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RESUMO

A terapia fotodindmica (PDT) tem-se apresentado como uma alternativa conservadora e
promissora para a descontaminagdo da dentina cariada atuando como coadjuvante no
tratamento da cérie dentaria por meio da inativacdo dos seus microrganismos. O efeito
antimicrobiano da PDT resulta de rea¢6es fotoquimicas que ocorrem com a associa¢do de um
fotossensibilizador (FS) e uma fonte de luz aplicados no local afetado. A permeabilidade
dentinaria aos FS utilizados na PDT é um fator importante para sua ocorréncia uma vez que,
se ndo houver uma permeagdo minima do FS na dentina, o efeito da PDT sera superficial. Por
outro lado, se houver alta permeacéo do FS, podem ocorrer efeitos adversos que ainda ndo sao
conhecidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro por meio da espectroscopia
fotoacustica (PAS) a permeabilidade dentinaria a diferentes FS empregados na PDT, analisar
o efeito de diferentes concentracfes e tempos de exposicdo aos FS sobre a permeabilidade
dentinéria, e também avaliar in vitro por meio da espectroscopia fotoacustica em
infravermelho por transformada de Fourier (PAS-FTIR) a presenca de rea¢es quimicas entre
0s FS empregados e a dentina. Para isso, 0s FS azul de metileno (MB), azul de o-toluidina
(TBO) e verde de malaquita (MG) em concentra¢cdes de 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL foram
aplicados sobre um total de 24 amostras de dentina humana, durante 1, 5 ou 30 minutos, que
foram submetidas a PAS para quantificacdo da permeacdo. Em PAS-FTIR 3 amostras foram
utilizadas para os trés FS a 0,1 mg/mL. Para avaliacdo da impregnagdo dos FS nos tabulos
dentindrios 3 amostras foram analisadas em microscopia Optica, e para avaliar as
caracteristicas dos tubulos dentinarios realizou-se a avaliacdo de 6 amostras em microscopia
eletrnica de varredura. Os resultados mostraram que os trés FS permearam em dentina sendo
que o MB a 0,1 mg/mL com periodo de exposicdo de 5 minutos apresentou o maior valor
médio de permeacdo (0,246 mm). Por sua vez, 0 MG a 0,1 mg/mL com periodo de exposi¢do
de 5 minutos apresentou o menor valor médio de permeacdo (0,180 mm). O periodo de
exposicdo de 5 minutos (0,246 mm) ou 30 minutos (0,245 mm) nao interferiu no
comportamento de permeacdo do MB, ja o TBO e o MG apresentaram variagdo no
comportamento de permeacao para os periodos de 5 minutos (0,220 mm e 0,180 mm), e 30
minutos (0,193 mm e 0,237 mm), respectivamente. Para o periodo de 1 minuto os trés FS
tiveram 0 mesmo comportamento de permeacdo (0,150 mm). Ndo foram encontradas ligacGes

quimicas entre os FS testados e a dentina, e houve impregnacdo dos FS nos tabulos
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dentinarios. Pode-se concluir que os FS avaliados possuem capacidade de permeacédo
favoravel sobre a estrutura dentindria 0 que viabiliza sua utilizagdo na PDT para a

descontaminacdo da dentina cariada como coadjuvante no tratamento da carie dentaria.

Descritores: Terapia Fotodindmica; Cérie Dentéria; Fotossensibilizadores; Permeabilidade
Dentéria.
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ABSTRACT

The photodynamic therapy (PDT) has been presented as a conservative alternative and
promising for the decontamination of carious dentin acts as an adjuvant in the treatment of
dental caries through its inactivation of microorganisms. The antimicrobial effect of PDT is
the result of photochemical reactions that occur with the association of a photosensitizer (PS)
and a light source applied at the affected site. The dentin permeability to PS used in PDT is an
important factor for its occurrence since, if there is a minimal permeation of PS in the dentin,
the effect of PDT is superficial. Meantime, if there is a high PS permeation, adverse effects
may occur that are not yet known. Then, the aims of this study was evaluate in vitro using the
photoacustic spectroscopy (PAS) the dentin permeability of different PS used in PDT,
evaluate the effect of different concentration and exposure time of PS on dentin permeability,
and evaluate in vitro using the photoacustic Fourier transform infrared spectroscopy (PA-
FTIRS) to investigate chemical modifications between PS and dentin. So the PS Methylene
Blue (MB), Toluidine Blue O (TBO) and Malachite Green (MG) with 0,1 mg/mL and 0,01
mg/mL concentration was applied in 24 dentin human samples, during 1, 5 or 30 minutes, and
they were submitted to PAS to quantify the permeability. In PA-FTIRS, 3 dentin samples
were used, one sample for each PS with 0,1 mg/mL. To investigate the PS impregnation in
dentinal tubules 3 dentin samples were evaluates in optical microscopy and 6 dentin samples
were used to evaluate the dentinal tubules characteristics in scanning electron microscopy.
According to results the three PS permeated in dentin, the MB 0,1 mg/mL exposed during 5
minutes presented the highest average (0,246 mm) while the MG 0,1 mg/mL exposed during
5 minutes presented the lowest average (0,180 mm). The exposure time of 5 minutes (0,246
mm) or 30 minutes (0,245 mm) didn’t influence in MB permeation behavior, on the other
hand the TBO and MG varied on permeation behavior for periods of 5 minutes (0,220 mm
and 0,180 mm), and 30 minutes (0,193 mm and 0,237 mm), respectively . For the period of 1
minute the three PS had similar permeation (0,150 mm). There weren’t chemical bonds
between the PS and dentin, and occurred PS impregnation in dentinal tubules. Thus concludes
that the PS evaluates have favorable capacity of permeation on dentin structure which enables
their use in PDT for the decontamination of carious dentin as an adjunct in the treatment of

dental caries.

Key words: Photodynamic Therapy; Dental Caries; Photosensitizer; Dentin Permeability.
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1. INTRODUCAO

A cérie dentaria é uma doenca infecciosa prevalente na populacdo mundial e afeta
aproximadamente 60% a 90% das criancas em idade escolar e quase 100% dos adultos®. Seu
tratamento envolve, entre outros fatores, a remog¢do dos microrganismos cariogénicos e na
odontologia, procura-se utilizar procedimentos cada vez mais conservadores®. A terapia
fotodindmica (PDT) tem-se apresentado como uma alternativa conservadora e promissora
para a descontaminacdo da dentina cariada, atuando como coadjuvante no tratamento da
doenca cérie por meio da inativacio de até 95% de seus microrganismos®. O efeito

antimicrobiano da PDT ja foi comprovado®*?

e resulta de reacfes fotoquimicas que ocorrem
com a associagdo de um fotossensibilizador (FS) e uma fonte de luz aplicados no local
afetado™® '*. Para que essa reacdo ocorra, a associacdo entre FS e luz deve apresentar
caracteristicas quimicas e fisicas adequadas, para que os componentes celulares fotossensiveis
passem para um estado excitado™ e produzam agentes citotoxicos capazes de alterar

caracteristicas celulares, resultando na morte bacteriana®®.

Desde a década de 90 a PDT vem sendo empregada sobre microrganismos
cariogénicos*” 8. A PDT foi aplicada sobre suspensdes de Streptococcus mutans por BURNS
e colaboradores em 1995°. Mais recentemente, LIMA e colaboradores (2009)° aplicaram a
PDT em dentina cariada produzida in situ, utilizando como FS o azul de o-toluidina (TBO) a
0,1 mg/mL irradiado por um LED com 638,8 nm durante cinco e dez minutos, o que resultou
em uma reducdo significativa dos microrganismos totais. BAPTISTA (2009)* aplicou a PDT
em cobaias por meio da associa¢do do azul de metileno (MB) a 0,03 mg/mL e LED com 640
nm durante trés minutos, que também resultou em inviabilizacdo significativa de bactérias
cariogénicas. O TBO tem sido o FS de escolha na maioria dos estudos® * & 7 %! Também o
MB, dentre outros, tem sido empregado® ** *2. O verde de malaquita (MG), um corante
utilizado na prética odontolégica como evidenciador de placa bacteriana®®, ainda ndo foi
aplicado sobre microrganismos cariogénicos. Entretanto, PRATES (2005)*° aplicou a PDT
sobre o Actinobacillus actinomycetemcomitans, microrganismo associado a doenca
periodontal, com a utilizacdo do MG a 0,1 mg/mL associado a um laser diodo GaAlAs
vermelho, com comprimento de onda de 660 nm, durante trés e cinco minutos, e encontrou

até 99,9% de inativacdo bacteriana.
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A permeabilidade dentinaria aos FS utilizados na PDT é um fator importante para sua
ocorréncia uma vez que, se ndo houver uma permeac¢do minima do FS na dentina, o efeito da
PDT sera superficial. Por outro lado, se houver alta permeacdo do FS, podem ocorrer efeitos
adversos ainda desconhecidos sobre a polpa. Entretanto, a avaliacdo da permeabilidade
dentinaria frente a aplicacdo de diferentes FS empregados especificamente para a PDT ainda
ndo foi demonstrada. Em 1933, FISH? estudou a permeabilidade dentinaria do corante azul
de metileno, utilizado para coloragdo histoldgica. Os dentes permaneceram no corante por um
tempo de 24 horas a temperatura de 37 graus centigrados e observou-se que nas areas em que
a dentina se apresentava hipermineralizada, a permeabilidade estava acentuadamente

reduzida.

Por muito tempo o estudo da permeabilidade dentindria foi realizado de modo
qualitativo® %. No entanto, a necessidade de informacdes mais concretas fez com que os
estudos se tornassem quantitativos. O Indice de Permeabilidade Dentinaria proposto por
MARSHALL; MASSLER; DUTE em 19607 foi a primeira tentativa no sentido de quantificar
a permeabilidade dentinaria radicular. Desde entdo, ja foi demonstrada a influéncia de varios
fatores na permeabilidade dentinaria dentre eles, a area da dentina exposta e sua espessura®* e
o efeito do tamanho das moléculas utilizadas®. Fatores como a estrutura e a quimica do tecido
envolvido, a pressdo exercida durante o processo bem como a presenca de interacdes

quimicas entre a dentina e 0 agente penetrante também influenciam na permeabilidade?®.

Atualmente, uma técnica viavel que permite a mensuracdo da permeacdo de uma
substancia em amostras ndo homogéneas é a espectroscopia fotoacustica (PAS). Essa técnica
possibilita a realizagdo de medidas de perfil de profundidade ao longo da amostra®’, como
também a deteccdo de interacfes quimicas com os componentes da amostra. ModificacGes
quimicas de acordo com diferentes graus de desmineralizacdo em superficies dentarias foram
avaliadas com a técnica de espectroscopia fotoactstica em infravermelho (PA-FTIRS)? e
também, a avaliagdo da permeacdo de diferentes substancias em pele?’. Ainda, a permeacio

de agentes antifiingicos em unha foi mensurada em PAS®.

Assim, este estudo propbs avaliar in vitro, por meio da técnica de PAS, a
permeabilidade dentinaria de diferentes FS empregados na PDT e analisar o efeito de
diferentes concentracdes e tempos de exposicdo dos FS sobre a permeabilidade dentinaria em

amostras de dentina humana. Dessa maneira, pode-se observar se a capacidade de permeacao
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dos FS empregados na PDT é vidvel para a descontaminacdo da dentina cariada como

coadjuvante no tratamento da doenca carie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cérie dentaria

A cérie dentaria € considerada a principal doenca bucal presente em todos o0s
continentes. Ao contrario do que muitos pensam, ela ndo ¢ uma “doenca da pobreza” e sim
uma conseqliéncia da industrializacdo por meio das mudancas nos héabitos alimentares e
aumento no consumo de aclcar®. Os paises de baixa renda que agregam aproximadamente
62% da populacdo mundial, apresentam os menores indices de carie e também a menor
quantidade de odontdlogos. Por outro lado, os paises de alta renda tém apresentado indices
decrescentes da doenca céarie a qual tem-se concentrado, portanto, nos paises em

desenvolvimento, dentre eles o Brasil®® %,

Biologicamente, o desenvolvimento da cérie inicia-se com a formagéo de uma camada
proteica acelular denominada pelicula adquirida. Essa pelicula é constituida principalmente
por glicoproteinas salivares, fosfoproteinas, lipideos e, em menor extensdo, componentes do
fluido gengival. A composicao da pelicula tem recebido consideravel interesse devido ao seu
papel potencial de determinar a composi¢cdo da microbiota inicial. Espécies bucais do género
Streptococcus constituem cerca de 60 a 80% dessas bactérias pioneiras®* *> *. A cavidade
bucal é a Unica area acessivel no corpo que possui superficies duras capazes de permitir a
colonizacdo microbiana, possibilitando que grandes massas de microrganismos e Sseus

produtos extracelulares se acumulem®’.

O Streptococcus mutans possui caracteristicas que facilitam sua colonizacdo sobre a
pelicula adquirida tornando-o uma espécie numericamente significante no biofilme dentéario
pelos seus altos graus de adesdo ao dente e a glicoproteina salivar que o recobre e, também,
devido a facilidade com que suas células se agregam. Essas populacdes pioneiras se
multiplicam, formando microcoldnias, as quais ficam mergulhadas em muco bacteriano
extracelular e polissacarideos, juntamente com camadas adicionais de proteinas salivares
adsorvidas e glicoproteinas. Assim, ocorre a formacdo de um biofilme, de forma que o
metabolismo das espécies pioneiras crie condicdes apropriadas para a colonizacdo por

bactérias com maiores niveis de exigéncias atmosféricas®* * 3¢,
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Cada superficie dentaria ira amparar um tipo de microflora; dessa forma, cada fissura é
um sistema ecologico individual em que geralmente predominam cocos Gram positivos (70 a
90% da flora) e anaerdbios facultativos, especialmente o Streptococcus sanguis e o
Streptococcus mitis. O S. mutans tem sido isolado em grande nimero a partir de biofilmes

presentes em superficies lisas e lesdes de fissura®.

A cérie dentéria estd intimamente associada com a microbiota residente no biofilme
dentério. O frequente consumo de carboidratos fermentaveis pode levar a constantes quedas
de pH, o que ocasiona um desequilibrio no ecossistema do biofilme bacteriano. Assim, ocorre
uma diminuicdo na proporcao de bactérias acido-sensiveis, como S. sanguinis, S. oralis e S.
mitis, € um aumento nas proporc¢des de espécies sacaroliticas aciddricas e acidogénicas, como
os S. mutans e Lactobacillus®® *°. O aumento na proporcéo dessas espécies leva a uma
producdo cada vez maior de acido, promovendo a desmineralizacdo do dente e deixando a

superficie dentaria mais susceptivel ao aparecimento de lesdes de cérie*.

A partir da desmineralizacdo do esmalte, a lesdo progride lentamente em direcdo a
dentina sendo caracterizada por uma area de dentina desmineralizada sob uma zona
desmineralizada e infectada com bactérias. Clinicamente, a diferenciacdo entre essas zonas € a
remocdo apenas da dentina contaminada é extremamente critica, de maneira que grande

quantidade de tecido sadio desmineralizado é removido durante o preparo cavitario®®.

Nos altimos 15 anos a tecnologia aplicada ao preparo cavitario evoluiu muito com o
desenvolvimento de instrumentos e equipamentos capazes de propiciar a execucdo de
preparos conservadores. Instrumentos e técnicas alternativas de preparo cavitario preservando
0 maximo da estrutura dentaria com preparos conservativos devem atender ndo somente 0s
principios de uma odontologia mais conservadora, mas também preparar as paredes da
cavidade a fim de torna-las receptivas ao procedimento adesivo subsequente. Esta odontologia
minimamente invasiva ou microdentistica justifica-se, uma vez que nenhum material
restaurador substitui o tecido dentario e também possibilita a reducéo e eliminacao do risco de

carie?.

Sabe-se que a remoc¢do do tecido cariado amolecido, ou dentina infectada, é
necessaria, no entanto, a manutencdo da dentina endurecida subjacente, ou dentina afetada,
ainda deixa duvidas entre os odontoldégos. Assim, seria interessante o desenvolvimento de um

tratamento baseado na aplicacdo de agentes com propriedades bactericidas, aplicavel a
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dentina afetada, que reduzisse a quantidade de tecido dentario removido, favorecendo a

preservacéo do dente restaurado™ '8,

2.2. A terapia fotodinamica

A terapia fotodinamica (PDT) promove a inativagcdo de microrganismos por meio de
reacOes fotoquimicas que ocorrem com a combinagdo de um agente fotossensibilizador e uma
fonte de luz* **. Como a maioria das espécies bacterianas ndo apresenta componentes
fotossensiveis, é necessaria a utilizacdo de um fotossensibilizador (FS) que atraia para si a luz.
No entanto, a habilidade de um componente em absorver uma luz incidente ndo significa
necessariamente que ele possa atuar como um FS. Para produzir efeito antimicrobiano, o FS
deve apresentar picos de absorcdo proximos ao comprimento de onda da luz utilizada e nao

deve apresentar danos t6xicos ao hospedeiro®.

Dessa maneira, um FS pode absorver maior ou menor quantidade de luz de acordo sua
frequéncia e comprimento de onda. Quando dizemos que um FS e uma determinada luz séo
complementares, significa que a frequéncia e o comprimento de onda da luz possuem alta
absorcdo pelo FS. Sabidamente, as cores sdo associadas de acordo com essa
complementaridade em um circulo cromatico, como mostra a Figura 1, assim os FS utilizados
devem ser irradiados por sua luz de cor complementar, pois ocorre alta absorcdo da luz pelo
FS devido a sua compatibilidade com a frequéncia e comprimento de onda, ilustrados na

Figura 243 4445,

rrizirel

Priméria

Complementar -

Primdria Priméria

Figura 1 — Adaptacdo do circulo cromético formado pelas cores de acordo com a sua complementaridade. 27



Na regido visivel, que fica entre 400 e 700 nm aproximadamente, quanto maior o
comprimento de onda da luz incidente, maior é o seu grau de penetracdo. Em contrapartida,
uma radiacdo de comprimento de onda menor sofre maior espalhamento e, consequentemente,
a penetracdo da luz é menor. Portanto, € interessante que o comprimento de onda utilizado se
encontre na regido visivel proxima ao infra-vermelho, que se inicia a partir de 700 nm

aproximadamente®®.

Coresdo espectro visivel ¥ 380 — 740 nm

Cor Comprimento de onda (nm) Freauéncia (Hz)
i ~590-625nm ~510—-480Hz
I5aranja e
~565 — 590 nm, ~530—-510 Hz
El6, ~485-500nm, ~620—-600Hz
~440-485nm ~680—-620Hz
Azul o

Figura 2 — Adaptacdo do comprimento de onda e frequéncia aproximados da sequéncia de cores formadas na
regido visivel.

Assim, por meio dessa complementaridade entre FS e fonte de luz, ocorrem reac6es
fotoquimicas que fazem com que os componentes celulares fotossensiveis passem para um
estado excitado™. Nesse estado excitado, ocorre a formagdo de produtos citotdxicos, como o
oxigénio singleto (*O2), capaz de alterar os componentes e metabolismo celulares resultando

na morte bacteriana®®.

Os danos causados pelos FS em biomoléculas podem ocorrer por dois mecanismos
principais. No mecanismo TIPO I, a energia das moléculas excitadas em estado tripleto é
transferida para o oxigénio ou outras biomoléculas através da transferéncia de elétron que
culmina em danos diretos as biomoléculas através da formacao de espécies ativas de oxigénio,
por exemplo, o radical superdxido. No mecanismo TIPO Il, o tempo de vida do estado tripleto
é grande o suficiente para permitir que a energia de excitacdo seja transferida para o oxigénio
molecular, resultando na formacdo de oxigénio singleto, que é extremamente eletrofilico,
sendo capaz de causar danos em membranas, proteinas e DNA, tanto por acdo direta quanto

por formacao de radicais a partir do oxigénio singleto®’.
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Ambos o0s processos sdo de particular interesse para a PDT, uma vez que conduzem a
formacdo de moléculas muito reativas, mas estudos mostram que geralmente o efeito

I8, O oxigénio singleto pode efetuar varias

fotodinamico ocorre pelo mecanismo TIPO |
reacbes com substratos bioldgicos, como oxidacdo e ciclo-adicdo, levando ao dano em

biomoléculas e induzindo a morte celular®’.

Reacdes TIPOI Reacdes TIPOII
5 =t" 10%S ﬂ\
AN o T, =1~ 1075
|Z: -1
| Z =
2 ‘ < 0, OXIGENIO

Absore:

IFosforescéncia
Jransicio nio rad

o
=1

|
v

FOTOSSENSIBILIZADOR

Figura 3 - Diagrama de Jablonski simplificado e mecanismo de acdo da PDT*. S- niveis de energia; S,— estado
eletronico singleto fundamental; S;- primeiro estado eletrénico singleto; To- estado tripleto fundamental; T;-
estado tripleto.

A Figura 3 ilustra o diagrama de Jablonski que representa os estados energéticos de
uma molécula e as transicdes entre eles. As transicdes entre os varios niveis eletrdonicos sdo
verticais e podem ocorrer por meio de transicdes radiativas e ndo radiativas. As radiativas
estdo relacionadas com a absorcdo da energia elevando o sistema para estados excitados de
alta energia e o retorno para o estado fundamental ocorre com a emissdao de fotons. As
transicdes nao radiativas podem ocorrer por diferentes mecanismos, por relaxacdo da rede que

consiste na dissipacdo da energia entre sitios vizinhos*.

Ainda, entre as transicdes de energia pode ocorrer a conversao interna, quando estados
vibracionais de um estado eletronicamente excitado segue para estados excitados mais baixos,
e também pode ocorrer transicdo cruzada, um tipo de transicdo ndo radiativa que pode dar
origem a fosforescéncia. Os processos de desativacdo das moléculas sdo simultaneos e

competitivos entre si, sendo importante determinar a contribuicdo de cada processo, ou seja, 0
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rendimento quéantico de cada processo. Assim, espera-se que um bom FS faga cruzamento
intersistemas, apresentando um alto rendimento quéntico do estado tripleto e de geracdo de

oxigénio singleto™®.

Entre as vantagens da PDT em relagdo ao uso dos agentes antimicrobianos
tradicionais, temos primeiramente que a morte da célula bacteriana pode ser rapida, ndo sendo
necessaria a manutencdo do agente quimico em altas concentragdes sobre as lesées por longos
periodos de tempo, como ocorre com 0s agentes anti-sépticos e antibiéticos. Além disso, a
morte celular mediada pela liberagéo de radicais livres torna o desenvolvimento de resisténcia
pelos microrganismos improvavel. Também, o uso do FS ou da luz sozinhos ndo apresentam
efeito significativo sobre a viabilidade das bactérias, de modo que a a¢do antimicrobiana da
terapia fica restrita & regio corada e irradiada simultaneamente®. Finalmente, o caréater

atraumatico da PDT mostra-se bastante aplicavel a pacientes especiais e pediatricos.

2.3. Histdrico da terapia fotodinamica

A terapia baseada em luz ndo é nova. O uso de FS exdgenos para melhorar a eficacia
da fototerapia foi descrito no Atharva Veda, um livro indiano sagrado datado de 1400 a.C.
Civilizacbes antigas como a India, Egito e China, usavam a acdo fotodindmica através da
ingestdo de plantas contendo psoralenos, associadas a exposicao da luz solar, para tratamento
de doencas de pele, como vitiligo e psoriase, que o filosofo grego Herddoto chamava de Helio

Terapia®’.

A PDT contemporanea comecou em 1900, quando Oscar Raab® observou,
acidentalmente, que um meio de cultura contendo baixas concentracdes de corante de
acridina, exposto a uma luz intensa (neste experimento foram utilizados os raios de uma
tempestade) apresentava como consequéncia a morte do paramécio cultivado, o protozoario

causador da malaria®’.

Em 1903, VVon Tappeiner e Albert Jesionek®, realizaram o tratamento de carcinomas
de células basais com a aplicacédo tdpica de solucéo de eosina a 5% e posterior exposicdo a luz

branca ou a luz solar. O termo Photodynamiche Wirkun (Efeito Fotodindmico), foi entdo
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cunhado por Tappeiner e Jodlbauer, para todas as rea¢des fotobioldgicas envolvendo um FS,

que ocorrem na presenca de oxigénio molecular e levam & destruicdo de células®’.

Os efeitos biomédicos dessa terapia passaram a interessar ainda mais a comunidade
cientifica desde o desenvolvimento do primeiro laser comercial em 1960. A utilizacdo do
laser e outras fontes de luz nas ciéncias da vida baseiam-se em uma grande variedade de

fendmenos associados & interacdo da luz com os tecidos biolégicos®’.

O grande avanco da PDT ocorreu com a descoberta da primeira geracdo de FS, os
derivados da hematoporfirina, comecando com Schwartz>® no inicio da década de 60 e entdo,
na década de 70, os estudos se voltaram para a utilizacdo da PDT em microrganismos. Em
1976 Weishanpt e colaboradores™ postularam que o oxigénio singleto gerado nas reacdes
fotoquimicas era o agente citotoxico responsavel pela morte celular. Na busca por novos FS
mais especificos, fotoativos e com menos efeitos colaterais, surgiu, na década de 90, a
chamada segunda geracdo de farmacos (ftalocianinas, clorinas, bacterioclorinas) e a terceira

geracdo (compostos fotossensiveis de segunda geracdo modificados: Visudyne® e outros)*®
47

Os primeiros trabalhos utilizando a PDT sobre bactérias bucais™ " >*°” demonstraram
que um grande numero dessas bactérias, incluindo-se as periodontopatogénicas e as
cariogénicas, eram susceptiveis a PDT. Assim, adaptou-se a utilizacdo de uma técnica
empregada a pacientes oncoldgicos para combater bactérias bucais, surgindo dai o interesse

em desenvolver um método de descontaminagéo da dentina cariada™.

2.4. Os fotossensibilizadores

Diversos fotossensibilizadores (FS), como o0s corantes xantenos e os fenotiazinicos,

com finalidade antimicrobiana sdo estudados e testados para odontologia®. Dentre os mais

comuns estdo o azul de metileno e o azul de toluidina, da familia das fenotiazinas®® *°

8, 60

, €0

rosa de bengala, a eosina, a eritrosina e a fluoresceina, que sao corantes xantenos
E importante que os FS possuam algumas propriedades gerais*® como:

v minimo efeito toéxico as células normais;
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fotossensibilidade néo prolongada;
simplicidade na formulacéo, reprodutibilidade e alta estabilidade do formulado;

farmacocinética favoravel (rapida eliminacgdo do corpo);

N N NN

facilidade de manuseio sintético que permita efetuar modificacbes para otimizar as

propriedades desejaveis;

v’ facilidade de obtencdo em escala industrial a custos reduzidos e com boa
reprodutibilidade;

v’ facilidade de andlise total dos componentes da férmula, inclusive com fornecimento
de roteiros de validacgéo;

v’ alta afinidade e penetracdo no tecido doente em detrimento do tecido saudavel

(seletividade).

2.4.1. Azul de metileno

O azul de metileno (MB) é um composto fenotiazinico aromatico heterociclico de cor
azul, soluvel em agua, com absor¢do maxima na regidao do vermelho visivel (A= 660nm).
Apresenta baixa toxicidade, uma vez que este composto € utilizado na area médica para uma
série de finalidades terapéuticas, como tratamento de metahemoglobinemia, antidoto para
envenenamento por monodxido de carbono e cianureto e como marcador cirdrgico de
resseccdo de tumores, em concentragdes muito superiores aquelas utilizadas na PDT*2. A
massa molar do MB é 319,85 g/mol, e sua férmula molecular®, CisH1sCIN3S, esta

representada na Figura 4.

PP
+
HSC“N o Sf o N,CHg,

CHs Cl™ CHa

Figura 4 — Estrutura molecular do azul de metileno®.

2.4.2. Azul de o-toluidina
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O azul de orto-toluidina (TBO) ou cloreto de tolénio também €é um composto
fenotiazinico e apresenta estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas similares as do
MB®2. A derivagdo orto refere-se & posicdo em que o grupo metilo (-CHs) est4 ligado ao
grupo funcional amino (-NH;). Esse composto tem sido usado como hemostéatico, corante
bioldgico, pigmento da Ia e da seda, ajuda diagndstica para neoplasmas orais e gastricos, e na
identificacdo da glandula paratiredide na cirurgia da tiredide. O TBO tem sido bastante
empregado na PDT aplicada sobre microrganismos cariogénicos®* ® " 9, Sua massa molar é

107,17 g/mol, e sua formula molecular®®, C1sH16N3S, esta representada da Figura 5.

Figura 5 — Estrutura molecular do azul de o-toluidina®.

2.4.3. Verde de malaquita

O verde malaquita (MG) é um corante usado como rotina na clinica odontologica e
apresenta a caracteristica de interagir com varias substancias organicas, principalmente com o
biofilme dentario™®. Também é usado como corante biolégico para anélise microscopica de
células e amostras de tecidos. O MG apresenta uma banda de absorcao na regido vermelha do
espectro eletromagnético. Sua molécula é catidnica, pertencente a familia dos trifenilmetanos
com trés anéis benzénicos, e sua formula molecular® é C,3H2sN,, representada na Figura 6. O
MG foi utilizado como FS para aplicagio da PDT sobre o Actinobacillus
actinomycetemcomitans, que ocupa um papel importante na ecologia das periodontites
localizadas e generalizadas®®. Também a viabilidade do Staphylococcus aureus foi testada

com a aplicacdo da PDT e utilizagdo do MG como FS®*,
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(CH;),N N(CH3),

Figura 6 — Estrutura molecular do verde de malaquita®*.

2.5. Fontes de luz

Dentre as fontes de luz utilizadas, o laser € bastante empregado para ativar 0os FS
devido as propriedades que 0 mesmo apresenta: concentracdo elevada de energia, baixa
divergéncia, coeréncia e monocromaticidade. E possivel iluminar um meio composto por
materiais diversos e s6 interagir com um determinado componente. A essa caracteristica do
laser damos o nome de seletividade e ela ocorre devido a propriedade da monocromaticidade,
gue nos permite selecionar o comprimento de onda da luz laser de tal forma que ela so interaja

com uma determinada molécula, dentro de um universo de vérias moléculas®®.

O uso do LED como fonte luminosa na PDT tem sido discutido em alguns estudos™ >*

% pois comparado ao laser de baixa poténcia também produz irradiacdo num comprimento de
onda especifico, porém em uma faixa mais ampla no espectro eletromagnético, favorecendo a
obtencdo de complementaridade com os FS utilizados. Além disso, apresenta custo menor, o

que permitiria uma maior popularizacio desta técnica®.

2.6. A terapia fotodinamica e a carie dentaria
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A aplicacdo da PDT sobre os microrganismos relacionados com o desenvolvimento da
carie dentéria, principalmente o Streptococcus mutans, tem se mostrado efetiva de acordo

com alguns estudos realizados:

BURNS; WILSON; PEARSON (1995)° avaliaram o efeito da PDT sobre suspensées
de S. mutans presentes em dentina humana, com a utilizacéo de azul de toluidina a 0,1; 0,05 e
0,025 mg/mL ou fitalocianina dissulfonada de aluminio (AlPcS;) como FS, e laser de hélio e
nebnio (HeNe) com 633 nm ou laser diodo de arseneto de galio e aluminio (GaAlAs) com 660
nm. Quando fatias de dentina com varios graus de desmineralizacdo estavam interpostas entre
a luz laser e a suspensdo bacteriana, um efeito bactericida da ordem de 10’ UFC foi
encontrado. Os resultados desse estudo sugeriram ndo haver relacdo entre a proporgdo de
morte bacteriana e o grau de desmineralizagcdo da dentina ao passo que maiores dosagens de
energia promoviam um aumento na proporcao de mortes. Quando 0s microrganismos estavam
embebidos em uma matriz de colageno no momento da irradiacdo a reducdo no numero de
microrganismos (10° até 10' UFC) foi observada, sugerindo que a PDT pode ser efetiva

sobre S. mutans mesmo quando as bactérias estdo embebidas em dentina desmineralizada.

WILLIAMS et al. (2003)° aplicaram a PDT sobre cultura de S. mutans, utilizando
como FS o azul de o-toluidina a 0,013 mg/mL e como fonte de luz o laser diodo com
comprimento de onda de 633 nm e poténcia de 20 a 80mW. A exposi¢do dos microrganismos
a luz foi de 5 a 60 segundos e os resultados mostraram que a acdo antimicrobiana da PDT foi
efetiva. Esse resultado também foi encontrado por ZANIN e colaboradores (2005)’, que
utilizaram o mesmo FS a 0,1 mg/mL e microrganismo, porém outras duas fontes de luz: o
laser HeNe, com comprimento de onda de 632,8 nm, e 0 LED, com comprimento de onda de
638,8 nm, 32 mW de poténcia e densidade de energia entre 49 e 294 J/cm?. A exposicdo dos
microrganismos a luz foi realizada em 5, 15 ou 30 minutos e observou-se reducdo de 99,99%
da viabilidade das bactérias para ambas as fontes de luz constatando-se assim que o efeito

bactericida é dose dependente.

Também PAULINO et al. (2005)%° aplicaram a PDT em S. mutans e fibroblastos para
verificar a toxicidade e seletividade do FS e da luz empregados. Utilizou-se como corante o
rosa de bengala com variacdo da concentracdo de 0 a 0,05 mg/mL, e como fonte de luz um
fotopolimerizador com comprimento de onda de 400 a 500 nm. A variacdo do tempo de
exposicdo a PDT foi de 0 a 40 segundos. Os resultados mostraram que a luz aplicada

isoladamente ndo produz acdo bactericida e também ndo é toxica as células. Entretanto, o FS
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aplicado isoladamente em concentrac6es superiores a 0,0025 mg/mL apresentou efeito toxico
a viabilidade celular. A associagdo da luz e FS a 0,0005 mg/mL causou a completa inativacéo
bacteriana sem afetar a viabilidade dos fibroblastos.

WOOD et al. (2006)° aplicaram eritrosina, Photofrin® e azul de metileno como FS
sobre S. mutans, utilizando como fonte de luz um filamento de tungsténio/luz branca. Os trés
FS foram utilizados na concentracdo de 1 mg/mL e o comprimento de onda da luz aplicada
variou entre 500 e 550 nm com 22.7 mW/cm? de poténcia para a eritrosina, e entre 600 e 650
nm com 22.5 mW/cm? de poténcia para o azul de metileno e para o Photofrin®. Os
microrganismos foram expostos a luz durante 15 minutos e os resultados mostraram que a
eritrosina causou maior destruicdo celular comparada ao Photofrin® e azul de metileno.
METCALF e colaboradores (2006)°° também utilizaram a eritrosina e um filamento de
tungsténio/luz branca na mesma concentragdo, comprimento de onda e poténcia, com
periodos de exposicdo fracionados. O maior efeito bactericida ocorreu em 10 aplicacfes com

30 segundos de exposicéo e intervalo de 2 minutos entre as exposicoes.

ZANIN et al. (2006)* aplicaram a PDT sobre S. mutans, S. sobrinus e S. sanguinis,
utilizando como FS o azul de o-toluidina a 0,1 mg/mL e como fonte de luz um LED com
comprimento de onda de 638,8 nm e 32 mW de poténcia. A exposicdo a luz foi realizada
durante 7 minutos e observou-se que houve reducdo de 95% de S. mutans e S. sobrinus e
reducdo de 99,9% de S. sanguinis. Estes resultados também foram encontrados por
BEVILACQUA e colaboradores (2007)°. Foram utilizados o mesmo corante e fonte de luz,
com a mesma concentracao e comprimento de onda de 640 nm, e 116 mW de poténcia, sobre
S. mutans. Apds um periodo de 180 segundos de exposicdo a luz observou-se 100% de morte

celular.

GIUSTI et al. (2008)*° aplicaram a PDT sobre Lactobacillus acidéphilos e S. mutans
utilizando como FS a hematoporfirina a 1, 2 e 3 mg/mL, e também o azul de o-toluidina a
0,025 e 0,1 mg/mL. A fonte de luz empregada foi o LED com comprimento de onda de 630
nm e 200 mW de poténcia. Apos exposicdo dos microrganismos a luz durante 60 e 120
segundos, observou-se reducdo bacteriana. A maior reducdo bacteriana resultou da associacao

da aplicacdo de azul de o-toluidina com concentrag&o de 0,1 mg/mL e dose de luz de 48 jlcm?.

ARAUJO et al. (2009)"* aplicaram a PDT em suspensdes de S. mutans, utilizando um

laser vermelho durante um minuto associado a dois FS: azul de o-toluidina ou azul de
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metileno, com concentragdes de 0,005; 0,01 e 0,025 mg/mL. Os resultados mostraram que
houve uma reducdo bacteriana de 70% para o azul de o-toluidina e de 73% para o azul de
metileno, ambos na concentragédo de 0,025 mg/mL. O uso do azul de metileno a 0,005mg/mL
causou uma redugéo de 48%. Para as outras concentragdes testadas ndo se observou nenhuma

reducdo significativa em relagdo ao grupo controle.

LIMA et al. (2009)® aplicaram a PDT em dentina cariada produzida in situ. Durante
quatorze dias, vinte voluntérios utilizaram placas contendo dentina humana em que aplicaram
solucdo de sacarose a 40% dez vezes ao dia. Apds esse periodo foi realizada a aplicacdo da
PDT com a utilizag&o do azul de o-toluidina a 0,1 mg/mL como FS associado a um LED com
comprimento de onda de 638,8 nm e com densidade de energia de 47 ou 94 J/cm?, irradiados
durante cinco ou dez minutos respectivamente. As amostras de dentina foram avaliadas em
relacdo a quantidade total de Streptococcus, S. mutans e Lactobacillus antes e apds a
aplicacdo da PDT. Em escala logaritmica, os resultados mostraram que para 0s periodos de
cinco e dez minutos a diminuicéo de Streptococcus foi de 3,45 logio € 5,18 logie; de S. mutans
foi de 3,08 logip € 4,16 logio; de Lactobacillus foi de 3,24 log e 4,66 logio, € para o total de
microrganismos houve diminuicéo de 4,29 logioe 5,43 logio, respectivamente. Assim, a PDT

mostrou-se efetiva na diminuicdo de microrganismos presentes em dentina cariada in situ.

BAPTISTA (2009)* inocularam S. mutans em ratos, submetidos & dieta cariogénica,
para estimular o desenvolvimento da lesdo cariosa. A PDT foi aplicada nos animais utilizando
como FS o azul de metileno, na concentracao de 0,03 mg/mL, e como fonte de luz um LED
com comprimento de onda de 640 nm, 240 mW de poténcia e fluéncia de 86J/cmz, por 3 min.
Os resultados obtidos sugerem que foi possivel a inducéo de lesdes de carie in vivo, e que a
PDT com finalidade antimicrobiana foi efetiva na reducdo de microaerofilos totais, nos

parametros testados.

MAISCH et al. (2009)%” aplicaram a PDT sobre S. mutans, Enterococcus faecalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e utilizaram como FS o Photosan®, um derivado da
hematoporfirina, nas concentracdes de 0.0005; 0.001; 0.005; 0.01; 0.05 e 0.1 mg/mL, com
adicdo de solucdo de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% ao FS para o A.
actinomycetemcomitans. A fonte de luz utilizada foi um LED com comprimento de onda de
450 nm e o tempo de exposicdo a luz foi de 60 ou 120 segundos sobre o S. mutans e o E.
faecalis, e de 20, 30, 60, 90 e 120 segundos sobre o A. actinomycetemcomitans. Os resultados

mostraram que ocorreu 99,9% de morte bacteriana, uma reducdo de 3 log;o. Com a adicdo de
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EDTA a 10% ocorreu reducdo de 4 logioe 0 EDTA, o FS e a LED isoladamente ndo causaram
morte bacteriana.

Finalmente, BOLEAN e colaboradores (2010)°® avaliaram a presenca de “proteinas de
choque térmico” (Heat-shock proteins — HSPs), que sdo indicadoras de condicOes de estresse
e podem afetar a viabilidade celular, no S. mutans apds a aplicacdo da PDT a fim de verificar
0 estresse que a terapia pode causar sobre o microrganismo. Como FS foi utilizado o rosa de
bengala a 0.00009 mg/mL associado a um fotopolimerizador com comprimento de onda entre
400 e 500 nm, e o tempo de exposicdo a luz foi fracionado em quatro ciclos com 30 segundos
de duracdo cada. Alta expressdao de HSP foi detectada na bactéria apds a aplicacdo da PDT

comparada a aplicacdo isolada da luz ou do FS e ndo foi observada degradacdo do DNA apés
a aplicacédo da PDT.

Neste contexto, a PDT pode ser uma alternativa interessante na reducdo microbiana e,
consequentemente, um importante coadjuvante no tratamento das lesdes cariosas. Sendo
assim, quaisquer contribuicdes tedrico-praticas nesta linha de pesquisa sdo de grande valia,
ndo s6 para aumentar o0 acervo de conhecimentos cientificos, mas também para fornecer

respaldo cientifico a democratizagdo do acesso aos usuarios da terapia.

No Quadro 1 encontram-se os dados resumidos utilizados nos estudos revisados.

Quadro 1 — Estudos realizados com a aplicacdo da PDT sobre microrganismos cariogénicos.

TIPO DE FS FONTE DE LUZ | TEMPO DE
AUTOR(ES)/ ANO .
(ES) ESTUDO EMPREGADO UTILIZADA EXPOSICAO
BURNS; WILSON; | Invitro—S. mutans | TBO 0,1; 0,05 e Laser HeNe -
PEARSON (1995)° suspensoes de 0,025 mg/mL e 633 nm e laser
dentina humana AIPcS, GaAlAs 660 nm
WILLIAMS et al. In vitro TBO Laser diodo 5a60s
(2003)° cultura S. mutans 0,013 mg/mL 633 nm
20 a 80 mwW
ZANIN et al. In vitro TBO HeNe 632,5 nm 5, 150u
(2005)’ S. mutans 0,1 mg/mL LED 638,8 nm 30 min
32 mwW
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PAULINO et al. In vitro Rosa de bengala | Fotopolimerizador 0a40s
(2005)® S. mutans e 0-0,05 mg/mL 400-500 nm
fibroblastos
WOOD et al. In vitro Eritrosina, Filamento de 15 min
. mutans otofrin® e ungsténio
(2006)° S. mut Photofrin® tungsténi
MB 500-550 nm/
1 mg/mL 600-650 nm
METCALF et al. In vitro Eritrosina Luz branca 10x30 s
(2006)%° S. mutans 1 mg/mL 500-550 nm
22,7 mW
ZANIN et al. In vitro - S. mutans, TBO LED 638,8 nm 7 min
(2006)* S. sobrinus e 0,1 mg/mL 32 mw
S. sanguinis
BEVILACQUA In vitro TBO LED 640 nm 180s
et al. (2007)° S. mutans 0,1 mg/mL 116 mw
GIUSTI et al. In vitro Hematoporfirina LED 630 nm 60e120s
(2008)"* S. mutans e 1,23 mg/mL e 200 mW
Lactobacillus TBO 0,025 ¢
0,1 mg/mL
ARAUJO et al. In vitro TBO e MB Laser vermelho 1 min
(2009)" suspensdes de S. 0,005; 0,01 e
mutans 0,025 mg/mL
LIMA et al. (2009)3 In situ - S. totais, TBO LED 638,8 nm 5e 10 min
S. mutans e 0,1 mg/mL 47 ou 94 J/lcm?
Lactobacillus
BAPTISTA (2009)* In vivo MB LED 640 nm 3 min
ratos 0,03 mg/mL 240 mW 86 J/cm?
MAISCH et al. In vitro - S. mutans, Photosan® LED 60 ou 120 s/
(2009)%’ E. faecalis e A. 0.0005; 0.001; 450 nm 20, 30, 60,90 e
actinomycetemcomi 0.005; 0.01; 120s
tans 0.05e
0.1 mg/mL
BOLEAN et al. Invitro - S. mutans | Rosa de bengala | Fotopolimerizador 4x30 s
(2010)%® e HSPs 0.00009 mg/mL 400-500 nm
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2.7. Permeabilidade dentinaria

A permeabilidade refere-se ao estado ou caracteristica de permitir a passagem
especialmente de fluidos, ions, bactérias e minusculas particulas. Na fisica, ela se refere a
simples passagem ou difusdo através do corpo ou tecido sob condi¢des normais. Muitos
fatores podem afetar essa “passagem”, incluindo a area exposta, a estrutura e a quimica do
tecido envolvido, a espessura do tecido e a presséo exercida durante o processo. O tamanho da
particula também é um fator importante na permeabilidade, bem como a presenca de

interacdes quimicas entre a dentina e 0 agente penetrante?.

As observagOes sobre a vitalidade do esmalte e da dentina tiveram inicio em 1854
quando KOELLIKER constatou a presenca de um fluido no interior da estrutura dentaria. Os
primeiros interesses relacionados a permeabilidade ocorreram quando M'QUILLEN, em
1866, demonstrou a presenca de canaliculos ou tubulos no tecido dentinario e, desde entdo, a
dentina foi tratada como um tecido permeavel por sua propria natureza. Em 1910, KIRK
descreveu a histologia da dentina e chamou a atencdo dos clinicos para a existéncia dos

canaliculos dentinarios®.

A dentina constitui a massa principal do dente e lhe déa a forma geral. E caracterizada
como sendo um tecido duro com tubulos contendo prolongamentos de células especializadas
em toda sua extensdo. A dentina é composta por 35% de matéria organica e agua, e por 65%
de material inorganico. Sua porg¢do organica é constituida principalmente de colageno e, em
menor propor¢do, contém substancia organica fundamental de mucopolissacarideos. A por¢édo
inorganica constitui-se basicamente de cristais de hidroxiapatita, cuja unidade tem como
formula 3Ca3(PO,4)..Ca(OH),, e também contém pequenas quantidades de fosfatos,

carbonatos e sulfatos’® ",

Os tabulos dentindrios tém um trajeto em curva suave que se assemelha a um “S” na
porcdo corondria do dente e seu diametro e volume variam dependendo da idade e localizacéo
que se encontram dentro da dentina. Os tubulos geralmente sdo mais separados nas camadas
periféricas e mais agrupados proximo da polpa, atingindo a relacdo de 5:1 entre as superficies
externa e interna da dentina. Além disso, possuem maior diametro junto a cavidade pulpar (3
a 4 um) e menor didametro em suas extremidades externas (1 um). Cerca de 80% do volume

total da dentina préximo a polpa compreende os Iumens dos tubulos, que constituem apenas
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4% do volume da dentina periférica. Ha cerca de 45 mil tdbulos por mm? perto da polpa e

aproximadamente 20 mil perifericamente’® .,

Por muito tempo o estudo da permeabilidade dentinaria foi realizado de modo
qualitativo®. Em 1933, FISH? estudou a permeabilidade dentinaria do corante azul de
metileno, utilizado para coloracdo histolégica. Os dentes permaneceram no corante por um
tempo de 24 horas a temperatura de 37 graus centigrados e observou-se que nas areas em que
a dentina se apresentava hipermineralizada, a permeabilidade estava acentuadamente
reduzida. Os préximos testes de penetracdo em dentina foram realizados com a utilizacdo de
radiois6topos, como nicotinamida, uréia, tiouréia e acetamida. Esses compostos foram
bastante utilizados no estudo da permeabilidade® uma vez que no ionizam facilmente, e sua
permeacdo ndo € muito influenciada pela presenca de ions, como ocorre com 0S cOmpostos
inorganicos. Esses radioisétopos demonstraram capacidade de difusdo e rapida permeacgdo em

esmalte?”.

A necessidade de informagdes mais concretas fez com que os estudos se tornassem
quantitativos. O Indice de Permeabilidade Dentinaria (IPD) proposto por MARSHALL;
MASSLER; DUTE em 1960°° foi a primeira tentativa no sentido de quantificar a
permeabilidade dentinaria radicular. Eles avaliaram a permeacdo dos radioisotopos sulfato de
sodio, cloreto de sddio, iodeto de sddio isotdnico e fosfato de sodio apos a instrumentacdo de
canais radiculares com diversas solu¢des irrigadoras. Foram obtidas radiografias periapicais
dos dentes tratados e cada hemisseccéo radicular das imagens foi dividida em tergos cervical,
médio e apical. Cada um desses tercos foi subdividido em trés partes, tanto no sentido
transversal quanto no sentido longitudinal, perfazendo um total de nove quadrados para cada
area delimitada. A permeacéo foi quantificada em 1,2 e 3 de acordo com o nimero de tercos
atingidos, e a partir desses escores calculou-se a taxa de permeacédo por meio da multiplicacéo

da média da profundidade pela média da extensdo obtida.

ANDERSON & RONNING (1962)* avaliaram a permeabilidade da dentina coronaria
apos confeccionarem seccdes dentinarias por meio de instrumentos rotatorios ou fratura da
coroa. Comparando essas duas formas de obtencdo das seccOes, eles observaram que nos
cortes obtidos por instrumentos rotatorios, havia menos permeabilidade em relacdo aos cortes
obtidos por fraturas. A presenca de débris nas seccdes dentinarias obtidas por instrumentos

rotatérios parece impedir uma maior infiltracdo nos canaliculos dentinarios.
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A influéncia de fatores como a rea da dentina exposta e sua espessura*, bem como o
efeito do tamanho das moléculas utilizadas no estudo da permeabilidade foram descritos®.
Também a influéncia do plasma e dos constituintes salivares sobre a permeabilidade
dentinéria foram avaliados’®. Proteinas do plasma, soro e microrganismos salivares, como o
Bacteroides melaninogenicus, Lactobacillus casei e Streptococcus mutans, parecem ser

capazes de causar a reducdo da permeabilidade dentinéria’.

A partir da década de 90, os estudos sobre permeabilidade dentinaria passaram a

avaliar as interagdes dos agentes clareadores’ "

, como o peréxido de carbamida e o peréxido
de hidrogénio, os quais podem causar alteracbes pulpares, os efeitos dos agentes

dessensibilizantes’® e a permeacdo de sistemas adesivos® "’. Alguns estudos encontram-se

resumidos no Quadro 2.

Quadro 2 — Dados resumidos sobre estudos de permeabilidade realizados.

AUTORES/ANO | AMOSTRAS PRODUTO EQUIPAMENTO TEMPO
TESTADO UTILIZADO AVALIADO
. 3 marcas comerciais
HANKS; dir?t?r:zcg SSr(:]em (Peréxido de Camara pulpar 15 min, 1he
WATAHA,; mol ar;es Carbamida 10-15_%) in vitro (IVPC) 6 ha37°C
CORCORAN, 3 marcas comerciais
73 permanentes -
1993 hUMANOS (Peréxido de
Hidrogénio 2-10%)
60 incisivos . .
BENETTI et al., laterais —_agualdgsulada Espectrofotbmetro | 60 mina 37°C
2004 bovinos com Peroxido de UV 1203 a 596 nm
medidas Carbamld(? 10%
semelhantes e 35%
GOKAY; 24C|er:](:,[|rz|i\gos _ Per(»gido de Espectrofotdmetro 30 mina 37°C
MUJDECI; 5 superiores H|drogén|o0 a6,5%e | UV 1601 a 596 nm
ALGIN, 2004 hUManos 14%
50 incisivos
GOKAY; centrais - 4gua destilada Espectrofotdmetro 30 mina 37°C
MUJDECI; superiores - Peroxido de UV 1601 a 596 nm
ALGIN, 2005 | humanos com | Hidrogénio 5,3%;
medidas 6,5% e 8,7%
semelhantes
Azul de metileno
unizrgagiegjle:r e 0,5% injetado Programa de Leitura 15 mirl de_
CARVALHO; hUManos (_Jlentro do canal de Imagem_ permanéncia
HABITANTE; | cortes de 2mm mstrume_nf[ado; (Ima}gelab) - Ielyura do agul de
MARQUES, perpendicular permeabilidade da area de dentina metileno
2005% a0 longo eixo dentinaria fornecida corada
da raiz pela Endo PTC
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70 3% molares
CAMARGO humanos Perdxido de Espectrofotémetro 40 min
et al., 2007% 70 incisivos Hidrogénio 38% UV 1203 a 596 nm
laterais
bovinos
48 incisivos Perdxido de
CAMARGO laterais Hidrogénio 35% Espectrofotdmetro 20 min
et al., 2009” bovinos com | ativado com LED, | UV 1203 a 596 nm
medidas Laser Nd:YAG ou
semelhantes sem luz
72 segmentos | 6 sistemas adesivos | Micropermeabilidade
SAL;IS(C));} al, de 3% molares aplicados apés em microscopia -
humanos ndo | lavagem com agua confocal com dois
erupcionados ou etanol fétons
. . Microscopio
84 dentes de Nitrato de potassio NP
PINZTO?O% al, rato 2% + fluoreto de el\e;;rﬁg(lj%or:e i
36 - in vitro sodio 2% gel, £ ia di ivad
48 - in vivo Fluoreto de sédio nergia dispersiva de
20 Verniz espectroscopia de
raios-X

2.8. Espectroscopia fotoacustica

Em 1880, o0 escocés e inventor do telefone Alexander Graham Bell descobriu o efeito
fotoacustico ao observar a incidéncia da luz solar, modulada por sua propria voz, sobre um
solido que tinha a forma de um diafragma e que estava em contato com um tubo. Ele
observou entdo que essa montagem produzia um som audivel. Posteriormente, Graham Bell
estudou o efeito fotoacustico em liquidos e em gases. Ele observou que os efeitos sonoros
induzidos dependiam da natureza das substancias expostas a radiacdo e ainda do respectivo
comprimento de onda absorvido pelo corpo, ou seja, ele estabeleceu na época que a

intensidade do sinal fotoacustico dependia do coeficiente de absorcio 6ptica da amostra®.

Subseqlientemente, Bell experimentou uma variedade de solidos, liquidos e gases o
que despertou muito interesse entre a comunidade cientifica. No entanto, foi com a invencéo
do microfone que as pesquisas envolvendo o efeito fotoaclUstico comecaram a evoluir,
inicialmente no estudo de gases. Somente na década de 70 do século passado é que, com a

melhoria dos microfones e com a descricédo tedrica do efeito fotoacustico em sélidos, o efeito
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passou a ser muito utilizado na pesquisa cientifica como uma ferramenta importante para a

determinagdo das propriedades 6pticas e térmicas de materiais™.

PARKER (1973)%* e ROSENCWAIG & GERSHO (1976)% propuseram um modelo
padrdo de célula fotoacUstica para amostras sélidas que permitiu o desenvolvimento de toda a
teoria que descreve o fendmeno. Em seus experimentos, eles demonstraram que o responsavel
pelo surgimento do sinal fotoacustico era o fluxo periédico de calor entre a superficie da
amostra e 0 gas contido na célula fotoacustica, tratando-se, portanto, de um efeito fototérmico.
Assim, a técnica passou a ser empregada nas mais diversas aplicacdes.

A espectroscopia fotoacUstica (PAS) € uma técnica que permite a mensuracdo da
penetracdo de uma substancia em amostras ndo homogéneas e possibilita a realizacdo de
medidas de perfil de profundidade ao longo da amostra, como também a deteccdo de
interacdes quimicas com 0s componentes da amostra se realizadas em equipamentos capazes
de transmitir energia na regido do infravermelho. A técnica ocorre por meio do efeito
fotoacustico que é gerado ao incidir-se um feixe de luz modulada sobre a amostra que se quer
analisar. Essa amostra deve estar dentro de uma célula fotoacustica fechada que contenha um
gas, que pode ser o proprio ar. A incidéncia da luz e sua absorcdo fazem com que haja uma
excitacdo dos niveis internos de energia da amostra. Por um processo de desexcitagdo nédo
radiativo, a radiacdo absorvida é transformada em energia térmica, ou seja, causa um
aquecimento periddico local. Esse aquecimento peridédico da amostra gera uma onda de
pressdo no gas em contato com ela e, acoplado a cadmara, ha um microfone que detecta a
variacdo da pressdo desse gas que resulta no sinal fotoacustico. Assim, é possivel obter-se
espectros de absorcdo Optica gerados pelo sinal fotoacustico devido a interacdo da matéria

com uma radiacdo modulada de comprimento de onda conhecido?’.

Com o desenvolvimento da PAS diversos tipos de materiais passaram a ser estudados.
Modificacdes quimicas de acordo com diferentes graus de desmineralizacdo em superficies
dentarias foram avaliadas com a técnica de espectroscopia fotoacuUstica em infravermelho
(PA-FTIRS)® e também, a avaliagdo da permeacdo de diferentes substancias em pele®.
Ainda, a permeacdo de agentes antif(ingicos em unha foi mensurada em PAS®. A técnica é
muito sensivel e permite avaliar amostras in vivo, ex-vivo ou in vitro com a possivel deteccdo
de baixas concentra¢fes dos componentes absorvedores na amostra. Além disso, 0 método é

néo destrutivo 0 que permite que a amostra testada seja reutilizada em outros ensaios.
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3. OBJETIVOS

- Avaliar in vitro, por meio da espectroscopia fotoacustica (PAS), a permeabilidade
dentinaria aos fotossensibilizadores azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de

malaquita, empregados na PDT,;

- Analisar o efeito de diferentes concentracbes e tempos de exposicdo dos
fotossensibilizadores sobre a permeabilidade dentinaria;

- Avaliar in vitro, por meio da espectroscopia fotoacustica em infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR-PAS), a existéncia de reacGes quimicas entre 0sS

fotossensibilizadores azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita, e a dentina.
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4. MATERIAIS E METODOS

A aprovacio do Comité de Etica da Universidade Estadual de Maringa para o
desenvolvimento desta pesquisa com a concessao dos dentes que foram utilizados encontra-se
no ANEXO deste trabalho.

Para a realizacdo da pesquisa foram utilizados trinta e seis dentes, molares ou pré-
molares permanentes, humanos, higidos e com indicacdo para extracdo, obtidos na Clinica
Odontolégica da Universidade Estadual de Maringa. Logo apds a extracdo, os dentes foram
limpos com gaze e &gua destilada ou solugdo fisioldégica 0,9%, e entdo estocados em
recipientes individuais contendo 5 mL de agua destilada onde permaneceram até o momento
em que foram realizados os cortes para confeccdo das amostras. Os dentes coletados foram
utilizados para avaliacdo em espectroscopia fotoacustica (n=27) e para microscopia eletrénica
de varredura e dptica (n=9).

4.1. Espectroscopia fotoacustica (PAS)

Para a avaliagdo da permeabilidade dos FS em amostras de dentina foram utilizados
vinte e sete dentes, sendo que vinte e quatro desses dentes foram utilizados para a avaliacéo
da permeabilidade em PAS e trés dentes foram utilizados para avaliacdo de possiveis reacoes

quimicas existentes entre os FS empregados e a dentina em FTIR-PAS.

4.1.1. Confeccdo das amostras

Os dentes foram cortados em forma de bloco 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 mostra
a Figura 7 (A). Cada dente originou um Unico bloco de amostra, sendo que os cortes foram

realizados na seguinte ordem: (1) corte realizado a uma distancia de 3 mm da juncdo amelo-
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cementaria, na regido da dentina, com remogdo da porcéo oclusal do dente, como mostra a
Figura 7 (B) e (C); (2) corte realizado a uma distancia de 2 mm da jungdo amelo-cementéria,
com obtencgdo de uma fatia de 0,4 mm de espessura considerando que a espessura do disco é
de 0,3 mm, como mostra a Figura 7 (D); (3) remocao das faces laterais de esmalte das paredes
vestibular, lingual, mesial e distal com lixa de granulagdo 600 (NORTON® Ind. Brasileira)
acoplada a uma politriz DPU-10 (Panambra, S&o Paulo, Brasil) sob refrigeracdo, tomando-se
cuidado para remover toda essa camada; (4) cortes em dentina, também na politriz, para
obtencdo de blocos com medidas de 4 mm (comprimento) x 4 mm (largura) x 0,4 mm
(espessura) como esquematizado nas Figuras 8, 9 e 10, e; (5) padronizacéo da smear layer das
superficies oclusal e pulpar com leve pressao sobre a lixa de granulagdo 600 sob refrigeracdo
com monitoramento para ndo diminuir a espessura utilizando um micrometro digital

(Mitutoyo® Digimatic Micrometer; Kanagawa, Japan).

Figura 7 — (A) MAquina utilizada para cortar as amostras; (B) dente posicionado para iniciar o corte; (C)
realizacdo do primeiro corte; (D) realizacdo do segundo corte, notar a marca vermelha feita para distinguir as
superficies.

Apos a realizacdo do primeiro corte, a superficie oclusal da futura amostra foi marcada
com um esmalte de unhas vermelho (Risqué® Love) para distinguir as duas superficies que

seriam similares ap6s a realizacdo do segundo corte. Durante a remogdo das paredes
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vestibular, lingual, mesial e distal a marcacao foi refeita para que as superficies ndo fossem
trocadas e para entdo determinar: superficie oclusal, com a marcacdo do esmalte e
correspondente a superficie em que o FS seria posteriormente aplicado e, superficie pulpar,
superficie oposta, sem marcacdo com esmalte e que seria submetida a desgastes progressivos.

BTN s Rras e s ___ 104 mm
(1) \ 7 j 2,0 mm(2)

Juncdao amelo-cementaria

Figura 8 — Traco vermelho indicando o local de realiza¢éo
dos primeiro (1) e segundo (2) cortes.

4,0 mm

. ) Qclusal
4,0mm 4’0 mm
- - 4,0 mm
0,4 mm
' . Pulpar
Figura 9 — Vista oclusal esquematica com as Figura 10 — Dimensdes da amostra de
proporcdes adotadas para obtengdo da amostra. dentina obtida.

As amostras obtidas, cujo aspecto final esta representado na Figura 11 (A), foram
armazenadas em recipientes identificados contendo 5 mL de agua destilada, ilustrado na
Figura 11 (B), e os remanescentes dentarios também foram estocados em agua destilada para

utilizacdo em outras pesquisas.
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Figura 11- (A) Aspecto final da amostra; (B) recipiente contendo a amostra.

4.1.2. Os fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (FS) azul de metileno (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA), azul de orto-toluidina (Nuclear Produtos Para Laboratorios Ltda, S&o Paulo, Brasil) e
verde de malaquita (Synth Produtos Para Laboratorios Ltda, Sdo Paulo, Brasil) foram diluidos
em &gua destilada e preparados nas concentracfes de 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL. Esses FS,
representados na Figura 12, permaneceram estocados em recipientes isolados da luz e

mantidos a temperatura ambiente.

Figura 12 - (A) MB 0,1 mg/mL; (B) TBO 0,1 mg/mL; (C) MG 0,1 mg/mL.

Uma alicota de 10 pL do FS a ser testado foi aplicada sobre a superficie oclusal da
amostra com auxilio de uma pipeta volumétrica (FINNPIPETTE® F1 Thermo Scientific)
onde permaneceu durante 1, 5 ou 30 minutos. As amostras foram distribuidas aleatoriamente
em grupos que variavam a concentracdo e o tempo de exposicdo aos FS empregados como

mostra 0 Quadro 3.

43



Quadro 3 — Distribuicdo das amostras de acordo com a concentragdo e tempo de exposicdo aos FS

empregados.
Concentracao Concentragéo Concentragdo | Concentraco de
de 0,1 mg/mL de 0,1 mg/mL de 0,1 mg/mL 0,01 mg/mL
30 minutos 5 minutos 1 minuto 5 minutos
Azul de Metileno 3 amostras 3 amostras 1 amostra 1 amostra
(MB)
Azul de
O-Toluidina (TBO) 3 amostras 3 amostras 1 amostra 1 amostra
Verde d(ﬁ/:\é?laqu'ta 3 amostras 3 amostras 1 amostra 1 amostra

Apos o periodo de exposicdo ao FS aplicado, o excedente foi removido com auxilio de

um cotonete, com leve pressdo, e a amostra corada foi posicionada na célula fotoacuUstica para
realizacdo da leitura em PAS, como mostra a Figura 13. A aplicacdo do FS sobre a amostra
foi realizada imediatamente antes da leitura, e as leituras das amostras de cada grupo foram
realizadas de forma consecutiva assim as leituras do proximo grupo se iniciaram apenas com
a conclusao das leituras do grupo anterior.

Figura 13 - (A) MB 0,1 mg/mL recém aplicado sobre a amostra; (B) amostra com MB 0,1 mg/mL 30 minutos
apos sua aplicagdo; (C) amostra com MB 0,01 mg/mL 5 minutos ap6s sua aplicacdo; (D) amostra com MB
0,01 mg/mL 5 minutos ap6s sua aplicagdo posicionada na célula.
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4.1.3. Leitura em PAS

Para avaliacdo da profundidade de permeacdo do FS em dentina a técnica da
espectroscopia fotoacustica (PAS) foi utilizada. Foram realizadas leituras das superficies
oclusal e pulpar de cada amostra previamente a aplicacdo do FS como controle para
comparagdo dos espectros que foram obtidos posteriormente.

Apds a aplicacdo do FS, como descrito anteriormente, foi realizada a leitura da
superficie oclusal, referente a superficie que sofreu a aplicacdo do FS, seguida da leitura da
superficie pulpar, referente ao lado oposto da aplicagdo, para verificar a passagem e possivel
deteccdo do FS pela espessura de dente pré-determinada. Estes procedimentos foram
realizados para todas as amostras sendo que quando o FS ndo fosse detectado na espessura
inicial, a superficie pulpar da amostra de dentina foi lixada a seco, com lixa de granulacédo
1500 (NORTON® Ind. Brasileira), 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 de PAS foram
realizadas até que o FS pudesse ser detectado na superficie pulpar e assim quantificar a

espessura em que o0 FS permeou na amostra.

A técnica de PAS consiste na geracdo de uma onda acustica, e pode ser observada
quando a luz modulada é absorvida por uma amostra dentro de uma célula fechada contendo
gas, podendo ser o préprio ar, acoplada a um microfone, como descrita no item 2.8. O
aparelho utilizado para as leituras esta ilustrado na Figura 14, e seu arranjo experimental esta

esquematizado na Figura 15.

Figura 14 — Equipamento utilizado para realizacéo da PAS. 45
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Figura 15 — Arranjo experimental para medidas de espectroscopia fotoactstica®.

Nesta montagem a fonte de luz utilizada foi uma lampada de arco de Xendnio (Oriel®,
modelo 68820) com poténcia de 1000 W e emiss@o no intervalo entre 180 e 4000 nm. No
monocromador (Oriel®, modelo 77250 - 1/8m), as fendas de entrada e saida foram ajustadas
em 3,16 mm e 1,56 mm para que houvesse uma boa definicdo das bandas. Nas grades de
difracdo foram utilizados comprimentos de onda de 300 a 800 nm e a freqiiéncia de
modulacdo da luz foi fixada em 16 Hz. Esta é controlada por um modulador mecanico ou
chopper (Stanford Research Systems®, modelo SR 540) que, por meio de um fotodiodo,
fornece um sinal de referéncia para o amplificador Lock-in (EG & G Instruments®, modelo
5110). Antes de passar pelo modulador de frequéncia, o feixe de luz passa ainda por um filtro
de bandas para que sejam eliminadas ordens superiores de difracdo. As trocas do filtro foram

realizadas em 370 nm e 550 nm.

As lentes da montagem devem fazer com que a amostra seja atingida na regiao do foco
do feixe de luz, para que esta receba 0 maximo de intensidade possivel. A célula fotoacustica
utilizada foi a célula fechada ou célula para medidas “in vitro”, nela a luz atinge a amostra
apos entrar na célula por uma janela oOptica. Esta janela é de quartzo para que ndo haja
diminuicdo da intensidade da luz, ja que este material € transparente para todo o espectro da

luz branca. Detalhes desta célula podem ser visualizados na Figura 16.
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Figura 16 — Corte lateral da célula fotoactstica convencional®,

O microfone acoplado a célula fotoacustica (Briel & Kjaer®, modelo BK 2669) foi
conectado a uma fonte de alimentacdo e a um pré-amplificador. O sinal do microfone é levado
ao Lock-in (amplificador sintonizado), que é responsavel pela deteccdo da intensidade e fase
do sinal fotoacustico, medido na ordem de alguns nanovolts até um volt, e pela transmisséo
destes dados ao sistema computacional. Os sinais foram obtidos em quadratura, de maneira
que se obtém tanto a intensidade quanto a fase do sinal fotoacustico. A variacdo do sinal
fotoacustico com o comprimento de onda da luz foi obtida a partir do sistema de aquisi¢do de
dados via interface GPIB em um microcomputador. Como a lampada ndo emite a mesma
intensidade de luz em todos os comprimentos de onda, o sinal foi entdo normalizado pelo

sinal de referéncia obtido em uma amostra de pé de carvéo ultrapuro.

Os dados foram tabulados em graficos que ilustraram o sinal fotoacustico em relagédo
ao comprimento de onda. O comportamento da permeacdo foi analisado pela integracdo das
areas dos sinais fotoacusticos nas diferentes espessuras de dentina, com calculo da estimativa

da porcentagem de permeacao dos FS empregados.

4.2. Espectroscopia fotoacustica (FTIR-PAS)

A técnica de espectroscopia fotoaclstica em infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR — Fourier Transformed Infra-Red) foi realizada para verificar a possivel
existéncia de reacdes quimicas entre os FS utilizados e 0os componentes da amostra. Apenas
uma amostra para cada FS foi utilizada (n=3), e elas foram obtidas da mesma forma que

aquelas utilizadas em PAS, conforme descrito no item 4.1.1.
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As superficies oclusal e pulpar das amostras foram lidas no aparelho previamente a
aplicacdo do FS para controle de comparagdo dos espectros que foram obtidos posteriormente.
Subsequientemente, uma alicota de 10 puL do azul de metileno a 0,1 mg/mL foi aplicada com
auxilio de uma pipeta volumétrica (FINNPIPETTE® F1 Thermo Scientific) sobre a superficie
oclusal da primeira amostra onde permaneceu durante 30 minutos. Apds esse periodo o
excedente do FS foi removido com um cotonete e a amostra foi entdo posicionada na célula
fotoacustica e, seguindo 0 mesmo protocolo utilizado em PAS, foi realizada primeiramente a
leitura da superficie oclusal seguida da leitura da superficie pulpar. Nesta técnica nao foi
realizada a diminuigdo da espessura da amostra uma vez que seu objetivo foi apenas o de
detectar uma possivel reacdo quimica existente entre o FS aplicado sobre a amostra e 0s
componentes dentinarios. As segunda e terceira amostras receberam o mesmo tratamento
dado a primeira amostra, porém tiveram a aplicacdo do azul de o-toluidina a 0,1 mg/mL e
verde de malaquita a 0,1 mg/mL respectivamente.

O aparelho utilizado nesta técnica foi o espectrofotometro de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) 7000, Spectrometer (Varian, Randolph, Massachusetts),
acoplado a célula fotoacustica 300 (MTEC, Ames, IA). A varredura foi feita pelo método

Step-Scan na regi&o de 2500 nm a 25000 nm com resolug&o de 16 cm™.

4.3. Espectrofotometria

Para se obter os espectros dos FS que estavam sendo empregados e assim ter uma
referéncia para comparacao desses espectros isolados com os que foram obtidos em PAS e em
PAS-FTIR, utilizou-se a espectrofotometria. Para isso, o azul de metileno, azul de o-toluidina
e verde de malaquita tiveram suas concentracdes diluidas a 0, 001 mg/mL em &gua destilada

para estabilizar os picos de absorcéo dos FS no espectrofotdmetro.

Primeiramente, foram colocados com auxilio de uma pipeta volumétrica
(FINNPIPETTE® F1 Thermo Scientific) 2,5 mL de agua destilada em uma cubeta de quatzo.
Essa cubeta foi cuidadosamente manuseada e posicionada no interior do espectrofotdmetro, e
seu espectro foi obtido para “zerar” o aparelho, ou seja, o espectro da agua destilada serviu
como controle ou branco das leituras subseqlentes. Também com auxilio de uma pipeta

volumétrica, 2,5 mL do azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita a 0,001
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mg/mL foram distribuidos em cubetas individuais que foram posicionadas sucessivamente no
aparelho. A cada intervalo da leitura entre um FS e outro a cubeta com agua destilada era
relida para manter o controle entre os espectros obtidos.

O equipamento utilizado para obtencdo dos espectros foi o espectrofotometro T90
UVI/VIS, Spectrometer, PG Instruments Ltd., London, England. A varredura foi feita na
regidao de 190 nm a 900 nm e os espectros foram obtidos no sistema computacional por meio
do programa Windows UVWin.

4.4. Microscopia

Foram utilizados nove dentes do numero total da amostra para a avaliacdo
microscopica, sendo que trés desses dentes sofreram cortes transversais e seis cortes
longitudinais. Os dentes que foram cortados transversalmente receberam o mesmo tratamento
descrito no item 4.1.1., com a diferenca que apos o término da confec¢do das amostras, estas
tiveram sua superficie pulpar lixada com lixa de granulacdo 600 sob refrigeragdo (NORTON®

Ind. Brasileira) até atingirem a espessura de aproximadamente 0,1 mm.

Nas amostras que foram cortadas longitudinalmente os cortes foram realizados na
seguinte ordem: (1) corte realizado a uma distancia de 4,3 mm da juncdo amelo-cementaria,
na regido da dentina, com remocéo da porcdo oclusal do dente; (2) corte realizado a uma
distancia de 1,3 mm da juncdo amelo-cementaria, com obtencdo de uma fatia de 3 mm de
espessura considerando que a espessura do disco de corte é de 0,3 mm; (3) cortes realizados
nas paredes vestibular, lingual, mesial e distal em dentina para obtencdo de blocos com
medidas de 4 mm (comprimento) x 4 mm (largura) x 3 mm (espessura/altura); (4) desgaste
das paredes vestibular e lingual com lixa de granulacdo 600 (NORTON® Ind. Brasileira)
acoplada a uma politriz DPU-10 (Panambra, Sdo Paulo, Brasil) sob refrigeracéo para diminuir
a largura das amostras que atingiram as dimensdes finais de 4 mm (comprimento) x 0,1 mm

(largura) x 3 mm (espessura/altura), como esquematizado nas Figuras 17, 18 e 19.
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Figura 17 - Trago vermelho indicando o local de
realizacdo dos primeiro (1) e segundo (2) cortes.
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Figura 18 — Trago vermelho indicando os cortes Figura 19 — Amostra obtida com as
que foram realizados para remover as paredes dimensdes finais.

vestibular, lingual, mesial e distal.

As amostras obtidas foram armazenadas em recipientes identificados contendo 5 mL
de agua destilada e os remanescentes dentarios foram estocados em &gua destilada para

utilizacdo em outras pesquisas.

4.4.1. Microscopia eletrénica de varredura

As trés amostras obtidas em corte transversal e trés das seis amostras obtidas em corte

longitudinal foram utilizadas para avaliagdo em microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
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Esta técnica foi utilizada para verificar as dimensfes dos tubulos dentinarios na regido de
dentina em que as amostras do estudo foram obtidas.

As amostras utilizadas para a MEV foram retiradas dos recipientes em que estavam
armazenadas com agua destilada e passaram a ser estocadas em recipientes individuais
devidamente identificados em que permaneceram durante 72 horas em solucdo de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 17% para desmineralizagcdo. Apés esse periodo as
amostras foram retiradas da solugdo desmineralizadora, colocadas sobre um papel absorvente
durante 30 segundos para remover o0 excedente da solucdo e armazenadas novamente em

recipientes contendo 5 mL de dgua destilada até o momento em que a leitura foi realizada.

Para realizacdo das leituras em MEV as amostras foram secas a vacuo e metalizadas
durante 5 minutos no aparelho para deposicdo de ouro (lon Coater, 1C-50, Shimadzu®
Biotech., Japan), que utiliza o gas nitrogénio da atmosfera para realizar a deposicdo do
material sobre a superficie da amostra, com corrente elétrica de 7mA, 1.8 Kv de tenséo e 10
Pa de pressdo. Apos o preparo das superficies as amostras foram colocadas no microscépio
eletrébnico de varredura (Scanning Eletronic Microscope, SS-550 Superscan, Shimadzu®

Biotech., Japan) e as imagens foram transferidas ao sistema computacional.

4.4.2. Microscopia Optica

Para avaliacdo em microscopia optica (MO) as outras trés amostras obtidas em corte
longitudinal foram utilizadas. A MO foi empregada para visualizar a impregnacdo dos FS
utilizados nos tabulos dentinarios na regido de dentina em que as amostras do estudo foram
obtidas.

As amostras foram retiradas dos recipientes em que estavam armazenadas e colocadas
sobre um papel absorvente durante 30 segundos para remover 0 excedente de agua destilada.
A primeira amostra recebeu uma alicota de 10 puL do azul de metileno 0,1 mg/mL, que foi
aplicada com auxilio de uma pipeta volumétrica (FINNPIPETTE® F1 Thermo Scientific).
Esse FS permaneceu durante 30 minutos sobre a amostra. As segunda e terceira amostras
receberam da mesma maneira a aplicagdo do azul de o-toluidina 0,1 mg/mL e verde de

malaquita 0,1 mg/mL respectivamente. Apds o periodo de exposicdo ao FS seu excedente foi
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removido com auxilio de um cotonete e cada amostra foi posicionada sobre uma lamina
histologica identificada. Uma alicota de 30 pL de agua destilada foi dispensada sobre a
ldmina e uma laminula foi posicionada sobre a lamina.

As laminas foram examinadas em MO e as imagens foram capturadas em aumentos de
vinte e quarenta vezes.
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5. RESULTADOS

5.1. Espectroscopia fotoacustica (PAS)

A Figura 20 mostra o espectro obtido das superficies oclusal e pulpar previamente a
aplicagdo dos FS. Essa leitura foi realizada em todas as amostras uma vez que serviu de
controle para comparacgdo dos espectros que foram obtidos posteriormente.

0,06 |-

Dentina Oclusal
Dentina Pulpar

0,05 |

0,04 |-

0,03 |

Sinal Fotoacustico (mV)

0,02 -

0,00 | L [ L | . | . | L [
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 20 — Espectro das duas superficies da amostra de dentina antes da aplicacio do FS.

Nas leituras das amostras de dentina experimentais, as linhas preta e vermelha
correspondem ao sinal fotoacustico das superficies oclusal e pulpar respectivamente,
previamente a aplicacdo do FS nas espessuras iniciais. As linhas azul e verde correspondem
ao sinal fotoacustico das superficies oclusal e pulpar respectivamente logo apos a aplicacao do
FS. As leituras realizadas em todas as amostras avaliadas neste trabalho para os trés FS
empregados nos diferentes periodos de exposicdo constam no APENDICE. A Figura 21
representa a leitura realizada na amostra 1 utilizada para avaliar a permeacdo do azul de
metileno a 0,1 mg/mL com periodo de exposicdo de 30 minutos. A espessura inicial das trés
amostras avaliadas nesse grupo foi de aproximadamente 0,350 mm e o pico de absorcéo
méaxima do MB ocorreu em 593 nm. Apds as leituras de controle, previamente a aplica¢do do
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FS, e as leituras das superficies oclusal e pulpar seguidas imediatamente da aplicacdo do FS,
as amostras sofreram desgastes na superficie pulpar para obtengéo de diferentes espessuras e a
medida que a amostra foi lixada, esta se tornava mais fina e se aproximava da regido em que o
FS fora aplicado, dessa forma, a banda do MB aumentou em funcdo do desgaste da amostra.
Na amostra 1, a primeira espessura de detec¢do do MB foi de 0,232 mm, destacada na Figura
21, e o valor médio de deteccdo encontrado para as trés amostras avaliadas foi de 0,245 mm.
Em todas as amostras utilizadas nesta técnica foram realizadas leituras entre as espessuras
inicial e de deteccdo do FS que ndo constam nas ilustracGes para os espectros ndo ficarem
sobrepostos.

——Dente 1 sem MB oclusal (0,354 mm)

014 k ——Dente 1 sem MB pulpar (0,354 mm)
——Dente 1 com MB oclusal (0,354 mm)
Dente 1 com ME pulpar (0 354 mm)
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= Dente 1 com MB pulpar (0,195 mm)
j= 010 L = Dente 1 com MB pulpar (0,147 mm)
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Figura 21 — Evolucdo dos sinais fotoacUsticos em funcdo da espessura da amostra 1 para verificacdo da
permeacdo do MB 0,1 mg/mL no periodo de 30 minutos de exposi¢do, com detec¢do do FS em 0,232 mm.

Um fator importante que deve ser considerado na avaliacdo dos espectros obtidos é o
comprimento de difusdo térmica da amostra, que é definido como a profundidade na qual a
onda de calor gerada pode se propagar até a superficie e contribuir para a geracdo do sinal

fotoacUstico®®. Esse comprimento é definido pela seguinte equacéo:
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Equagcdo 1 - Equacdo teorica para estimar o
comprimento de difuséo térmica da amostra.

”:

em que [ é o comprimento de difusdo térmica (cm), D é a difusividade térmica (cm?/s), = uma
constante ¢ f ¢ a freqiiéncia de modulag¢do (Hz) do feixe que iluminou a amostra testada. A
difusividade térmica encontrada para a dentina foi 0,2x10° m?/s®, e a fregiiéncia utilizada
para a obtencdo dos espectros foi fixada em 16 Hz, assim o pu encontrado para as amostras
avaliadas foi de 60 um. Portanto, em uma amostra com 0,350 mm de espessura as leituras dos
espectros, realizados pelo lado pulpar, sdo obtidas em uma profundidade de até 60 pm, ou
seja, a regido de varredura da leitura ocorre entre 0,290 mm e 0,350 mm de espessura.

O comportamento de permeacdo dos FS foi analisado pela integracdo das areas
referentes as bandas de absorcdo, nas diferentes espessuras de dentina. Estes valores foram
ajustados a uma equacdo exponencial que prevé a saturacdo dos valores do sinal fotoacustico

de permeacdo do fotossensibilizador em relacéo a espessura da amostra, dada por:

S@:Sﬂ +ﬂ*gw(‘UT)

Equacdo 2 — Equacdo tebrica para estimar a quantidade de FS
em funcdo da espessura da amostra.

em que S corresponde a area da banda do FS em dentina, x corresponde a espessura da
amostra, So € A sdo constantes de estagio de saturagdo e amplitude respectivamente, € T um

parametro que pode estimar a porcentagem de FS em uma determinada espessura do dente.

Na Figura 22 esta representada a estimativa da porcentagem de azul de metileno que
permeia em funcdo da espessura da dentina na amostra 1, que recebeu a aplicacdo de MB 0,1
mg/mL durante 30 minutos. As outras amostras tiveram suas areas calculadas da mesma
maneira. Em (A) podemos observar que as areas dos sinais fotoacusticos, calculadas na regido

formada entre 450 nm e 750 nm, originaram uma curva exponencial decrescente em funcéo
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do aumento da espessura da amostra, como previsto na Equagdo 2. O valor de T encontrado
para a amostra 1 foi de 80 um. Em (B) o sinal fotoacustico foi fixado em seu ponto méaximo
(593 nm) e a medida que a espessura da amostra aumenta o sinal fotoacustico decresce. Neste
caso os valores de t encontrados em A e B sdo diferentes uma vez que em A o t € calculado a

partir da &rea e em B o valor de t é originado a partir de um tinico ponto.

A B

Aplizagdo 30 minutos Espessura amostra = 350pm Aplicagdo 30 minutos Espessura amostra = 350 pm

=]
=]
=)

® [Dente 1 com MB
Ajuste Exponencial

L1 @ [Dente1com MB
— Ajuste Exponencial

=]

=1
@
T

=]

=1
=1
T

ane

g | a0 T= 66 pm
-~ =80 pm ) 3¢=188 pm
= 3= 240 um Sl
z mad -
=y T=180pm T=166 pm

3T =340 pm meer 3T=298 pm

ooz

ook

000 1 1 I I I I
100 150 200 250 300 350

M &xirna intensidade SF banda centrada 593 nm (.0

100 150 200 230 300 350

Espeszura amostra (gm) Espeszura amostra {gm)

Figura 22 — Estimativa da porcentagem de azul de metileno que permeia em funcdo da espessura da dentina. (A)
Diminuicdo exponencial da &rea formada pelos sinais fotoacusticos a medida que ocorre o aumento da espessura
da amostra; (B) diminuicdo do sinal fotoacustico fixado em 593 nm a medida que ocorre 0 aumento da espessura
da amostra.

A partir dos valores de t encontrados para todas as amostras que receberam a
aplicacdo do azul de metileno, independente do periodo de exposicao testado, uma média foi
estabelecida como estimativa da porcentagem de azul de metileno que permeia em uma
determinada espessura de dentina. O valor médio, respectivo ao célculo das areas, encontrado
para todas as amostras foi de 80 um. Este valor médio representa 1t referente a 37% da
quantidade de azul de metileno presente na amostra, e considerando o primeiro ponto obtido
no grafico, ou seja, a menor espessura analisada, que neste caso é¢ (L1=100 pum), conclui-se
que em 180 pum de espessura a quantidade de MB foi reduzida a 63%. Em uma espessura de
3t esse valor aumenta para 95%, restando entdo, em 340 um, 5% da concentragdo inicial de
MB . O valor de 1 encontrado para a amostra 1, como mostra a Figura 22, coincidentemente
possui 0 mesmo valor médio citado anteriormente, que foi obtido a partir de todas as amostras

que receberam a aplicacdo do azul de metileno.

A Figura 23 representa a permeacdo do azul de metileno a 0,1 mg/mL com periodo de

exposicdo de 5 minutos, ilustrada por meio da amostra 3. A espessura inicial das trés amostras
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avaliadas nesse grupo foi de aproximadamente 0,300 mm. Na amostra 3, o MB foi detectado
na espessura de 0,250 mm, marcada com a seta vermelha, e o valor medio de deteccéo

encontrado para as trés amostras avaliadas nesse grupo foi de 0,246 mm.

—— Dente 3 semMB oclusal (0,3 mm)
—— Dente 3 semMB pulpar (0,3 mm)
a1 by —— Dente 3 comMB oclusal (0,3 mm)
L'I. Dente 3 comMB pulpar (0,3 mm)
\ Dente 3 comMB pulpar (0,25 mm)
\ Dente 3 comMB pulpar (0,2 mm)
—— Dente 3 comMB pulpar (0,15 mm)
—— Dente 3 comMB pulpar (0,12 mm)
—— Dente 3 comMB pulpar (0,1 mm)

Sinal Fotoacustico (mv)

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 23 - Evolucdo dos sinais fotoacUsticos em funcdo da espessura da amostra 3 para verificacdo da
permeacdo do MB 0,1 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposi¢do, com deteccdo do FS em 0,250 mm.

Apenas uma amostra foi utilizada para avaliar a permeacdo do azul de metileno a 0,1
mg/mL com periodo de exposicdo de 1 minuto. A espessura inicial da amostra foi de 0,290
mm e 0 MB foi detectado em 0,150 mm apesar de haver uma pequena variacdo de espectro
em 0,200 mm. Para melhor visualizacdo, o detalhe no lado direito da Figura 24 mostra uma
ampliacdo que comprova a presenca do FS na espessura de 0,150 mm, correspondente a linha

de cor amarela.
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Dente 1 sem MBE oclusal (029 mm)
Dente 1 sem MB pulpar (0,29 mm)
Dente 1 caom MB oclusal (029 mm)
Dente 1 cam MB pulpar (0,29 mm)
Dente 1 com ME pulpar (0,2 mm)

Dente 1 cam MB pulpar (0,15 mm)
Dente 1 cam MB pulpar (0,12 mm)
Dente 1 cam MB pulpar (0,1 mm)

Dente 1 com MB pulpar (008 mm)

ooz |

005 -

Dente 1 com ME prpar @29 mmy

Dente 1 com ME prpar@.2 mmj

Dete 1 com ME prpard,iSmmy
——Derte fcom MEprpar@i2mmy
ooz ——Derte 1 com ME prpard,l mmj
Dente 1 com ME prpar 0,08 mmj

Sinal Fotoacustico (mv)

ooz
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|
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Figura 24 - Evolucdo dos sinais fotoacUsticos em funcéo da espessura da amostra para verificacdo da permeacédo
do MB 0,1 mg/mL no periodo de 1 minuto de exposi¢do com deteccdo do FS em 0,150 mm.

Também uma amostra foi utilizada para avaliar a permeagdo do azul de metileno a
0,01 mg/mL com periodo de exposicdo de 5 minutos. A solucdo preparada nessa concentracéo
ficou com coloragdo muito clara dificultando a detecgédo do sinal fotoacustico. Mesmo quando
a amostra atingiu uma espessura muito fina (0,080 mm) o sinal ndo foi detectado o que
dificultou a utilizacdo da técnica. A espessura inicial da amostra foi de 0,200 mm e o MB nao
foi detectado na superficie pulpar, referente a superficie contraria aquela em que o FS fora

aplicado em nenhuma das espessuras obtidas, como mostra a Figura 25.

Dente 1 sem MBE aclusal (0,2 mm)
—Dente 1 sem ME pulpar (0,2 mm)
Dente 1 com ME aclusal (0,2 mm)
ooz b Dente 1 com ME pulpar (0,2 mm)
Dente 1 com ME pulpar (0,15 mm)
Dente 1 com ME pulpar (0,1 mm)
Dente 1 com ME pulpar (0,08 mm)

—

Sinal Fotoacustica{m'')

0.oo

500 £00 700
Caomprimento de onda (nm)

Figura 25 - Evolugdo dos sinais fotoacusticos em funcdo da espessura da amostra para verificagdo da permeacdo
do MB 0,01 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposi¢do. Nao houve deteccdo do FS na superficie pulpar.
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Em relacdo ao azul de o-toluidina, a leitura realizada na amostra 1 para avaliagéo da
permeacao desse FS na concentragdo de 0,1 mg/mL com periodo de exposic¢ao de 30 minutos,
esta representada na Figura 26. A espessura inicial das trés amostras avaliadas nesse grupo foi
de aproximadamente 0,290 mm e o pico de absor¢do méaxima do TBO apresentou-se em 570
nm. O TBO foi detectado na espessura de 0,190 mm na amostra 1 e o valor médio encontrado
para as trés amostras avaliadas nesse grupo foi de 0,193 mm.

——Dente 1 sem TBQ oclusal (0,280mm)
——Dente 1 sem TBO pulpar (0,290mm)

D14 - ——Dente 1 com TBQ oclusal (0,290mm)

Dente 1 com TBO pulpar (0,230mm)

842 - Dente 1 com TBO pulpar (0,190 mm)

Dente 1 com TBO pulpar (0,150mm)

010 b ——Dente 1 com TBO pulpar (0,119 mm)
{

——Dente 1 com TBO pulpar (0,098 mrm)

Sinal Fotoacustico {mv)

300 400 500 600 700 a00

Comprimento de onda (nm)

Figura 26 - Evolucdo dos sinais fotoacusticos em funcdo da espessura da amostra 1 para verificacdo da
permeacdo do TBO 0,1 mg/mL no periodo de 30 minutos de exposi¢éo, com detec¢do do FS em 0,190 mm.

A Figura 27 representa a amostra 1 utilizada para avaliar a permeacdo do azul de o-
toluidina a 0,1 mg/mL com periodo de exposicdo de 5 minutos. A espessura inicial das trés
amostras avaliadas foi de aproximadamente 0,300 mm. Na amostra 1, o TBO foi detectado na
espessura de 0,200 mm, e o valor médio encontrado para as trés amostras avaliadas nesse
grupo foi de 0,220 mm.
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——Dente 1 sem TBO oclusal (0,3 mm)
010 ——Dente 1 sem TBO pulpar (0,3 mm)
L ——Dente 1 com TBO oclusal (0,3 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,3 rmm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,2 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,15 mm)
(
(

——Dente 1 com TBO pulpar (0,12 rmm)
——Dente 1 com TBO pulpar (0,1 mm)

Sinal Ftoacustico (mY)

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm})

Figura 27 - Evolucdo dos sinais fotoaclsticos em funcdo da espessura da amostra 1 para verificacdo da
permeacdo do TBO 0,1 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposicdo, com deteccdo do FS em 0,200 mm.

O comportamento de permeacdo do azul de o-toluidina foi calculado de acordo com a
Equacdo 2. O valor médio de t encontrado para todas as amostras avaliadas, independente do
periodo de exposicdo, foi de 61 pum. Considerando a menor espessura analisada (L1=100 pm),
referente ao primeiro ponto avaliado, a estimativa mostra que 37% do azul de o-toluidina esta
presente em 161 pm.

A Figura 28 representa a estimativa da porcentagem de azul de o-toluidina que
permeia em funcdo da espessura da dentina na amostra 1, que recebeu a aplicacdo de TBO 0,1
mg/mL durante 5 minutos. As outras amostras tiveram seus sinais fotoacusticos calculados da
mesma maneira. Em (A) podemos observar que as areas dos sinais fotoacusticos, calculadas
na regido formada entre 450 nm e 750 nm, originaram uma curva exponencial decrescente em
fungdo do aumento da espessura da amostra. Observar que para a amostra 1 o T encontrado foi
42 um, diferente do valor médio citado anteriormente (t=61um) que foi obtido a partir de
todas as amostras. Em (B) o sinal fotoacustico foi fixado em seu ponto maximo (570 nm) e a
medida que a espessura da amostra aumenta o sinal fotoacustico decresce. Neste caso 0S

valores de t encontrados em A e B foram coincidentemente iguais.
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Aplicagie 5 minutos Espessura amostra = 300 gn

& Dente 1 com TBO
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0,01 F

0,00 |
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W &xirna intensidade SF banda certrada em 570 nm (a.u)

Espessura amostra (Lm)

Figura 28 - Estimativa da porcentagem de azul de o-toluidina que permeia em fung¢éo da espessura da dentina. (A)
Diminuicdo exponencial da area formada pelos sinais fotoacUsticos a medida que ocorre 0 aumento da espessura
da amostra; (B) diminuicdo do sinal fotoacustico fixado em 570 nm a medida que ocorre 0 aumento da espessura

da amostra.

Os espectros obtidos a partir da amostra que foi utilizada para avaliar a permeacéo do

azul de o-toluidina a 0,1 mg/mL com periodo de exposi¢cdo de 1 minuto encontram-se na

Figura 29. A espessura inicial da amostra foi de 0,250 mm e o TBO foi detectado em 0,150

mm apesar de haver uma pequena variacdo de espectro em 0,200 mm.

Sinal Fotoacustico (mV)
=
|

Dente 1 sem TBO oclusal (0,25 mm])
——Dente 1 sem TBO pulpar (0,25 mm)
——Dente 1 com TBO oclusal (0,25 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,25 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,2 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,15 mm)
~——Dente 1 com TBO pulpar (0,12 mm)
——Dente 1 com TBO pulpar (0,1 mm)
~———Dente 1 com TBO pulpar (0,08 mm)

300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 29 - Evolucdo dos sinais fotoacusticos em fungdo da espessura da amostra para verificacdo da permeacdo
do TBO 0,1 mg/mL no periodo de 1 minuto de exposi¢do com detecgdo do FS em 0,150 mm.
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A leitura da amostra utilizada para avaliar a permeacgéo do azul de o-toluidina a 0,01
mg/mL com periodo de exposicdo de 5 minutos encontra-se na Figura 30. Também com o
TBO a solugéo preparada nessa concentragéo ficou com coloragdo muito clara dificultando a
deteccdo do sinal fotoacustico. Mesmo quando a amostra atingiu uma espessura muito fina
(0,060 mm) a ponto de fraturar apds a leitura, o sinal ndo foi detectado o que dificultou a
utilizacdo da técnica. A espessura inicial da amostra foi de 0,300 mm e o TBO néo foi
detectado na superficie pulpar em nenhuma das espessuras obtidas. Na espessura de 0,060
mm uma Ultima leitura foi realizada na superficie pulpar e também na superficie oclusal, que
havia recebido a aplicacdo do FS. Entretanto ndo houve detec¢do do sinal nem na superficie

oclusal nessa Gltima leitura.

Dente 1 sem TBO oclusal (0,2 mm)
Dente 1 sem TBO pulpar (0,3 mm)

0.040

0035 | Dente 1 com TBO oclusal (0,2 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0.3 mm)
n.030 p Dente 1 com TBO pulpar (0,25 mm)

Dente 1 com TBO pulpar (0,2 mm)

{
{
{
nnzs b Dente 1 com TBO pulpar (0,15 mm)
{
{

Dente 1 com TBO pulpar (0,1 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,06 mm)
Dente 1 com TBO oclusal (0,06 mm)

n.0zo

D015 LN

Sinal Fotoacdstico (m)

0.010

n.004

n.ooo -

450 500 550 00 650 700 740 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 30 - Evolugéo dos sinais fotoacusticos em funcdo da espessura da amostra para verificagdo da permeacdo
do TBO 0,01 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposi¢do. Ndo houve detecgdo do FS na superficie pulpar.

A permeacdo do verde de malaquita na concentracdo de 0,1 mg/mL com periodo de
exposicdo de 30 minutos esta ilustrada na Figura 31, representada pela amostra 2. A espessura
inicial das trés amostras avaliadas foi de aproximadamente 0,340 mm e o pico de absorcéo
méaxima do MG apresentou-se em 627 nm. Na amostra 2, a detec¢do do FS ocorreu em 0,205
mm, apesar de haver uma leve alteracdo do sinal fotoacustico em 0,255 mm, e o valor médio

encontrado para as trés amostras avaliadas nesse grupo foi de 0,237 mm.
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—— Dente 2 sem MG oclusal {0,340 mm)
—— Dente 2 sem MG pulpar (0,340 mm)
—— Dente 2 com MG oclusal (0,340 mm)
0t Dente 2 com MG pulpar (0,340 mm)
010 b Dente 2 com MG pulpar (0,255 mm)
Dente 2 com MG pulpar (0,205mm)

(

(

012 +

0.09 -
0.08 -
0.07

—— Dente 2 com MG pulpar (0,155 mm)
—— Dente 2 com MG pulpar (0,087 mm)

0.06 +
0.05
0.04 F

Sinal Fotoacustico (mV)

0.03 F
0.02
0.0

0.00 +

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 31 - Evolucdo dos sinais fotoacUsticos em funcdo da espessura da amostra 2 para verificacdo da permeacéo
do MG 0,1 mg/mL no periodo de 30 minutos de exposicdo, com deteccdo do FS em 0,205 mm.

O comportamento de permeacao do verde de malaquita foi calculado de acordo com a
Equacdo 2. O valor médio encontrado para todas as amostras que receberam a aplicacdo desse
FS foi de 48 um. Considerando a menor espessura analisada (L1=100 um), referente ao
primeiro ponto avaliado, estima-se que 37% do verde de malaquita esta presente em 148 um

de espessura da amostra.

A Figura 32 representa a estimativa da porcentagem de verde de malaquita que
permeia em funcdo da espessura da dentina na amostra 1, que recebeu a aplicacdo de MG 0,1
mg/mL durante 30 minutos. As outras amostras tiveram seus sinais fotoacusticos calculados
da mesma maneira. Em (A) podemos observar que as areas dos sinais fotoacusticos,
calculadas na regido formada entre 450 nm e 750 nm, originaram uma curva exponencial
decrescente em funcdo do aumento da espessura da amostra. Observar que para a amostra 1 o
T encontrado foi 38 pum, diferente do valor médio citado anteriormente (t=48um) que foi
obtido a partir de todas as amostras. Em (B) o sinal fotoacustico foi fixado em seu ponto
méaximo (627 nm) e a medida que a espessura da amostra aumenta o sinal fotoacustico
decresce. Neste caso os valores de T encontrados em A e B sdo diferentes uma vez que em A o
T ¢ calculado a partir da drea e em B o valor de t € originado a partir de um Unico ponto.
Assim, o valor médio de 1 citado anteriormente (t=48um) ¢ calculado a partir dos valores

obtidos em A.
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Figura 32 - Estimativa da porcentagem de verde de malaquita que permeia em func¢do da espessura da dentina.
(A) Diminuicdo exponencial da area formada pelos sinais fotoacUsticos a medida que ocorre o aumento da
espessura da amostra; (B) diminuicéo do sinal fotoacUstico fixado em 627 nm a medida que ocorre 0 aumento da

espessura da amostra.

Os espectros obtidos a partir da amostra 3, utilizada para avaliar a permeacdo do

verde de malaquita a 0,1 mg/mL com periodo de exposi¢cdo de 5 minutos, estdo representados

na Figura 33. A espessura inicial das trés amostras avaliadas foi de aproximadamente 0,300

mm. Na amostra 3 0 MG foi detectado em 0,200 mm, e o valor médio da primeira espessura

de deteccdo encontrado para as trés amostras avaliadas nesse grupo foi de 0,180 mm.

Sinal Fotoacustico (mV)

Dente 3 sem MG oclusal (0,3 mm)
Dente 3 sem MG pulpar (0,3 mm)
——Dente 3 com MG oclusal (0,3 mm)
Dente 3 com MG pulpar (0,3 mm)
Dente 3 com MG pulpar (0,25 mm)
Dente 3 com MG pulpar (0,2 mm)
Dente 3 com MG pulpar (0,15 mm})

(

(

——Dente 3 com MG pulpar (0,12 mm)
~———Dente 3 com MG pulpar (0,1 mm})

400 500 600

700 800

Comprimento de onda {nm)

Figura 33 - Evolugdo dos sinais fotoacusticos em fungéo da espessura da amostra 3 para verificacdo da permeagao
do MG 0,1 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposicdo, com deteccdo do FS em 0,200 mm.
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A evolugdo dos sinais fotoacuUsticos obtidos em fungdo da amostra que foi utilizada
para avaliar a permeacdo do verde de malaquita a 0,1 mg/mL com periodo de exposicdo de 1
minuto esta representada na Figura 34. A espessura inicial da amostra foi de 0,280 mm e o
MG foi detectado em 0,150 mm apesar de haver uma pequena variagédo de espectro em 0,200
mm.

010 ——Dente 1 sem MG oclusal (0,28 mm)
[ ——Dente 1 sem MG pulpar (0,28 mm)
——Dente 1 com MG oclusal (0,28 mm)
Dente 1 com MG pulpar (0,28 mm)
Dente 1 com MG pulpar (0,2 mm)

Dente 1 com MG pulpar (0,15 mm)

Sinal Fotoacustico (mV)
[am]
o
(4]
T

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda {nm)

Figura 34 - Evolucdo dos sinais fotoacusticos em funcdo da espessura da amostra para verificacdo da permeacao
do MG 0,1 mg/mL no periodo de 1 minuto de exposi¢do com detec¢do do FS em 0,150 mm.

A leitura da amostra utilizada para avaliar a permeacéo do verde de malaquita a 0,01
mg/mL com periodo de exposi¢cdo de 5 minutos encontra-se na Figura 35. A mesma limitacéo
foi encontrada em relacdo a concentracdo mais baixa utilizada, como ocorreu com 0S outros
FS. A espessura inicial da amostra foi de 0,200 mm e o0 MG ndo foi detectado na superficie
pulpar, referente a superficie contraria aquela em que o FS fora aplicado, em nenhuma das
espessuras obtidas. A menor espessura possivel atingida foi de 0,060 mm. Nessa espessura,
além de realizar a leitura da superficie pulpar em freqiiéncia de 16 Hz, como realizado em
todas as outras leituras, realizou-se também uma leitura da superficie pulpar com fregiiéncia
em 10 Hz. Com a diminuicdo da freqliéncia ocorre um aumento na profundidade de leitura do
espectro, ou seja, a leitura é realizada em regido mais profunda da amostra e
conseqlientemente mais proxima da superficie em que o FS havia sido aplicado. Entretanto, a
deteccdo do MG ndo ocorreu, 0 que demonstrou que nessa concentracdo a técnica € inviavel.
Também foi realizada uma leitura com frequéncia em 40 Hz na superficie oclusal, que havia
recebido a aplicacdo do FS. Com o aumento da freqgliéncia a leitura € mais superficial e ainda

assim o FS ndo foi detectado.
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—Dente 1 sem MG oclusal {0,2 mm)
—— Dente 1 sem MG pulpar (0,2 mm)
—— Dente Tecom MG aclusal (0,2 mm)
com MG pulpar (0,2 mm)
com MG pulpar (0,18 mm)
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Dente 1
Dente 1
— Dente 1
—— Dente 1
Dente 1

Figura 35 - Evolucdo dos sinais fotoacusticos em funcdo da espessura da amostra para verificagdo da permeacéo do
MG 0,01 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposicdo. Nao houve deteccdo do FS na superficie pulpar mesmo
com a mudanca da freqliéncia para 10 Hz. Também ndo houve deteccdo do FS na superficie oclusal com
freqiéncia em 40 Hz.

No Quadro 4 estdo representadas as primeiras espessuras de detec¢do dos FS avaliados

obtidas por meio dos sinais fotoacusticos encontrados a partir de cada amostra avaliada, e o

Quadro 5 apresenta as médias dos valores encontrados para as primeiras espessuras de

deteccdo em funcdo do FS e periodo de exposi¢cdo utilizados, bem como os valores de t

encontrados para cada FS, referente a espessura em que encontra-se 37% do FS aplicado,

somando a menor espessura analisada (100 pm).

Quadro 4 — Primeiras espessuras de detec¢do (mm) encontradas para cada amostra avaliada.

Espessura da primeira Espessura da primeira Espessura da primeira
detecgdo de MB (mm) detec¢do de TBO (mm) detec¢do de MG (mm)
amostras1,2e 3 amostras1,2e 3 amostras1,2e3
01mg/mb 143 | 0254 | 0250 | 0190 | 0190 | 0200 | 0255 | 0205 | 0,253
30 minutos
Ormg/mb 14 oe | 0240 | 0250 | 0200 | 0230 | 0230 | 0190 | 0150 | 0,200
5 minutos
01mg/mb | 155 - - 0,150 - - 0,150 ; ;
1 minuto
0,01 mg/mL ND* ) i ND* i i ND* ) )
5 minutos

*ND — ndo detectado
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Quadro 5 — Média das espessuras de detec¢do (mm) encontradas para cada FS e periodos testados, e
média dos valores de T de cada FS testado.

MB TBO MG
Média das
espessuras 0,245 mm 0,193 mm 0,237 mm
0,1 mg/mL
30 minutos
Média das
espessuras 0,246 mm 0,220 mm 0,180 mm
0,1 mg/mL
5 minutos
Meédia do valor | 80 pm + 100 um (primeiro | 61 pm + 100 um (primeiro | 48 pum + 100 um (primeiro
de T para todas | ponto avaliado) = 0,18 mm | ponto avaliado) = 0,16 mm | ponto avaliado) = 0,14 mm
as amostras

A Figura 36 representa uma estimativa do comportamento da concentragdo encontrada
para os trés fotossensibilizadores avaliados em funcdo da espessura da amostra de dentina
considerando o valor médio de T obtido para cada FS. Neste grafico a espessura minima
avaliada (L1=100um) ndo foi considerada, assim pode-se observar que o eixo horizontal do
grafico corresponde ao valor de t. Portanto, para 1t tem-Se a concentracdo equivalente a 37%

do FS, mas € importante ressaltar que para aplicar essa estimativa as amostras de dentina
deve-se considerar L1.

40
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35 TBO v=61pum
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Figura 36 — Comportamento da concentragdo do azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita em
funcdo da espessura da amostra de dentina de acordo com o valor de T encontrado para cada FS.
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5.2. Espectroscopia fotoacustica (FTIR-PAS)

Nas leituras das amostras de dentina experimentais, as linhas preta e vermelha
correspondem ao sinal fotoacuUstico das superficies oclusal e pulpar respectivamente,
previamente a aplicagdo do FS. As linhas azul e verde correspondem ao sinal fotoacustico das
superficies oclusal e pulpar respectivamente logo apos a aplicacdo do FS. Nesta técnica ndo
foi realizado o desgaste da superficie pulpar para diminuicdo da espessura assim as trés

amostras utilizadas permaneceram com a espessura inicial de 0,400 mm.

Na Figura 37 esta representada a evolucdo dos sinais fotoacusticos obtidos antes a
apos a aplicagdo dos FS nas trés amostras utilizadas nesta técnica. As amostras 1, 2 e 3
receberam a aplicacdo do azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita
respectivamente, com concentracao de 0,1 mg/mL e periodo de exposicdo de 30 minutos.

N&o houve alteracdo dos sinais obtidos antes e apds a aplicacdo dos FS em nenhuma
das trés amostras avaliadas, assim o resultado sugere que ndo ocorreu alteracdo causada por

possiveis reacfes quimicas existentes entre o FS empregado e a dentina.
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Figura 37 - Evolucgdo dos sinais fotoacusticos para verificacdo de alteracdo causada por possiveis reagdes entre 0s
FS e a estrutura dentéria. (A) aplicacdo do MB 0,1 mg/mL durante 30 minutos; (B) aplicagdo do TBO 0,1 mg/mL
durante 30 minutos e ; (C) aplicagdo do MG 0,1 mg/mL durante 30 minutos.
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5.3. Espectrofotometria

A Figura 38 mostra os espectros obtidos do azul de metileno, azul de o-toluidina e
verde de malaquita a 0,001 mg/mL, que serviram de referéncia para comparagdo com 0s
espectros que foram obtidos por meio da associacdo dos FS com a dentina, em PAS e em
PAS-FTIR.

0,35

— A7l de Metilaeno

030 Azl de O—Toluidi_na
' Verde de Malaguita

0,29
0,20
0,15
D,1D\
0,05
— ,_/"
— e ——

200 300 400 500 [={aln] 700 a0 JE[un]
Compnmento de onda (nm)

Absorgao

Figura 38 — Espectro dos FS azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita a 0,001 mg/mL, e seus
respectivos picos de absor¢do maxima em 660 nm, 630 nm e 615 nm demarcados com as linhas vermelhas.

Observa-se que com a diminuicdo da concentracdo a banda de absorcdo dos FS é
modificada, assim o pico de absorcdo maxima encontrado em PAS é diferente dos picos
obtidos nesta espectrofotometria, demarcados com as linhas vermelhas, isso se deve as formas
monoméricas e agregadas dos FS que variam de acordo com sua concentrag¢do, como ilustra o
Quadro 6.
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Quadro 6 — Picos de absor¢do maxima encontrados em PAS e na espectrofotometria para o azul de
metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita, de acordo com as concentrac¢des utilizadas.

PICOS DE ABSORCAO MAXIMA
FOTOSSENSIBILIZADORES

0,1 mg/mL (agregados) 0,001 mg/mL (mondmeros)
PAS espectrofotometria
Azul de Metileno 593 nm 660 nm
Azul de O-Toluidina 570 nm 630 nm
Verde de Malaquita 627 nm 615 nm

5.4. Microscopia

5.4.1. Microscopia eletrénica de varredura

A Figura 39 mostra as imagens obtidas em MEV nos cortes tranversal e longitudinal.
A média do didmetro dos tabulos dentinarios encontrada para as amostras utilizadas nesta
técnica foi de 3,64 um. A média da distancia entre os tubulos encontrada nessa regido para as
amostras utilizadas foi de 2,8 um. A média da espessura encontrada para as amostras
utilizadas foi de 30,3 um, um valor menor comparado a espessura inicial das amostras (0,1
mm) provavelmente devido a desmineralizacdo e tratamento dado as superficies das amostras

para possibilitar a realizacdo da técnica.

71



. o 1 ¢ A
AceV  Piobe Mag - WO Det : . / Mag [ WD Det NaR B——i
15.0kV ~ .30 %360 A O gisov 300 x8p0 [ 7 S 1

- B
Bccv | Piobe  Mag WD Det Accv Buobe  Mag WD D No e |
150y 30 x2400 16 SE 1506V 304 x 17 SE 1

AccY | Probe Mag = WD Det AccV  Probe Mag WD Det Mo ] F{in
150KV, 30 %5000 17 SE 150V 30 x18000 17 SE 1

A

Figura 39 — Imagens obtidas em MEV. (A) corte tranversal com aumento de 300 vezes; (B) corte longitudinal
com aumento de 800 vezes; (C) corte longitudinal com aumento de 2400 vezes; (D) corte tranversal com
aumento de 3000 vezes; (E) corte tranversal com aumento de 5000 vezes e; (F) corte tranversal com aumento de
18000 vezes.
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5.4.2. Microscopia Optica

As imagens obtidas em MO, ilustradas na Figura 40, a partir das trés amostras
utilizadas nesta técnica, obtidas de cortes longitudinais, mostram a impregnacao do azul de
metileno (A e B), azul de o-toluidina (C e D) e verde de malaquita (E e F) nos tubulos
dentinarios em aumentos de 20 vezes e 40 vezes respectivamente. Os trés FS foram utilizados

na concentracdo de 0,1 mg/mL com periodo de exposicdo de 30 minutos sobre as amostras.

Figura 40 — Imagens obtidas em MO de amostras de dentina em cortes longitudinais mostrando a impregnacéao
dos FS nos tubulos dentinarios. (A) MB 0,1 mg/mL durante 30 minutos, aumento de 20 vezes; (B) MB 0,1
mg/mL durante 30 minutos, aumento de 40 vezes; (C) TBO 0,1 mg/mL durante 30 minutos, aumento de 20
vezes; (D) TBO 0,1 mg/mL durante 30 minutos, aumento de 40 vezes; (E) MG 0,1 mg/mL durante 30 minutos,
aumento de 20 vezes e; (F) MG 0,1 ma/mL durante 30 minutos, aumento de 40 vezes.
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6. DISCUSSAO

O efeito da terapia fotodinamica sobre os microrganismos cariogénicos tem sido
avaliado empregando-se diversos fotossensibilizadores em diferentes concentragdes, fontes de
luz aplicadas em diferentes periodos de exposicdo, em estudos in vitro** ®% %% ‘in situ® e in
vivo'. No entanto, até o presente momento, um ponto importante ndo havia sido considerado
para viabilizar a aplicacdo da PDT em dentina: o comportamento da permeacdo dos
fotossensibilizadores na estrutura dentinaria. Este € o primeiro estudo que avalia a
permeabilidade dentinaria dos FS empregados na PDT, o que limita a comparacdo dos
resultados obtidos com outros trabalhos. Além do fato deste ser o primeiro estudo a avaliar
esta questdo foram obtidos resultados favoraveis ja que todos os FS analisados permearam na

estrutura dentinaria, um achado importante que viabiliza a aplicacdo da PDT sobre a dentina.

6.1. Discussao dos resultados

De acordo com os resultados obtidos observou-se que o azul de metileno a 0,1 mg/mL
com periodo de aplicacdo de 5 minutos apresentou permeacdo de 0,246 mm, referente ao
maior valor médio encontrado. Por outro lado, o verde de malaquita a 0,1 mg/mL com
periodo de aplicacdo de 5 minutos apresentou permeacao de 0,180 mm, referente ao menor
valor médio encontrado. Para o azul de metileno a variacdo do periodo de exposicdo de 5
minutos (0,246 mm) ou 30 minutos (0,245 mm) parece ndo interferir na quantidade de
permeacdo do FS. Ja os FS azul de o-toluidina e verde de malaquita tiveram valores médios
diferentes para os periodos de 5 minutos, 0,220 mm e 0,180 mm, e 30 minutos, 0,193 mm e
0,237 mm, respectivamente. E interessante observar que apenas o verde de malaquita
permeou menos no periodo de 5 minutos. No periodo de 1 minuto os trés FS empregados

tiveram comportamento de permeacdo semelhante (0,150 mm).

Os resultados encontrados sdo aplicaveis ao estudo de LIMA e colaboradores (2009)°
que realizaram uma pesquisa in situ sobre amostras de dentina. Foi utilizado o azul de o-
toluidina a 0,1 mg/mL como FS associado a um LED com comprimento de onda de 638,8 nm.

A inativacdo bacteriana foi efetiva aliada a capacidade de permeacdo do azul de o-toluidina
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nas amostras de dentina. A concentragdo de 0,1 mg/mL para o azul de o-toluidina tem sido
bastante aplicada na literatura® * > " ® 1° fator que influenciou a escolha desse valor de
concentracdo para avaliacdo da permeagédo nesta pesquisa.

A permeacdo do azul de metileno também é aplicavel ao estudo de BAPTISTA
(2009)* que avaliou a acdo da PDT sobre dentes de ratos inoculados com S. mutans e
submetidos a dieta cariogénica. O azul de metileno a 0,03 mg/mL permaneceu em contato
com o molar dos animais por 5 minutos e, apds irrigacdo com solucdo salina para remocao do
excesso do FS, realizou-se a irradiagdo com LED com comprimento de onda de 640 nm, por 3
min. Apo6s a aplicagdo da PDT os molares foram extraidos e submetidos & analise
microbioldgica, que evidenciou a inativacdao bacteriana. Nota-se que mesmo com a utilizacdo
de uma concentracdo mais baixa (0,03 mg/mL), compativel com o periodo de exposi¢cdo
testado (5 minutos), a inativacdo bacteriana ocorreu aliada a permeagdo do FS nos molares

dos animais.

Quando se realizou o ajuste exponencial pela integracdo das areas formadas pelos
sinais fotoacusticos na regido de 450 nm a 750 nm, observou-se que os valores médios de t
encontrados para o azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita diferiram. O
azul de metileno alcangou o maior indice de permeacdo uma vez que 0s resultados estimaram
que 37% desse FS estd presente em 0,180 mm de espessura das amostras de dentina que
receberam a aplicacdo desse FS, independente do periodo de exposicao utilizado. Apesar de o
verde de malaquita apresentar o menor indice de permeacéo, pois 0s resultados estimaram que
37% desse FS estad presente em 0,140 mm de espessura das amostras de dentina avaliadas,
essa diferenca foi de apenas 0,040 mm comparada ao azul de metileno. Entretanto, €
importante salientar que o objetivo do presente trabalho foi verificar a existéncia e a

quantidade de permeacdo dos FS na dentina, e ndo selecionar um FS.

Mesmo apresentando os menores valores de permeacdo, o verde de malaquita € um FS
bastante viavel por ser utilizado na rotina do consultério odontolégico como evidenciador de
placa bacteriana. Ndo foram encontrados trabalhos que utilizaram o verde de malaquita para a
aplicacdo da PDT sobre microrganismos cariogénicos, entretanto PRATES (2005)™ avaliou in
vitro a acao do verde de malaquita a 0,1 mg/mL sobre Actinobacillus actinomycetemcomitans,
espécie associada a doenca periodontal. O FS permaneceu em contato com 0s microrganismos
durante 5 minutos e apos esse periodo, realizou-se a irradiacdo com um laser diodo GaAlAs

vermelho, com comprimento de onda de 660 nm, 30 mW de poténcia e fluéncia de 5,4 e 9
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Jlem® durante 3 e 5 minutos respectivamente. A associacdo do FS e da fonte de luz causou
reducdo bacteriana de 97,4% para o periodo de irradiacdo de 3 minutos e 99,9% para o
periodo de irradiacdo de 5 minutos. O verde de malaquita também foi aplicado in vitro® sobre
o Staphylococcus aureus com uma concentracdo de 2,5 mg/mL associado a uma lampada de
arco de xendnio com comprimento de onda de 630 nm. Foram realizados periodos de
irradiacdo de 30 segundos, 1 minuto e 5 minutos, e notou-se que a inativagdo bacteriana é
dose-dependente e susceptivel a fatores externos como o preparo das amostras e a
performance durante a irradiagdo. Assim, o verde de malaquita apresenta potencial
antimicrobiano o que possibilita a sua utilizagdo na PDT sobre os microrganismos

cariogénicos.

Também é importante considerar a aplicabilidade da PDT sobre a carie instalada, uma
vez que nessa condicdo ha a presenca de microrganismos especificos que possuem certa
capacidade de permeacéo. O intuito da aplicacdo da PDT é atingir a profundidade alcancada
por esses microrganismos e inviabiliza-los. De acordo com a espécie, o tempo de instalacéo
da doenca e a regido da dentina afetada bactérias foram encontradas® em até 500 pm de
distancia de sua fonte de infeccdo, entretanto o Streptococcus, que € uma espécie
potencialmente cariogénica, foi encontrado® em 200 pm de profundidade. De acordo com os
resultados do presente estudo, o azul de metileno, com exposicao de 5 e 30 minutos, o azul de
o-toluidina, com exposicdo de 5 minutos, e o verde de malaquita, com exposicdo de 30
minutos, seriam capazes de atingir a profundidade em que o Streptococcus foi encontrado.

Estudos realizados®”

mostraram que a pasta de hidroxido de calcio pode reduzir a
viabilidade bacteriana a uma profundidade de 200 um de dentina em sete dias, que também
ndo inviabiliza a aplicacdo dos fotossensibilizadores avaliados uma vez que sua acdo €
imediata. Também a efetividade da profundidade de penetracdo do érbio, cromo: itrio-
escandio-galio-granada (Er,Cr:YSGG) a laser para verificar a reducdo microbiana foi
avaliada®™. Discos de dentina radicular inoculados com Enterococcus faecalis foram
irradiados em espessuras que variavam de 100 a 1000 um. A reducdo bacteriana ocorreu a
partir da espessura de 500 um. Entretanto, os LEDs sdo uma fonte de luz bastante acessiveis
ao odontdlogo devido a sua eficacia na associacdo com os FS empregados neste estudo e ao

seu baixo custo®® %,

Por outro lado, apesar dos FS apresentarem capacidade de permeacdo viaveis para

realizacdo da inativacdo bacteriana, deve-se considerar também que as espessuras reais
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encontradas de deteccdo dos FS, aferidas com o micrometro, ndo se referem necessariamente
aquelas em que os FS foram realmente detectados devido ao comprimento de difusdo térmica
da dentina®. O valor de u encontrado para a dentina (u=60 um), na freqiiéncia de 16 Hz,
mostra que as leituras em PAS foram realizadas a uma profundidade de 60 pum, ou seja, a
varredura de freqiiéncia foi realizada nos primeiros 60 pm de profundidade da amostra e néo
se sabe exatamente em que local desses 60 pm o FS foi detectado. Assim, se a espessura em
que a amostra se encontrava na primeira detecgdo do FS aferida com o micrometro era de
0,250 mm, considerando o |, sabe-se que o FS permeou pelo menos 0,190 mm em dentina.
Porém, se a frequéncia fosse aumentada para 40 Hz por exemplo, ocorreria uma diminuicdo
de profundidade de leitura ou uma leitura mais superficial. Assim, pode-se afirmar que o FS
atingiu 0,190 mm, mas ndo se pode dizer que esse valor ndo foi maior uma vez que a variacdo

da frequéncia ndo foi realizada.

Em relagéo as possiveis reagdes ocorridas entre os fotossensibilizadores e a dentina, e
a composicdo e concentragdo dos FS utilizados, os resultados obtidos em FTIR-PAS sugerem
que ndo ocorreram ligacBes quimicas entre os FS utilizados e a dentina. Outro fator
importante é relacionar a concentracdo do FS utilizado e a sua influéncia na efetividade da
PDT. A formagéo de agregados modifica o espectro de absor¢do do FS e suas propriedades
fotofisicas, como mostra a Figura 38 e 0 Quadro 6, que pode influenciar na sua agdo como um
fotossensibilizador. O estado agregado geralmente ocorre com 0 aumento da concentracdo do
FS, especialmente em corantes hidrofobicos, que passam de monémeros para dimeros ou
formas auto-agregadas. Em baixas concentracdes, a forma monomérica predomina e o
espectro do FS possui uma banda de absor¢do predominante, mas com 0 aumento da
concentracdo, pode ocorrer 0 aparecimento de uma banda adicional e a absor¢do do FS pode
ser modificada. Para o azul de metileno na forma monomeérica sua maxima absor¢édo ocorre no
comprimento de onda de 660 nm, enquanto que no seu estado agregado essa maxima absorcéo
ocorre em 610 nm. O azul de toluidina na forma monomérica possui maxima absorcdo em
630 nm, e em seu estado agregado ela ocorre em 590 nm®. Na PDT, o FS na forma
monomérica reage predominantemente pelo mecanismo TIPO II, com formacédo de oxigénio
singleto, enquanto os FS que se encontram na forma de dimeros realizam o mecanismo TIPO
. Os dois tipos de reacdo sdo importantes para o processo fotodinamico*® **. Para o azul de
toluidina em concentracdes superiores a 0,01 mg/mL ocorre predominancia de agregados, e
para 0 azul de metileno esse fato ocorre em concentracdes superiores a 0,0003 mg/mL®.
Dessa maneira, deve-se correlacionar a concentracdo do FS utilizado e o estado das moléculas
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desse FS com a capacidade de absorcdo no comprimento de onda adequado. No entanto, nos
trabalhos avaliados neste estudo que aplicaram a PDT sobre os microrganismos bucais com a
utilizagdo do azul de metileno ou azul de toluidina como fotossensibilizadores, poucos
trabalhos® 8 utilizaram a capacidade maxima de absorcdo do FS em funcéo do uso adequado
da concentracdo e comprimento de onda utilizados. As pesquisas devem atentar-se para este
fato a fim de buscar a melhor efetividade da PDT.

Os resultados de permeacdo para os fotossensibilizadores testados foram efetivos,
principalmente no tempo de exposicdo de 5 minutos que é aplicavel para a pratica clinica. O
fato de trabalhar em concentrac6es baixas diminui o risco de manchamento das restauragoes e
também o fotossensibilizador verde de malaquita associado ao LED ¢é bastante acessivel ao
odontoldlogo.

6.2. Discussao da metodologia

Os dentes coletados para utilizacdo neste estudo foram extraidos e imediatamente
armazenados em agua destilada bem como as amostras obtidas a partir desses dentes, assim
deve-se considerar a provavel presenca de liquido no interior dos tdbulos dentinarios ao
receber a aplicacdo do fotossensibilizador. Clinicamente, os tubulos dentinarios séo
preenchidos pelo fluido pulpar?® e este fator pode influenciar na permeabilidade do composto,

bem como a composicéo do fluido®%.

Quando se realizou a delimitacdo do corte para obtencdo das amostras avaliadas no
estudo, deve-se considerar que elas foram confeccionadas a partir de uma regido profunda da
dentina, proxima a camara pulpar. A dentina é um tecido extremamente poroso, ndo
homogéneo e sua estrutura e fisiologia possuem particularidades que variam de acordo com a
idade, regido da dentina e de acordo com rea¢fes que podem ocorrer em resposta a estimulos
traumaticos ou patoldgicos, como a calcificacdo e a desmineralizacdo por exemplo, e ainda a
geracdo de outros tipos de dentina?®. Assim, cada dente é um elemento individual o que

dificulta a homogeneizacdo das amostras.

Em relacdo a idade, sabe-se que dentes jovens sdo menos mineralizados e

conseqilentemente mais permedveis. A medida que ocorre o envelhecimento dentario
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gradualmente tem-se mais mineralizagdo devido ao aumento da dentina peritubular, que causa
certa obstrucdo dos tlibulos dentinarios e a diminuicdo da permeabilidade?®. A permeabilidade
dentinéria radicular foi testada® de acordo com a idade e para isso utilizou-se o azul de
metileno a 5% como marcador. Foram avaliados dentes unirradiculares extraidos de pacientes
com idade de até 30 anos, de 30 a 45 anos, de 45 a 60 anos e com mais de 60 anos. A regido
de seccdo, a idade do paciente e o tempo de permeacdo do marcador influenciaram
significantemente na permeabilidade. As areas de permeacgdo do corante diminuiram com o
aumento da idade. No presente estudo a maioria dos dentes utilizados foram de adultos
jovens, pois de maneira geral os dentes coletados eram terceiros molares ndo irrompidos ou
pré-molares extraidos por indicacdo ortoddntica, mas ainda assim ndo se conseguiu

padronizar a idade dos dentes.

Os tabulos dentinarios encontrados na regido em que as amostras foram obtidas
apresentam caracteristicas correspondentes as da dentina profunda, localizada proxima a
camara pulpar, ou seja, possuem um didmetro maior comparado ao didmetro dos tubulos
encontrados na regido proxima ao esmalte dentario. De acordo com a microscopia eletrénica
de varredura realizada neste estudo, o valor médio do didmetro das amostras utilizadas foi de

0.7 Obviamente, a

3,64 um, compativel com os valores estimados para essa regido
permeabilidade dentinaria € mais acentuada na regido em que o didmetro dos tubulos é maior,
ainda assim essa regido foi escolhida para ser testada por tratar-se de uma area critica em que
a PDT atuaria como coadjuvante no tratamento conservador da céarie. A permeabilidade
dentinaria da regido cervical de cortes de dentina realizados na porcao oclusal e vestibular foi
testada®’. A condutancia hidraulica da agua e de soro bovino foram avaliadas nessas duas
regibes que curiosamente apresentaram caracteristicas similares in vitro. Ja a composic¢éo do

fluido influenciou na permeabilidade dentinaria.

Também deve-se observar as propriedades Opticas da dentina, como a absorcdo e a
dispersdo ou espalhamento do feixe de luz do equipamento utilizado sobre as amostras.

Estudos mostram®

que o coeficiente de absorcdo parece nao depender do comprimento de
onda utilizado e a absorcao ndo apresentou diferenca significativa entre diferentes regides do
dente. Os cristais minerais presentes na dentina parecem ndo ser a causa predominante da
dispersdao da luz, esta parece estar diretamente relacionada ao diametro dos tubulos
dentinarios uma vez que o coeficiente de dispersdo da dentina foi maior em regides proximas

a polpa. O coeficiente de dispersdo parece depender do comprimento de onda utilizado e
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comporta-se de maneira inversamente proporcional®®. Os valores dos coeficientes de absorgéo
e dispersdo encontrados para a dentina normal foram 0,03 e 9,0 respectivamente®. Esses
valores estdo diretamente relacionados com o grau de transparéncia e espessura da amostra,
além disso o coeficiente de dispersdo possui maior variacdo de acordo com as particularidades
da amostra e o coeficiente de absor¢do possui maior estabilidade. No presente estudo 0s
tubulos dentinarios ndo se encontravam vazios, pois estavam armazenados em agua destilada
e, de acordo com a microscopia Gptica realizada neste estudo, ocorreu a impregnagdo dos
tubulos com os fotossensibilizadores utilizados. Este fato pode influenciar nos coeficientes de
absorcdo e dispersdo Optica da amostra.

Algumas condicdes clinicas também influenciam sobre a permeabilidade dentinéria®®.
As amostras utilizadas foram confeccionadas a partir de dentes higidos, entretanto a
calcificacdo e o grau de desmineralizacdo dentéria sdo fatores que afetam a permeabilidade, e
certamente a aplicacdo da PDT serd realizada em dentes que sofreram alteracdes. A
calcificacdo do tecido dentinario, ou mineralizacdo, é uma reacdo bioldgica de protecdo do
tecido a camara pulpar frente a determinada agressdo, ou também pode ocorrer em resposta a
um processo fisiologico de envelhecimento. Nesses tipos de reacdes ocorre a deposicdo de
cristais minerais dentro dos tubulos dentinarios e conseqiientemente sua obstrucdo, o que
torna a dentina menos permeavel. Cristais minerais intratubulares foram encontrados® apés a
aplicacdo de hidroxido de calcio e 4gua em preparo cavitario realizado em dentina de dente
jovem e higido. Foi observada reducdo da permeabilidade com a utilizacdo do azul de
metileno como marcador. Também, de acordo com estudo de deteccdo e prevaléncia®®, a
calcificacdo é a principal resposta do tecido a caries, restauracdes e erosdes. A calcificacdo no
assoalho da cdmara pulpar e nos canais radiculares esta relacionada com o aumento da idade,
bem como sua extensdo na direcdo apical a cervical e reducdo da permeabilidade dentinaria.
No presente estudo, observou-se que os dentes que apresentavam calcificacdo dentinaria ndo
permitiram a permeacdo dos fotossensibilizadores, o que dificultou a comparagdo com o0s
dentes que ndo apresentavam calcificacdo. Dessa maneira, os dentes calcificados foram

descartados.

A desmineralizacdo do esmalte e da dentina é uma caracteristica predominante da
carie aguda. Nesse estagio, ocorre perda da estrutura mineral do dente e formacdo de
porosidades que causa 0 aumento da permeabilidade dentindria. A carie aguda possui

progressao rapida e caracteriza-se por apresentar tecido desmineralizado e mole, com
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coloracdo amarela ou amarelo-alaranjada e aspecto Umido. J& a cérie crénica caracteriza-se
por apresentar tecido moderadamente mole, com cor marrom escura e aspecto seco. Sua
progressao é lenta, com deposicdo mineral e oclusdo dos tubulos dentinarios subjacente a area
desmineralizada. Parte do mineral depositado é perdido com a progressdo da cérie, mas como
0 processo ocorre de forma lenta, o mineral é re-precipitado como cristais intratubulares
caracterizando um mecanismo de defesa fisico-quimico do tecido, com reducdo da
permeabilidade da dentina afetada®. Modificacdes quimicas de acordo com diferentes graus
de desmineralizacdo em superficies dentarias causadas pelos &cidos maleico, citrico, nitrico e
fosforico com pH=1.0 foram avaliadas com a técnica de espectroscopia fotoacUstica em
infravermelho (PA-FTIRS). Uma diminuicdo das bandas referentes & hidroxiapatita e
carbonato-apatita foi observada®.

Finalmente, com as consideracdes realizadas, observa-se que a aplicacdo da PDT
sobre a dentina cariada possui aplicabilidade clinica e pode se tornar uma técnica efetiva e
viavel no consultorio odontoldgico uma vez que apresenta caracteristicas promissoras atuando
como coadjuvante no tratamento da cérie. Os resultados obtidos mostraram-se efetivos para o
tempo de exposicdo de 5 minutos, aplicavel para a prética clinica. O fato de trabalhar em
concentragdes baixas diminui o risco de manchamento das restauracdes e também o
fotossensibilizador verde de malaquita associado ao LED ¢é bastante acessivel ao
odontol6logo. No entanto, devido a pequena quantidade de amostras avaliadas e ao fato de
ndo conseguirmos avaliar os FS empregados em concentracdes menores, outros estudos
devem ser realizados. Futuras pesquisas podem ser realizadas com a utilizacdo de amostras
obtidas a partir de uma regido mais proxima ao esmalte dentario ou ainda avaliar o
comportamento de permeacdo dos fotossensibilizadores aplicados sobre amostras afetadas
pela carie. A continuidade e complementacdo dos resultados obtidos seriam um respaldo aos

conhecimentos adquiridos com este estudo.
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7. CONCLUSOES

Dentro das condicOes experimentais, observou-se que:

- O azul de metileno, azul de o-toluidina e verde de malaquita a 0,1 mg/mL
apresentaram capacidade de permeacdo em dentina;

- O periodo de exposicdo de 5 ou 30 minutos ndo influenciou no comportamento de
permeacdo do MB (0,246 mm) e (0,245 mm), respectivamente. Entretanto, o TBO e 0 MG
apresentaram variacdo no comportamento de permeacao para 0s periodos de 5 minutos (0,220
mm) e (0,180 mm), e 30 minutos (0,193 mm) e (0,237 mm), respectivamente. Para o0 tempo
de exposicdo de 1 minuto, os trés FS apresentaram comportamento de permeacdo semelhante
(0,150 mm). Em relacdo a concentracdo de 0,01 mg/mL, ndo foi possivel quantificar a
permeacdo dos FS;

- Néo foram detectadas modificacfes quimicas entre os FS e a dentina;
- Houve impregnacdo dos FS nos tabulos dentinarios;

- Os trés FS avaliados apresentaram comportamento de permeacdo favoravel sobre a
estrutura dentinaria o que viabiliza sua aplicacdo na superficie dentinaria e utilizacdo na PDT

para a descontaminacdo da dentina cariada como coadjuvante no tratamento da cérie dentaria.
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Pesquisador (a) Responsavel: RAQUEL SANO SUGA TERADA
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Titulo do projeto: Avaliagdo in vitro e in vivo da a¢ao antimicrobiana da Terapia Fotodinamica associada ao
tratamento restaurador atraumatico sobre a carie dentaria.

Consideragdes:

Trata-se de um projeto de pesquisa que tem como objetivo geral determinar a melhor aplicagdo
clinica da terapia fotodinamica sobre a carie dentaria. Este estudo sera realizado em duas fases: primeiramente
serdo realizados testes in vitro, onde serd definida a combinagdo de corante-fonte de luz mais eficiente na
indugdo de morte bacteriana. Serdo testados os corantes azul de metileno, azul de o-toluidina, clorofila e verde
de malaquita, os quais serdo irradiados com led vermelho ou laser. Na segunda fase, a melhor combinagao
corante-fonte de luz na indugdo de morte bacteriana in vitro sera aplicada em 10 sujeitos jovens da Clinica
Odontolégica da UEM que apresentam carie ativa, avaliando-se o niimero de coldnias obtidas a partir do

material cariado coletado antes e apos tratamento fotodindmico antimicrobiano.

A documentacdo apresentada inclui cronograma de execugdo com inicio de coleta dos dados dos
pacientes em abril de 2010 e encerramento do projeto em novembro de 2010; TCLE de acordo com a Res.
196/96 CNS; cronograma financeiro relativo a material de consumo a ser fornecido pelo Departamento de
Quimica e pela Clinica Odontolégica da UEM no valor de R$1839,63: autorizages do coordenador da Clinica
Odontologica da UEM, (Prof. Dr. Helio Hissashi Terada), do chefe adjunto do Departamento de Quimica
(Prof. Dr. Eduardo Rodovanovic); e da chefia do Departamento de Farmacia e Farmacologia, (Profa. Dra.
Graciette Matioli), os quais, no entanto, ndo mencionam especificamente, a sessdo dos materiais de consumo

arrolados no projeto no valor total de R$1839,63.

Sendo assim, somos de parecer favoravel & aprovagdo do presente projeto com a recomendagdo

de que seja especificada (explicitada) no corpo do projeto a autorizagdo dos departamentos aos quais cabera o

custeio (fornecimento) do material de consumo necessario para o desenvolvimento do projeto.

Situagdo: APROVADO
CONEP: ( X ) pararegistro ( ) para anélise e parecer Data: 11/12/2009

O pesquisador devers apresentar Relatério Final para este Comité em: Fevereiro de 2011

O protocolo foi apreciado de acordo com a
Resolugdo n°. 196/96 e complementares do
CNS/MS, na 187* reunido do COPEP em
11/12/2009.
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Comprimento de onda (nm)

Evolucgdo dos sinais fotoacusticos em funcéo da espessura das amostras para verificacdo da permeacdo do MB 0,1
mg/mL no periodo de 30 minutos de exposicdo. (B) amostra 2 com detec¢do em 0,254 mm e ; (C) amostra 3 com

deteccdo em 0,250 mm.
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Zomprimento de onda (nm)

Evolucgdo dos sinais fotoacusticos em funcéo da espessura das amostras para verificagdo da permeacdo do MB 0,1

mg/mL no periodo de 5 minutos de exposi¢do. (A) amostra 1 com detec¢do do FS em 0,250 mm; (B) amostra 2 com
deteccdo em 0,240 mm.
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Dente 2 sem TEBO oclusal (0,28 7mm)
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Evolucgdo dos sinais fotoacusticos em funcdo da espessura das amostras para verificacdo da permeacdo do TBO 0,1
mg/mL no periodo de 30 minutos de exposic¢do. (B) amostra 2 com deteccdo em 0,190 mm e ; (C) amostra 3 com

deteccdo em 0,200 mm.
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Evolugdo dos sinais fotoacusticos em funcdo da espessura das amostras para verificagdo da permeacgdo do TBO
0,1 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposi¢do. (B) amostra 2 com deteccdo em 0,230 mm e ; (C) amostra 3
com detec¢do em 0,230 mm.
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Evolucgdo dos sinais fotoacusticos em funcéo da espessura das amostras para verificacdo da permeacdo do MG 0,1

mg/mL no periodo de 30 minutos de exposicdo. (A) amostra 1 com deteccdo do FS em 0,255 mm e ; (C) amostra 3
com detec¢do em 0,253 mm.
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Sinal Fotoacistico (my)
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Evolucgdo dos sinais fotoacusticos em funcéo da espessura das amostras para verificacdo da permeacdo do MG
0,1 mg/mL no periodo de 5 minutos de exposicdo. (A) amostra 1 com deteccdo do FS em 0,190 mm e ; (B)

amostra 3 com deteccdo em 0,150 mm.
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