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Resumo

A cérie dentaria € um processo quimico-parasitario, no qual as bactérias presentes na cavidade
bucal metabolizam agucares da dieta e produzem acidos fracos que desmineralizam os tecidos
dentais. Os principais métodos utilizados em clinica para a detec¢cdo de lesbes de cérie por
cirurgides dentistas sdo basicamente exames clinicos visual-tatil e radiograficos. A busca por
métodos de deteccdo da lesdo de carie precoce visa a ampliacdo da confiabilidade do
diagndstico e proporcionar a preservagdao do tecido natural no tratamento. Nesse aspecto,
métodos espectroscopicos podem ser utilizados para detecgdo e anélise do processo da cérie
dental, com a possibilidade de se obter informacdes sobre as mudancas estruturais dos tecidos
cariados. Este trabalho tem como objetivo avaliar in vitro, por meio das espectroscopias
fotoacustica (regides espectrais do ultravioleta e do visivel) e Raman (infravermelho médio),
mudangas estruturais e moleculares da dentina cariada experimentalmente em comparacao
com a dentina higida. Os resultados mostraram que a espectroscopia fotoacustica permitiu
detectar a ocorréncia da desmineralizacdo no processo inicial da cérie de dentina com lesdo de
carie induzida, com maior exposi¢do da matriz organica, que € majoritariamente composta por
colageno. O mesmo comportamento foi observado na diferenca de fase entre as bandas
atribuidas ao colageno e a porfirina, proteinas encontradas na dentina, evidenciando também a
exposicdo da matriz organica na dentina com lesdo de cérie induzida. A espectroscopia
Raman foi empregada para estudar possiveis mudangas estruturais no coldgeno da dentina. Os
resultados também indicaram desmineralizacdo da dentina cariada, monitorada pela reducédo
do pico Raman atribuido ao grupamento fosfato dos cristais de hidroxiapatita da porcao
mineral da dentina. A técnica mostrou ainda que o colageno ndo atingiu processos de
desnaturacdo, comuns em céries de estagio avancado. Isto foi feito a partir da analise da razéo
da ligagdo cruzada na qual avalia-se a razéo entre as bandas de 1660 e 1690 cm™ atribuidas &
amida I. Além da desmineralizacdo, a espectroscopia Raman também mostrou exposicdo da
matriz organica a partir das bandas de colageno, observando-se aumento da area da banda
correlacionada com a amida I, da mesma forma como mostrado nos resultados da
espectroscopia fotoacustica. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que em estagios
iniciais da lesdo de cérie em dentina foi possivel caracterizar a desmineraliza¢do e aumento da
exposicdo da matriz organica, mostrando que as técnicas de espectroscopia fotoacustica e

Raman séo promissoras para o estudo in vitro do estégio inicial da carie dentinaria.

Palavras chave: Cérie dentéria, espectroscopia fotoacustica e Raman.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parasitologia

Abstract

Dental caries are chemical-parasitic, in which the bacteria present in the oral cavity
metabolize dietary sugars and produce weak acids which demineralize the dental tissues. The
standard methods used by dental surgeons for detection and treatment of caries are visual
inspection and radiographic examinations. The researches for new caries detection methods
aims to increase the reliability of diagnosis. The caries detection method should present some
features such as the ability to detect caries at an early stage. in this point of view
spectroscopic methods can be used for detection and analysis of dental caries process,
allowing to obtain information about the structural changes presented by the infected tissues.
This study aims to evaluate in vitro, through photoacoustic spectroscopy (in the visible-
ultraviolet regions) and por Raman spectroscopy (medium infrared region), structural and
molecular changes of carious dentin compared to sound dentin. The results obtained by means
of photoacoustic spectroscopy analysis indicate demineralization in dentin caries induced with
greater exposure of the organic matrix mainly composed of collagen. The photoacoustic phase
resolved method in collagen bands showed initial process of demineralization of tooth tissue
analyzed, because the phase of the signal in collagen band centered at 325 nm showed a
decrease for the dentin with induced caries when compared to sound dentin. The same
behavior was observed in the phase difference between the bands attributed to the collagen
and the porphyrin, proteins found in dentin, showing the exposure of the organic matrix in
dentin with induced caries. Raman spectroscopy was used to study possible structural changes
in dentin collagen and the results also indicated demineralization of dentin, monitored by
reducing the peak Raman attributed to phosphate group, which is a component of the
hydroxyapatite crystals in the mineral portion of the dentin. The technique also indicates that
the collagen denaturation has not occurred, a common process in advanced caries that can be
analyzed evaluating the cross linked bound through the variation of the ratio between the
bands at 1660 and 1690 cm™, attributed to amide I. In addition to the demineralization,
Raman spectroscopy also showed exposure of the organic matrix, the collagen bands,
observed by the increase in the band area correlated to amide I, according to the results
obtained with the photoacoustic spectroscopy. The results obtained in this work showed that
the initial stages of dentin caries lesion was possible feature a demineralization and increased
exposure of organic matrix, showing that the photoacoustic and Raman spectroscopies are

promising for in vitro study of dental caries in initial stages.



Keywords: Dental caries, photoacoustic and Raman spectroscopy.
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1. Introducéo

A espectroscopia estuda a interagdo da radiacdo eletromagnética com a matéria,
em que as diferencas entre niveis de energia, do atomo ou molécula, sdo expressos na forma
de espectros. Para as moléculas, a regido espectral onde estas transicdes sdo observadas
depende do tipo de niveis envolvidos: eletrnicos, vibracionais ou rotacionais. Geralmente, as
transicdes eletronicas estdo situadas na regido do ultravioleta ou visivel, as vibracionais na
regido do infravermelho e as rotacionais na regido de micro-ondas ou também no
infravermelho longinquo. As diferentes regifes espectrais exigem espectrometros com
elementos dispersivos e sensores adequados, dessa maneira € possivel ter uma gama de
espectroscopias para as diferentes regides do espectro da radiacdo eletromagnética [1].

Como cada comprimento de onda da radiacdo significa uma determinada
guantidade de energia que ela transporta, ao interagir com a matéria, cada um deles pode
induzir uma determinada interacdo. A andlise das interacdes pode ser utilizada para
caracterizar o material em estudo, fornecendo informacdes a respeito da estrutura molecular
(simetria molecular, distancia e angulos das ligacbes) e das propriedades quimicas
(distribuicéo eletronica, elongacao das ligacdes, processos intra e intermoleculares) [1].

Métodos espectroscopicos vém sendo cada vez mais aplicados para diagnésticos
em tecidos bioldgicos, como por exemplo em tecidos dentérios [2 - 6], pois, geralmente,
necessitam de pouco preparo do material e em geral sdo baseados em técnicas ndo destrutivas.
O diagnostico de doencas bucais, tais como a carie dentéria, é de grande interesse para a area
da odontologia [7].

Além da preocupacdo com a estética, passou-se a ter interesse nas patologias
relacionadas a estrutura dental, pois a cada ano o nimero de incidéncia de carie e outras
doencas bucais aumenta [8]. A carie dental € a doenca mais comum da infancia, chegando a
afetar mais de 50% das criancas [9], e é classificada como uma doenga cronica dos tecidos
dentérios duros, que engloba um processo dinamico de desmineralizacdo e remineralizacéo
causada por bactérias, resultando na destruicdo da fase orgénica da dentina [10]. As
consequentes lesdes cariosas sdo produzidas pelos produtos metabdlicos finais de natureza
acida, decorrentes da acdo de bactérias capazes de fermentar os carboidratos, basicamente
acucares [10, 11]. Seu tratamento envolve a remocdo de tecido cariado com preservacado
maxima de tecido que permita a vitalidade do dente e/ou longevidade da restauragéo [12].
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Atualmente procura-se procedimentos de preparo cavitario que preservem o
maximo a estrutura dentaria, visto que, nenhum material reparador substitui o tecido dentario.
Assim, o tratamento baseado na aplicagdo de agentes com propriedades bactericidas, aplicavel
a dentina infectada, favorece a preservacdo do dente restaurado [1, 9, 12]. A terapia
fotodinamica (PTD) esta entre as inovacdes para o tratamento de carie, uma vez que consiste
basicamente no uso de um agente fotossensibilizador (FS) associado a uma fonte de luz, com
comprimento de onda especifico, que resulta na inativacdo de microrganismos por meio de
reagbes fotoquimicas. A eritrosina € um corante que se enquadra nas caracteristicas
necessarias para ser um bom fotossensibilizador, é utilizado como corante bioldgico e na
producdo de produtos corantes da placa bacteriana em dentes [1, 9, 12, 13].

Tendo em vista a procura por novos métodos que complementem a avaliacdo e
diagndstico de patologias feitas por técnicas convencionais, ou até mesmo a substituicdo
destas para melhor revelar os mecanismos fisico - quimicos envolvidos, o Grupo de Estudos
de Fendmenos Fototérmicos (GEFF) da Universidade Estadual de Maringa (UEM) vem
atuando no emprego de técnicas espectroscépicas para avaliacdo de tecidos biologicos.
Recentemente foram realizados estudos em parceria com o Departamento de Odontologia da
UEM sobre a aplicacdo da espectroscopia fotoacustica para analises na dentina humana, entre
elas as propriedades de permeacdo de fotossensibilizadores na dentina visando aplicacdo em
terapia fotodinamica. Estes estudos estdo descritos nas dissertacfes de mestrado de Juliana
Nagata [13], Ariane Ximenes [12], Ana Claudia Nogueira [1] e Ingrid Gomes Perez Occhi [9].
Outros ensaios nessa area tém sido realizados visando o estudo das interagdes quimicas entre
os tecidos dentarios com adesivos e clareadores [14 - 17]. Para alguns destes estudos, técnicas
espectroscopicas na regido do infravermelho também tém sido usadas, tais como a
espectroscopia Raman. A espectroscopia Raman permite caracterizar tecidos dentarios
saudaveis e alterados, por meio de estudos dos modos vibracionais de cada molécula
relacionada ao tecido, permitindo assim avaliar possiveis alteracdes moleculares devido a
processos infecciosos, como é o caso da carie dentaria.

Para se entender a dinamica desses processos que afetam a salde bucal é
necessario saber a estrutura e composicdo quimica dos elementos que constituem o dente e as
regibes mais afetadas do mesmo. Os métodos espectroscOpicos tanto na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) bem como na regido do infravermelho médio (IFM) tém se
mostrado promissores para se realizar estes estudos relacionados as estruturas dentarias [9, 12

- 15]. Dentre as técnicas espectroscopicas na regido espectral do UV-Vis, a espectroscopia
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fotoacustica € um método que ao invés de medir a radiacdo transmitida ou refletida pela
amostra, como ocorre para as técnicas convencionais de espectroscopia no UV-Vis,
determina a fracdo da energia luminosa que é absorvida e transformada em calor. Ou seja,
amostras opacas e semi solidas que espalham luz podem ser estudadas com esta técnica.

A espectroscopia Raman € uma técnica que pode fornecer informacdo sobre a
estrutura quimica de compostos organicos ou inorganicos, permitindo assim sua
caracterizagdo. A técnica baseia-se na interacdo de uma radiacdo de determinada frequéncia,
que ao ser espalhada ap0s incidir no material estudado, tem uma pequena porcao espalhada
inelasticamente, ou seja, com frequéncia ou comprimento de onda diferente da radiacéo
incidente, revelando informacg6es sobre a composicdo molecular do material analisado. Este
espalhamento é conhecido como Raman.

As metodologias convencionais, visuais - tateis, para o diagndstico da carie
dentinaria em consultdrio odontoldgico permitem detectar a presenca da cavitacao da lesdo de
carie. As técnicas espectroscopicas poderiam permitir a determinacdo da desmineralizacdo
precoce, principalmente na dentina, tecido dentario que conecta a parte mais externa do dente
(esmalte) com a vascularizada (polpa) do 6érgdo. Nesse viés, o objetivo principal deste
trabalho é estudar as possiveis mudancas estruturais na dentina com lesdo de cérie
experimental, utilizando as espectroscopias fotoacUstica e Raman, e analisar a permeacao do
fotossensibilizador (eritrosina), utilizado no tratamento da cérie, em dentina cariada. A
metodologia de cérie experimental foi adotada porque a cérie dentinaria ndo induzida € de
dificil controle experimental devido a variabilidade bioldgica de individuo para individuo.

Esta dissertacdo foi desenvolvida em 5 capitulos. Primeiro capitulo sendo esta
introducdo. Segundo capitulo uma breve revisdo na literatura abordando a carie e estrutura da
dentina, além da relacdo da anatomia do dente e sua interacdo com a luz, e as técnicas
espectroscopicas utilizadas neste estudo. Terceiro capitulo foram descritos os materiais e
métodos utilizados nessa pesquisa. Quarto capitulo foram feitas as analises e discussdes dos

resultados. E por fim, uma breve concluséo.

1.1. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar in vitro, por meio das
espectroscopias fotoacustica e Raman, as mudancas estruturais e moleculares da dentina

cariada em comparacdo com a dentina higida.
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Objetivos Especificos:

> Andlise da desmineralizacdo da dentina cariada a partir dos espectros obtidos pela
espectroscopia fotoacustica e Raman;

> Anadlise da separacdo de fase entre picos do colageno e porfirina obtidos via
espectroscopia fotoacustica;

> Andlise das mudancas conformacionais na dentina cariada a partir de espectros
Raman;

> Avaliacdo do perfil de permeacdo do fotossensibilizador eritrosina via espectroscopia

fotoacUstica.
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2. Fundamentacao Teorica

2.1. Estrutura da Dentina

Os dentes sdo 6rgaos que apresentam em sua constituicdo alto teor mineral, sendo
em sua maioria sais organicos, garantindo sua estrutura rigida e resistente. A coloracdo
natural é branco-amarelada devido a presenca de dois tecidos dentérios: esmalte e dentina.
Considerando o dente iluminado por uma luz branca, o aspecto branco do dente é devido ao
esmalte, pois este tecido é mais espalhador em comprimentos de onda menores, da ordem de
350 a 420 nm, e a dentina garante o aspecto amarelado, transmitindo mais luz na regido de
500 a 600 nm. O maior espalhamento da luz no esmalte é consequéncia da presenca de
cristais de hidroxiapatita, ja na dentina a matriz organica, principalmente o colageno, mais
abundante do que os cristais promovem a cor amarelada [1].

Os dentes apresentam uma estrutura ndo homogénea, formada principalmente por
esmalte, dentina e polpa (Fig. 1). O esmalte € a camada mais externa da superficie do dente, e
é o tecido mais mineralizado e duro do corpo humano. A polpa situa-se no centro do dente, é
um tecido mole onde se encontram nervos e vasos sanguineos. A dentina é a camada abaixo

do esmalte e que forma o corpo do dente [18].

Y Esmalte
_~ Dentina
Coroa Bengirn
Colo
Polpa
Raiz <
» Cemento

Figura 1: Anatomia do dente [19].

Na porcdo coronaria a dentina é recoberta pelo esmalte, ja na porcdo radicular ela

é recoberta pelo cemento. A cavidade pulpar € delimitada pela superficie interna da dentina e
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¢ onde a polpa dentaria se aloja. Como trata-se de um tecido vivo, possui prolongamentos de
células especializadas e substancia intercelular [10].

A dentina € constituida basicamente por 70% de conteddo mineral, 20% de
matéria organica e 10% de &gua, em peso [10, 12]. Em volume, essas fracGes representam
aproximadamente 25% em volume de agua, 30% em volume de matriz organica (92% de
fibrilas de colageno do tipo 1) e 45% de conteido mineral (composta principalmente por
cristais de hidroxiapatita) [20]. Sendo este tecido menos mineralizado e com mais contetido
organico que o esmalte dentério.

A dentina é um tecido conjuntivo mineralizado que nao apresenta células em seu
interior, apenas os prolongamentos dos odontoblastos estdo dentro dos tubulos, ou também
chamados canaliculos, (Fig. 2) que percorrem desde a polpa até a proximidade da juncéao

amelodentinéria, formando o corpo do dente [21].

364 um

Figura 2: Imagens de microscopia eletronica de varredura da dentina higida. (A) corte transversal com aumento
de 300 vezes; (B) corte transversal com aumento de 18000 vezes [12].

Os canaliculos variam de diametro (Fig. 3) a medida que se aproximam da
superficie pulpar, onde podem atingir até 3 pm. Suas paredes sdao limitadas por uma dentina
pericanalicular, também chamada de peritubular, hipermineralizada ao longo de seu

comprimento, exceto na parte do canaliculo proximo da polpa [22].
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Figura 3: Densidade tubular versus proximidade do érgéo pulpar. Quanto maior o nimero e o didmetro dos
tabulos dentinarios e, consequentemente, maior a permeabilidade do respectivo tecido [23].

A regido de dentina entre os canaliculos € muito rica em matriz orgéanica,
colageno e substancias de natureza glicoproteicas, e € menos calcificada do que a dentina
peritubular, as quais sdo denominadas de dentina intertubular (Fig 4) [22]. E importante
destacar que a composicdo da dentina varia de acordo com a idade do dente, devido a sua

mineralizacdo progressiva, mesmo gue ja esteja totalmente formado.

Tubulos

Dentina

peritubular c

Dentina
intertubular

Figura 4: RegiGes da dentina [24].
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2.1.1. Interacdo da Luz com o Tecido Dentario

Existe uma relagdo entre a luz incidente e 0 seu grau de penetracdo em razdo da
estrutura molecular do dente. Quanto maior o comprimento de onda da luz incidente, maior
sera 0 seu grau de penetracdo, lembrando que uma radiacdo de comprimento de onda menor
sofrera maior espalhamento [12], o que garante o aspecto branco ao esmalte.

Durante a interagdo entre a luz e o tecido dental podem ocorrer diferentes
mecanismos, tais como, absorcdo, transmissdo, reflexdo, espalhamento e luminescéncia,
dependendo do comprimento de onda da luz incidente [18].

O grau de interacdo, na maioria dos casos, é proporcional a absorcdo de luz pelo
tecido, a extensdo destes processos sdo dependentes da estrutura do dente, ou seja, estdo
relacionados ao coeficiente de absorcdo do conteGdo de agua, hemoglobina, esmalte,
hidroxiapatita entre outros elementos presente [18].

De modo geral, os tecidos bioldgicos sdo constituidos por uma mistura muito
complexa de moléculas. Varias dessas moléculas sdo emissoras de luminescéncia, quando
excitadas com um comprimento de onda adequado [18]. A tabela 1 mostra valores maximos
de excitacdo e emissdo de alguns compostos organicos e inorganicos do tecido dentinario e de

bactérias que causam a carie dental.

Tabela 1: Valores méaximos de emissdo e excitagdo de alguns compostos organicos do tecido dentinario e de

bactérias que causam a cérie dental [25].

Composto (organico e

Excitacdo Maxima (nm)

Emissdo Maxima (nm)

inorganico)
Estrutura dentaria 430 - 450, 480 - 500, 460,
(Esmalte) 337,375 560
Bactéria da carie dental 320 - 380, 407, 360 - 580, 590 - 650, 635, 600 - 700,
655 720 - 800
Porfirina 590, 610, 620, 635, 675,
(Esmalte/Dentina) 405, 407, 400 - 450, 630 690, 705

Célculo suprae

. 420 595, 635, 650, 695
subgengival
Aminoacidos (Esmalte/Dentina)
Triptofano 280, 295 350, 340 - 350, 345
Tirosina 275 300, 340
Fenilalanina 260 280
Proteinas estruturais (Dentina
Colageno 270, 325, 330, 335 380, 390 - 405, 395, 400,

405
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Colageno (ligacbes 370 460 - 490
cruzadas)
Elastina 290, 325, 350, 360 340, 400, 420, 460
Elastina (ligagtes 390 - 420, 400, 420 - 460 500, 500 - 540
cruzadas)
Coenzimas (Esmalte/Dentina)
FAD, Flavina 430, 450 515, 535, 550
NADH 290, 340, 350, 365 440, 450, 455, 460
NADPH 336 464
Lipidios (Esmalte/Dentina)
Fosfolipidios 436 540, 560
Lipofuscina 340 - 395 430 - 460, 540
Cerideo 340 - 395 430 - 460, 540

Os compostos organicos que desempenham papel importante nos processos de
carie sdo as proteinas estruturais como o coladgeno e porfirinas, e bactérias. Colageno e

porfirina sdo proteinas abundantes em tecidos conjuntivos, dentes e 0ssos [18, 25].

2.2. A Carie de Dentina

O habito de consumir carboidratos fermentaveis pode gerar continuas quedas de
pH, atribuindo um desequilibrio no ecossistema do biofilme bacteriano (comunidade
composta de uma ou mais espécies de bactérias vivendo em um ambiente fisico definido) e
assim maior producdo de acido [1]. Isto induz a ocorréncia de desmineralizacdo do dente,
deixando a superficie dentaria mais susceptivel ao aparecimento de lesbes de carie, ou seja, a
carie pode ser definida como uma destruicao localizada dos tecidos dentais causada pela acédo
dos &cidos produzidos pelas bactérias [12]. Com a desmineralizacdo do esmalte, lentamente a
lesdo avanca na direcdo da dentina, que torna-se desmineralizada e infectada com bactérias [1,
12].

A carie de dentina esta relacionada a fatores enzimaticos resultantes das enzimas
humanas, da familia das metaloproteinas (proteina que contém um ou mais ions metalicos
como cofatores), varias matrizes de proteinas sdo degradadas por elas, incluindo diferentes
formas de colageno (colagenase). As metaloproteinases sdo enzimas que digerem proteinas da
matriz extracelular e que apresentam fungdes importantes em diversos processos biologicos
para o funcionamento do corpo humano. Entretanto, estdo envolvidas na progressao de
algumas doengas como por exemplo, a cérie, sendo as fibras coldgenas o componente mais

atacado no processo de carie da dentina, apos sua desmineralizacdo pelos acidos bacterianos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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A degradacdo das matrizes de proteinas provoca alteracbes na estrutura da
dentina, essas alteracGes também interferem em sua permeabilidade. A permeabilidade da
dentina estd relacionada a caracteristica que esta possui de permitir a passagem,
principalmente de fluidos, ions, bactérias e pequenas particulas. Existem diversos fatores que
dificultam essa ‘“passagem”, abrangendo até a area exposta (esmalte), a estrutura, a
composicdo quimica e a espessura do tecido envolvido e a pressdo exercida durante o
processo. Outro fator importante nesse processo de permeacdo é o tamanho da particula,
juntamente com a presenca de intera¢fes quimicas entre dentina e 0 agente penetrante.

Estudos relatam diversas técnicas para facilitar o diagndstico da céarie, como
espectroscopia Raman com laser de diodo, espectroscopia por transmitancia na regido do
infravermelho proximo, imagem digital por fibra Optica, fluorescéncia, termografia
infravermelha, tomografia por coeréncia Optica, entre outras [26 - 34], que sdo utilizadas para
complementacdo ou confirmacdo de forma mais precisa dos métodos convencionais que
utilizam inspecéo visual e/ou tatil por profissionais especializados.

A espectroscopia de refletancia difusa também € empregada para estudar a cérie
dentéria [35 - 37]. E uma técnica optica quantitativa, considerada um método simples para
compreender as caracteristicas do tecido [38 - 40]. Uzunov e colaboradores [37], usando esta
técnica, observaram que iluminando o dente cariado com luz na regido entre 450 - 900 nm,
ocorre uma reducdo significativa na intensidade de refletdncia espectral. Borisova e
colaboradores [41], observaram uma diminuicdo significativa na intensidade da luz refletida
entre dentes com lesGes de cérie e dentes ndo cariados na regido azul. Fusayama [42],
utilizando microscopia eletrdnica de varredura, descreveu em seu trabalho as caracteristicas
da dentina desmineralizada através do processo de carie, mostrando a formacdo de camadas
distintas. A camada mais externa da dentina cariada € caracterizada pela desmineralizacdo da
dentina intertubular, possui cristais escassos e granulados e, poucas fibras de colageno. Com a
auséncia da dentina intertubular esse espaco é preenchido por bactérias ou cristais de formas
variadas que sdo distribuidos frouxamente. A camada mais interna, a qual ocorre uma menor
desmineralizag&o, as caracteristicas sdo similares a da dentina higida, ou seja, possui mais
cristais de apatita unidos a fibras colagenas, mostrando a estriacao caracteristica do colageno.
Nakornchai e colaboradores [43], em seu trabalho, caracterizou bioquimicamente o colageno,
principal componente da matriz da dentina, mostrou que a camada externa da dentina cariada
sofre alteragdes significativas. Pinheiro e colaboradores [44], por meio de avaliagdo

histologica, mostrou que o percentual de colageno é menor em dentina cariada, comparada a
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dentina higida. Ehardt e colaboradores [45], utilizou microscopia eletrdnica de varredura,
mostrando em seu estudo caracteristicas especificas de dentes cariados. A dentina intertubular
sadia tem um grau de porosidade menor comparada a dentina cariada, isto esta relacionado a
perda mineral que ocorre no processo de carie. A dentina cariada é desmineralizada, o que a
torna mais amolecida.

Procedimentos de preparo cavitario que preservem 0 maximo a estrutura dentaria
sdo procurados, visto que, nenhum material reparador substitui o tecido dentario. Assim, o
tratamento baseado na aplicacdo de agentes com propriedades antimicrobianas, aplicavel a
dentina infectada, favorece a preservacdo do dente restaurado [1, 12, 13]. A terapia
fotodinamica (TFD) esta entre as inovacdes para o0 tratamento de carie, uma vez que consiste
basicamente no uso de um agente fotossensibilizador (FS) associado a uma fonte de luz, com
comprimento de onda especifico, que resulta na inativagdo de microrganismos por meio de
reagbes fotoquimicas. A eritrosina € um corante que se enquadra nas caracteristicas
necessarias para ser um bom fotossensibilizador, é utilizado como corante bioldgico e na

producdo de produtos corantes do biofilme dental [1, 9, 12, 13].

2.3. Espectroscopia Fotoacustica

2.3.1. Breve Historico

O efeito fotoacustico foi observado pela primeira vez em 1880 quando Alexandre
Graham Bell desenvolveu o fotofone. Ele observou que a incidéncia de luz solar modulada
em um sélido, dentro de uma célula fechada, gerava no ar a sua volta sons audiveis, que
podiam ser amplificados e captados a partir de um tubo ligado a esta célula [1].
Posteriormente, ele estudou o efeito fotoacUstico em liquidos e gases chegando a concluséo de
que os efeitos sonoros dependiam do tipo de substancias que eram expostas a radiacao, e que
os sons eram especificos de cada raio do espectro que eram absorvidos pelo corpo. Segundo
suas conclusdes, a intensidade do sinal fotoacustico dependia da quantidade de luz absorvida
pelo material da célula e o efeito fotoacustico em solidos era dependente da absorcédo de luz
[46].

Nos experimentos realizados por Bell, o detector era seu proprio ouvido, 0 que
dificultava muito a obtencdo de dados quantitativos, provavelmente esta foi uma das causas

gue levaram os experimentos fotoacusticos a serem interrompidos por aproximadamente 50
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anos [46]. Com o desenvolvimento de microfones mais sensiveis, os estudos sobre o efeito
fotoacustico foram retomados, com medidas sendo feitas em gases. O gas, neste caso, absorve
os fétons incidentes resultando em aumento de energia cinética das suas moléculas, gerando
assim uma flutuacéo na presséo dentro da célula [48].

As pesquisas nessa area ficaram restritas a aplicagdes em gases até 1973, quando
comecaram estudos de espectroscopia em sélidos utilizando o efeito fotoacustico. Por volta de
1980, Parker, Rosencwaig e Gersho [48] sugeriram um modelo padrédo de célula fotoacUstica
para amostras sélidas e desenvolveram toda a teoria que descreve o fendmeno, com isso, a
partir dos experimentos realizados, mostraram que 0 mecanismo basico responsavel pelo
surgimento do sinal fotoacustico era o fluxo periddico de calor entre o0 gas contido na célula
fotoacustica e a superficie da amostra, tratando-se assim de um efeito fototérmico. Estudos
posteriores mostraram que ndo sO este mecanismo, mas outros como a contracdo, expansao e
flexdo da amostra, assim como a liberacdo de gases em razdo da excitacdo Optica também
podem contribuir para a geracdo do sinal fotoacustico. Uma das caracteristicas dessa técnica,
além da obtencdo de espectros de absorcdo Optica, € permitir a realizacdo de estudos de perfil
de profundidade ao longo da amostra [49].

Essa técnica passou a ser empregada em diversas aplicacdes, inclusive em
materiais bioldgicos. Rosencwaig [50], descreveu em seu trabalho, que embora muitos
materiais biolégicos estdo naturalmente em um estado sollvel, existem os ligados a
membranas ou parte da estrutura de 0ssos ou tecidos. Estes materiais sdo insollveis e
biologicamente funcionam em uma matriz sélida. Normalmente, dados Opticos desses
materiais sao dificeis de se obter, pois quando solubilizados, podem ocorrer mudancas em sua
estrutura. O efeito fotoacUstico foi descrito como uma nova técnica para investigar as

propriedades de materiais biol6gicos, tanto in situ ou separados de sua matriz.

2.3.2. O Efeito Fotoacustico

O efeito fotoacustico é gerado quando incidimos um feixe de luz modulado na
amostra posicionada no interior de uma célula fechada contendo gas, podendo ser o proprio
ar. A luz absorvida é transformada em energia térmica, como consequéncia ocorre a excitacao
dos niveis de energia da amostra. O aquecimento periédico da amostra resulta em uma onda
de pressdo no gas, essa variagdo de pressdo é detectada por um microfone que esta acoplado a

célula resultando no sinal fotoacustico. A intensidade do sinal depende da frequéncia de
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modulacéo da luz que incide na amostra. A difusdo, expanséo e flexdo térmica bem como o
efeito fotobarico sdo os diferentes mecanismos que geram ondas acusticas no gas devido aos

pulsos de calor produzidos na amostra, conforme mostra a Fig. 5 [46, 47, 51].

2.3.3. Mecanismos de Geracéo do Sinal Fotoacustico

No mecanismo de difusdo térmica a incidéncia da luz modulada sobre a amostra
produz um fluxo térmico desde a amostra até o gas circundante, provocando neste uma
variacdo de temperatura que depende da frequéncia de modulacao da luz, como ilustrado na
Fig. 5 (A). Entretanto, apenas uma fina camada do gas, a que estd proxima a interface
amostra-gas, € que responde termicamente as flutuacGes de temperatura da amostra. Esta
camada de gas gque esta em contato com a amostra se agquecera e passara a se expandir e
contrair periodicamente funcionando como um pistdo, gerando uma onda de pressdo no
interior da cdmara fechada. O sinal fotoacuUstico resultara da variagdo de pressao detectada por
um microfone acoplado ao sistema. Este mecanismo é conhecido como modelo de pistdo
simples [46, 47, 51]. A difusividade térmica é um parametro que da uma medida de como o

calor se propaga na amostra e tem um valor Gnico para cada material.

Luz modulada Luz modulada Luz modulada Luz modulada

MAD GRS AT

Figura 5: Representacdo dos mecanismos de geracdo do sinal fotoacustico: (A) Difusdo térmica; (B) Expansdo
térmica; (C) Flexao termoelastica; (D) Efeito fotobarico [48].

Na expansdo térmica é a propria amostra que se expande e contrai devido ao
aquecimento periodico da amostra, causado pela absorcéo da luz modulada. Deste modo o seu
movimento atua sobre a coluna de gas novamente semelhante a um pistdo, o qual provoca a
onda acustica no gés (Fig. 5 (B)). Neste caso, a intensidade do sinal depende do coeficiente de
expansdo térmica do material. Este mecanismo é também conhecido como modelo do pistéo
composto [46, 47, 51].

No processo de flexdo termoelastica (Fig.5 (C)) surge quando temos uma amostra

presa em suas extremidades. A luz que incide sobre a amostra gera um gradiente de
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temperatura dentro dela, que é perpendicular a sua face de maior dimensao. Devido a este
gradiente, a expansao térmica sera dependente da profundidade, flexionando a amostra. Esta
flexdo periodica faz com que a superficie da amostra produza o sinal fotoacustico [46, 47, 51].

O efeito fotobarico acontece em amostras fotoquimicamente ativas, com troca
gasosa entre a amostra e 0 gas da célula fotoacustica (Fig. 5 (D)). E o que acontece, por
exemplo, com folhas de plantas que liberam oxigénio quando realizam fotossintese induzida
pela luz incidente durante a medida [46, 47, 51].

Neste estudo, 0 modelo mais apropriado para estudar tecidos dentarios, no caso a
dentina sélida, é o de difusdo térmica, pois consideramos que o aquecimento peridédico nao é
suficiente para causar expansdo ou contracdo da amostra, e ainda a amostra fica livre dentro
da célula fotoacustica, sendo assim o aquecimento periddico também ndo € suficiente para

flexionar a amostra.

2.3.4. Comportamento Optico e Térmico da Amostra

E importante lembrar que a amostra ndo absorve totalmente a radiacio
eletromagnética incidente sobre ela, a luz que ndo é absorvida € refletida ou transmitida. No
mecanismo de difusdo térmica a contribuicdo é da luz absorvida, parte dela interage com as
moléculas da superficie do material e o restante sera absorvido gradativamente pela amostra,
interagindo assim, com camadas moleculares cada vez mais profundas. Ao longo da espessura
da amostra, a penetracdo da radiacdo, ocorre de tal forma que o feixe incidente diminui
exponencialmente de acordo com a Lei de Beer: a absorcdo optica do material € caracterizada
pela distancia de penetracdo do feixe na amostra até sua intensidade ser reduzida a 1/e (onde e
é uma constante matematica aproximadamente igual a 2,71828, conhecida como nimero de
Euler). O comprimento de absor¢édo optica ls (fragdo de luz absorvida por unidade de
comprimento do meio), definido como lg = 1/, € o parametro que mede essa absor¢éo, sendo
p o coeficiente de absorcéo optico da amostra. Considerando o parametro |5 e uma amostra de
espessura total Is podemos defini-la para (Fig. 6) [38, 41, 45]: (i) I3<< |5, amostra opticamente

opaca; (ii) 1z~ ls, amostra absorvedora e (iii) I5>> Is, amostra opticamente transparente.
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Figura6: Representagdo da absor¢do Optica de materiais parcialmente transparentes, absorvedores e opacos [47].

Apos a radiacdo ser absorvida, acontecem processos de transferéncia da energia
térmica que é gerada na profundidade atingida pela luz. A transmissdo da energia térmica para
0 restante da amostra caracteriza a difusdo térmica, que por sua vez, depende da profundidade
do ponto de geracdo e da frequéncia de modulacdo da luz utilizada. O comprimento de
difusdo térmica, € definido como a profundidade na qual a onda de calor gerada pode-se
propagar até a superficie contribuindo para a geracao do sinal fotoacustico. Esse comprimento
é definido pela seguinte expressao:

1
D\2

=)

em que p, é comprimento de difusdo térmica (cm), D é a difusividade térmica (cm?/s) e f é a

frequéncia de modulagéo (Hz) do feixe de luz que vai iluminar a amostra sob teste.
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2.3.5. Classificacdo Térmica da Amostra

As amostras sdo classificadas termicamente de acordo com a comparacgdo de suas
espessuras Is em relagdo ao comprimento de difusdo térmica ug. Se ug >> Is a amostra €
termicamente fina e se u, << I a amostra é termicamente grossa.

Mesmo uma amostra opaca pode ter seu espectro resolvido, desde que us< lg. Do
contrario, a amostra se diz saturada, o que indica que toda luz absorvida gera sinal acustico. A
saturacdo pode ser contornada diminuindo-se as dimensdes da amostra, tornando-a ndo opaca,
ou aumentando-se a frequéncia de modulagéo, o que reduz o valor de u,. Isto porque com o
aumento da freqliéncia o sinal é gerado em camadas cada vez mais superficiais, e devido a
dependéncia do comprimento de difusdo u; com a frequéncia de modulacdo, € possivel
efetuar uma analise do perfil de profundidade no material. Ou seja, é possivel obter espectros

de absorcéo Optica das diferentes camadas da amostra em estudo.

Luz modulada
[ce) = =] - =] =
lm 1‘(0:‘@3‘0)4‘0)5‘ Frequéncia
o=2nf

Profundidade de geragédo do
sinal fotoacustico

Figura 7: Esquema do perfil de profundidade na geracéo do sinal fotoacustico, a frequéncia cresce a partir de o,
até s sendo w=2nf.

A Figura 7 é uma ilustracdo do perfil de penetragdo da luz na amostra, esbogando
0 que ocorre se a frequéncia angular de modulacdo da luz (®w) ¢ modificada. As setas
representam as profundidades até onde o sinal fotoacUstico € gerado, para a respectiva
frequéncia de modulacdo. Nesta ilustracdo, a frequéncia cresce a partir de w; até ws. Quanto
menor a frequéncia de modulacdo da luz maior serd a profundidade de geracdo do sinal

fotoacustico, a dependéncia da profundidade com a frequéncia esta descrita na equacao (1) .
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2.3.6. A Célula Fotoacustica Fechada

O modelo padrdo de célula fotoacustica, proposto por Rosencwaig e Gersho [44],
conhecido como modelo RG, consiste de uma pequena célula com gas, com uma amostra
solida colocada dentro dela a uma distancia [, de uma janela de vedagdo, que deve ser
transparente.

Observa-se na Fig. 8 a configuracdo unidimensional padréo de célula fotoacustica.
Através da janela incide-se um feixe de luz modulada. Nas paredes laterais da célula é
inserido um microfone capacitivo que capta as consequentes flutuacdes de pressdo no gas,

provocada pela transferéncia de calor oriundo do aquecimento periodico do solido.

Microfone
| —

Radiacao

modulada I*

Janela optica

™ de gas

%
Camada fronteirica

277'-'“.9 0 ls ls+ lb

Figura 8: Representacdo da célula fotoacustica [1].

Tem-se um sistema unidimensional o qual O (zero) é a origem; a espessura do gas
e l;, a espessura da amostra € [; e a espessura do suporte € I, logo I+ I, € a espessura da
amostra mais a do suporte. Se a coluna de ar for termicamente grossa, ou seja, l; > 2mugy, a
intensidade do sinal tende a se anular, pois sua intensidade se torna muito reduzida. A
intensidade de sinal fotoacUstico maxima é dada quando I, = 2mu,. A obtencdo de espectros
de absorcao Optica gerados por meio do sinal fotoacustico, devido a interacdo da matéria com
uma radiacdo modulada de comprimento de onda conhecido, é o que caracteriza a técnica
espectroscopia fotoacustica.

A amplitude e a fase séo os principais parametros em medidas experimentais com
a fotoacUstica. A intensidade do sinal fotoacUstico depende linearmente da poténcia da
lampada, e esta relacionado com o inverso da temperatura no meio, com o inverso do

comprimento da coluna de gas, sendo proporcional ao perfil de temperatura na interface
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amostra-gas. A intensidade também esta relacionada diretamente com as propriedades de
absorcéo, difusdo e profundidade da amostra onde a radiacdo é absorvida, ja que o perfil de
temperatura depende da quantidade de radiacdo transformada em calor [46, 47, 51].

A fase independe da poténcia de iluminacdo, e pode ser explorada com vantagens
sobre a medida da intensidade. Possiveis variacGes da poténcia modificam majoritariamente a
intensidade, enquanto ndo influenciam a magnitude da fase do sinal. A fase é diferente para
cada comprimento de difusdo térmica, variando com a profundidade da amostra, onde ha
geragdo de calor. Além disso, ela pode ser diferente para cada mecanismo de absor¢do dptica
e/ou relaxacdo térmica, ou seja, pode distinguir diferentes centros absorvedores da amostra
[52].

2.3.7. Método de Separacéo dos Espectros na Fase do Sinal Fotoacustico

O meétodo fotoacustico de separacdo dos espectros da fase permite analisar o perfil
de profundidade de amostras que possuem dois centros absorvedores distintos ou duas
camadas. Se existir centros absorvedores diferentes ou duas camadas superpostas, teremos
uma diferenca de fase 8z que corresponde a deteccdo do sinal da camada inferior, este sinal
corresponde a média de todos os pontos da camada inferior que contribuem na geracdo do
sinal fotoacustico. Por meio da andlise da fase dos sinais S, e S de cada camada, supondo
que A e B sdo centros ou camadas da amostra, obtemos os espectros de absorcdo das
diferentes camadas [52].

As medidas da intensidade (Sy) e da fase (¢) fotoacUsticas sdo dadas por meio de
dois sinais em quadratura S, e So, que respectivamente estdo nas fases 0° e 90°. O sinal

fotoacustico pode ser representado por meio de um fasor (Fig. 9 (A)):

S' = Sfei¢f (2)

Que pode ser escrito como:

s =s3+Sh O

s
¢ = arctgsio“ (4)
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O sinal observado (Sy) € a resultante de dois fasores com um angulo ¥ entre eles

(Fig. 9 (B)), onde ¥ = ¢ — 4. O sinal composto S ¢ a soma dos fasores das contribuicdes
S, e Sg, eles estdo defasados entre siem ¥ = ¢5 — ¢p4. Os fasores possuem comprimento S,

e Sg e correspondem aos sinais fotoacusticos do centro absorvedor A e B.

S90(4)

(A) (B)

Figura 9: (A) Fasor do sinal fotoacustico, (B) Composicao do espectro em varias fases [52].

A separacdo dos espectros da fase parte da utilizacdo de dois espectros em
quadratura (para cada comprimento de onda da medida), Sy(4) € Sgo(4). Com ele € possivel

realizar a composicao de espectros para varias fases 6(4), partindo da Eq. 5:

So = So(A)cosO + Sqg(4)senb (5)

Se os espectros das duas camadas sdo conhecidos, pelo aspecto das curvas de S
obtidas para varios ¢ encontra-se os angulos ¢’e ¢ nos quais o0s espectros conhecidos S, €
Sp sdo reproduzidos.

Na Fig. 10, temos as projecdes em quadraturas.
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Figura 10: Diagrama fasorial representando os componentes do sinal fotoacUstico [1].

Quando a camada absorvedora A é minimizada no angulo ¢, ela é maximizada
em ¢, = ¢ + 90°. Consequentemente, o espectro da camada B ou parte de sua projecio,
podem ser isoladas em ¢'. O centro B serd encontrado em ¢z = ¢~ 4 90° e 0 centro A sera
isolado em ¢".

Para picos de absorgéo A e B localizados em comprimentos de ondas distintos, a
determinacéo de ¢, e ¢ pode ser feita isolando o espectro, por meio da projegdo em um
diagrama fasorial. A precisdo para a medida experimental da fase de um componente
espectral é menor que 1°. Para ser possivel realizar separagdo espectral em espectros gerados
por duas camadas adjacentes ou por dois centros absorvedores, é necessario que o0 atraso da
fase medida seja maior que o da instrumentacdo. Assim, assume-se que o limite para a

diferenca de fase sera de ¥ > 5°.
2.4. Espalhamento Raman

O espalhamento Raman é oriundo da interacdo da radiacdo eletromagnética (luz
monocromatica) com o movimento vibracional dos nucleos dos atomos, considerando uma
distribuicdo média dos elétrons da nuvem eletrénica, ocorrendo de forma inelastica, ou seja, a
radiacdo espalhada pelas moléculas possuem fétons com mesma frequéncia da radiacdo
incidente (espalhamento elastico), e pode ter também um nimero pequeno de fétons com
frequéncia alterada ou deslocada (espalhamento inelastico) que é chamado de espalhamento
Raman.

Chandrasekhara Venkata Raman, em 1928 observou que quando um feixe de luz
monocromatica (normalmente um laser), com uma determinada frequéncia, atravessava um
material, a luz espalhada era composta por radiagdo com mesma frequéncia e outras linhas
menos intensas. Com esse estudo Raman ganhou no Nobel em 1930, e esse efeito recebeu seu

nome. Raman utilizou um espectrometro de bolso, a luz do sol como fonte de irradiacdo e o
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olho humano como detector para observar o fendBmeno. Observou que a luz incidente sobre a
amostra sofria uma mudanca na sua direcdo, com o auxilio de um espectrografo, com prismas
como elemento dispersor, notou que havia outras linhas com pequenas modificac@es, além da
linha da radiacdo que incidia, o espalhamento inelastico gera mudancas na dire¢do e varia o
comprimento de onda da radiacdo que incide. O espalhamento inelastico da luz €, como ja
dito, conhecido como espalhamento Raman, e o espalhamento elastico € chamado de

espalhamento Rayleigh [53].
2.4.1. Vibracg6es Moleculares

Vibracdes moleculares sdo provenientes dos movimentos dos atomos ao longo do
tempo que originam alongamentos das ligagdes moleculares e deformagbes angulares. E
possivel decompor esses movimentos complexos em modos normais de vibragdo associados a
niveis de energia. Nos modos normais de vibragdo todos os atomos vibram na mesma
frequéncia, mas em direcdes e amplitudes diferentes.

Para uma molécula de N atomos é necessario usar coordenadas X, y e z para
descrever as posicdes de cada um dos atomos, assim, essa molécula exige um total de 3N
coordenadas para descrever suas posi¢cdes no espaco. A mudanca na posi¢cdo de cada dtomo
pode se dividir em uma mudanca na coordenada X, uma na y ou uma na z. Essas variagdes séo
escritas como Ax, Ay e Az para cada um dos N atomos. Tais mudangas nas coordenadas
podem ter valores diferentes, entdo, uma molécula com N atomos pode ter um total de 3N
mudancas nas coordenadas para descrever seus movimentos (Fig. 11).

Como os atomos estdo livres para se mover em 3N direcdes diferentes, entre si,
dizemos que a molécula tem 3N graus de liberdade.

Quando a molécula toda se move no espaco, podemos descrever esses
movimentos como translagdes do centro da massa da molécula. Em movimentos
translacionais, os atomos da molécula ndo se movem um em relacdo ao outro. Essas
mudangas nas coordenadas podem ser escolhidas simultaneamente para que dois dos
movimentos (em moléculas lineares) ou trés dos movimentos (em moléculas ndo lineares) de

todos os atomos correspondam a rotagcdes da molécula sobre um eixo molecular.
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Figura 11: Variagdes Ax, Ay e Az para cada um dos atamos (N = 4) na representagdo da descri¢do dos seus

movimentos [70].

Para 0os movimentos de rotagdes na molécula, assim como para as translacdes, 0s
atomos movem-se juntos, de tal maneira que a molécula toda se move. Diferentemente das
translacOes, nas rotacdes, o centro de massa da molécula ndo se move no espaco. Contudo, do
mesmo modo que os graus de liberdade translacionais, os atomos ndo se movem uns em
relacdo aos outros. Isto resulta em 3N-5 (para moléculas lineares) ou 3N-6 (para moléculas
ndo lineares) combinagdes de movimentos independentes dos atomos dentro da molécula,
sendo que, para movimento, a frequéncia de cada vibracdo do 4&tomo € exatamente a mesma.

As moléculas lineares ndo tem rotacdo definidas sobre o seu eixo internuclear e,
por isso, falta um grau de liberdade rotacional (3N-5). Essa falta € compensada por um grau
de liberdade vibracional extra. As moléculas lineares tém pelo menos uma vibracao
perpendicular a outra vibracdo de mesma frequéncia, portanto, elas ttm a mesma energia e
ditas degeneradas.

Nessas combinacBes, 0os atomos estdo se movendo uns em relacdo aos outros,
mas o centro de massa da molécula inteira ndo muda. Esses movimentos atdmicos internos
sdo os graus de liberdade vibracionais ou, simplesmente, as vibracbes da molécula. Tais
mudangas de coordenadas sdo chamadas de modos normais de vibragéo.

Os atomos em moléculas também podem se mover em relagdo ao outro, isto &, 0s
comprimentos de ligagdo podem variar ou um atomo pode sair do seu plano atual. Esta é uma

descricdo de alongamento e movimentos de flexdo que séo referidos coletivamente como
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vibrac6es. Para uma molécula diatbmica, apenas uma vibracao que corresponde ao se esticar e
comprimir da ligacdo € possivel. Isto representa um grau de liberdade vibracional. Para as
moléculas poliatdmicas contendo varios atomos (N) terdo 3N graus de liberdade. Os graus de
liberdade para uma molécula poliatdmica estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2: Graus de liberdade para molécula poliatdmica [55].

Tipo de grau de liberdade Linear Na&o linear
Translacao 3 3
Rotacional 2 3
Vibracional 3N -5 3N -6

Total 3N 3N

Vibragdes podem envolver uma mudanga no comprimento de ligacdo, chamado
de estiramento ou uma variagdo angular, chamada de flexdo. Algumas ligacdes podem
apresentar estiramento em fase (estiramento simétrico) ou fora de fase (estiramento
assimétrico), as flexdes também podem ser simétricas ou assimétricas e ainda podem ser no
plano ou fora do plano. A Fig. 12 é uma representacdo de forma resumida dos modos normais
de vibracdo. H& também os modos de vibragdo do tipo torcdo que é o giro relativo de dois

grupos de atomos sobre uma ligacao, que ndo esta mostrada na Fig. 12.
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Figura 12: Modos normais de vibracdo de estiramento e flexdo [70].

No espalhamento Raman apenas 107 fétons séo espalhados inelasticamente, os
demais sdo absorvidos ou espalhados de forma elastica, e estes podem interagir com 0s niveis
de energia vibracional das moléculas (modos normais de vibracdo) e assim, perder (ou

ganhar) energia.

2.4.2. Espectroscopia Raman

Baseado na deteccdo do espalhamento Raman, a espectroscopia Raman é uma
técnica que fornece informacdes sobre a estrutura molecular e as ligacbes quimicas dos
materiais, permitindo a caracterizacdo da estrutura microscéopica da matéria. O espalhamento
Raman, a partir do conceito de niveis de energia, € considerado como uma transicdo de
estados da molécula, que passa do estado fundamental para um estado vibracional excitado,
com absorcdo simultanea de um féton incidente e emissdo de um foton espalhado [54]. O
espalhamento inelastico da luz pode resultar em um foton de menor ou maior energia. Assim

a espectroscopia Raman é uma técnica que mede essas transicdes de estados.
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Na Figura 13, o quadro (A) é um esquema das transicdes dos niveis de energia
para uma molécula quando o foton incidente sofre espalhamento: Stokes, Rayleigh e Anti-
Stokes e o quadro (B) é a representacdo de um espectro (intensidade versus numero de onda)
mostrando os picos referentes aos espalhamentos do tipo Stokes, Rayleigh e Anti-Stokes. No
espalhamento Rayleigh, o foton leva o sistema para o estado virtual e retorna ao estado
fundamental com a mesma energia, ou seja, o féton incidente é espalhado sem perder sua
energia inicial. No espalhamento Stokes, o foton encontra a molécula no estado vibracional
fundamental e leva o sistema para um estado virtual, na sequencia o sistema decai e o foton
espalhado deixa a molécula em um estado vibracionalmente excitado. Ja no espalhamento
anti-stokes, o foton encontra a molécula em um estado vibracional excitado, a molécula
retorna ao estado fundamental a partir de um estado virtual, ocorrendo o decaimento de um
féton com maior energia que o féton incidente [56].

Os espectros nas regifes Stokes e anti-Stokes (Fig. 13 (B)) apresentam diferentes
intensidades, o espalhamento Stokes tem intensidade maior que o anti-Stokes. 1sso ocorre devido
a lei de distribuicdo de Boltzman, que rege o comportamento classico da distribuicdo de
particulas. Em temperaturas medianas, a maioria das moléculas encontram-se no estado
fundamental, o que explica as linhas Stokes apresentarem maiores intensidades do que as
linhas anti-Stokes, as quais se originam do estado excitado com menor populacdo. Para
frequéncias baixas as intensidades Stokes e anti-Stokes sdo comparaveis, mas para
frequéncias vibracionais muito altas a Stokes predomina e é muito dificil observar as anti-
Stokes [59].
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Figura 13: Espalhamento de luz: (A) Representacdo das transi¢des de niveis de energia para um foton que sofre
espalhamento Stokes, Rayleigh e Anti-Stokes; (B) Representacéo de um espectro de espectro com os
espalhamentos Stokes, Rayleigh e Anti-Stokes [57, 58].

Para que uma molécula seja Raman ativa, ou seja, apresente espalhamento Raman
ao ser excitada por uma luz monocromatica € necessario que sejam satisfeitas certas
condicdes, estas sdo chamadas de regras de selecdo. A regra de selecdo a ser satisfeita esta
ligada a vibracdo do dipolo induzido na molécula pelo campo elétrico da radiacdo incidente
[59, 60]. Quando uma molécula é colocada em um campo elétrico sofre distorcdo, uma vez
que os nucleos carregados positivamente séo atraidos para o polo negativo, e os elétrons em
direcdo ao polo positivo do campo elétrico (Fig. 14). Esta separacdo de cargas produz um

momento de dipolo induzido (P) dado por:

P = «aE (6)
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E corresponde ao vetor do campo elétrico da radiagdo incidente e a a polarizabilidade da

molécula.

Figura 14: Polarizacdo de uma molécula diatbmica em um campo elétrico [61].

Assim a regra geral para as transicbes Raman vibracionais é que a
polarizabilidade da molécula deve se alterar com a vibracdo da molécula. Esta condicéo
implica que tanto moléculas homonucleares quanto heteronucleares possam ser ativas no
espectro Raman vibracional. Isso porque ambas expandem-se e contraem-se durante a
vibracdo, o controle dos nucleos sobre os elétrons é variavel, com isso a polarizabilidade da
molécula também se altera.

Um espectrometro coleta a luz espalhada (Raman e Rayleigh), o sinal que chega
ao detector é convertido na forma de espectro, onde a intensidade é dada em funcdo da sua
mudanca de frequéncia. Se o material analisado emitir luminescéncia no comprimento de
onda excitado ao medir o espalhamento Raman, este sinal também contribui para o espectro
Raman, esse tipo de sinal € indesejado e deve ser eliminado ou minimizado. O espectro
Raman de uma substéncia é constituido por uma série de picos ou bandas, caracteristicas da

banda vibracional dela [54].
2.4.3. Espectroscopia Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman)

A espectroscopia Raman por transformada de Fourier (FT-Raman), utiliza um
interferdmetro, baseado no interferdmetro de Michelson, para produzir um interferograma,
gue decodifica as frequéncias do espalhamento Raman em um unico sinal, reduzindo as
interferéncias de luminescéncia [54].

O interferémetro (Fig. 15) possui um separador de feixe otimizado para a radiagédo
no infravermelho préximo, que divide o espalhamento Raman em dois feixes oOpticos, onde
um é transmitido e o outro refletido. O transmitido se propaga até um espelho plano mével e o

refletido até um espelho plano preso a um mecanismo que permite o espelho mover-se poucos
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milimetros do separador de feixes, apds a reflexdo nos espelhos planos, os feixes retornam ao

divisor de feixe e se interferem construtivamente ou destrutivamente no detector [54].

Espelho fixo
Laser
Separador de feixes
s
Espelho movel Amostra

Detector

Figura 15: Esquema de um interferdmetro de Michelson utilizado um sistema de espectroscopia Raman
com transformada de Fourier [54].

Os espectros vibracionais sdo geralmente representados por espectros de
frequéncia, pois o sinal do interferograma ndo € interpretado diretamente. O computador,
utilizando um algoritmo para transformada de Fourier, decodifica as frequéncias individuais
[54].
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3. Materiais e Métodos

3.1. Sinal Fotoacustico

A espectroscopia fotoacuUstica foi utilizada para a detecgdo de cérie in vitro em
dentina. Os espectros foram obtidos nas regifes espectrais do ultravioleta e do visivel, com
variacdo de comprimento de onda de 300 a 750 nm. A poténcia da fonte foi de 700 W e a
frequéncia de modulacdo da luz para o estudo das diferencas entre a dentina higida e cariada
foi de 16 Hz, e para andlises de permeacgdo 75 Hz. O arranjo técnico esta representado na Fig.
16.

g} § 5.

Monocromador  Eijjros _f.ﬁ =
= Lentes
[ ——
P
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S ool "C';'rv—g[
Microcomputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 16: Esquema da montagem da técnica de espectroscopia fotoacUstica utilizada neste trabalho [47].

Nesta montagem a fonte de luz é uma lampada de arco de Xenonio (Oriel, modelo
68820), com poténcia nominal de 1000 W, e emissdo no intervalo entre 180 e 4000 nm. A luz
emitida passa por um monocromador, (Oriel, modelo 77250 (1/8 m)), com fendas de entrada e
saida, ajustadas em 3,16 mm. A frequéncia de modulacdo da luz € controlada por um
modulador mecénico, (Stanford Research Systems, modelo SR 540) que, com um fotodiodo,
fornece um sinal de referéncia para o amplificador (lock-in). A luz monocromatica incide
verticalmente na amostra sendo focada por duas lentes, fazendo com que a amostra seja
excitada na regido do foco do feixe de luz, para que esta receba 0 maximo de intensidade
possivel. A luz atinge o interior da célula fotoacustica (Fig. 17) apds ser transmitida através
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de uma janela de quartzo, ja que este material é transparente na regido espectral de emisséo da
lampada. O microfone acoplado a célula fotoacustica (Bruel & Kjaer, modelo BK 2669) esta
conectado a uma fonte de alimentagdo e a um pré-amplificador. O sinal do microfone é
transferido para amplificador sincronizado (EG & G Instruments, modelo 5110). O
amplificador fornece a intensidade e a fase do sinal fotoacustico que séo transferidos para um

microcomputador.

Luz Janela
Célula -

Microfone 1 Amostra

Figura 17: Esquema de um corte lateral da célula fotoacUstica utilizada neste trabalho [49].

A lampada ndo emite a mesma intensidade de luz em todos os comprimentos de
onda, assim, o sinal € normalizado pelo sinal de referéncia obtido em uma amostra de p6 de

carvéo ultrapuro.
3.2. Espectroscopia FT-Raman

Neste trabalho utilizamos a espectroscopia Raman por transformada de Fourier.
Os espectros Raman das amostras foram obtidos por meio de um espectrdmetro FT-Raman
(BRUKER, Vertex 70, Ram Il module), o sistema é constituido de um espectrémetro de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) acoplado a um médulo de deteccdo de
espalhamento Raman.

O sistema utiliza um laser de Nd:YAG com comprimento de onda de 1064 nm
com poténcia nominal de 500 mW e um detector de germanio, que € mantido sob refrigeracao
de nitrogénio liquido. Um computador conectado ao espectrdmetro faz a aquisicdo dos dados
via software (OPUS 6.5), ja com correcdo de background e neste também os interferogramas
sdo convertidos em espectros via transformada de Fourier. E possivel modificar alguns

pardmetros para maximizar o sinal obtido, como a poténcia do laser incidente na amostra, 0
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numero de varreduras, a resolucdo espectral e a distancia da amostra com relagédo ao detector.
Os parametros utilizados neste trabalho foram: poténcia nominal na amostra de 300 mW,
resolucéo espectral de 4 cm™ e nimero de varreduras igual a 60. Os espectros finais para cada
amostra é uma média das 60 varreduras realizadas e foram armazenados no intervalo espectral
entre 4000 a 400 cm™.

3.3. Amostras

Este estudo foi feito em parceria com o Departamento de Odontologia da
Universidade Estadual de Maringd (DOD-UEM). Os estudos foram realizados durante o
desenvolvimento da dissertacdo de mestrado da aluna Ingrid Gomes Perez Occhi [9], sob
orientacdo da professora Mitsue Fujimaki, do Departamento de Odontologia da UEM. A
analise completa sobre a avaliacdo da permeabilidade dentinaria do fotossensibilizador
eritrosina utilizado para terapia fotodinamica encontra-se na referida dissertacdo, sendo aqui
descrita novamente por complementar o estudo em nosso trabalho.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos - COPEP - da Universidade Estadual de Maringd — UEM, CAAE
14398113.2.0000.0104 e seguiu as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos (resolugao n° 196/96 do Conselho Nacional de Satude) para a

utilizacdo de dentes humanos (Anexo 1).

3.3.1 Preparacao das Amostras

Para os estudos utilizando a técnica de espectroscopia fotoacUstica foram
selecionados 10 dentes humanos jovens, higidos e com rizogénese incompleta (Fig. 18),
provenientes do banco de dentes da Clinica Odontoldgica da UEM, os quais deram origem a
20 blocos de dentina.
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Figura 18: Dentes higidos com rizogénese incompleta [9].

Os dentes foram cortados em forma de bloco (de aproximadamente 1000 um de
espessura) por um disco de diamante (South Bay Technology; Diamond Wheel, San Clement,
California, USA) sob refrigeracdo acoplado a uma maquina de corte (IsoMet Low Speed Saw;
Buehler, Lake Bluff, IL, USA), como mostrado na Fig. 19.

A N
——————— Dentina
—\_ - _f_ - —FE.{:Epl]]paI
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Figura 19: (A) Traco laranja indicando o local de realizagdo do primeiro e segundo corte; (B) Dente posicionado
para iniciar o corte; (C) Desenho esquematico do bloco de dentina apds os cortes.

Cada dente originou dois blocos de dentina (Fig. 20), um bloco de dentina higida
e outro para ser submetido a inducGes de lesdes de carie artificiais.
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Figura 20: Blocos de dentina higida. As linhas tracejadas indicam os locais nos quais foram realizados os cortes

para obtencdo de blocos de dentina de um mesmo dente [9].

Apos a realizacdo do primeiro corte, a superficie oclusal (Fig. 21) foi marcada
com um esmalte de unha vermelho para distinguir as duas superficies, a amostra era
posicionada na célula fotoacustica de tal modo a garantir que o sinal ndo tivesse contribuicédo
do esmalte. E importante distinguir essas superficies para analise da permeacdo do

fotossensibilizador, pois foi aplicado somente na face oclusal.

Figura 21: (A) marcagdo para distinguir as superficies; (B) dente apds os cortes e com a marcacgao do esmalte na
face oclusal [9].

Para a espectroscopia Raman foi utilizado um outro grupo de amostras, dentinas
higidas e com lesdo de carie induzida, provenientes de quatro dentes, que passaram pelo
mesmo processo de inducdo de lesdo de cérie e cortes. Esse grupo tem espessura final de
aproximadamente 1000 um. Tanto para espectroscopia fotoactstica como para espectroscopia

Raman os blocos de dentina com inducdo de lesdo de céarie tinham espessuras reduzidas
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comparada a espessura pos corte, que originaram os fragmentos dentarios, pois o biofilme
bacteriano causou leve perda de estrutura mineral nas amostras.

Como os resultados deste trabalho, no qual o objetivo principal é um estudo
espectroscopico dos efeitos da inducdo de lesdo de cérie em dentina independente da
aplicacdo do fotossensibilizador, foram realizados posterior ao estudo comparativo de
permeacdo do fotossensibilizador em dentina higidas e com inducdo de lesdo de carie,
realizado pela aluna Ingrid Gomes Perez Occhi, as espessuras finais dos blocos de dentina

para a espectroscopia fotoacustica ndo foram as mesmas para cada amostra.

3.3.2 Inducéo de Carie

Para o processo de inducdo de les@o de carie in vitro, os blocos de dentina foram
esterilizados por meio de radiacdo gama no Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA) - ESALQ. Depois de estéreis foram colocados de maneira asséptica em placas (Fig.
22), revestidos de saliva e colocados em meio de cultura inoculados com Streptococcus
mutans UA 159 para a formacédo do biofilme (este é formado quando as bactérias sdo capazes
de colonizar e crescer na superficie do bloco de dentina). E importante ressaltar que os blocos
ficavam totalmente imersos em meio de cultura que era substituido a cada 24 horas durante 5
dias. Todo o processo de indugdo de lesdo de cérie foi realizado pela aluna Ingrid Gomes
Perez Occhi na Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP. O protocolo completo

para inducdo de lesdo de carie in vitro encontra-se na dissertacdo da referida aluna [9].

-

Figura 4: Placa de pocos de fundo c6ncavo [9].
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3.3.3 Aplicacao do Fotossensibilizador

Para as analises de permeacdo do fotossensibilizador eritrosina, foi determinado o
sinal fotoacustico do bloco de dentina, sobre a face pulpar, antes da aplica¢do do corante (Fig.
23).

Luz modulada

.
re

1 mm

— Face ochusal

Figura 23: Esquema da realizacdo dos espectros antes da aplicagdo da eritrosina.

Uma aliquota de 4 pL da solugdo de Eritrosina na concentragdo de 3x107 M
(0,3%) ou na concentracdo de 5x10° M (5%) foi colocada com pipeta volumétrica e mantida
por 30 minutos para permitir penetracdo (Fig. 24). Ap0s este periodo, o excesso de corante foi

removido com o auxilio de uma haste flexivel de plastico com algoddes em suas pontas.

-
®B) (®)

Figura 24: (A) aplicacdo da eritrosina na face oclusal; (B) dente com aplicacdo de eritrosina na face oclusal
(marcagdo com esmalte); (C) dente com aplicacdo de eritrosina na face oclusal apés periodo de 30 minutos.

Foi realizada a leitura da face oclusal e pulpar para detec¢do do corante (Fig. 25).
Quando n&o era possivel a detecgdo do corante na espessura inicial, a superficie pulpar da
amostra de dentina foi lixada a seco, com lixa de granulagdo 1500 (Norton Ind. Brasileira),


http://pt.wikipedia.org/wiki/Algod%C3%A3o
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para reducdo de sua espessura. Com auxilio de um micrémetro digital (Mitutoyo® Digimatic
Micrometer; Kanagawa, Japan) a espessura foi gradativamente reduzida e monitorada, e a
cada reducdo, novas leituras utilizando a espectroscopia fotoacustica foram realizadas até que
0 corante pudesse ser detectado na superficie pulpar. Sendo assim a espessura final de cada
bloco era determinada quando a banda do corante era detectada, essa espessura variou

significativamente de uma amostra para outra.

Luz modulada Luz modulada
| | | | | |
l l l Face oclusal l l l Face pulpar
XXX I I LYL] {/ ,{'/
‘s'eas'd’s" """' Espessura final:
das ada a .
Espessura e 4 0 o determinada pela
inicial: . . deteccdo do * -
1mm corante s san e
i‘—-—._,_____-_‘_
Face pulpar Face oclusal
(A) (B)

Figura 25: Esquema da realizacdo dos espectros apés aplicagdo da eritrosina: (A) face oclusal; (B) face pulpar.
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4. Resultados e Discussao

Neste trabalho avaliamos in vitro, por meio da espectroscopia fotoacustica e
Raman, a resposta espectral da dentina higida e cariada tendo como controle 0 mesmo dente, e
aplicamos o método de separagdo dos espectros na fase do sinal fotoacustico para tentarmos

identificar diferencas entre elas.

4.1. Estudo da Lesdo de Carie Experimental via Espectroscopia

Fotoacustica

A técnica de espectroscopia fotoacustica é empregada em diversas aplicacoes,
desde 1973 passou a ser utilizada também em materiais biologicos [50]. A caracteristica
principal desta técnica é o fato de que ao invés de medir a radiacdo transmitida ou refletida
pela amostra, com ela mede-se a fracdo da energia luminosa que é absorvida e transformada
em calor. Ou seja, amostras opacas que espalham luz e na forma semisoélida, como é o caso da
dentina, podem ser estudadas com essa técnica. A espectroscopia fotoacUstica tem se
mostrado uma técnica promissora para se realizar estes estudos relacionados a estruturas
dentérias.

Para realizacdo do experimento, primeiramente obtemos o sinal fotoacUstico das
amostras de dentina higida e cariada (face pulpar), sem a aplicacdo do corante, como
mostrado na Fig. 26 (A), e o sinal fotoactstico do meio em que os blocos de dentina foram
submetidos na de inducgdo de lesdo de carie, Fig. 26 (B). Estas leituras foram realizadas em
todas as amostras de dentina servindo como controle para comparacdo apds a inducdo do
processo de cérie e a aplicacdo do corante.

Na Figura 26 (A) comparando os espectros das dentina higida e cariada nota-se
que ndo é possivel observar bandas que as diferenciem, mas sim variacdes nas areas das
bandas em comum. Para avaliar essas caracteristicas foi realizada deconvolucao gaussiana em
todos os espectros provenientes dos fragmentos higidos e cariados.

A figura 26 (B) mostra o espectro do meio em que os blocos de dentina foram
imersos para o0 processo de inducdo de lesdo de carie (meio para inducgéo de carie). Este meio

é composto pelo inéculo® S. Mutans, o meio de cultura® da bactéria e sacarose, cujos os

1 Um inéculo é uma amostra de material contendo geralmente uma pequena quantidade dos microorganismos de
interesse que se multiplicam aumentando em nimero e massa.
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espectros também estdo apresentados na Fig. 26 (B). Nota-se que 0s espectros para 0 meio de
inducdo de cérie e seus componentes possuem espectros semelhantes, e com contribuicdo na

mesma regido espectral que a dentina higida e cariada.

0,8

— Dentina higida A
- Dentina cariada

0,6

<
2
3
% 1 1 N 1 1
§ 300 400 500 600 700
< 0,8
2 Meio para inducéo de cérie B
@ = |néculo S. Mutans
0,6 || == Meio de cultura
04 |
0,2
0,0 &9‘ P S
1 | 1 | 1 | 1 |
300 400 500 600 700

Comprimento de Onda (nm)

Figura 26: (A) Sinal fotoacustico da face pulpar da dentina higida e da dentina cariada artificialmente . (B)

Sinal fotoacUstico do meio para inducdo de cérie e seus componentes.

2 Meio de cultura é uma mistura de nutrientes necessarios ao crescimento microbiano, devendo conter fonte de
energia para a vida das células.
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A Figura 27 mostra o sinal fotoacustico da amostra de dentina higida (Fig. 27
(A)) e cariada (Fig. 27 (B)) com as curvas gaussianas ajustadas. O ajuste gaussiano
utilizada para analise de espectros é a decomposicdo de uma banda observavel nos
componentes que a constituem, que se encontram sobrepostos na banda observavel, sendo
assim utiliza-se uma soma de fungdes gaussianas, a fim de se obter a curva teodrica que
melhor represente o dado experimental.

O sinal fotoacustico de cada dentina foi ajustado com curvas gaussianas para
podermos obter possiveis variacbes dos componentes das amostras que estdo sobrepostas
nos espectros. Na deconvolucgdo gaussiana 0s parametros ajustaveis sao o centro, a largura
e a area da banda das bandas existentes no espectro de interesse. A fungdo gaussiana é

dada por:

_pmx0)?

A
y= J’o+me w? (7)

Sendo Yp ¢ o valor inicial “offset”, w é a largura, A é a &rea e X; é 0 centro da
banda ajustada.

Este tratamento matematico foi feito fixando os centros das bandas, de acordo
com dados obtidos na literatura [25], e permanecendo a largura e a area como parametros
ajustaveis. Dentre os componentes encontrados na dentina higida, optou-se por centralizar
este estudo nas bandas centradas em torno de 325 e 425 nm, que sdo atribuidas ao colageno e
a porfirina, respectivamente [25]. A andlise principal deste estudo é estudar os processos
envolvidos na matriz organica e mineral da dentina com inducdo de lesdo de cérie, sendo
assim avaliar o colageno é de grande importancia, pois este € o componente organico
predominante na dentina. Ja a porfirina, banda adjacente ao colageno, ndo foi avaliada neste
estudo, entretanto seu ajuste por meio das gaussiana foi necessario para avaliar sua
contribuicdo na banda do colageno. A contribuicdo da porcéo inorganica da dentina, entre 300
a 800 nm, é insignificante comparada a por¢do organica na mesma regido.

Para fazer os ajustes do sinal fotoacustico, o comprimento de onda de todos os
espectros foram convertidos para cm™, visto que, os espectros fornecem elementos
importantes no estudo das bandas de energia de um dado elemento. Este procedimento foi

feito para todos os dentes utilizados neste trabalho.
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Figura 27: (A) Sinal fotoacustico da amostra de dentina higida ajustada com curvas gaussianas. (B) Sinal

fotoacustico da amostra de dentina cariada ajustada com curvas gaussianas.
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A média das areas das dentina higidas e cariadas das bandas centradas em 325
e 425 nm, obtidas por ajuste gaussiano, das 10 amostras analisadas estdo representadas na
Fig 28. Comparando a média das areas para a banda centrada em 325 nm nota-se uma
tendéncia de aumento para a dentina cariada, banda atribuida ao colageno. Com relacéo a
banda centrada em 425 nm, atribuida a porfirina, ndo é possivel verificar nenhuma
tendéncia de comportamento ao comparar as dentinas higidas e cariadas. Lembrando que
um dente deu origem a dois blocos de dentina, sendo um mantido como controle e o outro
submetido ao processo de inducdo de lesdo de cérie. Foi adotada a média das areas das
gaussianas ajustadas devido a variabilidade biologica das dentinas utilizadas, mesmo
utilizando dentinas provenientes de dentes de idades proximas e na mesma posi¢cao com
relacdo a arcada déssea e submetidos a mesma condicdo de estocagem e processo de lesdo

de carie.

3000 [ x_= 325 nm (colageno)
[ ] X = 425 nm (porfirina)

2500

2000
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Média do valor das areas

500

Dentina Higida Dentina Cariada

Figura 28: Média do valor das areas das gaussianas do coladgeno (em azul, n=10) e da porfirina (em magenta,

n=10) comparando a dentina higida e cariada.
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A espectroscopia fotoacustica também fornece andlises com relagdo a fase do
sinal fotoacustico, 0 método de separacdo de fase € uma maneira de isolar espectros
fotoacUsticos de camadas superpostas, cada qual com um espectro de absorcdo distinto,
usando o fato de que o sinal de cada camada tem uma fase diferente. Ou seja, como cada um
desses centros absorvem em comprimentos de onda distintos, resultara em intervalos de
tempo diferentes para absorver a radiacdo incidente e gerar calor, fornecendo assim sinais
fotoacusticos com fases distintas [62, 63].

Foi realizado o método de separacdo de fase para as bandas com centro em 325 e
425 nm e a diferenca de fase entre elas para as dentinas higidas e cariadas, a Tabela 3 mostra
média dos valores para a fase em cada comprimento de onda e a diferenca de fase entre elas
para a dentina higida e cariada, as fases @,e @, indicam a fase no comprimento de em 325 e
425 nm, respectivamente, e ¥, , representa a diferenca de fase entre @, e @,.

Nota-se que para a dentina cariada a fase para da banda em 325 nm é menor, em
média, do que a fase para a dentina higida no mesmo comprimento de onda, isso pode indicar
que o valor médio da espessura que contribui para o sinal fotoacUstico com a inducéo da leséo
de carie é mais superficial, ou seja, mais proximo da superficie na qual a luz incide.

Uma possivel explicacdo seria que na dentina higida a contribuicdo mineral é
maior, assim os cristais de hidroxiapatita, opticamente transparentes para a fotoacustica,
espalham a luz incidente e assim o calor gerado em camadas mais internas da dentina higida
demora mais a se propagar até a superficie que a luz incide, assim a fase do sinal fotoacustico
é maior para dentina higida, pois o calor demora mais tempo para se propagar, e ainda como a
luz é mais espalhada na dentina higida devido aos cristais de hidroxiapatita a intensidade do
sinal fotoacustico é menor com relacdo a dentina cariada.

Do ponto de vista da dentina cariada, a desmineralizacdo devido a inducdo de
lesdo de carie diminui a quantidade de cristais de hidroxiapatita, diminuindo também a
quantidade de luz espalhada na dentina, e o calor gerado se propaga mais rapidamente até a
superficie na qual a luz incide, diminuindo a fase da banda em 325 nm. Com menos luz
espalhada, a luz incidente atinge de forma mais direta 0s componentes organicos da dentina,
tal como o colageno, aumentando também o sinal fotoacuUstico. Lembrando que a
predominancia do sinal fotoacustico da dentina é organica.

Os valores medios para a fase em 325 nm s&o 64° e 48° e para a banda em 425 nm
sdo 80° e 62°, dentinas higidas e cariadas, respectivamente. Nota-se que a banda em 425 nm

também tem sua fase diminuida com a inducdo de lesdo de cérie, indicando novamente que
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desmineralizacdo deixa a matriz organica mais exposta, entretanto ndo foi observado
tendéncia de aumento na area desta banda com os ajustes gaussianos. Este dado mostra que
centros absorvedores proximos, podem ser melhor analisados mediante a aplica¢do do método
de separacdo de fase. De acordo com a literatura, na matriz organica da dentina o maior
contribuinte é o colageno, e por isso direcionamos nossas analises para a banda em 325 nm.

A diferenca de fase entre a banda em 325 e 425 nm também indica a
desmineralizacdo, pois a diferenca de fase para a dentina higida tem a tendéncia de ser maior
do que para a dentina cariada. A diferenca de fase média (Tabela 3 ) para dentina higida é de

17° e para a dentina cariada 14°, indicando a exposicao da parte organica.

Tabela 3: Média da separagdo de fase para as bandas com centro em 325 e 425 nm e da diferenca de fase entre

elas para as dentinas higidas e cariadas

Amostra D, @, Y,

Dentina Cariada 48+ 5)° | 62+ 6)° | (14 + 3)°

De acordo com Dias e colaboradores [64], a dentina se encontra no regime
termicamente grosso de 4 a 15 Hz, e a difusividade térmica varia de (20 — 32).10™ cm?s™ de
acordo com a idade do dente, sendo os limites de idade de 17 a 61 anos. Em nossos estudos
consideramos a difusividade térmica da dentina de 26.10 cm?s™, e consideramos néo variar
com a carie experimental, ja que nossos resultados indicam que o processo de indugdo sejam
iniciais. No regime termicamente grosso (Is >> ), espectros resolvidos, tendem a uma
absorcdo mais superficial para angulos de fase préximos a 45° tanto para materiais
opticamente transparente ou opacos (ls >> ps) , os dados da fase para as dentinas cariadas
neste trabalho se aproximam do valor (48 + 5)° indicando também que a parte mineral
contribui de forma menos significante nas dentinas cariadas, ou seja, indicando a
desmineralizacdo da dentina. Efeitos de mudanca de estrutura, como degradacéo do colageno
devido a inducdo de carie, foram desprezados, pois as analises por espectroscopia Raman
indicaram que ndo houve este tipo de mudanca conformocional, este dados serdo discutidos
com maiores detalhes no texto que se segue.

Em relacdo ao aumento na banda atribuida ao coladgeno, quando comparadas as
dentinas higidas e cariadas, além da desmineralizacdo que ocorre, ndo pode-se descartar uma

possivel contribuicdo do meio de inducgéo da lesdo de carie, que contém o meio de cultura, o
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indculo da bactéria e possiveis produtos resultantes da bactéria com o meio de cultura, pois
todos estes possuem bandas de absorcdo na mesma regido espectral atribuida ao colageno.
Fusayama [60], descreveu em seu trabalho que na auséncia da dentina intertubular esse
espaco é preenchido por bactérias ou cristais de formas variadas que sdo distribuidos
frouxamente. Assim, o produto da desmineralizacdo, 0s restos organicos e as bactérias
poderiam ficar depositados no interior dos tubulos.

Alguns estudos sobre dentina cariada comentam sobre degradacao do coldgeno no
processo de cérie. Richards-Kortum [25] menciona que, variacfes em relacdo a banda de
absorcdo do colageno, majoritariamente do tipo I, € um indicativo de sua degradacéo. S.
Nakornchai e colaboradores [43], por meio de analises bioquimicas, mostrou em seu trabalho
que o colageno é alterado tanto qualitativamente quanto quantitativamente em dentina
cariada, o que indica sua dissociagéo estrutural e degradacéo.

As andlises realizadas na banda do colageno indicam a ocorréncia de mudancas
entre a dentina higida e a que sofreu o processo de inducdo de lesdo de carie, porém, ndo é
possivel, nesse estudo, dizer via espectroscopia fotoacUstica se houve degradacdo do
coladgeno ou apenas uma desorganizagdo das fibras colagenas. Técnicas espectroscopicas na
regido do infravermelho podem fornecer essa informagdo com relacdo a mudancas
moleculares dos componentes de tecidos bioldgicos, tais como tecidos dentarios. Para
investigar as possiveis mudancas moleculares associadas a degradacdo ou ndo do colageno da
dentina ap6s inducao de lesdo de cérie, utilizamos a espectroscopia Raman nos fragmentos de
dentinas higidas e cariadas artificialmente.

4.2. Estudo da Lesdo de Carie Induzida via Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman, por identificar vibragcbes moleculares especificas
induzidas por uma luz monocromatica, permite a analise estrutural de amostras [2, 6]. Dentre
as vantagens dessa técnica podemos citar a capacidade de fornecer informacdes tanto do
componente mineral quanto do componente orgénico, no caso o coladgeno, sem a destruicéo
da amostra ao final das medidas. As intensidades relativas das bandas podem levar a
estimativas dos constituintes das amostras [2].

A figura 29 (A) mostra os espectros obtidos para fragmentos de dentina, sendo a
face pulpar direcionada para o laser, sem a aplicagdo de fotossensibilizador, antes e apds a

indugdo de lesdo de carie artificial. Todos os espectros foram corrigidos por linha de base e
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normalizados em 2942 cm™ (estiramento C-H). O pico para normalizagdo foi escolhido de
forma que ndo interferisse na analise da regido da amida 1 (1720 - 1550 cm™) e do
grupamento fosfato (990 — 930 cm™), regides estas de interesse para analise de componentes
organicos e inorganicos, respectivamente. Os nUmeros indicam 0s principais picos
identificados referentes a dentina higida , e estdo descritos na Tabela 4.

A figura 29 (B) mostra uma ampliac&o na banda com centro em 961 cm™ (pico 6),
correlacionando a intensidade deste pico com processos de desmineralizagdo na dentina apos
a inducdo de lesdo de carie . Comparando a dentina higida (linhas e pontos) com a dentina
cariada artificialmente (linhas sélidas) é possivel notar uma reducdo na intensidade do pico
em 961 cm™ ap6s o processo de inducdo de carie. Para o dente D21 o comportamento foi 0
aumento da intensidade para a dentina cariada artificialmente, 0 que mostra que a
variabilidade bioldgica é um fator que influéncia no método de inducéo artificial de carie.

Anélises com relacdo a possiveis alteracbes conformacionais na parte organica da
dentina foram realizadas integrando toda a regido da amida | (1720 — 1550 cm™) dos espectros
Raman de cada fragmento dentéario, antes e ap0s a inducdo de lesdo de carie, a Fig. 29 (C)
mostra a média das areas da regido da amida | para as dentinas higidas e cariadas. Nota-se um

pequeno aumento na area da amida | para a dentina cariada.

Tabela 4: Principais picos da dentina higida e suas atribuicoes.

N° do pico Centro df pico Atribuicao
(cm™)
1 2942 v(CH)
2 1665 v(C=0): Amida |
3 1453 8(CH)
4 1270 O(NH)
5 1070 v1(CO5)
6 961 v1i(PO,%)
7 590 v4(O-P-0)
8 430 v2(O-P-0)

L] Composto orgénico;D Composto inorgénico; v: Estiramento; 8: Deformacéo.
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Figura 29: (A) espectros Raman dos fragmentos de dentina, sem aplicacdo de corante, antes (linha e simbolo) e
apos indugdo de leséo de cérie artificial (linha sélida), os nimeros indicam os picos principais da dentina higida
descritos na Tabela 4. (B) Variacéo de intensidade do pico referente ao grupamento PO, representando o
contetido mineral da dentina. (C) Média das &reas na regido da amida I (1720 — 1550 cm™), das dentinas higidas
e cariadas representando o contetido orgénico da dentina. Todos os espectros foram normalizados com relagdo ao

pico (1) (2942 cm™) e corrigidos por uma mesma linha de base.

Na espectroscopia Raman, a matriz organica da dentina pode ser analisada
principalmente pela amida I (1665 cm™), amida 111 (1270 cm™) e estiramentos e deformacdes
do —CH, regi#o de entre 3000 — 2800 cm™ e 1500 — 1360 cm™, respectivamente [65]. A regi&o
da amida | é caracteristica do contetdo proteico do material analisado, na dentina pode ser
correlacionado ao colageno, e os grupamentos —CH sdo de natureza lipidica. J& a parte
mineral é analisada pelos grupamentos fosfato (PO,*) e carbonato (COs%), pertencentes aos
cristais de hidroxiapatita, sendo o pico mais evidente referente ao estiramento P-O-P em 961
cm™,

A diminuicdo da intensidade do pico centrado em 961 cm™ referente ao grupo

fosfato indica uma desmineralizagdo na dentina que passou pelo processo de cérie artificial. A
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parte hipermineralizada da dentina (dentina peritubular) compde as paredes que abrigam 0s
prolongamentos odontoblasticos e a parte hipomineralizada (dentina intertubular) sdo os
espacos entre os cristais de hidroxiapatita, nesta parte também existem as fibras colagenas,
originadas dos prolongamentos odontoblasticos, chamadas também de coldgeno mineralizado.
A Figura 30 mostra a localizacdo das dentinas peritubular e intertubular e das fibras colagenas
e um esquema progressivo do processo de desmineralizacdo da dentina Estes espacos entre 0s
cristais sdo mais susceptiveis a carie e bactérias cariogénicas que destroem o colageno e assim

os cristais desmoronam causando a desmineralizagéo da dentina [66].
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Figura 30: Esquemas do processo de desmineralizagdo da dentina em cortes longitudinal e transversal. (A)

dentina higida; (B) processo inicial de desmineralizacdo; (C) dentina desmineralizada [65].

Anadlises realizadas na banda da amida | podem indicar mudancas
conformacionais do contetido protéico do material analisado. As proteinas sdo compostos
organicos complexos que consistem em um arranjo linear de aminoéacidos ligados por ligacGes
peptidicas, que se enovelam em estruturas tridimensionais, havendo quatro conformacgdes
distintas em sua estrutura, chamadas de estruturas primarias, secundarias, terciarias e
quaternarias. Estas estruturas se discriminam na disposicao espacial da cadeia de aminoacidos
da proteina que vai desde uma simetria planar (priméria) até um estado enovelado (terciaria e
quaternéria). A funcdo de uma proteina depende de sua conformacdo. Transi¢Oes entre as
estruturas sdo chamadas de mudangas conformacionais, que podem mudar a funcdo da

proteina ou até mesmo desativa-la chamada de desnaturacdo da proteina. Essas mudancas
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conformacionais podem ser analisadas em espectros Raman, principalmente na regido da
amida I, sendo avaliadas alteracdes de intensidade e largura ou aparecimento/desaparecimento
de novas bandas.

A céarie em um estdgio avancado pode provocar mudancas conformacionais em
sua proteina mais abundante na dentina, o coldgeno. O coladgeno presente na dentina é
majoritariamente do tipo I, apresentando duas cadeias polipeptidicas idénticas, constituidas
majoritariamente por residuos de glicina (33%), prolina (13%) e aminoacidos derivados da
prolina (~10%) [23].

De acordo com Xu e colaboradores [68], € possivel analisar mudancas
conformacionais na estrutura do colageno avaliando o comportamento da razdo entre a
intensidade dos picos centrados em 1660 e 1690 cm™ (1660/1690), regido da amida I. No
trabalho de Xu a comparacdo entre dentina higida e cariada mostra que a razéo decresce para
a dentina cariada, indicando processos de desnaturacdo e modificagdo da matriz colagena. Em
nosso trabalho esta mesma razdo foi calculada, apds deconvolucdo gaussina na regido da
amida I, tendendo a um aumento para a dentina cariada artificialmente, sendo a média das
razBes das intensidades para a dentina higida de (1,8 + 0,2) e para dentina cariada (2,4 + 0,3).
Assim o processo de lesdo de carie apresentada em nosso trabalho ndo atingiu a fase de
desnaturacdo do colageno, podendo ter ocorrido apenas uma sutil desorganizacdo nas fibras
colagenas da dentina sem mudancas conformacionais detectaveis pela espectroscopia Raman.
Esta razdo é chamada de razdo de ligacdo cruzada, no colageno da dentina as ligacdes
cruzadas sdo ligacdes intermoleculares entre moléculas de coladgeno que atribui a dentina
tenacidade, resiliéncia e resisténcia térmica, mecanica e quimica. O decréscimo desta razdo
indica a diminuicdo nas ligacGes cruzadas e degradacdo do colageno, sendo assim o aumento
nesta razdo em nosso trabalho, pode apenas ser um indicativo de aumento em toda regido da
amida .

Diante deste resultado calculamos a area total da regido da amida | (1720 — 1550
cm™) por integracéo para cada fragmento dentério e obtivemos uma média das &reas para a
dentina higida e cariada artificialmente (Fig. 29 (C)). A Fig. 29 (C) mostra um aumento para
banda da amida | apds a inducéo de leséo de carie artificial, este comportamento pode indicar
a exposicdo da matriz orgénica dentinéria devido & desmineralizacdo [65], como visto na
diminuicdo do pico de 961 cm™ que, entdo levariam & degradacdo do colageno e demais

componentes da matriz organica dentinaria em um estagio mais avangado da lesdo de cérie.
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Os resultados via espectroscopia Raman corroboram com os dados obtidos por
espectroscopia fotoacustica na regido do ultravioleta visivel, na qual a banda referente ao
coldgeno da dentina também tem &area maior para o dentina cariada quando comparada a
dentina higida.

Como a razdo de ligacdo cruzada calculada pelas bandas obtidas por Raman, nédo
indicaram mudanca conformacional, o colageno da matriz orgéanica para a dentina cariada e
higida mantiveram estruturas semelhantes, e ainda com a fraca desmineralizagdo na dentina
cariada.

Outra informacdo relevante que pode ser obtida por espectroscopia Raman na
avaliacdo do processo de carie em dentina é a observacdo do aumento de luminescéncia nos
espectros, mantendo as mesmas condi¢des experimentais para todas as amostras. As dentinas
em processo de cérie mais aguda apresentam maior luminescéncia do que processos iniciais
de carie. Em nosso estudo os espectros da dentina cariada artificialmente apresentaram baixa
luminescéncia, indicando novamente um processo inicial da lesdo de cérie induzida.

A Figura 31 mostra espectros Raman de dentina cariada sem indu¢do comparada a
dentina com indugdo de carie artificial. No detalhe da Fig. 31 estda mostrado uma foto
comparativa de uma dentina com lesdo de cérie induzida e outra dentina cariada sem induc&o.
Nota-se que o espectro com maior luminescéncia localiza-se na dentina cariada mais escura,
enquanto que os espectros das demais dentinas cariadas sem inducdo tem luminescéncia
semelhante aos espectros das dentinas com inducdo de cérie artificial. O aumento da
luminescéncia na dentina esta associado a exposicdo da matriz organica. Neste estudo a
presenca da luminescéncia via espectroscopia Raman foi utilizada como uma analise
qualitativa da dentina com inducdo de lesdo de carie, mas de maneira geral, 0 aumento da
luminescéncia na espectroscopia Raman é um fator complicador, pois ha sobreposicdo do

efeito de espalhamento Raman com o de luminescéncia.
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Figura 31: Espectros Raman de dentina cariada sendo D3 e D4 sem indugéo de leséo de cérie artificial e D24
com inducéo de lesdo de cérie artificial. As fotos indicam as posi¢des na dentina onde foram realizadas as

medidas. Os espectros ndo tém correcdo de linha de base.

4.3. Estudo da Permeacéo de Fotossensibilizador em Dentina com Lesao de

Carie Induzida

Este estudo completo esta descrito na dissertacdo de mestrado de Ingrid Gomes
Perez Occhi [9], o qual teve como objetivo principal avaliar a profundidade de penetracdo do
fotossensibilizador eritrosina (Fig. 32) em dentina higida e com lesdo de carie induzida, in

vitro, por meio da técnica de espectroscopia fotoacustica.
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Figura 32: Espectros de absorcéo da eritrosina a 5 % (vermelho) e eritrosina a 0,3 % (azul).

A preparacdo dos fragmentos dentarios, procedimentos para a realizacdo das
medidas de espectroscopia fotoacustica e aplicacdo da eritrosina, nas concentracfes de 0,3 e
5%, nas amostras higidas e com leséo de cérie induzida estdo descritos na secdo de materiais e
métodos. Foi utilizado duas concentracfes diferentes para analisar o efeito de diferentes
concentragdes dos fotossensibilizadores sobre a permeabilidade dentinéria.

A Figura 33 (A) mostra os espectros da dentina higida com e sem aplicacdo da
eritrosina e a Fig. 33 (B) mostra os espectros da dentina com inducdo de lesdo de cérie,
também, com e sem aplicacdo do fotossensibilizador, obtidos na face pulpar. Nota-se a
presenca da banda de absor¢do do corante nos espectros da dentina higida e cariada com
centro em 526 nm. Paras as medidas de permeacdo, os fragmentos com aplicacdo do corante
tinham a face pulpar direcionada para a luz incidente, desta maneira a face oclusal, na qual foi
feita aplicagéo da eritrosina, estava direcionada oposta a luz incidente. Esse procedimento é
adotado para medidas de permeacdo a fim da técnica detectar o corante na face oposta a

aplicacdo da eritrosina.
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Figura 33: Sinal fotoacustico da face pulpar com e sem aplicacéo de eritrosina (3x10”" M (0,3%)): (A) dentina

higida e (B) dentina com leséo de cérie induzida.
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Quando néo era possivel detectar a eritrosina na face pulpar o bloco era lixado e
era feita a leitura novamente, foi repetido este processo até conseguir detectar o corante. A
modulagdo da luz incidente na face oclusal foi de 16 Hz e na face pulpar foi de 75 Hz. A
frequéncia de modulagéo da luz incidente na face pulpar foi escolhida com o objetivo de ter a
maior frequéncia possivel, com frequéncias maiores é possivel a realizacdo de leituras mais
superficiais das amostras.

Para obter a profundidade de permeacdo do corante é subtraida da espessura final,
que corresponde a espessura apds os fragmentos serem lixados, o valor do comprimento de
difusdo ug = 33 um, calculado pela Equacdo (1) sendo a difusividade térmica da dentina
(higida e cariada) de 26.10™ cm?/s e a frequéncia de f = 75 Hz. Foram avaliadas as dentinas
higidas e cariadas artificialmente apds a aplicacdo de eritrosina a 0,3 e 5% de concentragéo.

Na Tabela 5, estdo os resultados dos testes de penetracdo da eritrosina a 0,3 e 5%
nos blocos de dentina higidos e cariados, juntamente com os valores das espessuras iniciais e
finais de cada bloco. As espessuras iniciais dos blocos de dentina cariada, sdo as espessuras
finais ap06s o processo de inducao de lesdo de cérie, lembrando que nesse processo ocorre um
desgaste do bloco de dentina. As espessuras finais dos blocos, sdo as espessuras a partir das
quais foi possivel detectar o corante, visto que muitos blocos precisaram ser lixados.
Observa-se que ndo houve uma diferenca significativa na profundidade de penetracdo da
eritrosina na dentina higida em relacdo a dentina com lesdo de carie induzida. Esse resultado
corrobora com os resultados obtidos na andlise da dentina com lesdo de carie induzida por
espectroscopia fotoacustica e espectroscopia Raman, que indicam uma leve desmineralizacéo,
possivelmente na regido intertubular da dentina lesionada, sem degradacdo das fibras
colagenas, sendo assim a morfologia da dentina cariada se assemelha ao da dentina higida,

ndo modificando significativamente o perfil de permeacao mediante a aplicacdo da eritrosina.
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Tabela 5: Penetracdo da eritrosina nas concentracdes de 0,3 e 5% em dentina higida e cariada.

Espessura | Espessura |Profundidade
Concentracdo de | Condicdo il e FliEl ee Ee x
Eritrosina (%) | da Dentina Dente Blocq de Bloco_ de Penetracao
Dentina Dentina do Corante

(um) (um) (pum)

1 995 180 147

2 990 183 150

Higida 3 1078 140 107

4 1029 1029 996

5 958 958 925

0,3%

1 961 183 150

2 994 150 117

Cariada 3 943 220 187

4 918 209 176

5 936 116 83

6 977 977 944

7 1052 986 953

Higida 8 950 900 867

9 977 263 230

10 990 197 164

5%

6 887 887 854

7 920 920 887

Cariada 8 979 979 946

9 958 244 211

10 1007 1007 974

As analises dos resultados, mostrados na Tabela 5, indicam que a eritrosina a 5%
alcancou uma profundidade de penetracdo maior comparada a alcancada pela eritrosina a
0,3%, isto ocorreu tanto para a dentina higida quanto para a cariada artificialmente. Sugere-se
que a permeacao pode estar diretamente relaciona a concentragdo de corante utilizado, quanto
maior a concentragdo, maior a profundidade de penetracdo do mesmo. Com o aumento da
concentragdo, possivelmente hd um aumento densidade especifica na solucdo de eritrosina a

5%, propiciando maior permeacao na dentina.
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Outros trabalhos que estudaram a permeacdo de corantes fotossensibilizadores,
tais como, azul de toluidina, verde de malaquita, azul de metileno e a prépria eritrosina em
detina higida [13, 69], foram realizados no GEFF em colaboragdo com o Departamento de
Odontologia da UEM. Nestes estudos foram avaliadas o potencial de permeacdo dos
fotossensibilizadores via espectroscopia fotoacustica, e o0s resultados mostraram que
padronizando a idade média dos dentes, o0s corantes mais concentrados estudados
apresentaram maior potencial de permeagdo comparados aos de concentragdo menor.

A penetracdo do corante é influenciada pela estrutura da dentina, foram tomados
cuidados para tentar reduzir a variabilidade bioldgica. Neste trabalho foi selecionado apenas
dentes jovens, que passaram por analise de composicao organica e inorganica por meio de
espectroscopia Raman, para ser feita a exclusdo dos dentes que ndo apresentassem
composicdo semelhante aos demais.

A capacidade do corante de penetrar em dentina é uma propriedade importante em
termos da atuacdo do corante sobre os microrganismos provenientes da carie dentaria nos
tubulos da dentina. Neste trabalho, a profundidade de penetracdo da eritrosina em dentina foi
em torno de 877 um no sentido oclusal-pulpar dos tibulos da dentina para a concentracao de
5%. De acordo com Occhi [9] a eritrosina a 5% apresentou comportamento de permeacédo
favoravel sobre a estrutura dentinaria o que viabiliza sua aplicacdo na superficie dentinaria e
utilizacdo na terapia fotodindmica para a descontaminacdo da dentina cariada, num processo
coadjuvante no tratamento da cérie dentéria, jA que em situacdes de invasdo bacteriana de
tibulos da dentina, dependendo da espécie, do tempo de exposi¢do e do didmetro dos tdbulos,
0S microrganismos podem estar presentes em até 500 um de distancia de sua fonte de infecgéo
sendo que para 0 género estreptococos, a invasdo aos tubulos acontece em 200 pum de
profundidade. Porém, sdo necessarios mais estudos para analisar a relacdo da dentina cariada
com a penetracdo do corante e a quantidade minima necessaria de corante para inativar as

bactérias.
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5. Conclusoes

Conclui-se que a espectroscopia fotoacustica e Raman sdo métodos eficazes e
viaveis para avaliar a resposta espectral da dentina com lesdo de céarie experimental em
comparacdo com a dentina higida. Com os resultados obtidos as técnicas espectroscopicas
empregadas neste estudo tem carater promissor na deteccdo da carie em estagio inicial, ou
seja, em processos iniciais de desmineraliza¢do, no qual ainda ndo ha desnaturacdo da matriz
organica da dentina, majoritamente composta por colageno.

Com a espectroscopia fotoacustica foi possivel avaliar as bandas relacionadas ao
colageno da dentina, na qual foi observada uma tendéncia de aumento da banda centrada em
325 nm devido a desmineralizacdo causada pelo acdo bacteriana no processo de lesdo de carie
experimental. O aumento da banda colageno foi associado a sua exposicdo devido a
desmineralizacdo da dentina intertubular, hipomineralizada. Ainda por esta técnica foi
possivel avaliar a fase do sinal fotoacuUstico, pois a banda de absorcdo mais intensa no
espectro (entre 300 a 800 nm) da dentina tanto higida como da cariada artificialmente, é uma
composicdo de componentes organicos com bandas de absorcdo que sobrepdem nesta regiéo.
Com o método de separacdo de fase foi analisada a fase do sinal fotoacustico para cada
fragmento dentério, higido e cariado artificialmente, no comprimento de onda de 325 nm,
atribuido ao colageno da dentina, a qual mostrou um comportamento de diminuicdo com a
lesdo de cérie induzida na dentina, bem como a diferenca de fase entre as bandas do colageno
e da porfirina, centrada em 425 nm, ambos os resultados indicam também a desmineralizacéo,
pois a diminuicdo da fase do sinal fotoacUstico mostra que o calor estd sendo gerado mais
préximo da superficie na qual a luz € incidente. Sendo a parte mineral responsavel pelo maior
espalhamento da luz incidente na dentina, ao ser desmineralizada a uma maior quantidade de
luz atingindo a matriz orgéanica, agora mais exposta e mais proxima da superficie, levando
menor tempo para gerar as ondas de pressdo dentro da célula fotoacustica, e assim a fase e a
diferenca de fase no sinal fotoacustico decrescem com a leséo de cérie induzida.

Para investigar possiveis mudancgas conformacionais do coldgeno no processo de
carie induzida, foi empregada a espectroscopia Raman. Os resultados confirmaram a
desemineralizacdo detectada pela espectroscopia fotoacustica, mostrando a diminuicdo do
pico relacionado ao fosfato, componente mais rama ativo da estrutura cristalina da
hidroxiapatita, parte mineral da dentina. Entretanto ndo foi observada nenhuma mudanca

conformacional, estes resultados foram obtidos calculando a razéo entre bandas da regido da



68

amida I, chamada de razdo de ligacdo cruzada, a qual sua diminui¢do, comparando a dentina
higida com a cariada, indicaria possivel desnaturacdo do colageno, porém nossos resultados
mostraram aumento dessa razdo. Sendo assim, avaliamos o conteudo proteico das dentinas
integrando a area da amida I, e novamente obtivemos 0 aumento da area desta regido, por se
tratar de uma regido proteica a correlacionamos com o coladgeno da dentina, 0 componente
proteico mais abundante da dentina, este resultado também corrobora com 0 aumento
observado na fotoacuUstica para 0 mesmo componente, mostrando que a matriz organica ficou
mais exposta mediante a desmineralizag&o.

Para dentina com lesdo de carie experimental utilizada neste trabalho, a
permeacdo do corante fotossensibilizador, utilizado no inativagdo de microorganismos no
processo da cérie, ndo foi alterada quando comparada a dentina higida, indicando novamente
que possivelmente ndo houve processo intenso de desnaturacdo da matriz organica, que ocorre
posterior a desmineralizacdo intensa da dentina.

Cabe ressaltar que este estudo foi realizado in vitro, entretanto mostra o potencial
promissor de técnicas espectroscopicas, para diagnostico do processo de cérie inicial em
futuros estudos in vivo, ja que algumas técnicas possuem equipamentos portateis, tais como
espectrométros FT-Raman. Ainda sdo necessarias mais pesquisas, in vitro, com relacdo a
utilizacdo das técnicas de espectroscopia fotoacustica e Raman para deteccdo da carie, que
ficam como perspectivas futuras, tais como avaliar por meio destas espectroscopias estagios
iniciais e avancados da céarie, para observar processos de desnaturacdo proteicas, e
acompanhar o processo de desminaralizacdo da dentina intertubular e peritubular, e ainda
empregar mais técnicas espectroscépicas, como por exemplo, medidas de luminescéncia em

dentinas higidas e cariadas.
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