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Resumo

Mesmo com formas de tratamento bastante conhecidas, as doengas que envolvem 0s
tecidos duros da cavidade oral ainda sdo bastante prevalentes, o que demonstra a
necessidade de se continuar a busca por novos métodos de diagndstico e prevencdo. A
literatura apresenta bons resultados para prevencao das lesbes, empregando-se lasers de
alta intensidade atuando em sinergia com fluor fosfato acidulado. A técnica de tomografia
por coeréncia oOptica (OCT) fornece imagens transversais de estruturas através do
imageamento Optico, tratando-se de um procedimento ndo invasivo e sem a utilizagao de
radiacdo ionizante [3]. Neste sentido, este estudo objetiva avaliar o efeito do laser de
Er,Cr:YSGG para prevencdo do surgimento de lesdes de cérie radicular, assim como
avaliar o potencial do OCT no monitoramento do surgimento destas lesdes. Para tal,
foram preparadas 75 amostras de dentina radicular bovina, as quais foram distribuidas
aletoriamente (n=15) em 5 grupos experimentais, sendo eles: G1 (amostras sem nenhum
tratamento, G2 (amostras tratadas com aplicacéo topica de fldor fosfato acidulado - FFA),
G3 (amostras irradiadas utilizando laser de Er,Cr:YSGG), G4 (amostras irradiadas
utilizando laser de Er,Cr:YSGG, para posterior aplicacdo de FFA) e G5 (amostras com
aplicacdo de FFA, para posterior irradiacdo com laser de Er,Cr:YSGG). Para simular o
processo de desmineralizacdo da dentina, foi realizado uma ciclagem de pH por 8 dias.
Para analise e comparacdo dos resultados, foram adquiridas imagens OCT antes e apds a
ciclagem de pH, para que fossem calculados os coeficientes de atenuagdo Optica para
avaliar a efetividade dos tratamentos. Os dados foram analisados estatisticamente
(ANOVA + Tukey), ao nivel de significancia de 5%. Os resultados obtidos foram: G1: -
1,5381 + 0,0548 mm™; G2: -1,6730 + 0,0685 mm™; G3: -1,7706 + 0,0987 mm*; G4: -
1,6370 +0,0302 mm, e G5: -1,8609 + 0,0666 mm™. Observou-se, assim, que a aplicagio
topica de FFA apresenta um elevado poder cariostatico, mas que quando empregado em
sinergia com a irradiacdo laser, os resultados sdo mais significativos. Conclui-se entdo
que a irradiacéo laser, quando utilizada com parametros adequados, apresenta efeitos na
inibicdo do surgimento de caries incipientes e que a técnica de OCT trata-se de uma boa
alternativa para avaliar o efeito cariostatico de diversos tratamentos propostos, porém,
vale a pena ressaltar que ha divergéncias de resultados na literatura e que estudos mais

aprofundados séo necessarios para validar a metodologia.

Palavras-chave: Dentina, Laser, Tomografia por coeréncia optica, Fluoreto, Céarie
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1. Introducdo

O fato de a maioria das pessoas ja ter apresentado alguma doenca relacionada com a
cavidade bucal, motivou o desenvolvimento de diversas pesquisas para propor novos métodos
de tratamento, diagndstico e prevengdo destas lesdes. Dentre as doengas bucais mais
prevalentes, podemos destacar a carie em primeiro lugar e em segundo a erosao dentéria, que

se trata do desgaste dentario ocasionado por sua desmineralizacéao [1].

Durante as Ultimas décadas, observou-se que houve uma significativa diminuicdo na
incidéncia de cérie no Brasil por causa do maior conhecimento que se tem dos seus processos
de desenvolvimento, além das diversas medidas preventivas que foram implementadas no
cotidiano das pessoas, tais como: melhora na higiene bucal, dieta adequada, fluoretacdo da
agua, enxaguantes bucais mais eficientes e maior facilidade de acesso aos dentistas. Apesar
disso, segundo dados do Ministério da Saude de 2010 (Pesquisa Nacional Bucal — SB Brasil
2010), observa-se que mais de 50% das criancas com 5 anos de idade ja apresentaram lesdo de
carie, porém ao analisar os indices para populacdo adulta e idosa percebe-se que a incidéncia
vem diminuindo com o passar dos anos, mas que ainda se trata de um dos principais motivos

que levam a perda dentéaria [2][3][4].

A carie radicular é aquela que ocorre na regido do dente que fica exposta devido a uma
recessdo gengival promovida pela falta de uma higiene bucal adequada, permitindo que
bactérias especificas colonizem a regido periodontal [5]. Ainda que os habitos higiénicos das
pessoas estejam mudando, ndo é o suficiente para a extin¢do da cérie, desta forma, fica evidente
a necessidade do desenvolvimento novas técnicas para prevencao e diagndstico precoce da

lesdo.

Estudos recentes estdo sendo realizados para avaliar os efeitos da radiacdo laser na
resisténcia dos tecidos duros, uma vez que a irradiacdo de alta intensidade tem a capacidade
promover alteracdes quimicas e estruturais na composi¢do da dentina [6]. Segundo a literatura,
temperaturas maiores que 100°C e inferiores a 400°C ocasionam a perda de agua e carbonato
no esmalte do dente, e que o laser de Er.Cr:YSGG, quando usado com os parametros adequados,
provoca um alto aquecimento superficial, podendo promover estas alteragdes cristalograficas,

as quais sdo capazes de aumentar a resisténcia do dente a desmineralizagdo[7][8]. Desta forma,
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percebe-se que o emprego de métodos fotdnicos podem se tornar nosso principal colaborador
na prevencgéo do desenvolvimento desta doenca.

Detectar lesdes de carie em seus estagios iniciais é muito importante para que seja
possivel programar estratégias para prevencdo e tratamento da lesdo. Uma critica dos
especialistas estd relacionada aos métodos atuais utilizados para avaliar e diagnosticar a
desmineralizacdo dental, pois se trata de uma lesdo que ndo é passivel de ser vista a olho nu e
que, na maioria dos casos, 0s pacientes ndo demonstram sinais de sintomas especificos e de
incomodo [9][10]. Além disso, essa dificuldade atual em diagnosticar precocemente essas

lesGes, estimulou a busca por novas metodologias de diagnostico.

A Tomografia por coeréncia optica (OCT — OpticalCoherenceTomography) é uma
técnica utilizada para obtencéo imagens de forma ndo invasiva e que permite fornecer imagens
transversais de estruturas, através de um imageamento Optico sem utilizar radiacdo ionizante
(raios-x). Diversos estudos comprovam a aplicabilidade do OCT na odontologia para

diagnosticar cérie e tal capacidade motivou o presente projeto [11][12][16][17][42].

O OCT trata-se de uma técnica na qual uma fonte de luz laser varre o comprimento de
uma amostra durante um determinado intervalo de tempo para a obtencdo de uma imagem
transversal. A resolucdo do equipamento OCT esta na faixa de 10 — 15 um, sendo esta resolugdo
maior do que a dos equipamentos de tomografia computadorizada e raios-x convencionais. O
principio utilizado para avaliar a desmineralizagdo da dentina por OCT é mostrado como um
aumento na intensidade do sinal devido a dispersdo multipla da luz incidente no esmalte

desmineralizado, ocasionado pela maior porosidade local [13].

Quanto a aplicabilidade clinica na Odontologia do OCT até 0 momento, observa-se que
0 equipamento pode ser utilizado para gerar imagens de carie, fratura e erosdo dentaria. No
entanto, apesar de as imagens obtidas permitirem um diagnostico mais eficiente de lesdes de
carie, o sistema OCT aplicado e este tipo de estudo clinico ainda esta em fase de

desenvolvimento e pesquisa.
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2. Objetivos
O presente projeto tem como objetivo avaliar os efeitos da irradiagéo laser do Er,Cr:YSGG
na dentina de dentes bovinos, bem como avaliar a aplicabilidade da Tomografia por Coeréncia

Optica (OCT — Optical Coherence Tomography) na evolugéo de lesdes de cérie.
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3. Revisao da Literatura

3.1.Dentina

A dentina, diferentemente do esmalte (tecido avascular e acelular), faz parte do complexo
dentino-pulpar e caracteriza-se como um tecido vivo capaz de desencadear reagOes defensivas
a injurias externas [21]. Em seu estadgio maduro, 50% da dentina é composta por uma matriz

inorganica, 30% por uma matriz organica e os outros 20% é composto por agua [22].

Os tabulos dentinarios formam uma rede de canais que ligam a dentina da polpa com o
esmalte, para que seja possivel ocorrer a difusdo de nutrientes na entre as estruturas. Esses
tibulos séo ocupados pelos prolongamentos das células tubulares, denominadas odontoblastos,
e sao delimitados pela dentina peritubular (mais calcificada). No interior dos tdbulos observa-
se a predominancia de uma dentina entrelacada por fibrilas de colageno, onde sdo depositados
os cristais de apatita (dentina intertubular). Esta caracteristica tubular da dentina é responséavel
por elevar o grau de permeabilidade deste tecido mineralizado, porém bactérias podem se alojar

nestes pequenos canais e intensificar o desenvolvimento carioso[23].
A principais estruturas do dente podem ser observadas na Figura 1.

Figura 1: Estrutura do dente.

.esmalte
/

/

. dentina
(s

\/ gengiva

Fonte: disponivel em: <http://loe.com.br/a-formacao-do-dente/>.

3.2.Carie
A cérie é uma doenca infecciosa, multifatorial e dindmica, que pode ser descrita como sendo
resultado de uma dissolucdo quimica do dente por eventos metabdlicos que ocorrem no biofilme

que recobre a regido afetada (placa dentaria) [24]. Estes processos metabdlicos da microbiota
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cariogénica, levam a producgdo de &cidos que levam a queda do pH bucal e que ocasionam a
perda de calcio e fosfato nos tecidos do esmalte, dentina e cemento[5].

Sabe-se que na saliva humana coexistem milhdes de bactérias, algumas delas
apresentando alta capacidade para sobreviver em ambientes acidos. Este biofilme bacteriano se
deposita, preferencialmente, em regides que sdo submetidas a desgastes mecanicos frequentes,

a exemplo da gengiva dos sulcos e fissuras da superficie oclusal dos dentes [5].

Dentre os principais fatores responsaveis pelo desenvolvimento cariogénico, tem-se: 1) a
colonizag&o do dente por bactérias cariogénicas; 2) a presencga de um biofilme e de um substrato
de acucares na superficie do dente, provenientes da dieta e da ma higiene bucal; 3) um
hospedeiro susceptivel ao desenvolvimento da lesdo. Tal doenca pode acometer pessoas de
qualquer idade, mas devido a ma alimentacéo e a higienizacdo inadequada da boca, ela se torna

mais prevalente em criancas e adolescentes [25].

De forma resumida, descrevem-se 0s processos bioquimicos do desenvolvimento da carie
como sendo uma metabolizacdo de agUcares (sacarose, frutose, maltose, lactose),
transformando-os em acidos organicos. Estes acidos sdo capazes de se difundir pelo tecido
dentario adjacente a regido colonizada pelo biofilme, devido a dissociacdo de ions hidrogénio
(H") que acabam interagindo com os compostos basicos presentes na saliva, promovendo assim
a gqueda do pH bucal. Caso o pH atinja valores inferiores ao pH critico, 0 meio torna-se
insaturado para a hidroxiapatita, resultando em uma liberacdo de ions calcio e fosfato da

superficie do esmalte e da dentina[6][26].

O pH critico é aguele no qual a saliva fica saturada para a apatita do tecido e é sabido que
para o esmalte seu valor é de 5,5 e para a dentina é de 6,5. Com a queda do pH, a saliva torna-
se subsaturada para apatita se comparado a dentina, desta forma os jons fosfato (PO4*) ligam-
se aos fons H* livres e formam HPO42, 0 qual podera voltar a dissociar-se em ions devido a
presenca de agua na saliva. Com a diminui¢do do pH bucal, o meio fica mais soltvel aos
fosfatos de calcio, fazendo com que a superficie do dente continue liberando ions fosfato, de

tal forma a manter o equilibrio quimico [3][5][26].

Com a acdo do tampao salivar, o pH bucal pode voltar a ficar superior ao pH critico,
permitindo que ocorra a reposicdo dos minerais perdidos na desmineralizagdo, porém este
processo nao é 100% eficiente ja que alguns ions podem ser ingeridos ou distanciar-se da regido

desmineralizada. Este circulo vicioso de processos de desmineralizacdo e remineralizago
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levam a perdas progressivas de minerais, que podem atingir um estagio clinico visivel, no qual
se observa o aparecimento de manchas brancas e cavitagcbes na superficie do dente e o

aparecimento de uma lesdo amarelada e amolecida na dentina [3][5].

3.3.Cérie Radicular

A incidéncia da cérie radicular tende a ser maior na populacdo idosa devido a diversos
fatores, tais como: ma higiene bucal, inflamac&o local, cirurgias periodontais, tabagismo e até
mesmo por fatores fisiologicos [27][28 [29].

Sabe-se que o0 cemento que se expde pela retracdo gengival, fica altamente suscetivel ao
acumulo bacteriano e, consequente, a perda mineral ocasionada pelas reacées metabdlicas das
bactérias do biofilme. As lesdes geralmente sdo observadas na juncdo amelo-cementaria e que
qguando cavitadas, apresentam-se rasas e claras [30]. Um exemplo de cérie radicular esta

exposto na Figura 2.

Figura 2: Lesdo de carie radicular.

Fonte: [30].

A cérie radicular pode apresentar manifestacdes clinicas de diversos tamanhos, tons
(amarelo-acastanhadas) e texturas, podendo estar presente em toda superficie radicular. Este
tipo de lesdo pode ser classificado como ativa ou inativa (interrompida). A cérie radicular ativa
é representada por uma area superficial amolecida, com uma forma bem definida, um tom
amarelado ou marrom-claro e recoberta por um biofilme bacteriano. A lesdo em seu estado
ativo pode ser inativada através de procedimentos clinicos utilizando o fldor. Por sua vez, a
carie radicular inativa apresenta uma superficie lisa, brilhante, uniforme, com uma tonalidade
castanho-escuro ou preta e ndo apresenta nenhum depoésito bacteriano visivel. A cérie
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interrompida continuara neste estagio clinico ao menos que ndo ocorra uma higienizacéo local
adequada [5][27][31].

O desenvolvimento deste tipo de lesdo acontece de forma lenta, por causa da facilidade com
que a saliva pode ficar retida na regido, desta forma permitindo que seu efeito tampéo e
enzimatico (antimicrobianos) atuem sobre 0s microrganismos presentes e seus produtos
metabdlicos. Segundo a literatura, acredita-se que a perda mineral na superficie radicular ocorra
com o pH ao redor de 6,7, no entanto, o artigo da Aamdal-Scheieet al. sugere que este pH critico
seja similar ao da superficie do esmalte dental [30].

O processo de desmineralizacéo e remineralizacdo do dente esta ilustrado na Figura 3.

Figura 3: llustracé@o do processo de desmineralizagdo e remineralizagio da dentina

radicular.
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Fonte: [30].

3.4.Aplicacdo de fldor para prevencdo da cérie
A aplicagdo do fldor nos sistemas de abastecimento se tornou uma das metodologias
mais adotadas para controlar o avan¢o da incidéncia de carie na populacao, visto que por se
tratar de um pais emergente, grande porcentagem da populacdo ndo tem acesso a atendimento
odontoldgico adequado [26][59]. Entretanto, grande atencéo e controle € necessario para que

ndo aumente o risco da ocorréncia de fluorose [26].
Os principais mecanismos de atuacéo do flior séo [60]:

1) Impedir a proliferacdo e 0 metabolismo das bactérias presentes na regido bucal,

provocado pela difusédo de moléculas de &cido fluoridrico para dentro da bactéria.
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2) Inibir o processo de desmineralizacéo, através da formacdo de fluoreto de célcio
(CaFz) na superficie do dente. Em caso de queda de pH, o ion fluoreto sera

disponibilizado na reacéo apresentada abaixo.

Ca10(PO4)s(OH)2+ 20 F + 8 H* = 10 CaF, + 6 HPOs* + 2 H,0
3) Formacao de fluorapatita (Caio(PO4)sF2) no processo de remineralizagéo.

O fluoreto de célcio pode ficar adsorvido (fracamente ligado) sobre a dentina e é
considerado o principal agente cariostatico dos produtos utilizados para aplicacdo tdpica.
Devido a sua lenta dissolucdo frente a quedas bruscas de pH, ele se comporta como um
reservatorio de flior na cavidade bucal. Por sua vez, a o flior da fluorapatita esta fortemente
ligado, dificultando assim a dissolucéo do cristal e, consequente, perda de apatita na dentina
[61]]62].

Vale a pena ressaltar que a saliva também age na dissolucdo do fluoreto de calcio,
levando a uma perda progressiva do cristal no decorrer do tempo. Em funcao disto, a aplicacéo
topica de compostos fluoretados devem apresentar uma certa periodicidade, para que seja

mantido o efeito anti-carie [26].

A desmineralizacdo do dente ocorre devido a metabolizacdo dos carboidratos
fermentéveis (sacarose, frutose, maltose e lactose) presentes na regido bucal, ocasionando a
formacdo de acidos organicos e queda do pH. Desta forma, 0 meio torna-se insaturado para a
hidroxiapatita e leva a liberacdo de ions célcio e fosfato (processo de desmineralizacéo),

conforme a equacdo quimica abaixo [3].
Ca10(POs)6(OH)2 > 10 Ca?*+ 6 POs> + 2 OH"

Com o aumento do pH, o processo de remineralizacdo da dentina se inicia e os ions fltor
presentes se ligam aos ions célcio e fosfato, levando a formacéo da fluorapatita, conforme
observado nas equacdes quimicas abaixo [26]. Pode ser observado que a presenca do fluoreto
de célcio leva a formacdo de apatitas menos sollveis e inibi a formacao de compostos fosfatados

mais acidos e sollveis [63].
CaF,> Ca®*+2F

10 Ca?*+ 6 PO + 2 F >  Caio(POa)sF2
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Além disso, o fllor presente na cavidade bucal proporciona a formacgdo de acido
fluoridrico (HF). A difusdo desta substancia e sua dissociagcdo em ions H* e F no interior da
bactéria, influencia na atividade de algumas enzimas, com destaque para enalose, responsavel
pelo metabolismo de carboidratos, processo essencial para sobrevivéncia e proliferacdo

bacteriana [26].

3.5.Laser de alta intensidade para prevencdo da carie.

Estudos atuais demonstram a eficacia do uso dos lasers de alta intensidade como método
alternativo para prevencao da cérie [32][33][34]. O laser de alta intensidade, quando utilizado
na regido espectral do infravermelho pode provocar alteracdes quimico-estruturais na
composicdo do dente devido ao aumento da temperatura local. Sabe-se que a eliminacdo do
carbonato da matriz mineral, ocorre quando as temperaturas alcan¢cam os 100°C, podendo este
ser totalmente eliminado caso a temperatura chegue aos 1100°C [35].

Para que possam ser utilizados os lasers para esta aplicacdo, € necessario ajustar 0s
parametros em valores adequados para que ndo ocorra a carbonizacdo das estruturas,
proporcionadas pelo alto aquecimento. Fatores tais como o comprimento de onda, poténcia,
modo de emissdo (pulsado ou continuo), tempo de duracéo do pulso, energia emitida por pulso,
taxa de repeticdo, fluéncia (densidade de energia), e caracteristicas do feixe devem ser
analisados e avaliados para cada tipo de procedimento desejado. Além disso, fatores
relacionados ao tecido irradiado, a exemplo das propriedades dpticas e térmicas do tecido,
indice de refragdo, coeficiente de absor¢do (ua) e o coeficiente de espalhamento (us), também

podem influenciar no resultado obtido [36].

A irradiacdo laser pode ser absorvida, espalhada, refletida ou transmitida pelo tecido, e para
que ndo ocorra efeitos indesejados, deve-se utilizar comprimentos de onda que possam ser
absorvidos pela estrutura do tecido dental (hidroxiapatita, proteinas e agua). E sabido que
quanto maior for o coeficiente de absor¢do para um determinado comprimento de onda, maior
sera o efeito termico causado (aquecimento). Segundo a lei de Beer-Lambert, o coeficiente de
absorcéo € inversamente proporcional ao potencial de penetragdo da luz laser no tecido, logo,
os lasers que emitem na regido do infravermelho, na regido espectral de 3 micrémetros (laser

de érbio) sdo os que apresentam maior aplicabilidade para o tema proposto [37][38].

Uma explicagdo sugerida para elucidar a acdo que os lasers de alta intensidade possuem na

prevencdo da céarie, € que devido ao elevado aquecimento local, eles podem acarretar
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amodificacbes quimico-estruturais na dentina, de tal forma que ocorra a remogdo de
componentes organicos e a formagédo de microespagos, nos quais podem ocorrer a deposicéo de
ions de calcio liberados pela desmineralizacdo[26][32]. Na Figura 4 sdo observados o0s

principais lasers utilizados na Odontologia.

Figura 4: Destaque dos principais lasers que estdo sendo utilizados na Odontologia e sua

interacdo com alguns componentes bioldgicos (agua e hidroxiapatita).
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Fonte: [26].

Para permitir o uso dos lasers de alta intensidade na Odontologia, € recomendado 0 uso
topico de substancia fotoabsorvedoras capazes de proporcionar o aquecimento superficial local
e impedir que ocorra a transmissdo do calor para as regides adjacentes, diminuindo a

probabilidade de ocorréncia de danos pulpares indesejados [33][37][39].

3.6.Laser de Er,Cr:YSGG
Quando aplicado, laser Er,Cr:YSGG (6xido de gélio, escandio e itrio dopado com
cromo e érbio) apresenta forte interacdo pela agua e pela hidroxila presente na hidroxiapatita,
sendo capaz de provocar o aquecimento local necessario para proporcionar as alteracGes na
micro-estrutura superficial da dentina, necessarias para prevencdo da cérie. Para evitar que
ocorra efeitos indesejados, a exemplo da ablagéo, os pardmetros utilizados devem estar abaixo
do “limiar de abla¢do” [26].

Em 1996 Fried et al. observou uma reducéo de aproximadamente 60% de perda mineral
do esmalte dental quando utilizado com fluéncia de 12,7 J/cm? e uma reducéo de 25% quando

utilizado com 7,8 j/cm? [64]. No ano 2000, Da-Guang et al. verificou que a irradiagdo com o
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laser poderia promover uma forma de rearranjo nos cristais de apatita presentes no esmalte
[65]. Outro estudo verificou que quando utilizado sob determinados parametros, a irradiagéo
pode reduzir de forma significativa a dissolucéo de calcio de amostras desmineralizadas com

acido latico 0,1 M por um periodo de 24 horas [8].

Diversos estudos[8][26][64][65] tem tentado comprovar o potencial cariostatico do laser
de Er,Cr:YSGG contra a perda mineral, porém nota-se que ndo ha um consenso da literatura
quanto a sua eficiéncia e eficicia e, tampouco, dos parametros que devem ser aplicados para
promover este fim. Desta forma, fica evidente a necessidade da realizagcdo de estudos para

comprovar se 0 equipamento pode ser aplicado para esta finalidade.

3.7.Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)

A Tomografia por Coeréncia Optica (OCT — OpticalCoherenceTomography) foi
desenvolvida no ano de 1991 por Huang et al., cuja proposta tratava-se da obtencdo de uma
imagem tomografica baseada no fenémeno de interferometria de baixa coeréncia. Inicialmente,
a técnica de interferometria era aplicada como uma metodologia para que deteccao de falhas
em fibras dpticas [14][15].

Atualmente existem diversas técnicas de diagnostico de carie, porém o OCT pode ser
aplicado em uma regido de atuacdo (resolucdo x profundidade) onde as outras técnicas ndo
conseguem atuar. A microscopia confocal apresenta excelente resolucdo e baixa penetracao, o
ultrassom apresenta baixa resolugdo e uma excelente penetracéo e 0 OCT se enquadra dentro

destas faixas.

O numero de publicacbes relacionadas a técnica de OCT vem aumentando a cada dia,
principalmente na oftalmologia, pois através desta tecnologia € possivel formar imagens de
retina ou fundo de olho in vivo. Além da oftalmologia, outras areas como a odontologia,
dermatologia e cardiologia também observaram um grande potencial nesta nova técnica, uma
vez que ela é capaz de prover imagens muito semelhantes a dos cortes histoldgicos; por se tratar
de uma técnica ndo invasiva; podendo ser aplicada in vivo; por ndo utilizar radiacdo ionizante;
por ndo precisar preparar a amostra para iniciar o procedimento e além dos beneficios

relacionados ao baixo custo e simplicidade de uso [16][17][18][19].

A imagem de OCT é obtida através de um mapeamento feito em uma amostra, utilizando
uma determinada fonte de luz. No procedimento ocorre a captagdo de um sinal de

interferometria no sentido de propagacdo de um feixe de luz, onde a profundidade atingida é de
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aproximadamente 2 mm e com uma resolucdo de microns. Na Figura 5 encontram-se 0s

componentes principais de um equipamento de OCT.

Figura 5: Componentes de um OCT.
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O principio de funcionamento do OCT segue 0 mecanismo do interferdmetro de Michelson,
no qual uma fonte de luz inicial é direcionada para um espelho divisor de feixe, que tem por
funcdo dividir a onda incidente em duas componentes iguais, sendo que uma destas sera
direcionada para a amostra localizada na direcdo de propagacdo do feixe inicial, e a outra
componente sera direcionada para um espelho mével (sistema de varredura), localizado a 90°.
Estas duas componentes serdo refletidas pela amostra e pelo espelho, respectivamente, e
recombinadas no espelho divisor de feixe. Conforme as duas componentes do feixe inicial
retornam para o divisor de feixe, diferentes tipos de interacdes entre eles podem acontecer. No
caso de os percursos do feixe referéncia e do feixe retro-espelhado pela amostra forem os
mesmos, estes serdo recombinados e ir4 ocorrer uma interferéncia construtiva. O feixe

resultante desta recombinacao sera captado no fotodetector [20][48].

Pode-se dizer que a imagem de OCT é formada pela captacdo dos sinais interferométricos
pelo fotodetector. E importante ressaltar que o tempo de voo dos fétons de referéncia e dos
retro-refletidos no espelho, deve ser o mesmo dos fétons que séo retro-espelhados pela amostra
[20]. Em outras palavras, o equipamento ird calcular o atraso da luz retro-espelhada pela

amostra em comparagdo com a luz refletida no sistema de varredura

Coeréncia optica pode ser definida como a correlacédo existente entre as fases das ondas que

compdem um determinado feixe de luz, j& a coeréncia temporal avalia a correlagdo no sentido
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de propagacdo das ondas. A luz monocromatica trata-se de uma fonte de luz perfeitamente
coerente que mantém a relacdo de fase entre suas componentes de onda, ou seja, ela é composta

por uma luz de um Unico comprimento de onda que se propaga em uma Unica direcdo [49][50].

Em um feixe de luz com larga banda espectral, as ondas que compdem o feixe apresentam
diferentes comprimentos de onda e frequéncias de propagacao, desta forma, a medida que as
ondas se propagam, a diferenca entre as fases das ondas cresce. Contudo, ao analisar a coeréncia
deste tipo de feixe para pequenas distancias de propagacédo, pode-se dizer que a luz € coerente,
uma vez que as ondas ainda estdo em fase. No entanto, para distancias grandes, as fases das
ondas mudam e resultam em uma interferéncia aleatoria entre elas, sendo dificil de se obter
algum tipo de informacdo. Segundo a literatura, a distancia de propagacéo limite para que as
ondas de um feixe de luz de larga banda espectral ainda estejam em fase, é denominado
comprimento de coeréncia (Ic), sendo este calculado pela Equacdo (1), onde A é igual ao

comprimento da onda central e AA é a largura da banda espectral [49][50].

2

lc o< = (1)

Vale a pena ressaltar que quanto maior for a largura da banda espectral do feixe, menor sera
0 comprimento de coeréncia. Deste modo, pode-se concluir que em um sistema de OCT as
melhores op¢Oes para uso sao as fontes de luz monocromaéticas e as fontes de luz de baixa banda
espectral, como o laser. Em sua grande maioria, 0S lasers emitem em suma por apenas
comprimento de onda, porém alguns apresentam uma banda espectral de aproximadamente 10
nm [52].

Para obtencdo de sinais para toda profundidade de um determinado ponto da amostra, 0
espelho de referéncia é transladado maultiplas e sucessivas vezes, até que ocorra a deteccdo da
intensidade do sinal para cada ponto axial desta regido da amostra. Este perfil de deteccdo é
denominado A-scan. Em seguida, o feixe de luz é focado em outro ponto transversalmente ao
ponto inicial, e repete-se todo procedimento para medir a intensidade do sinal no eixo axial
deste novo ponto, obtendo-se assim um novo A-scan. Esta analise € repetida sucessivamente

até que o sistema faca a varredura de todo corte de interesse na amostra.

A soma de todos A-scan de um determinado corte de interesse corresponde em um B-scan,
que representa uma imagem de corte 2D da amostra, conforme pode ser observado na Figura 6

[52]. Utilizando softwares que permitam fazer a associacdo de diferentes imagens
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bidimensionais, consegue-se realizar uma reconstrucdo para obtencdo de imagens

tridimensionais [44].

Figura 6: Representacdo de um corte B-scan (2D), composto por diversos A-scan de

profundidade.
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Fonte: [52].

Cada tecido bioldgico apresenta um determinado coeficiente de espalhamento, sendo
variavel conforme a composicdo quimica e estrutura atbmica dos atomos do material. Uma
estrutura que apresenta um baixo coeficiente de espalhamento, permite que a luz seja
completamente transmitida e resulta em uma onda retro-espelhada de baixa amplitude, sendo
representado um pixel preto na imagem. Em contrapartida, um material que apresenta um alto
valor de coeficiente de espalhamento, reflete grande parte da luz incidente (onda retro-
espelhada de grande amplitude), sendo representado por um pixel branco na imagem. Conforme
varia-se a amplitude da luz retro-espelhada, um determinado tom na escala de cinza € atribuido

ao sinal captado pelo fotodetector [50][51].

3.8.Interacdo do feixe do OCT com o tecido bioldgico

A luz pode sofrer 5 diferentes fenbmenos quando entram em contato com a matéria, sendo
eles: reflexdo, refracdo, absorcdo, transmisséo e espalhamento, conforme pode ser observado
na Figura 7 [53].
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Figura 7: Fendmenos de interacdo da luz com a matéria.
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Quando a luz passa de um meio para um outro distinto, uma parte da radiacao é refletida e
outra é transmitida pelo material. Na refracdo, o percurso que a luz ird percorrer no novo meio
depende do indice de refracdo do material, podendo este ser calculado pelo quociente entre a
velocidade de propagacdo da luz no vacuo pela velocidade de propagacdo da luz no material,
conforme a Equacéo 2 [53][54].

| Ke)

n =- Equacéo (2)

Esta diferenca nas velocidades de propagagéo da luz no meio, pode ser observada pela
alteracdo no angulo de propagacao do feixe quando a luz atravessa de um meio para outro. O
valor deste angulo pode ser calculado pela Lei de Snell (Equacéo3), onde 6, € 6, sdo os angulos
de propagacdo com a normal nos meios 1 e 2, respectivamente; v, e v, sdo as velocidades de
propagacdo nos meios 1 e 2, respectivamente; n, e n, sao os indices de refracdo dos meios 1 e
2, respectivamente [53][54].

senby — M2 — %2 Equagio (3)

senf, nq v

Na reflexdo, quando a luz incidente se depara na interface entre meios com indices de
refracdo diferentes, a luz retorna ao meio inicial. Segundo as Leis de Fresnel, quando a luz
incidente encontra-se a 90° em relacéo a superficie do meio, maior seré a absorcao da luz pelo
material [53][55].

No caso da luz incidente se deparar com uma superficie lisa, na qual considera-se que 0s
tamanhos das irregularidades superficiais sejam menores que o comprimento de onda da luz
incidente, ocorre a reflexdo especular, onde os raios refletidos pela superficie encontram-se

paralelos entre si. No entanto, quando a luz se depara com uma superficie rugosa com
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irregularidades maiores que o comprimento de onda da luz incidente, ocorre a reflexdo difusa.
Neste tipo de reflex@o os angulos de incidéncia do feixe ndo sdo os iguais, uma vez que 0 eixo
normal de incidéncia varia conforme a irregularidade da superficie no local. Desta forma, 0s
feixes refletidos ndo se encontram paralelos entre si. Em suma, nos tecidos biologicos €
observado o fendmeno de reflexdo difusa, devido as diferentes estruturas (moléculas, organelas,

proteinas, etc.) que compdem o meio [56][57].

No fendmeno de absorcéo, quando a frequéncia da radiacdo incidente é igual ou muito
proxima da frequéncia de absor¢éo das particulas do meio, ocorre o fendmeno de ressonancia
e consequente absorcdo desta energia, a qual serd convertida em energia cinética, calor ou
utilizada em alguma reacdo quimica no meio. Esta capacidade de um meio absorver radiacéo
esta relacionada com fatores microscépicos, tais como a composi¢do quimica, e com fatores
Macroscopicos como a espessura e concentracdo do material. E sabido que a 4gua e as proteinas
presentes no meio bioldgico, ndo sdo bons absorvedores de radiacdo com comprimento de onda

entre 600 nm e 1.200 nm, sendo esta radiacdo pouco atenuada no tecido bioldgico [56][57].

A Tomografia por coeréncia Optica (OCT) segue o principio de Michelson, onde é utilizada
uma fonte de luz, no comprimento de onda aproximado ao do infravermelho, por se tratar de
uma regido que sofre menor absor¢do pela agua, um dos principais componentes dos tecidos

bioldgicos.

O espalhamento ocorre quando a frequéncia da radiacdo incidente ndo é proxima a
frequéncia natural das particulas. Neste caso, 0s &tomos do meio capturam a energia da radiacdo
incidente e alteram seu estado vibracional. Esta emergia capturada serd novamente reemitida
em diferentes direcdes na forma de fétons. Como o tecido bioldgico apresenta uma grande
quantidade de elementos espalhadores, este fenémeno pode ser considerado como 0 mais

predominante na interacdo da luz com o meio bioldgico [53].
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4. Material e Método

4.1.Delineamento experimental
Foi realizado um estudo in vitro cego com 75 blocos de dentina radicular de 4 x 2 x 2 mm,

provenientes de 38 dentes incisivos bovinos. Os blocos de dentina foram distribuidos de forma
aleatoria em 5 grupos experimentais (n=15): G1 — sem tratamento (grupo controle negativo),
G2 — grupo tratado com fluor fostato acidulado (FFA — 1,23% F, pH 3,3 — 3,9, por 4 minutos —
controle positivo), G3 — grupo irradiado com Laser de Er,Cr:YSGG sob intensidade de energia
de 6 J/cm?, G4 — grupo irradiado com Laser + FFA, G5 — grupo tratado com FFA + irradiado
com Laser. Apds os tratamentos, as amostras foram avaliadas por Tomografia por Coeréncia
Optica (OCT). Em seguida, as amostras foram submetidas a um desafio cariogénico in vitro,
utilizando a metodologia de ciclagem de pH com duracéo de 8 dias, com o propoésito de simular
o inicio de lesbes cariogénicas em dentina radicular. Para analise dos resultados, foram feitos
os calculos dos coeficientes de atenuagdo Optica, apds a ciclagem de pH dos grupos
experimentais, por meio da OCT. A analise estatistica foi executada empregando-se anélise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. Para
tal, foram considerados os tratamentos como fatores de variacdo, os blocos de dentina como

unidades experimentais e o coeficiente de atenuacdo dptica como variavel resposta.

4.2 .Preparo das amostras

Foram utilizados no total 38 dentes incisivos inferiores bovinos, em substitui¢cdo aos dentes
humanos, uma vez que testes bioguimicos comprovam sua similaridade. Com a aprovacéo da
Comisséo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do ABC, protocolado sob o

CEUA de nimero 3055120915, os dentes foram coletados de um frigorifico.

Os dentes obtidos foram lavados utilizando dgua corrente e detergente anidnico e seus
indutos organicos foram removidos através do processo de raspagem ultrassénica e profilaxia
com pedra-pomes, a escova usada foi do tipo Robinson® utilizando-a em baixa rotacdo. Até o
momento do experimento, as amostras foram conservadas em meio Umido (algodao estéril

umedecido com agua deionizada e timol) em uma temperatura média de +4°C.

Utilizando a superficie vestibular e lingual de cada um dos dentes, foram preparados dois
blocos de dentina no tamanho 4 x 2 x 2 mm (por dente), realizando a sec¢éo por meio de um
disco de corte diamantado sob refrigeracdo (modelo do disco: Accutom, Strues, UK), de tal
forma que fossem obtidas as 75 amostras necessarias para o desenvolvimento do projeto. Os

blocos de dentina foram planificados utilizando lixas de granulagéo 400, 600 e 1200 (modelo
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das lixas: CarbimedPaperDiscs, 30-5108-320, Buehler, IL, USA) e polidos com pasta de
polimento de diamante com granulagdo de 1 pm (modelo da pasta: METADI Diamond
suspension, Color PolishingWater-spray base 40-6530, Buehler, IL, USA), disco de papel feltro
auto-adesivo (modelo do disco: PolishingCloth, METADI, Buehler 40-7618, IL, USA) em
lixadeira-politriz APL-4 (modelo da lixadeira: Arotec S.A. Ind. Com., SP, Brasil). Ao realizar
esta etapa sob controle de um micrometro digital, removeu-se uma camada de

aproximadamente 100 um de superficie.

4.3.Tratamentos
As amostras preparadas foram distribuidas de forma aleatoria em 5 grupos experimentais,

contendo 15 amostras cada.
. Grupo 1: amostras sem nenhum tratamento (grupo controle negativo);

. Grupo 2: amostras tratadas com aplicacdo tépica de fluor fosfato acidulado - FFA (grupo

controle positivo);

. Grupo 3: amostras irradiadas utilizando laser de Er,Cr:YSGG;

. Grupo 4: amostras irradiadas utilizando laser de Er,Cr:YSGG, para posterior aplicacao
de FFA;

. Grupo 5: amostras com aplicacdo de FFA, para posterior irradiacdo utilizando laser de
Er,Cr:YSGG.

Para os grupos 2, 4 e 5, utilizou-se o gel de fluor fosfato acidulado (Fltor Gel, Dentsply,
Brasil, 1,23% de fltor, pH 3,6 — 3,9), cujo qual foi mantido em contato com as superficies das
amostras por um periodo de 4 minutos. Apos este tempo, o gel foi removido com lavagem com
agua destilada e deionizada por um periodo de 30 segundos para posterior secagem utilizando

papel absorvente.

O laser de Er,Cr:YSGG foi ofertado pelo Laboratorio de Biofoténica do IPEN-CNEN/SP,
sendo que modelo utilizado foi o WaterLase iPlus 2.0 (Biolase Technology Inc., San Clemente,
CA). As irradiagOes foram feitas utilizando ponta de safira tipo Z6 (600 pm de diametro), sem
0 uso de spray ar-agua, e com uma distancia padronizada de 1 mm da superficie da dentina.
Para evitar erros experimentais, verificou-se a energia emitida pelo laser por um medidor de
energia (FieldMaster GS + Detetor LM45, Coherent, USA), antes de que as irradiacdes fossem

feitas.
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Para a realizagdo das irradiagOes, o laser foi utilizado com taxa de repeti¢do de 20 Hz,
poténcia de 0,25 W (valor médio), energia por pulso de 8,36 mJ e com uma densidade de energia
de 6 J/cm?. Durante o procedimento n&o foi utilizado nenhum sistema de refrigeragdo. Em um
deslocador automatico micrométrico X-Y-Z (Model ESP300, Newport Corporation, CA, USA),
a fibra dptica do laser de Er,Cr:YSGG, mais 0s suportes Opticos de sustentacdo, foram
posicionados e ajustados com uma velocidade de 7,6 mm/s, com a finalidade de padronizar a

forma com que as irradiacdes eram realizadas.

ApoGs os tratamentos, as amostras obtidas foram guardadas em ambiente Umido sob
refrigeracdo de + 4 °C até que as primeiras imagens de OCT fossem adquiridas (pré-ciclagem
de pH).

4.4.Simulacgéo do processo cariogénico in vitro

Com o intuito de padronizar o experimento, foi necessario realizar uma delimitacao na area
das amostras que foram submetidas a ciclagem de pH. Utilizando etiquetas autoadesivas
(Pimaco, RJ, Brasil), foram confeccionadas méascaras com 2 x 4 mm para que fossem
posicionadas nas superficies das amostras, de tal forma a realizar a delimitacédo proposta. Para
proteger o restante das amostras, foram passadas duas camadas de verniz &cido resistente e um
posterior recobrimento com cera (Lysanda, SP, Brasil). Na remocao do adesivo delimitador, foi

utilizado &gua destilada e um explorador, de tal forma que ficasse exposto 8 mm? de dentina.

Depois de protegidas, as amostras foram posicionadas com a aplicacéo de cera em suportes
confeccionados com fios ortodénticos de 0,08 mm de diametro (Morelli, SP, Brasil), tais
suportes foram presos e numerados em tampas de tubo Falcon de 50 ml (Cralplast, SP, Brasil).
Utilizando os fios ortodonticos, as amostras foram alocadas de tal forma que ficassem
totalmente imersas nas solucgdes de ciclagem de pH. Com o uso de brocas diamantadas (KG
Sorensen 1111F, SP Brasil) as tampas Falcon foram perfuradas para que os fios ortodénticos
passassem por estes furos, para que fossem atados a uma haste de aco, de tal forma que
permitisse que os grupos de amostras fossem trocados de solugdo no mesmo instante (Figura
8).
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Figura 8: Procedimento adotado para realizar a ciclagem de pH.
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Preparou-se 4 litros de solucdo desmineralizadora e 2 litros de solucdo remineralizadora,
seguindo o modelo de Ten Cate &Duijsters (1982), modificada por Queiroz et al.,2004 [46]
[47]. A solucdo demineralizadora foi produzida com 1,4 mM de célcio; 0,91 mM de fostato;
0,06 pug F/mL e tampdo acetato 0,05 M e pH 5,0. A solucdo remineralizadora foi produzida com
1,5 mM de calcio; 0,9 mM de fostato; 150 mM de KCI; 0,05 pg F/mL; tampdo Tris 0,01 M e
pH 7,0 e timol a 0,1%.

As amostras foram submersas na solucdo desmineralizadora (DES) por um periodo de
2 horas. Em seguida, cada amostra foi lavada por 10 segundos utilizando adgua deionizada e
secas com papel absorvente. Posteriormente, as mostras foram submersas em solucédo
remineralizadora (RES) por um periodo de 22 horas. Apds cada ciclo, as amostras retornaram
as mesmas solucbes para padronizacdo dos resultados. A ciclagem teve duracdo de 8 dias,
porém no quarto dia as solugdes foram trocadas e no ultimo dia as amostras ficaram 24 horas
submersas na RES, segundo protocolo de Ten Cate & Duijsters,1982 modificada por Queiroz
et al.,2004 [46] [47]. Durante todo o procedimento, as amostras foram mantidas em estufa com

temperatura controlada de 37°C e s6 foram removidas para realizar a troca de solucéo.
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4.5.Avaliacio das amostras por Tomografia por Coeréncia Optica (OCT) e Analise
estatistica
Na avaliacdo das amostras foi utilizado o equipamento de OCT Callisto (Thorlabs, New
Jersey, USA), representado na Figura 9, pertencente a Central Multiusuario da Universidade
Federal do ABC (CEM-UFABC). O equipamento opera em um dominio espectral com uma
fonte de luz que emite no comprimento de onda de 930 nm, 1,2 kHz, resolucdo lateral de 8 pm,
resolucdo axial de < 7,0 um, profundidade maxima de imageamento de 1,6 mm e Probe para

obtencéo de imagens 3D.

Figura 9: OCT Thorlabs Callisto da Central Multiusuério da Universidade Federal do ABC.

Para padronizacdo dos resultados, utilizou-se 0s mesmos parametros de imagem em todas

aquisicdes. Os parametros utilizados encontram-se dispostos na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros scan utilizados no OCT para aquisi¢éo das imagens.

Parametros de Scan

X Z
Tamanho 2000 300 pixel
FOV 3,04 1 mm
Tamanho do pixel 1,52 3,34 um

Para aquisicdo das imagens, cada amostra foi posicionada no equipamento sob uma pequena
quantidade de massa de modelar, de tal forma que fosse possivel deixa-la planificada perante a
camera, além de diminuir o risco da amostra alterar de posicdo. O esmalte previamente utilizado
para delimitacio da area de 8 mm? foi mantido, a fim de evitar seu contato com a massa de

modelar e a contaminagdo da amostra.

De cada amostra foram realizados 5 escaneamentos, igualmente espagados em 500 pum de
distancia, de tal forma que pudesse ser avaliada a efetividade do tratamento em toda superficie
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da amostra, conforme pode ser observado na Figura 10. Cada um destes 5 escaneamentos

equivale a uma imagem B-scan da amostra adquirida.

Figura 10: Imagem ilustrativa para o esquema utilizado na medi¢do das amostras no
equipamento de OCT.
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Com o auxilio do software ImageJ (JAVA based image processing, National Institutes of
Health) utilizado para visualizacdo e analise das imagens, foram capturadas 5 A-scan de cada
imagem B-scan. Durante a delimitacdo da regido A-scan, grande cuidado foi dado para que néo

fossem capturados os pixels negros do ar, conforme pode ser observado no Figura 11.

Figura 11: Imagem B-scan de uma determinada amostra, com a delimitacdo de uma regiéo
A-scan feita no software ImageJ. Lembrando que em cada imagem B-scan, foram feitos 5
escaneamentos A-scan.

B-scan
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De cada A-scan analisado, o software ImageJ fornecia um Grafico (Tons de cinza X
Distancia (pixels)) e uma Tabela com os dados organizados. Na Figura 12 é possivel observar

o Grafico e na Figura 13 a Tabela com os dados, onde X representa o pixel e Y o tom de cinza
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atribuido para este pixel. O valor de Y esta compreendido entre 255 (pixel branco) e 0 (pixel
preto).

Figura 12: Exemplo de um Gréfico Tons de cinza X Distancia (pixels), obtido no software
ImageJ para um determinado A-scan.
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Figura 13: Exemplo de uma Tabela obtida para um Grafico Tons de cinza X Distancia
(pixels), onde X representa o pixel e Y o tom de cinza dado para este pixel.
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Para que os dados pudessem ser analisados no software Origin Pro 8 (Copyright 1991 —
2007, OriginLab Corporation, Version 8E), manteve-se a mesma resolucdo para todas as
imagens para que os valores dos pixels fossem convertidos para uma escala de profundidade,
de tal forma que a cada pixel a profundidade aumentava em 3,34x10° mm. Para tal, foi
utilizado o software Microsoft Excel 2016.
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Os dados obtidos e convertidos para unidades de profundidade x tom de cinza, foram
analisados no software Origin Pro 8. Para tal, foi realizado um ajuste exponencial dos dados,

utilizando a funcdo Exp2PMod1, representada pela Equacéo 4.
y = ae?®  (Equacéo 4)

Segundo Maia et al 2015, o coeficiente de atenuacdo dptica pode ser calculado por uma
equacdo (Equacéo 5) similar a Lei de Beer-Lambert, onde I(z) representa a intensidade do pixel

em funcdo da profundidade z e pu representa o coeficiente de atenuagdo Optica[58].
1(z) = I, e W (Equacéo 5)

Comparando as Equacdes 4 e 5, observa-se que ambas sdo semelhantes, a ndo ser pelo fato
de que na Equacdo 5 o p estd sendo multiplicado por -2. Isto ocorre pois nos equipamentos de
OCT o detector encontra-se acima da amostra, paralelamente a fonte laser, logo o feixe percorre
duas vezes (ida e volta) o percurso na amostra. Desta forma, para que fosse obtido o coeficiente
de atenuacdo Optica, era necessario dividir o b da Equacdo 4 por -2, conforme pode ser

observado na Equagéo 6.
n= _% (Equacéo 6)

Na Figura 14 é observado um exemplo de ajuste exponencial para um determinado A-
scan obtido no experimento e na Figura 15 esta representado um exemplo de resposta que o

software Origin Pro 8 fornece ao solicitar que seja feito o ajuste exponencial.

Figura 14: Gréfico apresentado pelo software Origin Pro 8 ao ser solicitado que seja feito o
ajuste exponencial dos dados utilizando a equagao Exp2PModL1.
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Figura 15: Resposta apresentada pelo software Origin Pro 8 ao ser solicitado que seja feito o

ajuste exponencial dos dados utilizando a equacao Exp2PMod1.
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Pode ser observado na Figura 15 que o software ja apresenta o valor de b da Equacéo 4.

Desta forma, para cada analise, era capturado o valor de b e copiado para uma Tabela elaborada

no software Microsoft Excel 2016, a fim de organizar os dados e calcular o coeficiente de

atenuacdo Optica resultante para cada imagem B-scan e seu respectivo desvio padrdo
experimental. Como cada amostra era representada por 5 imagens B-scan, o coeficiente de

atenuacdo médio para cada amostra foi obtido calculando a média dos coeficientes obtidos para

cada A-scan.

Para andlise estatistica foi utilizado o software Biostat 5.0. Os tratamentos adotados foram

considerados como fatores de variacdo; os blocos de dentina foram considerados unidades

experimentais; a area e o coeficiente de atenuacdo dptica das lesdes foram considerados como

variavel de resposta, com nivel de significancia de 5%. Nesta etapa foi realizada a Analise de

Variancia e também o teste Post Hoc de Tukey.
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5. Resultados e discussao
ApoOs o preparo e tratamento das amostras, foram adquiridas imagens dos 5 grupos
experimentais. Nas Figuras 16, 17, 18, 19 e 20, € possivel observar uma imagem representativa

para cada um dos grupos.

Figura 16: Imagem de OCT representativa para o Grupo 1 (Controle), antes da ciclagem de
pH.

[e—
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Figura 17: Imagem de OCT representativa para o Grupo 2 (Fluor), antes da ciclagem de
pH.

—
100 pm
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Figura 18: Imagem de OCT representativa para o Grupo 3 (Laser), antes da ciclagem de pH.
A seta amarela indica um ponto representativo da presenca de ondulacdes provocadas pelo
modo pulsado do laser.

Figura 19: Imagem de OCT representativa para o Grupo 4 (Laser ->Fluor), antes da
ciclagem de pH. A seta amarela indica um ponto representativo da presenca de ondulacgdes
provocadas pelo modo pulsado do laser.

—
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Figura 20: Imagem de OCT representativa para o Grupo 5 (Fltor -> Laser), antes da
ciclagem de pH. A seta amarela indica um ponto representativo da presenca de ondulacdes
provocadas pelo modo pulsado do laser.
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Como pode ser observado nas imagens anteriores, em todos 0s grupos experimentais é
percebida um grande espaco escuro abaixo das superficies das amostras. Tal fato pode ser
explicado por uma possivel desidratacao superficial das amostras, que levou a formacao de uma
superficie ressecada e com um indice de refracédo diferente ao da parte mais interna da amostra.
Este espaco preenchido por pixels pretos entre a superficie mais externa e a mais interna da
dentina pode ser explicado pelo “destacamento” da superficie e pela presenca de ar nesta regido,
como se a superficie mais externa estivesse se desprendendo da dentina mais interna. Apesar
de as amostras terem sido mantidas em ambiente imido, verificou-se que isto nao foi suficiente
para que ndo ocorresse a desidratagdo superficial. Enquanto que na dentina hidratada os ttbulos
dentinarios estdo preenchidos por agua (indice de refracdo igual a 1,33), na dentina desidratada

estes tabulos estdo preenchidos por ar (indice de refracdo igual a 1) [68].

Nas imagens representativas dos grupos G3, G4 e G5 sdo observadas pequenas ondulagdes
abaixo da camada mais superficial (indicado pelas setas amarelas nas Figuras 18, 19 e 20) e isto
ocorre devido modo pulsado utilizado no equipamento laser para irradiar as amostras. As
imagens também demonstram que o efeito da radiagdo ndo é homogéneo frente a toda area
irradiada, podendo isto ser explicado pela diferenca no tempo em que cada regido ficou exposta
ao feixe e da interacdo com o material bioldgico. Conforme ja explicado anteriormente na
revisao bibliogréfica, os lasers sdo capazes de promover alteraces quimicas e estruturais na
dentina devido ao efeito térmico, alterando assim a forma com que a luz iré se espalhar e refletir

quando em contato com a regiéo.

O coeficiente de atenuacgdo dptica é calculado a partir da analise do sinal captado pelo OCT,
levando-se em consideracdo o decaimento exponencial do sinal em funcdo da profundidade.
Conforme pode ser observado na Figura 21, ndo foi possivel realizar um ajuste exponencial,
visto que ndo ha um decaimento constante do sinal e, por este motivo, ndo foram calculados os

coeficientes de atenuacdo Optica para as amostras antes da realizacdo da ciclagem de pH.
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Figura 21: Gréfico demonstrativo de uma amostra onde s&o observadas interfaces no interior
da amostra, conforme indicado pelas setas.
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Apos realizar o desafio cariogénico nas amostras, foram extraidas imagens transversais das
amostras utilizando o mesmo equipamento OCT. Nas Figuras 22, 23, 24, 25 e 26, constam
uma imagem representativa para cada um dos grupos experimentais.

Figura 22: Imagem de OCT representativa para o Grupo 1 (Controle), ap6s a ciclagem de
pH.
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Figura 23: Imagem de OCT representativa para o Grupo 2 (Fluor), ap6s a ciclagem de pH.

Figura 24: Imagem de OCT representativa para o Grupo 3 (Laser), apos a ciclagem de pH.

Figura 25: Imagem de OCT representativa para o Grupo 4 (Laser -> Fltor), apos a ciclagem
de pH.
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Figura 26: Imagem de OCT representativa para o Grupo 5 (Fluor -> Laser), apés a ciclagem
de pH. As setas amarelas indicam a presenca de interfaces no interior da amostra.

Ao realizar uma breve comparacdo entre as imagens obtidas pré e pos ciclagem de pH, é
observado que, apés a realizacdo do desafio cariogénico, ndo foi mais observada a grande
interface superficial advinda da desidratacdo das amostras. Como o ataque acido faz com que
haja uma perda de material superficial, tal fato pode explicar a auséncia da superficie
desidratada pois 0s espacos, anteriormente preenchidos com hidroxiapatita, foram preenchdis

por agua.

Analisando as imagens obtidas apds a ciclagem de pH, verificou-se que, em algumas
amostras, sdo observadas interfaces na imagem do interior da dentina, conforme pode ser
percebido pelas setas amarelas na Figura 26. Isso ocorre devido ao processo de
desmineralizacdo provocado pelo desafio cariogénico, uma vez que ele cria espagos vazios na

estrutura da dentina, fazendo com que haja um maior espalhamento de luz [67].

Como em todas as imagens percebe-se a presenca de um pico de sinal na parte mais
superficial das amostras, ocasionado pela alta refletividade da luz ao atravessar do meio externo
(ar) para o meio interno (dentina), esta regido nédo foi considerada no calculo do coeficiente de
atenuacdo optica. Apds os calculos, foram obtidos os coeficientes de atenuacdo Optica para 0s

diferentes grupos experimentais apos a ciclagem de pH, conforme apresentado na Figura 27.
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Figura 27: Valores médios dos coeficientes de atenuacéo Optica para os diferentes grupos
experimentais apos a realizacao da ciclagem de pH. Barras evidenciam erro padrdo. Letras
distintas evidenciam médias estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey.
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Para realizacdo da andlise estatistica foram removidos os outliers de cada grupo
experimental, caso eles existissem, e executou-se 0s testes de normalidade e homogeneidade
das variancias, de tal forma que fosse possivel executar as analises de ANOVA e TUKEY. Os

resultados encontrados foram dispostos na Tabela 2.

Tabela 2: Tabela com os valores encontrados nas Analises Estatisticas para ANOVA e

TUKEY.
FONTES DE VARIAGCAO GL SQ av
Tratamentos 4 0,442 0,111
Erro 39 0,69 0,018
F= 6,2488
(p) = 0,0008
Média (Coluna 1) = -1,5244
Média (Coluna 2) = -1,6914
Média (Coluna 3) = -1,7505
Média (Coluna 4) = -1,6456
Média (Coluna 5) = -1,8135
Tukey: Diferenga Q (p)
Médias (1a 2)= 0,1669 3,8624 ns
Médias(1a 3) = 0,2261 4,9461 <0.01
Médias (1a 4) = 0,1212  2,5567 ns
Médias(1a 5)= 0,2891 6,6892 <0.01
Médias (2a 3)= 0,0591 1,3255 ns
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Médias (2a 4)= 0,0457 0,9865 ns
Médias (2a 5) = 0,1222 2,9043 ns
Médias (3 a 4)= 0,1049 2,1542 ns
Médias (3a 5) = 0,063  1,4127 ns
Médias (4 a 5) = 0,1679 3,6222 ns

Os valores médios dos coeficientes de atenuacdo Optica obtidos para 0S grupos
experimentais foram 0s seguintes e seus respectivos desvio padrdo sdo: G1: -1,5381 + 0,0548
mm?; G2: -1,6730 + 0,0685 mm™; G3: -1,7706 + 0,0987 mm™; G4: -1,6370 + 0,0302 mm™, e
G5: -1,8609 + 0,0666 mm™ . O sinal negativo indica o decaimento exponencial das medidas do

sinal.

Em modulo (sem considerar o sinal negativo do decaimento exponencial) o grupo que
apresentou o menor coeficiente de atenuacdo apos a ciclagem de pH foi 0 G1 (Controle). Isto
ocorre porque o ataque &cido leva a formacdo de espagos vazios na estrutura da dentina,
ocasionada pela maior perda mineral. A presenca de espacos faz com que ocorra uma maior
penetracdo do feixe laser na amostra, sem que ele interaja com os centros espalhadores. Desta
forma, é observado um menor espalhamento de luz na superficie e uma maior penetracdo da

luz em profundidade na amostra.

O grupo que apresentou 0 maior modulo de coeficiente de atenuacao foi o G5 (Fldor/Laser).
Neste grupo, foi observado uma menor perda mineral apos o ataque cariogénico e isso pode ser
explicado pela aplicacédo tdpica de flor e uma seguinte irradiacdo com laser, levando a maior
formacédo de fluoreto de calcio na superficie da amostra em comparacao com os demais grupos
experimentais. O efeito térmico provocado pelo laser, promoveu uma maior aderéncia da
camada de fluoreto de célcio, diminuindo sua perda apds o processo de ciclagem de pH e

prolongando por maior tempo o efeito cariostatico promovido pelo fldor.

A aplicacédo do FFA para uma posterior aplicagéo do laser (G5) promoveu uma menor perda
mineral se comparado com o0 grupo em que ocorreu a irradiacdo laser previamente a aplicacéo
do FFA (G4). O grupo G4 apresentou uma relativa diminuicdo na perda mineral em comparagéo
com o grupo G1, entretanto, tal resultado ndo foi tdo expressivo quanto comparado com 0s

demais grupos.

Devido a escassez de estudos que quantificam o coeficiente de atenuagdo Optica para a

desmineralizacdo da dentina, ha uma divergéncia na literatura sobre a diminuigéo do coeficiente
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de atenuacdo Optica de amostras desmineralizadas quando comparadas com amostras sadias.
Os resultados apresentados neste estudo condizem com os apresentados por Popescu et al., por
Sowa et al. e por Maia et al. 2015, porém sdo contrarios aos apresentados por Mujat et al. 2003
e De Cara et al. 2012.

Embora seja observado que a aplicacdo topica de FFA e que a irradiacdo laser sejam
capazes de aumentar a resisténcia ao desafio cariogénico, o estudo demonstrou que a associagéo
do FFA para uma posterior irradiacdo laser sob pardmetros adequados, apresenta melhores
resultados na inibicdo da formacgdo de uma leséo de cérie incipiente. Estudos sugerem que a
irradiacdo laser aumenta a difusibilidade do fluor, deixando-o0 mais susceptivel a absorcao deste
ion pela estrutura do dente [70][71]. Outro estudo sugere que a irradiacdo leva a formacéo de
microespacgos na estrutura superficial e que estes funcionam como depdsitos de ions liberados
pela desmineraliza¢do, os quais participariam do processo de remineralizacdo do dente [73].
Estudos mais recentes sugerem que a irradiacao laser é capaz de promover maior retencéo de
fluoreto e, consequentemente, aumentado o efeito cariostatico por um maior periodo de tempo
[66].

Em outro trabalho, é sugerido que o laser é capaz de melhorar a incorporacdo do FFA
quando aplicado topicamente na superficie do dente, e que este efeito € potencializado quando
a irradiacdo ocorre antes da aplicacdo do FFA [72]. Em contrapartida, este estudo diverge
guanto a este resultado, visto que o coeficiente de atenuacdo 6ptico em valor absoluto foi maior

quando a irradiacao laser ocorre posteriormente a aplicagéo do FFA.
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6. Concluséo

A técnica de OCT trata-se de uma metodologia inovadora para realizar a aquisi¢do de
imagens da superficie do dente, com resolucdo suficiente para identificar algumas
alteracdes estruturais. Além disso, a técnica se demonstrou uma excelente alternativa para
quantificar a perda mineral do dente, podendo servir como uma ferramenta para
acompanhar o aparecimento ou progressdo da lesdo de cérie. Por se tratar de uma técnica

ndo invasiva, pode ser utilizada in vivo nas clinicas de odontologia.

O estudo comprova que a avaliacdo do coeficiente de atenuagdo Optica é adequado para
avaliar a eficiéncia de diferentes tratamentos para inibir o processo de desmineralizacdo da

dentina.

Foi observado que a aplicacdo tépica de fltor fosfato acidulado seguida da irradiacéo
laser ainda pode ser considerado como um dos melhores tratamentos anti-carie, porém
verifica-se a necessidade de aprofundar estudos que avaliem e quantifiquem o efeito anti-

cariostatico do fluor agindo em sinergia com a irradiacao laser.
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Anexo 1: Aprovacdo da CEUA (Comissdo de Etica em Uso de Animais).

f l MINISTERIO DA EDUCAGAD
Fundagio Universkdade Federal do ABC
Comissdo do Etica am Uso de Animals

Sano Andrd, 23 de setemibng de 2045
B M 3055120515

limofa). Snal
Responsivel: Pairica Aparecida D Ana

Equipe envolvida: Blzabeie Dos Samios Femeia Siva - sxeculor (wfabc); Bka Tiemy Kato Prades - colaborsdor (ufabc; Nia
iorientador

Tiulo do projeto; “Estudn In v dos =felios do beer de ELCrYSG0 na denting quando empregado para preventcio da
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Profa Dra. Renala Simdes
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