0,0387
Controle vs. Nd:YAG 0,0002 0,0486
Controle vs. Cérie biolégica 0,1621 0,1639
Radioterapia vs. Carie artificial 0,0013 0,8768
Radioterapia vs. Nd:YAG <0,0001 0,479
Radioterapia vs. Cérie biolégica 0,0721 0,8768
Carie artificial vs. Nd:YAG >0,9999 0,8768
Cérie artificial vs. Carie biolégica >0,9999 0,6933
Nd:YAG vs. Carie biolégica 0,6599 0,2579

Fonte: do proprio autor.

As Figura 101 e Figura 102 apresentam os valores de fi; e de AR para as
amostra do grupo G4, tratadas com FFA com posterior irradiacao laser. A Tabela 27,
por sua vez, discrimina os valores de p resultantes da comparacao estatistica. Assim
como ocorreu em G3, ndo ha diferencas entre o0s grupos carie artificial,
FFA+Nd:YAG e carie biolégica em ambas as propriedades, mas ha uma tendéncia
de diminuicdo de [r;, 0 que sugere remineralizacdo. Esses resultados podem indicar
que a associacdo entre FFA e irradiacdo laser é capaz de conferir maior resisténcia

a dentina em relag&o & acéo do S.mutans e concorda com a literatura®’.
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Figura 101: Valores médios, com os respectivos desvios-padrédo, dos coeficientes de
atenuacdo 6ptica total (jr;) das amostras de dentina radicular do grupo G4 em cinco condicdes:
higidas (controle), radioterapia, cérie artificial, tratamento com FFA+Nd:YAG e carie bioldgica.
Letras distintas acima de cada barra denotam diferengas estatisticamente significantes
(=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pds-teste de Tukey para amostras
dependentes.
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Fonte: Do préprio autor.

Figura 102: Distribuicdo dos valores médios, com os respectivos desvios-padrédo e medianas,
de refletividade integrada das amostras de dentina radicular do grupo G4 em cinco condig¢des:
higidas (controle), radioterapia, céarie artificial, tratamento com FFA+Nd:YAG e carie bioldgica.
Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente significantes
(«=0,05) de acordo com o teste de Friedman com pdés-teste de Dunn para amostras
dependentes.
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Tabela 27: Valores de p resultantes da comparacéao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial, tratamento com FFA+Nd:YAG e cérie biolégica) das médias dos coeficientes de
atenuacdo 6ptica total (jx;) e de refletividade integrada (AR) de G4 por meio do teste de ANOVA
de umavia com pds-teste de Tukey (para [x;) ou de Friedman com pés-teste de Dunn (para [x,)
para amostras dependentes. Valores de p inferiores a 0,05 sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

. AR
Controle vs. Radioterapia 0,7754 >0,9999
Controle vs. Cérie artificial 0,0013 >0,9999
Controle vs. FFA+Nd:YAG 0,0002 0,0075
Controle vs. Carie bioldgica 0,0002 0,0046
Radioterapia vs. Cérie artificial 0,0001 >0,9999
Radioterapia vs. FFA+Nd:YAG <0,0001 0,0121
Radioterapia vs. Cérie biolégica 0,0004 0,0075
Carie artificial vs. FFA+Nd:YAG 0,049 0,2189
Cérie artificial vs. Céarie biolégica 0,2411 0,1522
FFA+Nd:YAG vs. Cérie biolégica 0,9991 >0,9999

Fonte: Do proprio autor.

Por sua vez, a Figura 103 mostra os valores de [i; e de AR para o grupo G5
que foi tratado apenas com Biosilicato® (BS). A Tabela 28 exibe os valores de
resultantes da comparacao estatistica. Assim como ocorreu com 0s grupos G3 e G4,
observa-se que os valores de [i; ndo apresentam diferencas estatisticas entre os
grupos carie artificial, BS e carie bioldgica; no entanto, h4 uma tendéncia de reducao
nos valores de que [, 0 que sugere remineralizacdo. Novamente, parece que o
tratamento aplicado conferiu maior resisténcia a desmineralizacdo produzida por S.

mutans.
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Figura 103: Valores médios, com os respectivos desvios-padrédo, dos coeficientes de
atenuacdo 6ptica total (jr;) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular
do grupo G5 em cinco condig¢des: higidas (controle), radioterapia, carie artificial, tratamento
com BS e cérie bioldgica. Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas
estatisticamente significantes (a=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pés-
teste de Tukey para amostras independentes.
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Tabela 28: Valores de p resultantes da comparacdao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial, tratamento com BS e carie bioldgica) das médias dos coeficientes de atenuacao
Optica total (jr,) e de refletividade integrada (AR) de G5 por meio do teste de ANOVA de uma via
com pés-teste de Tukey para amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05 sdo
estatisticamente significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia 0,8325 0,6391
Controle vs. Céarie artificial <0,0001 0,8182
Controle vs. BS <0,0001 0,0008
Controle vs. Carie bioldgica <0,0001 0,9473
Radioterapia vs. Cérie artificial <0,0001 0,998
Radioterapia vs. BS <0,0001 0,0523
Radioterapia vs. Cérie biolégica <0,0001 0,9707
Carie artificial vs. BS 0,1593 0,0233
Cérie artificial vs. Céarie biolégica 0,992 0,9977
BS vs. Cérie bioldgica 0,0725 0,0111

Fonte: Do proprio autor.

A Figura 104 apresenta os valores de [, e de AR para o grupo G6 cujo
tratamento foi a aplicacdo de BS com posterior irradiacao laser. A Tabela 29, por sua
vez, descreve o0s valores de p resultantes da comparagdo intergrupos.
Diferentemente do que foi observado para os demais grupos, os valores de [
aumentaram apOs a carie biolégica em comparacdo aos demais grupos. Em
contrapartida, os valores de AR ndo apresentaram diferencas entre nenhum dos

grupos comparados.

O aumento no valor de [; apOs a carie biolégica pode ser sugerir que: (i) 0
tratamento de BS com posterior irradiacdo laser néo foi capaz de conferir a dentina
maior resisténcia a desmineralizacdo na presenca de S. mutans ou (i) a camada
superficial formada impediu que o laser da OCT penetrasse nas amostras e, por
iISso, a atenuacao do sinal foi aumentada. Mais uma vez, isso reforca a necessidade
da realizacdo de analises complementares (TMR ou microdureza seccional) para
avaliar a formacéo das lesGes de carie em profundidade de forma independente a

camada superficial decorrente dos tratamentos.
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Figura 104: Valores médios, com os respectivos desvios-padréo, dos coeficientes de
atenuacdo 6ptica total (jr;) e de refletividade integrada (AR) das amostras de dentina radicular
do grupo G6 em cinco condic¢des: higidas (controle), radioterapia, carie artificial, tratamento
com BS+Nd:YAG e cérie bioldgica. Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas
estatisticamente significantes (a=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pés-
teste de Tukey para amostras independentes.
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Tabela 29: Valores de p resultantes da comparacdao intergrupos (controle, radioterapia, carie
artificial, tratamento com BS+Nd:YAG e carie bioldgica) das médias dos coeficientes de
atenuacdo 6ptica total (jx;) e de refletividade integrada (AR) de G6 por meio do teste de ANOVA
de umavia com pds-teste de Tukey para amostras independentes. Valores de p inferiores a
0,05 séo estatisticamente significantes.

Valores de p

e AR
Controle vs. Radioterapia 0,9867 0,9334
Controle vs. Céarie artificial 0,1449 0,3775
Controle vs. BS+Nd:YAG 0,4847 0,9841
Controle vs. Carie bioldgica <0,0001 0,9107
Radioterapia vs. Cérie artificial 0,3944 0,8438
Radioterapia vs. BS+Nd:YAG 0,8058 0,999
Radioterapia vs. Cérie biolégica <0,0001 0,4748
Carie artificial vs. BS+Nd:YAG 0,967 0,7033
Cérie artificial vs. Céarie biolégica <0,0001 0,0708
BS+Nd:YAG vs. Cérie bioldgica <0,0001 0,6383

Fonte: Do préprio autor.

A Figura 105 exibe apresenta a comparacgdo estatistica entre os valores de
i, € de AR dos 6 grupos experimentais propostos neste estudo apO0s a carie
biolégica. A Tabela 30, por sua vez, discrimina os valores de p resultantes da

comparacao estatistica.

Figura 105: Valores médios, com os respectivos desvios-padrédo, dos coeficientes de
atenuacdo oOptica total (p,) e de refletividade integrada (AR) dos 6 experimentais propostos
neste estudo. Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente

significantes (a=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey
para amostras independentes.
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Figura 105 (cont.): Valores médios, com os respectivos desvios-padrao, dos coeficientes de
atenuacéo 6ptica total (jt;) e de refletividade integrada (AR) dos 6 experimentais propostos
neste estudo. Letras distintas acima de cada barra denotam diferencas estatisticamente
significantes (a=0,05) de acordo com o teste de ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey
para amostras independentes.
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Fonte: Do préprio autor.

Tabela 30: Valores de p resultantes da comparacéo intergrupos (sem tratamento, FFA,
Nd:YAG, FFA+Nd:YAG, BS e BS+Nd:YAG), apds a carie biolégica, das médias dos coeficientes
de atenuacdo oOptica total (fr,) e de refletividade integrada (AR) por meio do teste de ANOVA de

umavia com pés-teste de Tukey para amostras independentes. Valores de p inferiores a 0,05
sdo estatisticamente significantes.

Valores de p

17 AR

Sem tratamento vs. FFA 0,141 0,9816
Sem tratamento vs. Nd:YAG 0,0002 0,6432

Sem tratamento vs. FFA+Nd:YAG 0,7455 0,947
Sem tratamento vs. BS 0,0082 >0,9999
Sem tratamento vs. BS+Nd:YAG 0,0065 0,9972
FFA vs. Nd:YAG 0,2723 0,2106
FFA vs. FFA+Nd:YAG 0,8636 >0,9999

FFA vs.BS 0,8433 0,9964

FFA vs. BS+Nd:YAG 0,8061 0,8417
Nd:YAG vs. FFA+Nd:YAG 0,0189 0,1623
Nd:YAG vs. BS 0,9463 0,4757

Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG 0,9632 0,8858
FFA+Nd:YAG vs. BS 0,2167 0,9818
FFA+Nd:YAG vs. BS+Nd:YAG 0,1875 0,7482
BS vs. BS+Nd:YAG >0,9999 0,9817

Fonte: Do préprio autor.
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A partir dos dados apresentados na Figura 105 e na Tabela 30 € possivel
constatar que os diferentes tratamentos, apés o desafio cariogénico com S. mutans,
nao acarretaram alteracdes significativas, na comparacao entre os diferentes grupos
experimentais, no que diz respeito a refletividade integrada (AR), ou seja, esta ndo é
a melhor forma de avaliar a remineralizacdo da dentina por OCT. Em contrapartida,
praticamente todos os tratamentos propostos, com excecdo dos tratamentos de FFA
e FFA+Nd:YAG, diminuiram o valor do coeficiente de atenuacdo Optica total (|r).
Tal resultado indica que os tratamentos supracitados foram os que menos sofreram
desmineralizacdo por acdo da cérie biolégica e, ainda, que a associacdo de
tratamentos ndo conferiu maior efeito de remineralizacdo no desafio cariogénico
proposto. E necessaria uma maior investigacdo destas amostras por testes
adicionais, conforme mencionado anteriormente. Ainda assim, ao se considerar que
a literatura mostra que ambos os tratamentos propostos (BS e Nd:YAG) tém acao
em longo prazo, sugere-se que um desafio de maior duracéo seja feito em estudos

futuros.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Resumidamente, os principais resultados deste estudo foram:

Fase I
* As imagens de MEV indicaram que a agua deionizada foi o veiculo mais
adequado, dentre os avaliados, para a aplicacdo de Biosilicato® sobre as

amostras de dentina radicular, haja vista a obliteracédo dos tubulos dentinarios.
Fase Il

= Os resultados da analise semiquantitativa dos espectros de ATR-FTIR
evidenciaram que, apdés o tratamento radioterapico in vitro, houve uma
diminuicdo nas bandas atribuidas ao carbonato (modos de vibragdo v,, v3 € vy)
em relagcdo ao fosfato, o que sugere a ocorréncia de desmineralizacdo que,
possivelmente, foi consequéncia dos efeitos da radidlise promovida pela
radioterapia.

= Analogamente, os resultados da andlise semiquantitativa dos espectros de FT-
Raman demonstraram que as intensidades das bandas de amida |, amida lll,
carbonato v; e fosfato (modos de vibracdo vi, v» e v4) aumentaram apos a
radioterapia. Além disso, houve um aumento no indice de cristalinidade.
Novamente, tais alteracbes podem ser decorrentes dos efeitos da radidlise
promovida pela radioterapia.

= Alteracdes no padrdo de imagem de B-scan, bem como o aumento nos valores
do coeficiente de atenuacdo O6ptica total (ir;) e de refletividade integrada (AR)
apos a radioterapia sdo compativeis com o processo de desmineralizacdo das
amostras de dentina radicular. Além disso, a técnica de tomografia por coeréncia
optica (OCT) pode ser util no diagndstico precoce de lesdes incipientes de carie
em detrimento dos métodos de radiologia convencionais.

= A microdureza superficial Knoop sofreu reducdo de 32,99 + 8,859 Kgf/mm? para
20,56 + 4,673 Kgf/mm? apdés a radioterapia e pode ser indicio de
desmineralizacdo, rearranjo do colageno e das estruturas cristalinas da
hidroxiapatita.

= ApOs o tratamento radioterapico, verificou-se que as amostras de dentina

apresentavam morfologia com tubulos obliterados por uma camada de smear de
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modo que a dentina peritubular e intertubular eram indistinguiveis. Tais aspectos

morfolégicos sdo compativeis com os efeitos da radioterapia sobre a dentina.

Fase Il

Os resultados da analise semiquantitativa dos espectros de ATR-FTIR apés a
desmineralizacdo (carie artificial) demonstraram que houve um aumento na
intensidade das bandas de amida I, Il e lll, bem como de carbonato v, e vz € uma
diminuicdo de carbonato v, em relacdo ao fosfato. Tais alteracées sao
compativeis com o processo de desmineralizagdo e podem indicar que o
protocolo de cérie artificial utilizado neste estudo foi eficiente em simular lesées
incipientes de carie em dentina radicular.

Embora a andlise semiquantitativa do FT-Raman tenha evidenciado que as
bandas de fosfato v4 e de carbonato v; tenham sofrido reducao apés a indugéo
de carie artificial, a técnica ndo foi eficiente em detectar outras alteracdes
decorrentes da desmineralizacéo devido a efeito de bulk.

As imagens de B-scan e o aumento no coeficiente de atenuacao Optica total apos
a inducdo de carie artificial sdo compativeis com o processo de desmineralizacdo
com formacéo de lesBes incipientes sem cavitacdo superficial e corroboram os
resultados de ATR-FTIR.

Todos os tratamentos empregados neste estudo resultaram em amostras com
morfologia superficial heterogénea e ndo uniforme com tdbulos parcialmente
obliterados, conforme demonstrado pelas imagens de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Ressalta-se que os grupos tratados com fluor fosfato acidulado
(G2 e G4) apresentavam formacdes globulares tipicas de fluoreto de calcio
(CaF,), ao passo que o0s grupos tratados com irradiacdo laser (G3, G4 e G6)
exibiram glébulos e areas com derretimento superficial em decorréncia dos
efeitos térmicos do laser. Por sua vez, o grupo tratado exclusivamente com
Biosilicato® (G5) apresentou particulas remanescentes nédo dissolvidas deste
biomaterial, apesar da imersdo durante 24 horas em saliva artificial. Em
contrapartida, a associacéo da irradiacdo laser de Nd:YAG ao Biosilicato® (G6)
promoveu a formagdo de uma camada homogénea com uma reducdo
significativa na quantidade de particulas ndo dissolvidas deste biomaterial sobre

a superficie de dentina radicular.
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O tratamento com flaor fosfato acidulado resultou na diminuigdo da intensidade
da banda de fosfato vz que pode ter sido consequéncia da intensificacdo da
desmineralizacdo pelo acido fosforico presente na composi¢éo do FFA ou, ainda,
por resquicios da formulacéo de FFA, mesmo apds enxague, que permaneceram
sobre a superficie das dentinas tratadas.

O tratamento com Biosilicato® (G5) resultou em uma variabilidade nos espectros
pés-tratamento que impossibilitaram a realizagdo de uma analise
semiquantitativa. No entanto, qualitativamente foi possivel inferir que o
biomaterial recobriu superficialmente a dentina de modo a diminuir a exposicao
de colageno e aumentar a quantidade de minerais.

O grupo G6, que foi tratado com Biosilicato® com posterior irradiacéo laser, foi o
anico que apresentou uma reducdo no valor do coeficiente de atenuacédo Optica
total apos o tratamento (ji;) e é compativel como processo de remineralizacao.
Os demais grupos experimentais, sem excecado, apresentaram um aumento
nesta propriedade, o que pode ser indicio de que houve uma intensificacdo no
processo de desmineralizacdo ou, mais provavel, que as -caracteristicas
morfologicas heterogéneas e ndo uniformes resultantes dos tratamentos
favoreceram o espalhamento do sinal do tomdgrafo, o que contribuiu para o
aumento do valor de [x;.

A andlise morfologica por imagens de MEV ap6s o desafio cariogénico com S.
mutans demonstrou que todos os tratamentos propostos reduziram a quantidade
de biofilme formado na superficie da dentina em comparagdo ao grupo controle
negativo (G1).

O desafio cariogénico com S. mutans por 48 horas pode ter sido curto para
avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a paralisacdo da progressao de leséo
incipiente de céarie conforme resultados de ATR-FTIR e de OCT. No entanto, 0s
dados sugerem que todos os tratamentos parecem ter oferecido alguma
resisténcia a acao do S. mutans, embora nao seja possivel identificar qual deles
foi o mais eficiente.

Andlises complementares (microrradiografia transversal ou microdureza
seccional) sdo necessarias para avaliar a formacédo das lesdes de carie em
profundidade de forma independente a camada superficial decorrente dos
tratamentos e, assim, fornecer informacdes que permitam chegar a conclusdes a

respeito da efetividade de cada um dos tratamentos propostos neste estudo na
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paralisacdo da progressao da lesdo incipiente de carie de radiacdo em dentina

radicular.
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