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Besegato JF. Avaliacao de dispositivo de ultrassom associado a terapia fotodinamica
e vidros bioativos na remocao, descontaminacéo e remineralizagédo de lesdes
artificiais de carie em dentina [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do uso de aparelho de ultrassom na
remocado de tecido cariado, da terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) na
descontaminacéo da dentina e da aplicagdo de materiais bioativos na remineralizacéo
dentinaria, assim como as influéncias dessas terapias na resisténcia adesiva, em
les@es artificiais de cérie induzidas por modelo biolégico. Espécimes de dentina bovina
(4x4x2 mm) foram obtidos e aleatorizados em grupos de acordo com o método de
remocdo do tecido cariado: fresa (FR) ou ultrassom (ULT); método de
descontaminacédo: com ou sem a aplicacdo de TFDA; e a aplicacéo de vidros bioativos
para remineralizacdo dentinaria (45S5 ou F-18). Sendo assim, os espécimes foram
aleatorizados em 14 grupos: céarie dentaria (controle); dentina higida (controle); FR;
FR+TFDA; ULT; ULT+TFDA; FR+45S5, FR+F-18; ULT+45S5, ULT+F-18;
FR+TFDA+45S5; FR+TFDA+F-18; ULT+TFDA+45S5; ULT+TFDA+F-18. Ap6s o0s
tratamentos, os espécimes foram avaliados por meio de microradiografia transversal,
microdureza longitudinal, FT-Raman e microscopia confocal. Os dados foram
submetidos a avaliacdo dos pressupostos de normalidade e homoscedasticidade.
Para comparacdao entre os grupos, ANOVA dois fatores seguido de pos-teste de Tukey
foram utilizados em nivel de significAncia de 5%. A analise das imagens de
microscopia confocal foi realizada qualitativamente. De acordo com os resultados, a
média da microdureza superficial dos espécimes foi de 40,86 + 8,74 KHN. A
microradiografia transversal revelou que a profundidade média das lesdes foi de 213,9
+ 49,5 uym. Ja a porcentagem de perda mineral foi de 4929,3 %vol.um. A microdureza
longitudinal evidenciou uma tendéncia geral em que a microdureza de um mesmo
grupo aumenta em funcéo da profundidade, independentemente do grupo avaliado (p
< 0,05). Os grupos removidos com FR (24,40 — 63,03 KHN) apresentam dureza maior
em comparacao aos removidos com ULT (20,01 — 47,53 KHN), independentemente
da profundidade (p < 0,05). Em geral, a TFDA ndo promoveu efeito significativo na
microdureza (p > 0,05). Nao houve diferenca entre FR associada com 45S5 ou F-18
(p > 0,05). No entanto, na associacao entre ULT e os vidros bioativos, diferencas
mostram que F-18 apresentou valores maiores em relacdo ao 45S5. Os dados de FT-
Raman mostram que para o componente fosfato ndo foi observado nenhuma
diferenca estatistica significante (p > 0,05). J& para o componente carbonato, na
profundidade de 200 pm houve diferenca entre os grupos FR+TFDA e
ULT+TFDA+45S5 (0,0355 e 0,0003 respectivamente (p < 0,05). Quanto as ligacbes
C-H, diferenca significante foi observada entre os grupos FR e ULT+TFDA (0,1869 e
0,0457 respectivamente (p < 0,05), na profundidade de 40 um. A microscopia confocal
revelou a eficacia da TFDA em inativar bactérias residuais. Os resultados de
resisténcia adesiva evidenciaram que ndo houve diferenca entre 0s grupos
experimentais (p > 0,05). Falha do tipo adesiva foi predominante para a maioria dos
grupos. Péde-se concluir que a remogdo com ULT é mais conservadora em relacéo a
FR e a TFDA é eficaz como estratégia de descontaminacdo. Ambos os vidros
mostraram resultados similares, embora alguns grupos tenham evidenciado melhores
resultados para o F-18. Nenhuma das terapias influenciaram negativamente a adesao
de materiais resinosos a dentina. Sendo assim, a abordagem combinada das



diferentes estratégias parece ser promissora e minimamente invasiva no tratamento
da lesdo de cérie em dentina.

Palavras — chave: Ultrassom. Fotoquimioterapia. Carie dentéria.



Besegato JF. Evaluation of ultrasound device associated with photodynamic therapy
and bioactive glasses in the removal, decontamination and remineralization of caries-
like dentin [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2021.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the efficacy of an ultrasound device to remove caries
dentin, antimicrobial photodynamic therapy (TFDA) to decontaminate dentin and the
application of bioactive materials to remineralize the dentin, as well as the influences
of these therapies on bonding strength in artificial caries lesions. Bovine dentin
specimens (4x4x2 mm) were obtained and randomized into groups according to the
removal methods of caries dentin: bur (FR) or ultrasound (ULT); decontamination
method: with or without the application of TFDA; and the application of bioactive
glasses for dentin remineralization (45S5 or F-18). Thus, specimens were randomized
into 14 groups: dental caries (control); sound dentin (control); FR; FR + TFDA; ULT;
ULT + TFDA; FR + 45S5, FR + F-18; ULT + 45S5, ULT + F-18; FR + TFDA + 45S5;
FR + TFDA + F-18; ULT + TFDA + 45S5; ULT + TFDA + F-18. After treatments, the
specimens were evaluated by transverse microradiography, cross-sectional
microhardness, FT-Raman and confocal microscopy. Data were submitted to the
assessment of the assumptions of normality and homoscedasticity. For comparison
between groups, two-way ANOVA followed by Tukey's post-test were used at a
significance level of 5%. The analysis of confocal microscopy was performed
qualitatively. According to the results, the surface microhardness mean was 40.86 +
8.74 KHN. Transverse microradiography revealed that the average depth of the lesions
was 213.9 £ 49.5 pm. The percentage of mineral loss was 4929.3% vol.um. Cross-
sectional microhardness showed a trend in which the microhardness of the same group
increases as a function of depth, regardless of the group (p < 0.05). Groups removed
with FR (24.40 - 63.03 KHN) have greater hardness compared to those removed with
ULT (20.01 - 47.53 KHN), regardless of depth (p < 0.05). In general, TFDA did not
have a significant effect on microhardness (p > 0.05). There was no difference between
RF associated with 45S5 or F-18 (p > 0.05). However, in the association between ULT
and bioactive glasses, F-18 showed higher values compared to 45S5. FT-Raman data
show that for the phosphate component, no statistically significant difference was
observed (p> 0.05). For the carbonate component, at 200 um depth there was a
difference between FR+TFDA and ULT+TFDA+45S5 groups (0.0355 and 0.0003
respectively (p < 0.05). The C-H bonding revealed a difference between FR and
ULT+TFDA groups (0.1869 and 0.0457 respectively (p < 0.05), at 40 um depth.
Confocal microscopy images showed the effectiveness of TFDA in inactivating residual
bacteria. No differences among the experimental groups were observed after
microshear bond strength test (p > 0,05). Adhesive failure was the most predominant
failure mode. It can be concluded that ULT removal is conservative, preserving caries-
affected dentin. TFDA is effective as a decontamination strategy prior restoration. Both
bioactive glasses showed similar results, although some groups have shown better
results for F-18. Any of the experimental treatments negatively affected the adhesion
to dentin. In conclusion, the combing approach using ultrasound, TFDA and bioactive
glasses is promising to provide a minimally invasive treatment.

Keywords: Ultrasonics. Photodynamic therapy. Dental caries.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt 21
2 OBUIETIVO ..ottt e e e e e e ettt e e e e e s st ae e e e e e e e nnnrreeeas 25
P RO oY= (LYo I 1= - | P 25
2.2 ObjetivoS ESPECITICOS ..uuiiiiiiiiiiiiiie e 25
3 REVISAO DE LITERATURA ..ooveeeeeeee ettt ene e 27
3.1 Doenca CArie DENLAIIA ......cccceeeiiiieeeeeee et 27
3.2 Remocao de TecCido Cariado ........ccocuvuiiiiiiiiiiiieeee e 29
3.3 Modelos Artificias de INdUGE0 de CArie .......ccccceevviiivieieie e 32
3.4 InstrumentaCao CaVItAria .....ccceeeiieeeeeiiiieee e 34
3.5 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA) ..., 38
3.6 TFDA no Tratamento da Doenga Carie .......cccccvviiiviiiieeiiiiiiiie e 41
Ao Lo Eo R = T o T4 AV 0 P UPUPPRRR 45
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt 48
4.1 Delineamento Experimental ... 48
o = LY | 1o - 50
4.2.1 Obtencéo e preparo dos espécimes de dentina bovina ...........ccccc....... 50

4.2.2 Selecdo das bactérias e preparo da suspensdo bacteriana

(0= (o 1Y 1174 Lo - PR 51
4.2.3 Método de preparacdo das micelas polimericas ........cccccceeeeeerninniennn. 52
4.2.4 Fotossensibilizador e fonte de luz a ser utilizada para TFDA .............. 54

4.2.5 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e da

concentragdo bactericida (CBM) ..o 54
4.2.6 Inducéo da leséo de carie artifiCial ........ccceeeviiiiiiiiiiiiiiee e 56
4.2.7 Microradiografia transversal (MT) ........iieeeeeeee e 59
4.2.8 Métodos pararemocdao e descontaminacgado do tecido cariado ........... 61
4.2.9 Aplicacéo de vidro bioativo como agente remineralizante .................. 64
4.3 Fase EXPeriMental ..........oeeuiiiiiiiiiii e 65

4.3.1 Microdureza Knoop longitudinal ............oeuvviiiiiiiiiiiie e 65



4.3.2 Microscopia Raman com transformada de Fourier (FT-Raman) ........... 66

4.3.3 Microscopia confocal de varreduraalaser (MC) ........ccoevvvvevrvvvenncienennn. 68
4.3.4 Preparo dos corpos de provaem resinacomposta .........cevveevvvvvvnnnninnnnn. 69
4.3.5 RESISTENCIA AUESIVA ..vuvuiiiiiei i e e e e e e e e eeeeeeanaes 73
4.3.6 Padr@o de falna ......coooiiiiiiii 73
4.4 ANAITISE ESTALISTICA ...uvvvviiiiiiiiiieiiiiiiiie et e e 74
S RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e e e e aaan s 75
5.1 FASE INICIAL .vvttiiiiiiiiiiiiiii it a e 75
5.1.1 Microdureza Knoop superficial ..........coouvuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeceees e 75

5.1.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da

concentragdo bactericida (CBM) .........uuuiiiiiiiiiiiieieiee e 75
5.1.3 Microradiografia transversal ............cccoovvviiiiiiiiiiiiice e 77
5.2 Fase EXPerimental ........cooooiiiiiiiiie e 79
5.2.1 Microdureza Knoop longitudinal ..o 79
5.2.2 FT-RABIMAN ..euiiiiii ittt e et e et e e e e e e aaa e e aeeeees 83
5.2.3 Microscopiaconfocal alaser ...........cccoovviriiiiiiiiiiiiii e, 85
5.2.4 RESISTENCIA AUESIVA ....cceeviieeeiiiiiics et e naeaanans 100
5,25 Padr@o defalha ... 101
B DISCUSSAD ...ttt 107
7 CONCLUSAOD ..ottt sttt 121
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt 122



21

1 INTRODUCAO

A carie dentaria é uma doenca biofilme-acucar-dependente que resulta na
desmineralizacdo dos substratos dentarios. A producdo de acidos pelos
microrganismos presentes no biofilme bacteriano compromete o equilibrio do
processo de desmineralizacdo e remineralizacdo!3, resultando na
destruicdo/dissolucdo da estrutura dentaria. Por ser uma das doencas orais mais
prevalentes*, a etiologia, prevencédo, controle e tratamento da doenca carie deve ser
estudada, a fim de identificar e investigar fatores e terapias que contribuam na
diminuicdo de sua prevaléncia nas populacodes.

Aproximadamente 700 a 800 espécies de bactérias tém sido identificadas na
microbiota oral, tornando a cavidade bucal o meio com maior diversidade
microbiol6gica do corpo humano®. Essa complexidade propicia o desenvolvimento de
biofilme devido a fatores como potencial hidrogenidnico (pH), localizacdo dos dentes
e tipo de substrato®. Idealmente, o biofilme e suas interagées com fatores internos e
externos sdo melhores estudados em seu ambiente natural.

Diferentes modelos de inducdo de carie podem ser utilizados, os quais
apresentam diferentes padrdes de desenvolvimento da lesdo de carie’. O método
quimico utilizando gel/solucéo acida®® ou solugdo tamp&ol® é comumente empregado
no desenvolvimento de cérie artificial. Entretanto, esse método ndo € capaz de
reproduzir o processo de desenvolvimento natural da carie, como a presenca de
biofilme’. Para promover ambiente acido e simular de maneira mais fidedigna as
condicdes naturais do desenvolvimento da lesdo de céarie'!, emprega-se o uso de
microrganismos produtores de acidos na inducdo de lesdes artificiais. Conhecido
como modelo bioldgico, sua utilizagcdo é pertinente devido a conhecida importancia de
alguns microrganismos, em especial o Streptococcus mutans, no desenvolvimento da
carie primaria e carie recorrente'?. Ainda mais fiel as condi¢Ges naturais, o biofilme de
microcosmo produzido a partir dos microrganismos presentes na saliva humana,
possibilita alto nimero de espécies e interacbes entre elas®®. Além do mais, modelos
desse tipo permitem avaliar o efeito antimicrobiano ou anticariogénico de substancias
e/ou terapias ainda em testes iniciais'4, em ambiente controlado e exposto a menor
variabilidade.

O conceito de odontologia minimamente invasiva somado ao conhecimento

atual sobre a doenca carie possibilitou a transformacédo do paradigma em relacéo ao
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seu tratamento restaurador. Portanto, a preservacdo maxima de estrutura dentaria
higida e passivel de remineralizagdo com o intuito de manter a integridade pulpar por
meio da remocé&o parcial do tecido cariado, se tornou o tratamento restaurador de
escolha®®. Dessa forma, a otimizacdo dos métodos convencionais de prevencéo de
carie e o desenvolvimento de novas estratégias sdo fundamentais para a promocao
da saude bucal?®.

Os meétodos conservadores de tratamento de lesdo de cérie preconizam a
remocdo da dentina infectada e preservacdo da dentina afetada, passivel de
remineralizacdo?’. Clinicamente, a diferenciacédo entre esses dois tipos de substratos
dentinarios € muito subjetiva, principalmente em lesdes mais profundas. Tal limitacao
é capaz de promover a remocédo excessiva e desnecessaria do tecido afetado!®. Um
método alternativo a remo¢ao mecanica e invasiva dos microrganismos presentes na
lesé@o seria a possibilidade de erradicacdo ou reducédo dos patdégenos com potencial
cariogénico®®,

A descontaminacdo cavitaria tém sido proposta com o intuito de inibir o
crescimento e proliferacédo bacteriana apés a remocéo seletiva de tecido cariado!®. A
substancia antibacteriana mais utilizada para tal finalidade é a clorexidina®, que além
de inibir a atividade bacteriana € capaz de inibir as metaloproteinases da matriz
dentinéaria, prevenindo a degradacdo da camada hibrida e melhorando a adesédo ao
longo do tempo?°. No entanto, o uso da clorexidina como desinfetante cavitario esta
atrelado ha alguns efeitos indesejaveis que restringem sua aplicacao clinica.
Xerostomia, alteracdo do paladar, descoloracao da lingua, descamacédo da mucosa,
sensacao de queimacao, pigmentacdo do elemento dentario, aumento da formacao
de célculo e desenvolvimento de reacGes alérgicas?'?* sdo algumas das limitacdes
relacionadas ao uso da clorexidina na pratica clinica.

Considerando as limitacbes da clorexidina, a terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFDA) apresenta-se como uma op¢ao promissora e viavel como
técnica antibacteriana sobre patdgenos cariogénicos, principalmente em lesdes
profundas!®?5-28, A reacdo fotodinamica é baseada na associacdo entre uma droga,
conhecida como fotosensibilizador (FS), e uma fonte de luz em comprimento de onda
especifico capaz de levar a molécula do FS a um estado excitat6rio?®. A absorcdo dos
fotons pelo FS induz uma série de reacdes envolvendo a formacéo de radicais livres
e espécies reativas de oxigénio®®. Essas espécies altamente reativas sdo toxicas e

causam danos as proteinas, lipidios, acido nucleico e outros componentes celulares



23

de microrganismos, assumindo papel importante no dano e morte celular dos
mesmos3!. Dessa forma, acredita-se que seja improvavel que a TFDA promova
resisténcia antibiética das bactérias, ja que nos microrganismos os radicais livres e
espécies reativas de oxigénio interagem com varias estruturas celulares por meio de
diferentes vias metabdlicas®3?. Além disso, esta técnica é altamente seletiva, pois
apenas as ceélulas que interagem com o FS e sdo expostas a fonte de luz serdo
danificadas e levadas a morte celular332*, Sendo assim, a TFDA pode ser utilizada
como uma estratégia de descontaminagdo cavitaria sem promover resisténcia
bacteriana e os efeitos indesejaveis da clorexidina.

Embora os lasers sejam muito utilizados para a sensibilizacdo dos FS?%, os
diodos emissores de luz (LED) representam uma fonte de luz alternativa e viavel?27,
Os dispositivos de luz LED tém como vantagens menor custo, tecnologia mais simples
e possibilidade de serem configurados para diferentes funcdes?®.

Em geral, os FS sao classificados como derivados ou ndo das porfirinas. Na
odontologia, os FS mais utilizados sédo o azul de metileno e azul de toluidina.
Recentemente, o composto fendlico natural curcumina, membro da familia das
curcuminoides, tem apresentado grande potencial como FS devido ao seu potencial
de absorver luz no espectro azul®¢:3’. Entretanto, ainda é pouco conhecido se os
radicais livres liberados na reacao fotodinamica sédo capazes de afetar negativamente
a interface adesiva® quando da restauracdo de cavidades com materiais adesivos
apos a remocao de tecido cariado.

As fresas de corte acopladas em instrumentos rotatorios sdo amplamente
utilizadas na prética clinica para remover tecido cariado. No entanto, a remo¢ao com
fresa tende a promover remocdo excessiva de tecido®, dificultando uma abordagem
conservadora por meio de uma remoc¢ao precisa e controlada. Considerando essas
limitacdes, dispositivos que utilizam energia ultrassénica também podem ser utilizados
para remover tecido cariado??, apesar de poucos estudos relatarem seu uso e eficacia.
Sendo assim, esse estudo apresenta um prototipo de aparelho ultrassénico
descariador, com o intuito de permitir e facilitar a remoc¢cao conservadora do tecido
cariado de maneira mais precisa.

Ainda no contexto da necessidade de uma abordagem conservadora e ao
mesmo tempo que promova sucesso no tratamento da carie, materiais bioativos como
os biovidros tem sido utilizados como agentes dessensibilizantes e

remineralizantes'®#l, Embora tenham sido inicialmente desenvolvidos para auxiliar e
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melhorar a regeneracgdo 6ssea*?, a similaridade de composi¢éo entre o tecido 6sseo
e os tecidos duros do dente, levam a suposicéo de que os vidros bioativos podem ser
eficientes na regeneracdo de esmalte e dentina*'. Entretanto, a eficacia da
remineralizacdo e o tempo necessario para que isso ocorra, ainda necessitam de
investigacdo*s,

Considerando o cenario exposto, nao existem informacdes na literatura atual
em relacdo ao uso de um dispositivo ultrassénico descariador com o intuito especifico
de promover a remoc¢ao conservadora do tecido cariado. Além disso, estudos prévios
tém avaliado a eficacia da TFDA como agente antimicrobiano no tratamento de
carie'®26.27 Adicionalmente, a eficacia da remineralizacdo dos materiais bioativos*® no
tratamento de carie e suas influéncias na adesdo de materiais restauradores a dentina
ainda necessitam de investigacdes. Dessa forma, esse estudo possibilita obter
informacdes relevantes sobre a eficacia e viabilidade dos tratamentos/terapias
empregadas, assim como pode ser capaz de encorajar a realizacdo de ensaios

clinicos futuros.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos a nas limitagcdes deste estudo, podemos
concluir que:

e A remocdo de lesdes de carie com dispositivo de ultrassom promoveu
remogé&o conservadora, preservando a dentina afetada;

e A TFDA foi eficaz na inativacéo das bactérias residuais ap0s a remocéao,
apresentando-se como uma opc¢ao segura e eficaz na descontaminacgéo
de lesdes de carie em dentina;

e A aplicagéo de vidros bioativos F-18 e 45S5 n&o foi capaz de promover
remineralizagéo significativa da dentina;

e A remocao com ultrassom, a aplicacdo de TFDA e de vidros bioativos
ndo interferiram na resisténcia adesiva a dentina quando da utilizacédo

de sistema adesivo autocondicionante de dois passos;
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