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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
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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.
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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
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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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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia de diferentes abordagens, combinadas ou isoladas, para
tratamento de lesdes de carie em dentina. Avaliou-se um dispositivo de ultrassom para
remocao de dentina cariada, a TFDA como estratégia de descontaminacéo de dentina
e a aplicacao de vidros bioativos para remineralizacdo dentinaria. A influéncia dessas
abordagens na dureza e composicao da dentina, na viabilidade celular bacteriana e

na resisténcia adesiva a dentina foram também avaliadas.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar as concentracdes inibitéria minima e bactericida maxima a fim de
determinar a concentracdo de fotossensibilizador a ser utilizado na aplicacao
da TFDA,

e Avaliar a profundidade das lesdes e a perda mineral promovida pela inducao
artificial de cérie por meio de microradiografia transversal,

e Analisar a dureza Knoop superficial dos espécimes de dentina com o intuito de
padronizar e selecionar os espécimes a serem utilizados nos experimentos
futuros;

e Avaliar o efeito da associacdo entre remoc¢do com ultrassom, aplicacdo de
TFDA e materiais bioativos na microdureza longitudinal da dentina apés os
diferentes tratamentos;

e Avaliar a capacidade de remineralizacao dos vidros bioativos por meio das
alteracbes no contetdo organico e inorganico da dentina apos os diferentes
tratamentos de remocéo, descontaminacdo e remineralizagdo por meio da
analise de FT-Raman;

e Avaliar o impacto da TFDA na viabilidade celular por meio de analise de
microscopia confocal;

e Avaliar se o emprego dos métodos de remocdo, descontaminacdo e
remineralizacdo da dentina afetada por carie influencia a resisténcia adesiva 24
horas apés a confeccdo de corpos de prova em resina composta por meio de

testes de microcisalhamento;
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Avaliar o padréo de falha da interface adesiva sobre a superficie dentinaria
apos a fratura dos corpos de prova de resina composta por meio de imagens
de microscopia Otica e ilustra-las com imagens de microscopia eletrénica de
varredura (MEV).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doenca Céarie Dentéria

De acordo com o ultimo levantamento global, a carie em dentes permanentes
é a doenca humana mais prevalente no mundo®. Devido a isso e com o avanco do
conhecimento acerca do processo saude-doenca, importantes mudancas de
paradigma ocorreram em relagdo aos conceitos etioldgicos e fatores determinantes
da doenca cérie®. Dessa forma, o conceito de doenca infecciosa e transmissivel e
focado principalmente no Streptococcus mutans foi substituido por um paradigma que
enfatiza a interacdo ecoldgica-bacteriana na patogénese da carie®.

No final do século XIX aceitava-se que a doenca carie era causada pelo
crescimento inespecifico da placa bacteriana, também chamada de hip6tese da placa
inespecifica**. De acordo com essa hipétese, a quantidade de placa bacteriana
presente na cavidade bucal era determinante nos niveis de patogenicidade da doenca,
desconsiderando os diferentes niveis de viruléncia existentes entre 0s microrganismos
da placa**. Nesse sentido, recomendava-se a maior remog¢do mecanica possivel da
placa bacteriana como estratégia principal de controle e prevencédo da doenca carie®.
Em meados do século XX, estudos utilizando modelo animal revolucionaram os
conceitos etiolégicos da doenca cérie, proclamando-a como doenca transmissivel e
infecciosa®®4’. Posteriormente, Loesche*® (1976) publicou a hipétese da placa
especifica, postulando que a doenga carie era uma “infec¢gao” causada por bactérias
especificas da placa dentaria*®. Como resultado, o diagndéstico, a prevencédo e o
tratamento da doenca carie foi por décadas baseado e focado no controle das
bactérias do grupo Streptococcus?.

Com o avanc¢o do conhecimento, 0s conceitos e hipoteses relacionados a
doenca carie foram revistos, alterados ou até mesmo refutados por meio da conducéo
de pesquisas e obtencao de novas evidéncias cientificas. Dessa forma, o conceito da
carie como doenca infecciosa e de etiologia bacteriana especifica € hoje inaplicavel
para doencas ocasionadas por comunidades microbianas, como a carie dentaria®.
Embora a relacéo entre Streptococcus e doenca carie seja importante e inegavel, ela
é mais uma relacdo de associacdo do que de causa®>*®, ja que individuos
apresentando altos niveis de Streptococcus nao necessariamente desenvolverao

lesdes de carie.
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Sendo assim, 0s conceitos atuais de etiologia e patogénese incluem a céarie
dentaria no grupo de doencas complexas ou multifatoriais, sem apresentar agente
e/ou mecanismo causal Unico®°. Dessa forma, seu tratamento e prevengdo devem ir
além de estratégias de eliminacéo de tipos especificos de bactérias ou de aumento
da resisténcia dos substratos®°.

Atualmente a carie dentaria é definida como uma doenca endégena, dinamica,
mediada por biofilme, aclUcar-dependente®°2 e influenciada por fatores biolégicos,
comportamentais, psicossociais e ambientais®®. A doenca carie desenvolve-se
guando microrganismos acidogénicos e aciduricos da microbiota oral beneficiam-se
ecologicamente de outras espécies microbianas promovendo o desequilibrio do
biofilme e o inicio do processo de instalacdo da doenca®l. Analises moleculares e
microbiolégicas tém demonstrado que diversas espécies microbianas, além do
Streptococcus, podem contribuir no desenvolvimento e progressédo da doenca cérie
em diferentes estagios, como os Lactobacillus®*. Até mesmo espécies flingicas como
Candida albicans sdo capazes de promover o aumento da viruléncia do biofilme
cariogénico®®.

O processo de desenvolvimento da doenca carie envolve mudancas do
microambiente bucal, culminando em respostas biol6gicas adaptativas. Em resumo, o
biofilme sobre a superficie dentaria, quando em uma condic&o de simbiose, apresenta
acidificacdo leve. Entretanto, a presenca frequente de acUcares, provenientes
principalmente da dieta, acidifica o microambiente bucal, tornando-o propicio para a
colonizacdo de bactérias acidogénicas e aciduricas. Estas alteracdes, ao longo do
tempo, contribuem para o desequilibrio do processo de desmineralizacdo e
remineralizagdo, no qual a perda mineral € acentuada, levando ao inicio da formacao
da lesédo de carie®®.

De acordo com os paradigmas atuais, vém sendo consensual a adogéo de
medidas preventivas e de tratamento que vao além das convencionais, com o intuito
nao apenas de interromper o processo de disbiose do biofilme da placa bacteriana,
mas que contribuam também para a manutencdo de uma microbiota diversa, em

equilibrio e saudavel®”-%8.
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3.2 Remocao de Tecido Cariado

Quando o processo de desenvolvimento da doenca carie ndo é interrompido
por algum motivo, a formacao da sequela da doenca (leséo de cérie) é inevitavel. A
partir deste momento, estratégias curativas com o intuito de remover o tecido cariado
e restaurar a forma e a funcéo do elemento tornam-se necessarias, aliadas, claro, ao
controle dos demais fatores envolvidos no processo de instalagdo e desenvolvimento
da doenca.

Embora pareca tecnicamente simples, o procedimento de remocéo do tecido
cariado é permeado por inumeros desafios clinicos que vao desde a subjetividade dos
parametros de remocao até em como este tecido deve ser removido e em que ponto
a remocéo deve ser cessada®®,

Para entender as mudancas de paradigmas e a evolucdo dos métodos e
técnicas de remocao, faz-se necessario regressar aos ensinamentos de um dos
fundadores da odontologia moderna, Greene Vardiman Black, publicados h& mais de
um século. Segundo ele, todo o tecido deveria ser removido durante o preparo
cavitario a fim de atingir tecido higido. Além disso, nos casos de lesdes profundas a
exposicao pulpar seria mais desejavel ao invés de deixa-la coberta por tecido
amolecido (de alguma forma alterado pela doenca cérie), confirmando assim a visao
curativa, invasiva e tecnicista da época frente ao tratamento restaurador®?.

Durante décadas a filosofia de Black permaneceu sendo praticada. Entretanto,
na década de 70, estudos de Fusayama et al.623 identificaram a presenca de duas
camadas morfologicamente distintas na denina cariada. A camada mais interna da
dentina, também chamada de dentina afetada, apresentava baixa quantidade de
microrganismos e alta capacidade de remineralizacdo®%. Em contrapartida, a
camada mais superficial, ou dentina infectada, era altamente infectada por
microrganismos viaveis e apresentava desnaturacdo e desorganizacdo tecidual
irreversiveis®°6’. Com base nestas distintas morfologias e caracteristicas das duas
camadas, a remocao apenas da zona infectada e preservacdo da zona afetada
durante a remocédo da lesdo vem sendo preconizada até os dias atuais®%-%8, Esta
estratégia foi crucial para a evolugdo e alteracdo de como os cirurgides-dentistas
removiam o tecido cariado. Entretanto, ainda hoje duvidas permeiam os clinicos no
gue diz respeito a que ponto a remocédo deve ser interrompida e os parametros para

a distincado clinica entre dentina afetada e infectada.
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Alicercada nos principios da odontologia de minima intervengdo®®, as
recomendacdes atuais no manejo da doenca carie encorajam uma abordagem
baseada na causa da doenca e com o objetivo de manter a funcdo do elemento
dentario e promover a saude do individuo. O manejo eficaz da doenga carie
caracteriza-se pela deteccédo de lesdes em estagio inicial e diagndstico preciso por
meio da avaliacdo do risco e da atividade de carie a fim de evitar a ocorréncia de
novas leses®. A patogenicidade da céarie como doenca dependente do biofilme deve
ser levada em consideracdo no manejo da mesma, unindo esforcos em acdes de
controle e prevencao do biofilme ao invés de acdes puramente curativas’®.

Nos casos de lesdes ja cavitadas, o tratamento deve objetivar o controle e
restauracdo destas lesfes por meio de uma abordagem minimamente invasiva. De
modo geral, o tratamento deve ser calcado na inativacédo/controle do processo de
desenvolvimento da doenca; preservacdo maxima da estrutura dentaria; evitar que o
ciclo restaurador se inicie e novas restauracdes sejam necessarias; e preservacao do
elemento dentario em boca pelo maior tempo possivel®®.

Durante a remocéao do tecido cariado, recomenda-se que o cirurgido-dentista
preserve ao maximo tecido ndo desmineralizado e também aquele passivel de
remineralizacdo (dentina afetada)’*"2. Além disso, o preparo cavitario deve apresentar
margens em dentina higida e/ou em esmalte, a fim de promover selamento adequado
da restauracao, controlando a leséo e inativando os microrganismos. Ao longo de todo
o procedimento clinico, técnicas de manejo do paciente sdo recomendadas para evitar
dor, desconforto, estresse e ansiedade, capazes de interferir no progndstico,
colaboracéo e aceitacdo ao tratamento®%7°,

No que diz respeito as técnicas de remocéo do tecido cariado, podemos citar
como principais as seguintes: ndo seletiva, seletiva e “step-wise” 5270, Durante a
remoc¢ao nado seletiva, ou também chamada de remocdo completa, toda a extenséo
da cavidade é removida seguindo os mesmos parametros e critérios. Nesta técnica,
remove-se todo o tecido cariado até atingir dentina higida, dura e aparentemente livre
de bactérias. No entanto, atualmente ndo se recomenda a remogdo ndo seletiva
devido ao grande numero de evidéncias cientificas que consolidam esta técnica como
sendo invasiva e que promove remocdao tecidual desnecessaria®®:68.70.73.74,

As técnicas de remocao seletivas sdo as mais recomendadas e seguem 0s
principios de minima intervencdo e preservacdo maxima da estrutura dentaria. De

acordo com a profundidade da cavidade, este tipo de técnica pode variar de duas
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formas. Para cavidades rasas e médias, recomenda-se remover as paredes
circundantes da cavidade até atingir dentina dura e resistente a acao de instrumentos
cortantes manuais, enquanto que uma remog¢ao menos invasiva é realizada na parede
de fundo com o intuito de promover uma dentina remanescente firme, removida em
“lascas” 7°.

No entanto, em casos de cavidades profundas, o risco de exposi¢ao pulpar no
momento da remogao da dentina da parede de fundo torna-se iminente. Nestes casos,
tecido amolecido é deixado sobre a camara pulpar, e a remocao é feita apenas nas
margens cavitarias. Esta estratégia visa evitar a exposicdo e irritacdo pulpar,
proporcionando a vitalidade da polpa, enquanto as paredes circundantes da cavidade
em dentina dura e/ou esmalte higido promovem selamento adequado e melhor
prognostico restaurador’®. Estudos clinicos, revisdes sistematicas e meta-analises
tém evidenciado que as técnicas de remocao seletiva sao efetivas em diminuir clinica
e consideravelmente os riscos de exposi¢do pulpar®® .76,

A técnica “step-wise” consiste na remocao completa do tecido cariado em dois
momentos distintos com o intuito de controlar a progressédo da leséo isolando os
microrganismos do microambiente oral por meio de uma restauracao provisoria. Desta
forma, o risco de exposicao pulpar torna-se menos susceptivel, ja que o periodo entre
as sessoes clinicas visa estimular reacbes do complexo dentina-polpa, como a
formacdo de dentina terciaria e esclerose dentinaria’’ "8, criando uma barreira
biolégica e protegendo a camara pulpar.

Embora a técnica “step-wise” possa ser realizada de maneira seletiva ou nao-
seletiva dependendo da forma como o tecido dentinario sobre a camara pulpar é
removido, é dificil estabelecer como a maioria dos procedimentos utilizando esta
técnica sdo realizados’’. Além disso, necessidade de retorno do paciente, aumento
do tempo operatério, falha da restauracdo provisoria e exposi¢cdo pulpar acidental
durante a segunda intervencdo sédo algumas das limitacGes relatadas’>"879, Embora
tenha eficacia, tém-se destacado que ndo ha necessidade de um novo acesso
cavitario para evitar a exposicao pulpar, sendo recomendado a remocao seletiva em
sessdo Unica’™ 7780,

Em resumo, as atuais evidéncias cientificas encorajam o uso de técnicas de
remocao seletivas com o intuito de evitar exposicédo pulpar e propiciar tratamento
minimamente invasivo® 7>77.80-82  Entretanto, fatores como avaliagdo microbioldgica,

qualidade e longevidade da restauracdo e deposicdo da dentina, parecem ser
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similares independentemente da técnica de remocéo utilizada’”8%. Vale ressaltar que
a remocao seletiva pode impactar na adesdo dos materiais restauradores a dentina,
visto que a dentina afetada por carie possui resisténcia adesiva menor em
comparacédo a dentina higida®38>. Desta forma, a avaliacéo clinica, critica e individual
de cada caso pelo cirurgido-dentista, assim como sua capacidade técnica, assumem
papel fundamental na escolha e execucdo da técnica de remocéao do tecido cariado,
impactando direta ou indiretamente no prognadstico restaurador e controle da doenca

céarie.

3.3 Modelos Artificiais de Inducédo de Cérie

A complexidade fisiol6gica e as inUmeras intera¢cdes quimicas e microbianas
da cavidade bucal, assim como as limitacdes éticas e robustez metodolbgica
relacionadas a experimentacdo animal e a conducao de ensaios clinicos, encorajaram
0 estudo e desenvolvimento de modelos laboratoriais capazes de simularem as
condi¢@es clinicas in vivo por meio de ambientes in vitro controlados®6-90,

No entanto, diversos fatores relacionados ao substrato utilizado (humano ou
bovino; higido ou desmineralizado; esmalte ou dentina), caracteristica e profundidade
das lesdes formadas, severidade e frequéncia do desafio cariogénico e microbiota
podem influenciar no desenvolvimento e progresséao da leséo artificial, resultando em
variabilidade nos resultados experimentais”:1.

Diferentes modelos in vitro de inducdo de carie podem ser empregados.
Entretanto, cada modelo simula as condi¢cdes naturais de forma distinta e parcial,
resultando em diferentes padrdes de desenvolvimento das lesGes’. O modelo quimico
é considerado um modelo estatico de inducédo’, empregando solugbes acidas para
promover a queda do pH e a consequente desmineralizagdo do tecido dentario. De
modo geral, o modelo quimico propde-se a reproduzir os episédios de
desmineralizacdo e remineralizacdo, de maneira relativamente simples e facil’-'1, por
nao necessitarem de muitos aparatos de pesquisa. No entanto, o0 modelo quimico
torna-se limitado por ndo conseguir simular todas as condi¢des e fatores envolvidos
no processo natural de desenvolvimento da lesdo de carie. Presenca de biofilme,
saliva e degradacao colagenolitica sdo algumas das situacbes em que o modelo

quimico é incapaz de reproduzir’.
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Como tentativa de superar as limitacbes do modelo quimico e reproduzir de
maneira mais fidedigna as condicfes naturais, o0 modelo biolégico foi proposto. Neste
modelo, microrganismos acidogénicos sao utilizados para inducdo da lesdo de cérie
baseados no conhecido e importante papel do Streptococcus mutans no
desenvolvimento tanto de lesdes primarias quanto recorrentes'291, Embora o modelo
biolégico ndo reproduza as interagcbes com o0 ambiente oral, como: presenca de
fluoretos, aspectos dietéticos, e quantidade e qualidade da saliva, este modelo
reproduz adequadamente o ambiente acido produzido pelo biofilme cariogénico.

No entanto, mimetizar todos os aspectos e condi¢des clinicas é o grande
desafio dos modelos de indugdo®?. Idealmente, o modelo escolhido deve simular o
potencial cariogénico e as altera¢cdes microbianas causadas por variaveis fisicas e
fisiolégicas durante o desenvolvimento do biofilme®, assim como a habilidade em
responder aos tratamentos e medidas preventivas utilizados na préatica clinica®. Além
disso, as condicbes de crescimento das cepas de microrganismos utilizadas devem
ser padronizadas, reduzindo a variabilidade nos resultados devido a distinta
capacidade de adaptacéo fisiolégica dos microrganismos em diferentes condi¢des®?.

Modelos in situ também vém sendo utilizados para a formacéo de lesdes de
carie semelhantes as lesdes naturais. O modelo in situ aparenta ser promissor pelo
fato de conseguir reproduzir as trocais minerais, fatores de viruléncia microbiana,
potencial cariogénico da dieta e componentes da saliva’.

Considerando as limitagdes inerentes, os modelos de indugdo permitem um
delineamento experimental flexivel, maior facilidade no tramite das questdes éticas e
logisticas, menor custo quando comparado aos ensaios clinicos, obtencdo de
resultados em menor tempo e maior reprodutibilidade dos mesmos, permitindo
comparacdes por outros centros de pesquisa®s.

Sendo assim, a utilizagdo de modelos de indug&o de lesdes de carie € essencial
principalmente no desenvolvimento de estudos pré-clinicos®?. Devido aos diversos
modelos de inducéo propostos na literatura, torna-se complexo definir qual o melhor
meétodo para testar hipoteses especificas de pesquisa. No entanto, recomenda-se a
escolha de métodos mais simples quando da conducdo de estudos experimentais
iniciais e de métodos mais complexos e fidedignos quando da conducéo de estudos
finais pré-clinicos previamente aos estudos in situ e ensaios clinicos®.

Vale ressaltar que cada modelo de inducdo apresenta limitacdes e distingcdes

na maneira como simulam a complexidade do meio bucal, reproduzindo apenas
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parcialmente os inUmeros eventos que ocorrem em condi¢des in vivo®2. Dessa forma,
tais limitacbes devem ser consideradas com cautela na metodologia de pesquisa,
assim como na extrapolacdo dos resultados obtidos. Adicionalmente, andlises de
microdureza, sobretudo longitudinal, e FT-Raman tem sido utilizadas para avaliar as

caracteristicas microestruturas, quimicas e organicas da dentina®-101,

3.4 Instrumentacado Cavitaria

A remocédo do tecido cariado pode ser realizada com o auxilio de diferentes
instrumentos ou agentes. Convencionalmente, a leséo de carie é removida de forma
mecanica por meio de instrumentos cortantes manuais (curetas e escavadores) e/ou
fresas acopladas em turbinas de alta e baixa rotacdo21%3, No entanto, nem sempre
esses instrumentos possibilitam a instrumentacdo cavitaria e remocdo do tecido
cariado pelo cirurgido-dentista de maneira discriminada, seletiva e conservadora,
respeitando os principios de odontologia minimamente invasiva. Sendo assim,
instrumentos e técnicas alternativas como fresas poliméricas, abrasdo a ar e agentes
quimicos tém sido sugeridas para promover uma remoc¢ao mais conservadoral®4, visto
gue uma remoc¢ao menos invasiva é capaz de promover menor alteracdo térmica,
menor vibracdo e desconforto ao paciente, assim como remoc¢ao apenas da dentina
infectadal%5-199,

A fresa é o instrumento mais utilizado na pratica clinica para remocao de tecido
cariado e instrumentacao cavitaria. A producdo em escala industrial de fresas data-se
de 1891 e revolucionou o mercado odontoldgico, sendo confeccionadas em ligas
metalicas!'®. No entanto, o descobrimento do processo de endurecimento do aco com
carboneto de tungsténio em 1917 revolucionaria a industria metalirgica. Quatro
décadas depois, este método foi aplicado na fabricacdo de fresas odontolégicas com
eficiente capacidade de corte e maior resisténcia a corrosdo!!%11, As fresas atuais
contém microparticulas de carboneto de tungsténio unidas a uma matriz de niquel-
cobalto em sua ponta ativa, que por sua vez contém laminas de corte em formato
espiral com ou sem cortes transversais'19-111,

Durante o preparo cavitario e remoc¢ao do tecido cariado, recomenda-se 0 uso
de fresas esféricas de diametro compativel ao da lesédo e inicio de sua remogéao pela
dentina periférica em direcéo ao centro da lesdo. Além disso, fresas de maior diametro

sdo preferiveis para evitar exposicdo pulpar acidental''?. Ainda hoje as fresas
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acopladas em turbinas de baixa rotacédo permanecem como o método mais eficaz de
remocéo de lesdo de cérie no que diz respeito ao tempo operatério dispendido®?. Em
relacdo as caracteristicas da dentina residual apés a remocdo com fresa, estudo
empregando microscopia eletrénica de varredura evidenciou uma superficie dentinaria
com rugosidade uniforme, smear layer homogénea e tubulos dentinarios visivelmente
obstruidos!*3. Contudo, estudo empregando método de diagndstico por fluorescéncia,
demonstrou que a remogdo com fresa tende a promover remogao excessiva de
tecido®.

Posteriormente, as caracteristicas intrinsecas e limitacbes das fresas de
carboneto de tungsténio impulsionaram o desenvolvimento de fresas com capacidade
de remogdo menos invasiva e mais seletiva. Neste sentido, fresas “plasticas”,
confeccionadas em polimero com dureza (~ 50KHN) superior a dentina cariada (0 —
30 KHN) e inferior a dentina higida (70 — 90 KHN)1%, Desta forma, sugeria-se que as
fresas poliméricas removeriam apenas dentina infectada, preservando dentina
afetada, assim como dispensaria a necessidade de anestesia local durante o
procedimento. No entanto, embora as fresas poliméricas tenham diminuido a
administracdo de anestesia local, queixas de sensibilidade e dor durante o
procedimento continuaram a serem relatadas por pacientes!4, somado também a sua
vida til reduzida. Além disso, estudos evidenciaram que cavidade removidas com
fresas poliméricas apresentaram maior ocorréncia de carie recorrente, diminuicdo da
resisténcia adesiva e presenca de remanescentes do tecido cariado na interface
dente/restauracéo quando comparadas com fresas de carboneto de tungsténio©8115,

A filosofia de odontologia minimamente invasiva continuou encorajando o
desenvolvimento de métodos alternativos, dando surgimento aos métodos quimico-
mecanicos de remocao. Neste sentido, solubilizantes quimicos foram empregados
com o intuito de agir seletivamente na dentina cariada''®, removendo-a por meio da
desproteinizacdo. O agente quimico mais utilizado para tal finalidade foi a solucéo de
hipoclorito de sodio tamponada com uma mistura de aminoacidos contendo &cido
aminobutirico, cloreto de sddio e hidréxido de s6dio''6. Embora o hipoclorito de sodio
seja considerado um agente desproteinizante inespecifico, sua capacidade de
remover seletivamente a dentina cariada foi atribuida ao efeito tampao da mistura de
aminoacidos. Esse tamponamento reduz a acdo do hipoclorito de sédio na dentina
higida ao mesmo tempo que aumenta o efeito de degeneracdo colagenolitica no

interior da dentina cariada''’. Como consequéncia da a¢do do hipoclorito e o efeito
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sobre o colageno, as fibrilas colagenas tornam-se mais friaveis e suscetiveis a
remogdo com instrumentos manuais (curetas)!'®. No entanto, esta primeira tentativa
de remocgao quimico-mecénica nado foi bem aceita clinicamente devido a ineficacia de
remocao, dificuldade de manipulacdo e aplicacdo do agente na cavidade, meia-vida
curta, aumento do tempo operatério e de custos do procedimento!!d,

Para superar as limitacdes da técnica, uma nova formulacéo foi introduzida no
mercado. O Carisolv consiste em um gel contendo 0,5% peso/volume de hipoclorito
de sédio, 0.1M de mistura de aminoacidos (&cido glutamico, leucina e lisina) e 4gua'??.
Sua utilizac&o consiste na aplicacdo do gel na cavidade e posterior remocéo do tecido
cariado com instrumentos manuais. O método tem sido eficaz na remocéao de carie e
obtendo boa aceitacédo pelos pacientes, principalmente pediatricos?%2%, No entanto,
sua utilizacdo continua promovendo o aumento do tempo clinico em comparacao com
fresas convencionais, ja que se repete a aplicacdo do gel e posterior remog¢ao com
curetas até que todo o tecido cariado seja removido?2.

Embora o Carisolv apresente eficacia, grandes quantidades de bactérias
residuais tém sido relatadas??®. No entanto, a viabilidade bacteriana aparenta ser
baixa, visto que Carisolv apresenta atividade antibacteriano devido a formacdo de
compostos a base de cloramina. Inclusive, Carisolv reduziu a quantidade de bactérias
viaveis na dentina residual em comparacdo com a remocdo com fresas
convencionais?%:124,

Os sistemas de abrasao a ar para preparo cavitario utilizam energia cinética de
particulas abrasivas (em geral de 6xido de aluminio) para promover o desgaste da
estrutura dentaria de maneira conservadora, sendo utilizados principalmente para
remocao de manchas nos dentes e preparo de cavidades rasas. Fatores como tipo e
tamanho das particulas abrasivas, velocidade da particula, angulo de contato com a
estrutura dentéria e caracteristicas intrinsecas do substrato em questdo podem
influenciar diretamente a eficacia de desgaste do sistema. No entanto, a principal
desvantagem da abrasdo a ar reside na sua maior eficiéncia em remover dentina
higida ao invés de dentina cariada'?>. A menor eficiéncia de desgaste do tecido
cariado é atribuida a sua consisténcia macia que parece absorver a energia das
particulas, reduzindo o impacto e sua capacidade de desgaste!'?. Embora ainda
remova dentina higida, o risco de remocdo desnecessaria foi reduzido devido a

diferenca na taxa de remocéo entre dentina cariada e higida?®.
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A remocao de cérie por meio de dispositivos de ultrassom é baseada no uso de
pontas de desgaste acopladas em dispositivos de alta frequéncia, os quais oscilam na
regido ultrassoénica (25 — 40 kHz)'?’. O tempo operatério dispendido para o preparo
cavitario utilizando ultrassom é similar a instrumentacdo manual com curetas, porém
maior em comparacdo com fresas convencionais®®. Com relacdo a eficiéncia de
remocao, tem sido relatado que a sono-abrasédo tende a proporcionar um preparo
insuficiente da cavidade. Aparentemente a oscilacdo da ponta de corte é transferida
como uma pequena vibracdo na superficie da estrutura dentaria resultando em
compactacdo do tecido cariado ao invés do corte®®. No entanto, outros estudos
sugerem que a utilizacdo de dispositivos de ultrassom promove uma remoc¢ao mais
conservadora, facilidade de acesso, baixo ruido e alteracdo térmica e maior conforto
ao pacientel28129,

Com relacdo a morfologia da dentina residual apés sono-abrasdo, nenhuma
alteracdo quimica ou estrutural foi encontrada, assemelhando-se as caracteristicas da
dentina residual apds preparo com fresas convencionais'*®. Além disso, avaliacéo
topogréfica de superficie evidenciou pequena ou até mesmo nenhuma formacéo de
smear layer''3131 o que pode favorecer procedimentos adesivos dependendo do
sistema adesivo utilizado.

Vale ressaltar que a manipulacdo dos dispositivos de ultrassom requer
conhecimento e habilidade do operador, sendo imprescindivel a utilizagdo por meio
de movimentos firmes, constantes e exercendo leve forca fisical't132, Esses
procedimentos minimizam ou eliminam ruido, vibracéo, calor e pressédo!33134 Além do
mais, estudo prévio relatou que dispositivos de ultrassom promovem aumento similar
da temperatura pulpar em comparacéo com fresas convencionais em alta rotacéo. No
entanto, o tempo necessario para preparo da cavidade utilizando ultrassom foi quatro
vezes maiort®,

Embora minimamente invasivo, algumas limitacbes sao associadas aos
dispositivos de ultrassom, como: aparente ineficiéncia em remover tecido cariado
amolecido'3®, sendo necessaria a utilizacédo adicional de instrumentos manuais®"13;
custo elevado do dispositivo de ultrassom e das pontas ultrassonicas®®’; e a
imprescindivel necessidade de treinamento do operador previamente a utilizagdo do
dispositivo.

Atualmente ha uma escassez de estudos com o intuito de desenvolver e

investigar a eficiéncia de dispositivos de ultrassom com a finalidade de remocéo de
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tecido cariado. Além disso, uma revisdo sistematica apontou a necessidade de
estudos bem conduzidos a fim de aprimorar as recomendacdes de instrumentos

oscilatérios, como os dispositivos de ultrassom, para a remocéo de tecido cariado*®°,

3.5 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA)

De acordo com 0 exposto anteriormente, a carie dentaria € uma doenga
progressiva, biofilme-aglcar-dependente e que caso ndo controlada, pode resultar na
perda mineral do esmalte e consequente cavitagdo do elemento dentario®3. O biofilme
consiste em uma complexa comunidade microbiana multiespécies envolta por uma
matriz extracelular e desempenha papel fundamental no desenvolvimento e
progressdo da doengal4®14l, As comunidades bacterianas do biofilme da placa séo
aderidas a superficie e revestidas pela altamente hidratada matriz extracelular de
polissacarideos, que torna os microrganismos tolerantes as terapias antibacterianas
convencionais4?144,

Relata-se que o Streptococcus mutans desempenha papel importante na
viruléncia do biofilme cariogénico por meio da sua capacidade de adesdo as
superficies#®, formacdo do biofilme!#¢, uso da sacarose para criacdo de ambiente
acido*’ e sintese de polissacarideos extracelulares por acdo de enzimas
glicosiltransferases'#8149, Esses fatores contribuem para a manutencéo da integridade
e estabilidade da estrutura do biofilme, dificultando o seu controle e inativacdo. Além
do mais, considerando a importancia do biofilme na patogenicidade da doenca cérie,
estratégias adicionais de controle do biofilme podem potencializar o efeito e melhorar
0 prognastico terapéutico.

Com o advento da odontologia minimamente invasiva e 0s conhecimentos
acerca da etiologia da doenca carie, tém sido preconizado o foco na prevencdo da
progressdo de lesBes ndo cavitadas e no controle do biofilme cariogénico,
encorajando a busca por terapias complementares no tratamento da doenca céarie!*.
Desta forma, o uso de agentes como clorexidina, triclosan e 6leos essenciais vém
sendo proposto com o objetivo de promover efeito antimicrobiano, reduzindo a
quantidade de microrganismos cariogénicos no microambiente oral'>l. No entanto, o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia antimicrobiana tem limitado a

utilizacdo e eficacia destes agentes na pratica clinica?>1%2,
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Com o intuito de superar as limitagbes relacionadas aos agentes
antimicrobianos convencionais, a terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA) tem
sido proposta como terapia alternativa para o controle de biofilme cariogénico por meio
de abordagem néo invasiva e sem promover resisténcia bacteriana®®s.

Embora seu uso em odontologia seja relativamente recente, a descoberta da
TFDA aconteceu no longinquo inicio dos anos 1900%%4, sendo utilizada principalmente
como terapia oncoldgica®®®. No entanto, a preocupacdo com a crescente de casos de
resisténcia antimicrobiana no inicio dos 1990 reacendeu o interesse em pesquisa ha
TFDA, redescobrindo seu potencial terapéutico e expandindo sua aplicacdo em
diferentes areas e finalidades*®®.

A TFDA é baseada na aplicacdo local e sistémica de um composto
fotossensivel, chamado de fotossensibilizador, que se acumula no tecido alvo. Esta
molécula de fotossensibilizador absorve luz em comprimento de onda especifico, que
por sua vez desencadeia um processo de destruicdo/agressédo seletiva de células*®’,
geralmente envolvendo moléculas de oxigénio e estresse oxidativo. Resumidamente,
a TFDA consiste na interacdo entre trés componentes (fotossensibilizador, fonte de
luz e oxigénio), resultando em reacdes foto-fisicas e fotoquimicas com alta capacidade
oxidativa podendo causar danos as proteinas, lipidios, acido nucléico e outros
componentes celulares de microrganismos, assumindo papel importante no dano e
morte celular®®. Além disso, a TFDA apresenta beneficios que incluem o controle e
inativagdo instantaneos de bactérias de maneira segura, ndo invasiva e sem
apresentar riscos de toxicidade e/ou de distUrbios sistémicos36:15°,

A reacdo fotodinamica pode ocorrer por diferentes vias dependendo da forma
como o fotossensibilizador interage com a célula alvo. O estresse oxidativo resultado
da reagdo pode ocorrer direta ou indiretamente. As reacdes diretas (tipo | e II)
dependem necessariamente da presenca de oxigénio, diferentemente das reacdes
indiretas (tipo Il e 1V)1€°,

Durante a TFDA, o fotossensibilizador é excitado por meio da absorcéo de
foétons emitidos pelas fontes de luz, fazendo com que a molécula seja convertida de
seu estado original para um estado singleto excitado. Apds essa conversao inicial, a
molécula de fotossensibilizador pode retornar ao seu estado original pela liberacéo de
fluorescéncia ou calor por meio de uma conversao interna, ou pode ainda converter-
se para um estado ainda mais excitado (estado tripleto) por meio de uma conversao

entre os sistemas. Quando atinge o estado excitado tripleto, a molécula de
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fotossensibilizador pode também retornar ao seu estado original por meio da emissao
de fosforescéncia ou dar origem a duas reacdes que terdo como produto final espécies
reativas de oxigéniot>156,161-164,

Na reacao tipo I, a molécula de fotossensibilizador em seu estado excitado
interage com moléculas e tecidos vizinhos. Essa reacdo ocorre por meio da
transferéncia de elétrons, formando radicais superéxidos (O2). Esses radicais podem
sofrer rea¢Bes quimicas de reducdo e transformar-se em peroxido de hidrogénio
(H202), uma molécula altamente reativa e que funcionara como precursora de radicais
livres hidroxila. Sendo assim, a formacdo dos radicais hidroxila é resultante do
processo oxidativo ocasionado pela decomposicédo do perdxido de hidrogénio (H202)
155156,161-163  Na sequéncia, esses radicais livres poderédo interagir com qualquer
biomolécula presente nas regides circundantes e causar a morte celular®®,

Em contrapartida, na reacao tipo Il, a energia do fotossensibilizador em seu
estado tripleto excitado é diretamente transferida para um estado tripleto de oxigénio
(302) ocasionando a geracéo de oxigénio singleto (*02)%°. Esta molécula de 'Oz é
altamente reativa e pode interagir com diferentes moléculas no interior da célula6.167,
Desta forma, a reacéo tipo Il causa uma reacao rapida e indiscriminada em todos o0s
tipos de biomoléculas, tornando inviavel o desenvolvimento de mecanismos de defesa
pelas células alvo, ocasionando assim a morte celular®®, Apds o ciclo de absorcédo e
geracdo de radicais livres se completar, o fotossensibilizador retorna para o seu
estado original e estard novamente disponivel para ser absorvido pelos fétons e dar
inicio a um novo ciclo, fazendo com que uma unica molécula de fotossensibilizador
possa originar milhares de moléculas de Oz antes de ser destruido®®. As reacdes do
tipo | e Il podem ocorrer concomitantemente e o equilibrio entre ambas as reacgdes €
diretamente influenciado pelos substratos intracelulares, pelas caracteristicas dos
fotossensibilizadores utilizados e pela concentracéo de oxigénio presente no ambiente
celular.

As reacoes tipo Il e IV ndo dependem do oxigénio, pois promovem dano ou
morte celular pela ativacdo direta do fotossensibilizador. Na reacédo tipo Ill, o
fotossensibilizador em seu estado excitado tripleto interage com radicais livres
promovendo eventos citotoxicos no interior da célula. J& na reacéo tipo 1V, o fendmeno
chamado de “foto-isomeria” ocorre, o qual consiste em um rearranjo intramolecular
apos a excitacdo do fotossensibilizador que auxilia na sua ligacao e interagcdo com a

célula alvol®o,
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3.6 TFDA no Tratamento da Doenca Carie

A TFDA em odontologia tem sido empregada para o tratamento de infecgbes
bacterianas e fungicas, cancer bucal, diagnéstico de alteracées malignas em lesdes
orais, desinfeccdo da cavidade bucal e lesGes de cariet®303L169-176  Além das
inimeras aplicacbes clinicas, a TFDA é considerada uma técnica relativamente
simples, apresentando vantagens que incluem: amplo espectro de acédo
(fotossensibilizadores agem sobre diversos microrganismos); efeito antibacteriano;
poucos efeitos colaterais; e auséncia de resisténcia ao tratamento?°,

No que diz respeito a efetividade da TFDA no tratamento da doenca carie, 0s
resultados s&o promissores e sugerem a TFDA como terapia complementar
principalmente no manejo de lesées profundas®. Considerando que bactérias podem
persistir na cavidade e contribuir na progressdo de lesbes mesmo apos a
remocaol’’178 e restricdo de nutrientes!’?, a TFDA pode ser efetiva para a inativacédo
dessas bactérias e prevencédo de cérie recorrente!8%181,

Uma revisao sistemética seguida de meta-andlise teve como objetivo avaliar o
efeito da TFDA sobre microrganismos envolvidos na etiologia e desenvolvimento da
doenca cérie. De acordo com os 34 estudos incluidos, os resultados evidenciaram que
0 microrganismo mais avaliado foi o Streptococcus mutans (82%). Em relagdo aos
parametros da TFDA, a fonte de luz mais utilizada foi o LED vermelho em comprimento
de onda variando entre 625 a 670 nm. Ja o fotossensibilizador mais utilizado foi o azul
de metileno, enquanto que o tempo de pré-irradiacao foi de 5 minutos. Com relacéo
ao efeito da TFDA sobre os microrganismos, apenas 11 dos 34 estudos relataram
reducdo da viabilidade celular maior ou igual a 99,9%. Sendo assim, os resultados
evidenciam o desafio existente em inativar microrganismos organizados na forma de
um biofilme. Além disso, a falta de padronizag&o nos protocolos de aplicacdo da TFDA
dificultou a execucdo da meta-analise e sugerem a necessidade de definicdo de
protocolos especificos para TFDA. Deve-se ressaltar que a maioria dos artigos
incluidos tratavam-se de estudos in vitro apresentando risco alto ou moderado de viés,
sendo necessario cautela na interpretacdo dos resultados obtidos. Por fim, os autores
evidenciaram que a TFDA vem sendo sugerida como uma opg¢ao promissora para
potencializar a desinfeccdo oral de microrganismos relacionados a doenca cérie.

Adicionalmente, destacou-se a importancia da realizacdo de ensaios clinicos
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controlados e randomizados a fim de confirmar os resultados obtidos em condi¢des in
vivo para uma melhor qualidade e confiabilidade de evidéncia cientifical®?.

Diferentes modelos de biofilme podem ser utilizados durante investigacdes
envolvendo TFDA. No entanto, uma revisao de literatura apontou que, de maneira
geral, biofilmes multi-espécies sdo mais tolerantes a acdo da TFDA devido a sua
complexidade e espessura. Ja para biofilmes mono-espécies, o efeito da TFDA € mais
pronunciado, sendo efetivo em reduzir a contagem de colonias de Streptococcus
mutans!s,

Idealmente um fotossensibilizador deve ser de facil sintese, baixo custo e
apresentar estabilidade de armazenamento. Além disso, o pico de absorcdo do
fotossensibilizador deve estar na regido entre 650 e 800 nm, ja que acima de 800 nm
a energia fornecida néo é suficiente para promover a excitacdo do oxigénio!®4. Nao
apresentar toxicidade intrinseca e no escuro, assim como ser eliminado rapidamente
dos tecidos para evitar qualquer efeito foto-tdxico'® sdo caracteristicas cruciais para
viabilizar a aplicacéo clinica.

A falta de padronizacdo nos protocolos de aplicacdo da TFDA motivou a
conducdo de uma revisdo sistematica a fim de determinar qual fotossensibilzador
apresenta maior potencial antibacteriano contra um biofilme cariogénico. De acordo
com os 12 estudos incluidos, os fotossensibilizadores azul de metileno e azul de
toluidino (aplicados com tempo de incubacdo e de irradiacdo de 5 minutos)
apresentam os melhores resultados de reducéo bacteriana. Os dados expressos em
logaritmo (log) de base 10 evidenciaram que a curcumina e o Photogem® também
apresentaram reducao significativa da viabilidade bacteriana em comparacdo aos
grupos controles (p = 0,042). No entanto, os dados de reducao de log apontaram que
a reducdo para Streptococcus mutans nao foi significativa para nenhum dos
fotossensibilizadores avaliados (p = 0,679). Embora a falta de padronizagéo
metodologica dos estudos tenha dificultado a definicdo de qual fotossensibilizador
apresenta maior eficiéncia antibacteriana, os estudos sugerem que azul de metileno,
azul de toluidino, curcumina e Photogem® apresentaram melhores resultados em
relacdo a reducéo de espécies bacterianas envolvidas na doenca carie®*.

Diferentes fotossensibilizadores s&o utilizados na TFDA, tanto de origem
sintética como natural. Embora os fotossensibilizadores sintéticos apresentem maior
estabilidade, a utilizacdo de compostos naturais tem sido aceita e amplamente

estudada devido a menor possibilidade de interacdo medicamentosa e efeitos
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colaterais?’3337.186-189  Neste sentido, a curcumina apresenta-se como um
fotossensibilizador em potencial, principalmente no tratamento de infeccdes oraisC.
Muito conhecida como tempero culinario, a curcumina € um composto extraido da
Curcuma longa L. e possui importantes propriedades terapéuticas, incluindo: anti-
inflamatdrias, antissépticas, antivirais e antitumorais3%:1%0-195 Além disso, a curcumina
nado tem apresentado toxicidade contra diversas culturas celulares e modelos
animais?’. Seu pico de absorcédo concentra-se no comprimento de onda azul (300 —
500 nm) com absor¢cdo maxima em 430 nm, podendo exercer efeito foto-toxico em
concentracfes na escala de micromolar e sendo um fotossensibilizador indicado para
o tratamento de infecdes locais e superficiais presentes na cavidade oral e pele301%,
Somado a isso, a curcumina apresenta vantagens como baixo custo, sintese simples
e adequada efetividade?’. No entanto, baixa biodisponibilidade na cavidade oral,
rapida degradacdo e baixa estabilidade em meio aguoso sdo relatados como
caracteristicas que restringem sua aplicacdo clinical®’?%3, Para superar essas
limitagOes do fotossensibilizador, o uso de sistemas de liberacdo de droga utilizando
nanotecnologia tem sido relatado como promissor2%4-29,

Considerando a gama de fotossensibilizadores existentes, a curcumina
destaca-se na odontologia, principalmente no tratamento da doenca carie. Estudos
prévios apontam sua efetividade contra microrganismos cariogénicos organizados em
uma estrutura de biofilme ou presentes em lesGes artificiais de carie?’12. Em um
estudo in vitro, lesdes artificiais de céarie foram induzidas por modelo biol6gico
contendo Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus em espécimes de dentina
humana. Para a aplicacdo da TFDA, diferentes concentracfes de curcumina foram
testadas (0,75; 1,5; 3,0; 4,0 e 5,0 g/L) e fotoativadas com luz LED azul (450 nm) em
dose de luz de 5,7 Jicm?. As porcentagens de sobrevivéncia de S. mutans e L.
acidophillus evidenciaram que as concentragcbes de 0,75, 1,5 e 3,0 g/L n&o foram
suficientes para promover uma reducao significativa dos microrganismos (p > 0,05).
Em contrapartida, a concentracdo de 5,0 g/L promoveu uma reducao significativa de
aproximadamente 70% (p < 0,05). Nenhum efeito toxico foi observado para a
curcumina na auséncia de luz, excluindo a possibilidade de toxicidade intrinseca do
composto. Concluiu-se que a curcumina possui efeito foto-toxico para o0s
microrganismos testados, embora a concentracdo maxima tenha sido necessaria para

promover efeito significativol’2.
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Outro estudo propbs-se a avaliar o efeito da TFDA mediada por curcumina
contra S. mutans e L. acidophillus organizados na forma de biofilme ou em lesGes
artificiais de carie. Novamente diferentes concentracdes de curcumina foram testadas
0,75; 1,5; 3,0; 4,0 e 5,0 g/L) e irradiadas com LED azul (5,7 J/cm?). Os resultados de
viabilidade celular evidenciaram que na fase de biofilme todas as concentracdes de
curcumina sob irradiacdo promoveram reducdes significativas de viabilidade (p <
0,05). No entanto, quando os microrganismos estavam presentes nas lesdes de carie,
apenas a maior concentracdo de curcumina (5,0 g/L) foi capaz de promover efeito
antibacteriano. Nenhum efeito foi observado para curcumina no escuro. Sendo assim,
pdde-se concluir que a dificuldade de penetracdo da Iluz e difusdo do
fotossensibilizador na lesdo de carie tornam os microrganismos menos suscetiveis a
TFDA em comparacao a fase de biofilme, sendo necesséario uma concentracdo maior
de fotossensibilzador?’.

A TFDA como método alternativo de desinfeccéo da cavidade a fim de erradicar
ou minimizar a viabilidade bacteriana da dentina afetada por carie previamente a
restauracdo tém demonstrado resultados favoraveis'8l. No entanto, os impactos da
TFDA na adeséo dos diferentes materiais restauradores ao substrato dentinario ainda
sao incertos, conflitantes e merecem investigacfes mais aprofundadas. Em geral, os
testes de resisténcia adesiva como o de microcisalhamento séo utilizados para avaliar
a adesdo dos materiais apo6s diferentes tratamentos de superficie?®’. Empregando
estes testes, resultados divergentes foram relatados nos quais evidenciaram
diminuicao da resisténcia adesiva a dentina afetada por carie de diferentes materiais
restauradores (cimento de ionébmero de vidro modificado por resina e resina
composta) 298.209,

Embora haja divergéncia nos achados relacionados aos impactos da TFDA na
adesdo, quando a TFDA é mediada por curcumina, nenhum efeito significativo nos
valores de resisténcia adesiva foi encontrado!®®181 sugerindo a curcumina como um
fotossensibilizador adequado para desinfeccdo e descontaminacdo cavitaria. No
entanto, estudos que avaliem o efeito da TFDA na integridade da camada hibrida a
longo prazo sé&o cruciais para confirmar os resultados.

Desta forma, as evidéncias cientificas demonstram um potencial promissor da
curcumina como fotossensibilizador para a TFDA no tratamento da doenga carie.
Toxicidade intrinseca do composto na auséncia de luz ndo vem sendo relatada. Além

disso, a TFDA mediada por curcumina parece nao afetar negativamente a adesao de
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materiais restauradores a dentina, embora estudos com azul de metileno tenham
provocado uma diminuicdo dos valores de resisténcia adesiva. Relata-se ainda que
as caracteristicas das lesbes de céarie podem dificultar a acdo e efetividade da
curcumina. Ademais, € consenso na literatura que a falta de ensaios clinicos ou
envolvendo modelos animais limita a comprovacao e confirmacao dos resultados in
vitro em condi¢cBes mais fidedignas, sendo essencial para a que a aplicacao da TFDA

mediada por curcumina seja indicada como uma opc¢ao clinica viavel.

3.7 Vidros Bioativos

Os biomateriais e suas func¢des tém evoluido significativamente nos ultimos
anos. Inicialmente, a primeira geracdo de biomateriais calcava-se no principio da
inércia biolégica, objetivando o0 desenvolvimento de materiais que nao
desencadeassem qualquer tipo de resposta biolégica no hospedeiro?®. Nesse
contexto, metais resistentes a corrosdo e insolaveis, assim como polimeros nao
toxicos eram os materiais de escolha. No entanto, todo material biologicamente inerte
apresenta a limitacao de incompatibilidade na interface existente entre o material e o
tecido vivo?19,

Os principios da engenharia tecidual e o desenvolvimento de biomateriais
foram revolucionados no ano de 1969. Naquele ano, desenvolveu-se o vidro bioativo,
sendo o primeiro material com capacidade de ligacdo Ossea e alta capacidade de
adesdo?!?12, Desde entdo, uma mudanca de paradigma ocorreu, priorizando ndo
mais a inércia, mas a interacdo biolégica do material para com os tecidos. Dessa
forma, o desenvolvimento de materiais que pudessem interagir de maneira benéfica
com o tecido do hospedeiro a fim de conduzir e/os estimular processos de reparo e
regeneracdo tornaram-se prioridade?!3.

A partir de entdo, houve crescimento de materiais bioativos, principalmente
vitreos e ceramicos, incluindo vidros bioativos modificados, célcio fosfato?14215,
hidroxiapatita?'6-?18 e silicato de calcio?'®?2!, Diferentes estudos tém objetivado
investigar o mecanismo de acgéo e a alta bioatividade destes materiais. Em geral, a
capacidade de adesdo dos vidros bioativos é atribuida a liberacdo de ions pelo
material, formando hidroxiapatita com deficiéncia de célcio que ligar-se-a no colageno
tecidual®!, podendo ocorrer de forma gradual®??. Além disso, esses mesmos ions

também podem funcionar como reguladores de genes que expressam fatores de
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crescimento e estimulam a atividade osteogénica de células secretoras de matriz
6ssea?!l,

Devido as suas caracteristicas, a aplicacao de vidros bioativos foi concentrada
em abordagens de reparacdo e regeneracao 0ssea e cartilaginosa, desenvolvimento
de scaffolds e revestimento de implantes??3-2%0, Apds sua aplicacéo e efetividade na
area de regeneracao 0ssea, 0s vidros bioativos expandiram sua aplicabilidade para o
campo da odontologia. A perda mineral de esmalte e/ou dentina decorrente de
doencas como a céarie e erosdo dentaria representa um grande desafio clinico. Em
face disto, os vidros bioativos emergiram como uma alternativa de tratamento
promissora, visto que os ions liberados e a consequente formacédo de hidroxiapatita
possibilitaram sua indicagdo como material capaz de promover a remineralizacéo dos
tecidos dentarios?®.

Atualmente os vidros bioativos sdo incorporados em dentifricios e apresentam
eficAcia comprovada contra sensibilidade dentaria?31232 e capacidade remineralizante
do esmalte?33234, Além disso, particulas de vidro bioativo também estdo sendo
incorporadas em cimentos de ionémero de vidro, compdsitos de base resinosa e
sistemas adesivos?3>240, com o objetivo de obstruir tubulos dentinarios expostos,
melhorar a adesao a dentina e, mais importante, remineralizar a dentina.

No entanto, no que diz respeito ao tecido dentinario, os desafios para os vidros
bioativos promoverem a remineralizacdo tecidual sdo maiores devido as diferencas
estruturais e de composicdo em comparacéo ao esmalte?!3, E amplamente conhecido
gue o esmalte dentario é composto essencialmente de mineral apatita (96% em peso),
fazendo com que o conteudo mineral determine as propriedades e comportamentos
mecéanicos do tecido. Por outro lado, a dentina além de apresentar menor
porcentagem de mineral (70% em peso), € composta também de matriz colagena,
proteinas e agua?'®. Ademais, a estrutura dentinaria consiste de uma morfologia
peculiar, na qual o seu conteudo mineral esta envolto em um arcabouco de fibrilas
colagenas, sendo depositado de maneira extra e intrafibrilar. Portanto, as
propriedades mecanicas da dentina ndo dependem apenas da quantidade de mineral
existente, mas principalmente na disposi¢cdo desses minerais dentro do arcabouco de
colageno?*!. Pelos motivos supracitados, a capacidade dos vidros bioativos em
remineralizar dentina ndo € comparavel ao esmalte.

Vale ressaltar também que a incorporacéo de particulas de vidro bioativo em

7

materiais resinosos e sistemas adesivos é complexa, visto que a presenca de
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mondmeros Aacidos podem reagir com as particulas®*?. Além disso, o efeito da
incorporacdo de vidro bioativo na resisténcia adesiva dos materiais resinosos tem
demonstrado resultados controversos?#2244, o que pode ser justificado pela
incompatibilidade dos mondmeros acidos e das particulas de vidro?*®. Nesse contexto,
a aplicacao direta de vidro bioativo em suspensdo aquosa ou em gel na dentina,
previamente a aplicacdo do sistema adesivo, tem apresentado resultados mais
adequados em termos de resisténcia adesiva?#4?45, A aplicacdo direta do vidro
bioativo permite uma maior difusdo das particulas no interior da dentina, promovendo
um contato intimo entre o vidro e a dentina higida (encontrada abaixo da zona mais
desmineralizada) sendo essencial para induzir o processo de remineralizagdo?46.247,
Vale destacar que a presenca de vidros bioativos na interface adesiva pode
controlar/inibir o crescimento bacteriano?4°248-250 devido ao aumento do pH local,

assim como prevenir a ocorréncia de carie recorrente?,
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Este trabalho consiste em um estudo laboratorial (in vitro) randomizado, tendo
como variaveis dependentes a: avaliacdo da profundidade das lesdes artificiais de
carie por meio de microradiografia transversal; analise da viabilidade celular por meio
de microscopia confocal; analise estrutural da dentina por meio de testes de dureza
longitudinal; avaliacdo quimica da dentina por meio de espectroscopia FT-Raman; e
avaliacdo da resisténcia adesiva e padrdo de falha por meio de testes de
microcisalhamento e imagens de MEV. A variavel independente do estudo foi o
método de remocéo (fresa ou ultrassom), descontaminacédo (aplicacdo de TFDA), e
remineralizacao (aplicacéo de vidros bioativos) da dentina cariada.

Espécimes de dentina bovina foram aleatorizados em diferentes grupos de
estudo de acordo com 0 método de remocdao, descontaminagéo e/ou remineralizacdo
da dentina afetada. Os métodos de remocéao foram: fresa esférica (FR) e dispositivo
de ultrassom (ULT). Para descontaminacdo, foi aplicado TFDA mediada por
curcumina. Ja os vidros bioativos utilizados foram o Bioglass® 45S5 e F-18. A
associacao destas terapias totalizou 14 grupos de estudos: dentina higida (controle);
carie dentaria (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. A Tabela 1 ilustra os grupos de estudos.



Tabela 1 — Grupos de estudo.

Grupo

Método de
remocao

Método de
descontaminacao

Aplicacéo de
vidro bioativo

Lesdo de céarie

Dentina higida

FR Fresa esférica - -
TFDA (curcumina
- associada ao
FR+TFDA Fresa esférica DMSO e irradiada -
com LED azul)
ULT Ultrassom - -
TFDA (curcumina
associada ao
ULT+TFDA Ultrassom DMSO e irradiada -
com LED azul)
F-18 durante 5
FR+F-18 Fresa esférica - minutos sobre a

dentina

FR+TFDA+F-18

Fresa esférica

TFDA (curcumina
associada ao
DMSO e irradiada
com LED azul)

F-18 durante 5
minutos sobre a
dentina

45S5 durante 5

FR+45S5 Fresa esférica - minutos sobre a
dentina
. TFaDsz\o(gil;rc;:: re?cl)na 4585 durante 5
FR+TFDA+45S5 Fresa esférica . . minutos sobre a
DMSO e irradiada dentina
com LED azul)
F-18 durante 5
ULT+F-18 Ultrassom - minutos sobre a
dentina
TFaZ?o(gil;z:: ran(l)na F-18 durante 5
ULT+TFDA+F-18 Ultrassom . . minutos sobre a
DMSO e irradiada dentina
com LED azul)
45S5 durante 5
ULT+45S5 Ultrassom - minutos sobre a
dentina
TFaZ?o(gil;z:: ran(l)na 4585 durante 5
ULT+TFDA+45S5 Ultrassom minutos sobre a

DMSO e irradiada
com LED azul)

dentina

Fonte: Elaboragéo prépria.
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4.2 Fase Inicial

Nesta fase foram realizados o preparo dos espécimes, assim como
experimentos com o intuito de estabelecer protocolos e concentracbes a serem

utilizadas nas etapas experimentais subsequentes.

4.2.1 Obtencdao e preparo dos espécimes de dentina bovina

Incisivos bovinos sem defeitos e/ou trincas de esmalte visiveis em
estereomicroscopio (aumento de 10x) foram utilizados para a obtencdo dos
espécimes de dentina (Figura 1A). Sendo assim, este estudo foi submetido a
apreciacao ética pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr) da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP e devidamente aprovado sob o niumero de registro 27/2018.
ApOs o aceite pelo CEUA, o estudo foi iniciado (ANEXO).

Os dentes bovinos foram armazenados em solucao de timol a 0,1% durante 24
horas. Apés, o esmalte da face vestibular da coroa foi removido, a fim de obter blocos
de dentina bovina com dimensfes de 4x4x2 mm e 13x7x2 mm (Figura 1B-C),
utilizando maquina de cortes de precisédo (IsoMet 1000 Precision Cutter, Buehler Ltd,
Lake Bluff, IL, EUA) sob constante refrigeracao. ApGs a obtencao dos espécimes, 0s
mesmos foram submetidos a avaliacdo da dureza Knoop superficial com o intuito de
padronizar a dureza dentinaria e evitar possiveis vieses de amostra. Para tanto, foi
utilizado microdurdémetro com indentador do tipo Knoop (HMV-2, Shimadzu, Japéo),
com carga de 10 gramas durante 10 segundos?°2. Trés indentacdes foram realizadas
em cada espécime, preferencialmente no centro da superficie dentinaria. Apds o
término das mensuracoes, obteve-se a média geral de dureza, sendo incluido no
estudo somente os espécimes que apresentaram dureza entre 10 KHN a mais ou a
menos em relacdo a média. Em seguida os espécimes foram armazenados em agua

destilada e geladeira até o inicio dos experimentos.
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Figura 1 — Espécimes de dentina.

A) Coroas de incisivos bovinos. B) Espécimes de dentina bovina cortados nas dimensdes de
4x4x2 mm e C) 13x7x2 mm.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.2 Selecao das bactérias e preparo da suspenséo bacteriana padronizada

Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Lactobacilus acidophillus
(ATCC 4356) foram fornecidas pela Fundagdo FioCruz (Departamento de
Microbiologia, Laboratério de Materiais de Referéncia, Setor de Bactérias de
Referéncia localizado na Fundacao Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude — INCQS, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e utilizadas para preparar
as suspensfes bacterianas com absorbancia padronizada. As bactérias foram
reativadas e cultivadas em placas de Petri contendo agar de infuséo cérebro-coracao
(BHI, KASVI, Séao José dos Pinhais, PR, Brasil, Lote nUmero: 082417507) para cultivo
do S. mutans e agar de Man Rogosa e Sharpe (MRS, Difco Laboratories, Becton
Dickinson and Company, USA, Lote numero: 3224118) para cultivo do L. acidophillus.
Apds, em tubo Falcon de 15 mL, contendo 5 mL de BHI caldo para S. mutans (Brain
Heart Infusion, Difco Laboratories, Becton Dickinson and Company, USA, Lote
namero: 3141047) e 5 mL de MRS caldo para L. acidophilus (Lactobacilli MRS Broth,
Difco Laboratories, Becton Dickinson and Company, USA, Lote nimero: 3127071),
trés a cinco colbnias de cada bactéria foram inoculadas e incubadas em condicdes de

aerobiose por 18 — 24 horas a 37°C (£1°C) no caso de S. mutans e em atmosfera de
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microaerofilia no caso de L. acidophillus (Figura 2) para serem utilizadas nos
experimentos de obtencédo da concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracéo

bactericida minima (CBM), assim como na inducao da carie artificial.

Figura 2 — Crescimento das bactérias.

A) Tubos Falcon de 15 mL contendo 5 mL de BHI caldo e cepas de Streptococcus mutans
incubados em condigbes de aerobiose. B) Tubos Falcon contendo cepas de Lactobacilus
acidophillus incubados em atmosfera de microaerofilia com auxilio de jarra de anaerobiose.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apos o crescimento, a cultura dos tubos foi centrifugada a 3000 rpm por 15
minutos (Centrifuga Excelsa Il, Fanem, Mod. 206 BL, niumero de série: RAM047321),
obtendo-se o precipitado de biomassa. O sobrenadante foi entdo descartado e a
biomassa resuspensa em PBS (solugao salina tamponada fosfatada) até atingir a
absorbancia padronizada de ~0.08 (S. mutans) e ~0.6 (L. acidophillus) lida em
espectrofotometro UV-Visivel (Modelo VM-5, Bel Photonics, nimero de série:
HC1509041) em comprimento de onda de 600 nm, turvacdo aproximada de 0.5 da
escala de Mc Farland com quantidade de células na ordem de 108 células

bacterianas/mL?’.

4.2.3 Método de preparacao das micelas poliméricas

A preparacdo das micelas poliméricas foi realizada por meio da técnica de
evaporacgéo do solvente ou “filme polimérico”, utilizando o copolimero Pluronic® F-127
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha, Lote numero: SLBS1853V). Em um baldo de
diluicdo de fundo redondo, adicionou-se 50 mL de curcumina a 0,5% para cada 600
mg de Pluronic® F-127, sendo estes dissolvidos em 30 mL do solvente cloroférmio.
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Agitacdo manual foi realizada durante cerca de 2 minutos para assegurar uma
homogeneizacao/dissolucdo da solucdo. As nanoparticulas foram produzidas
utilizando um evaporador rotatério (Buchi Switzerland, Modelo: RV 10D, numero de
série: 07324380) com uma bomba de vacuo a 78 kPa, agitagdo de 55 rpm., 4gua do
banho (50°C) e uma coluna de refrigeracédo a cerca de 8°C (Figura 3). O baldo de
diluicdo foi entdo corretamente encaixado no agitador e imerso na agua do banho,
durante cerca de 30 minutos. Apés a evaporacgao total do cloroférmio, observa-se que
o fundo do balédo se torna baco, indicando a precipitacéo e solidificacdo de um filme
polimérico. Este filme foi entdo reidratado para obtencéo da solugéo micelar por meio
da adicao de 30 ml de 4gua ultrapura (Milli-Q) a 30°C em cada baldo. Em seguida, os
baldes foram submetidos a agitacdo magnética com 700 rpm durante 30 minutos (IKA,
Modelo: C-MAG HS 7 S3, numero de série:07350934) para promover a formacgéo das
micelas. Por fim, as solu¢des foram submetidas a dispersao por meio de um dispersor
do tipo mecéanico (IKA ULTRATURRAX® T 18 basic, nimero de série: 03364795)
durante 2 minutos na velocidade 4 de rotacao do dispersor, equivalente a 15.500 rpm.

Figura 3 — Evaporador rotatério utilizado para obtencédo das micelas de Pluronic® F-127 por
meio do método de evaporacao do solvente.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.2.4 Fotossensibilizador e fonte de luz a ser utilizada para TFDA

O fotossensibilizador utilizado foi a curcumina sintetizada pelo LQBO -
Laboratorio de Quimica Bio-Orgéanica, Universidade Federal de S&o Carlos, Séo
Carlos, Brasil, de acordo com o método descrito por Carmona-Vargas et al. 20172%3,
associada ou ndo as micelas de Pluronic® F-127. A fonte de luz utilizada foi um
equipamento emissor de luz LED (Biotable, MMOptics, S&o Carlos, SP, Brasil) em
comprimento de onda de 460 nm (Figura 4). O equipamento consiste de 24 LEDs que
promovem a irradiacdo uniforme e simultanea de todos os orificios de uma mesma
placa de 24 pocos. A dose de luz utilizada foi de 15 J/cm?, irradiancia de 22 mW/cm?2

e tempo total de irradiacéo de 11 minutos e 36 segundos?°4,

Figura 4 — Biotable utilizada

para irradiacao dos grupos tratados com TFDA.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.5 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracao
bactericida (CBM)

Para determinar a concentragcdo do fotossensibilizador a ser utilizado nos
experimentos de inducdo de carie, determinou-se a concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentracao bactericida maxima (CBM). Para tanto, dez pogos (n = 10) de

cada grupo, controle e experimental, foram utilizados para determinar as
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concentracbes por meio do método da microdiluicdo em caldo e coloragdo com
resazurina de acordo com as normas da CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) de 2013 e Elshick?>42% et al. 2016. A determinacédo da CIM e CBM foi
realizada utilizando o fotossensibilizador curcumina incorporado ao dimetilsulfoxido
(DMSO; Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha, Lote numero: SHBF7360V) ou as
micelas poliméricas (Pluronic® F-127, Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lote
namero: SLBS1853V). Apdés a determinacdo da CIM e da CBM, a melhor
concentracdo de curcumina foi utilizada para os experimentos futuros, sendo ela
solubilizada em DMSO a 1% ou incorporada ao Pluronic® F-127. Para tanto, cada pogo
de uma placa de cultura celular de 96 pogos contendo 100 uL de MRS Broth ou 100
ML de BHI caldo + sacarose a 1% recebeu 100 pL de curcumina incorporada ao DMSO
ou as micelas de Pluronic® F-127, nas concentracGes de 270; 135; 67,5; 33,75;
16,875; 8,4375; 4,2187; 2,1093; 1,0546 e 0,5273 uyM (Figura 5). Em seguida,
preparou-se as suspensdes bacterianas conforme descrito anteriormente e
adicionadas em cada pog¢o contendo curcumina a quantidade de 30 uL de S. mutans
e 30 uL de L. acidophillus, obtendo-se a concentracao final na ordem de 1x105
células/mL. Para que pudéssemos obter 1x105 células/mL, a partir da suspenséao
bacteriana obtida a 1x102 células/mL (D.O. de 0.08-0.1 para S. mutans e ~0.6 para L.
acidophillus), 1000uL de cada suspensao foi pipetada em tubo Falcon contendo 10
mL de PBS, obtendo-se finalmente a diluicdo de 10’ UFC/mL. Foram utilizados dois
grupos controles em relacéo a inibicdo bacteriana, sendo eles: clorexidina a 0,12%
(controle positivo) e meio de cultura sem suspenséo bacteriana (controle negativo).
As placas foram incubadas em estufa a 37°C (x1°C) durante 24 horas em condi¢des
de aerobiose para S. mutans e em atmosfera de microaerofilia para L. acidophillus.
Decorrido o periodo de incubagao, 30 uL de resazurina estéril a 0,015% (m/v)
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany, lote nimero: MKBT9691V), foi pipetada em cada
poco com o objetivo de verificar por meio de leitura visual em quais pogos houve ou
ndo crescimento bacteriano?°®. Apds a pipetagem da solucédo contendo resazurina, as
placas foram incubadas por 2-4 horas, sob agitacdo de 75 rpm (Incubadora de
agitacdo orbital, QUIMIS, Modelo: Q816M22, numero de série: 16052406). Em
seguida, realizou-se a leitura visual, na qual a coloragcdo azul-roxa representa
auséncia de crescimento e a coloracdo rosa-violeta representa presenca de
crescimento bacteriano. Dos orificios que ndo mostraram crescimento visivel, ou seja,

DO 600nm < 0.05, foi pipetado 10 uL e posteriormente plaqueados em meio de cultura
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especifico para crescimento de S. mutans (BHI agar) e L. acidophillus (MRS agar) e
entdo incubados a 37°C (x1°C) por 48 horas em estufa bacteriolégica (Modelo:
Q316M5, QUIMIS, numero de série: 16042092) em condi¢cdes de aerobiose para S.
mutans e em atmosfera de microaerofilia para L. acidophillus. A CIM foi definida como
a menor concentracdo de curcumina sem crescimento visivel (atividade
bacteriostatica), e a CBM como a menor concentracdo capaz de reduzir o indculo

inicial a =2 99,9% (atividade bactericida) (Figura 5).

Figura 5 — Desenho esquematico de uma placa de 96 pocos ilustrando os grupos avaliados
nos experimentos de determinagédo da CIM e CBM para cultura plancténica (em suspenséo)
de S. mutans e L. acidophillus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12

A

$0!6.0/0,06/0/00/0'8' |
%@%%%%%%%%%
eedlenede T

(©) 200uLde curcumina + DMSO

C 200puL de curcumina + micelas de Pluronic® F-127

O 100pL de curcumina + DMSO + 100uL de BHI caldo + 25uL de S. mutans+ 25uL de L. acidophillus

O 100uL de curcumina + micelas + 100uL de BHI caldo + 25uL de S. mutans+ 25ulL de L. acidophillus

. 50uL de BHI caldo + 50uLde MRS caldo + 25uLde S. mutans + 25uLde L. acidophillus +luz

‘ 50uLde BHI caldo + 50uLde MRS caldo + 25uLde S. mutans + 25uL de L. acidophillus + Pluronic® F-127 + luz

O 50uLde BHI caldo + 50uLde MRS caldo + 25uL de S. mutans + 25uLde L. acidophillus + Pluronic® F-127 sem luz
O 50uL de BHI caldo + 50uLde MRS caldo + 25uL de S. mutans + 25uL de L. acidophillus + semluz

C 50uLde BHI caldo + 50uLde MRS caldo + 25uL de S. mutans + 25uL de L. acidophillus + clorexidina

75uL de BHI caldo + 75uL de MRS caldo

, 180uL deresazurina

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.2.6 Inducédo da leséo de carie artificial

Inicialmente as superficies laterais dos espécimes foram isoladas com verniz

acido-resistente (Colorama CEIL Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura 6), a fim
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promover a desmineralizacdo e formacéao das lesbes apenas na superficie vestibular
dos espécimes. Para que a agregacao dos microrganismos na superficie dentaria ndo
fosse influenciada pela acdo da gravidade, os espécimes ficaram suspensos
individualmente no interior de cada po¢o de uma placa de 24 pocos. Para tanto, 0os
espécimes foram incluidos em laminulas circulares de vidro com o auxilio de silicone
de condensacdo de consisténcia leve e em seguida fixados em fio ortodéntico, de
modo que os espécimes ficassem suspensos nos pocos (Figura 7). Apés, 0 conjunto
espécime, laminula e fio ortodéntico foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos
e transferidos para placas com 24 pocos contendo 2 mL de suspenséo indutora de
carie (Figura 8). Essa suspensao foi preparada com suplementacao de BHI (BHI 3,7
g/100 mL, extrato de levedo 0,5 g/100 mL, glicose 1g/100 mL e sacarose P.A. 2g/100
mL). A cada 50 mL dessa suspenséo foram adicionados 5 mL de S. mutans (102 UFC)
e 5 mL de L. acidophillus (108 UFC), com o intuito de promover o crescimento
bacteriano. Os espécimes foram mantidos a 37°C, em condi¢cdes de microaerofilia em
trés periodos de tempo diferentes (7, 10 ou 14 dias) a fim de determinar o periodo
minimo necessario para a formacao de lesdes artificias com profundidade adequada
para os experimentos futuros. A suspensao indutora foi renovada a cada 48 horas.
Nesta etapa, a profundidade das lesdes foi avaliada por meio de microscopia
de luz polarizada. Para tanto, apos a inducédo de acordo com os diferentes tempos,
foram obtidos slices de aproximadamente 100 um de espessura com o auxilio de
micrétomo para processamento histolégico (EXACT Technologies Inc, Toronto, ON,
Canada) pertencente ao Laboratério de Analise Histopatologica para Cortes nao
Descalcificados e Laboratorio de Microscopia de Luz Polarizada da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP. Os slices de dentina foram fixados em laminas
de vidro (26 x 76 mm, Exacta, Perfecta Lab, Sdo Paulo, SP, Brasil) e avaliados em
microscoépio de luz polarizada (Leica DM2500 — Leica Microsystem, Sao Paulo, SP,
Brasil, nUmero de série: 332354-032011), com objetivas de aumento em 10x e 20x.
Foi utilizado o software Leica Application Suite v3.8 para analise das imagens. A
profundidade das lesGes foi mensurada preferencialmente na area central de cada

lesdao?°8,



58

Figura 6 — Laterais do espécime de dentina sendo isoladas por meio da aplicacdo de verniz
acido-resistente a fim de evitar contato com a suspensao indutora de cérie e a consequente

desmineralizacdo do tecido.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 7 — Sistema contendo laminula circular de vidro, espécime de dentina e fio ortodontico,
fixos com o auxilio de silicone de condensacgéo de consisténcia leve. Note como o0s espécimes
ficam suspensos individualmente em cada poco da placa de 24 pocos.

M N NS
AT IS
Al &

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 8 — Pipetagem de 2 mL da suspenséo indutora da lesdo de carie em cada poco
contendo os espécimes de dentina Suspensos.
P

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.7 Microradiografia transversal (MT)

A avaliagcdo da perda mineral e profundidade das lesbes de cérie artificiais foi
realizada por meio de imagens de MT, a qual € considerada padrdao ouro para essa
finalidade. Os espécimes imediatamente apds a inducédo artificial de carie foram
seccionados longitudinal e perpendicularmente ao centro da superficie dentinaria
cariada com auxilio de maquina de cortes de precisdo e disco diamantado dupla face
(Buehler Wafering Blade, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA), na velocidade de 300 rpm,
sob refrigeracdo com agua para a obtencao de slices de aproximadamente 500 um de
espessura. A fim de atingir a espessura apropriada de 100 um para andlise de MT,
realizou-se o polimento manual utilizando-se lixas de carboneto de silicio de diferentes
granulacdes (#600 e #1200, Wetordry™, 3M™ St. Paul, MN, EUA). A espessura dos
slices foi verificada por meio de micrometro digital (MDC Lite 293-821-30, Mitutoyo Sul
Americana Ltda., Suzano, SP, Brasil). Previamente a obtencéo das microradiografias,
0s espécimes foram armazenados em recipientes plasticos em ambiente Umido por
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meio de gaze estéril umedecida em agua destilada estéril com o intuito de evitar a
desidratacédo e fratura dos slices de dentina durante a exposi¢cao aos raios-X.

Os slices foram fixados em matriz transparente em combinag&do com meia fatia
“step-wedge” de aluminio (14 fatias, ~ 30 ym de espessura, 99,9% de Al) para
calibracdo, utilizando filmes radiograficos de alta resolucdo e velocidade (Motion
Picture Fine Grain Positive Film 71337", FUJIFILM Corporation, Tokyo, Japdo) de
acordo com as orientagdes do fabricante. Os filmes foram expostos a fonte de raios-
X de cobre e niquel (CuKa — A = 0,154 nm) operando com voltagem de 20 kV e
amperagem de 20 mA por 13 minutos. A distancia entre o filme e a fonte de radiacéo
foi de 42 cm.

A andlise do filme exposto foi realizada por meio de microscopio de transmissao
de luz com objetiva de 20x de aumento (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Germany) e
camera CCD (XC-77CE, Sony, Toquio, Japao) acoplado a um computador para
aquisicdo dos dados e com software especifico para os célculos (TMR 1.25e,
Inspektor Research BV, Amsterdam, Holanda) (Figura 9).

Foram calculados a perda mineral integrada (AZ) e profundidade da leséo (um)
dos espécimes. O AZ (%vol.um) € o resultado da diferenca entre a porcentagem de
conteudo mineral de dentina higida, desmineralizada e remineralizada, em relacdo a
profundidade da lesdo. Enquanto que a mensurac¢ao da profundidade é definida pela
distancia entre a superficie da lesdo (0%) até a profundidade em que a dentina
apresenta contetido mineral igual ou superior a 95%°%.

Considerando o coeficiente de absorcéo linear do aluminio (131,5), do material
organico e agua (11,3) e da hidroxiapatita (260,5), a porcentagem de volume mineral

(%VOL) foi calculada por meio da férmula descrita por Angmar et al. 257

100 (131,5 ta — 11,3 tf)

%VOL =
% (260,5 — 11,3)tf

Onde ta significa a espessura da fatia e tf representa a espessura do porta

amostra (step-wedge).
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Figura 9 — Camera do sistema para microradiografia transversal.

Fonte: Laboratério de Bioquimica, Departamento de Ciéncias Biol6gicas, Faculdade de
Odontologia de Bauru (FOB), Universidade de Sao Paulo (USP).

4.2.8 Métodos pararemocdao e descontaminacéo do tecido cariado

Apo6s o desenvolvimento das lesdes de cérie artificiais, os espécimes foram
lavados com agua destilada e aplicou-se solucdo corante (Revelacarie, ASFER,
Indastria Quimica Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil, Lote numero: 2450) para a
identificacdo visual da dentina afetada e infectada, de acordo com os critérios
descritos por Momoi?8 et al (2012). A solucdo foi aplicada sobre a superficie da
dentina cariada por 10 segundos, seguido de lavagem com jato de agua por 10
segundos, de acordo com as recomendacdes do fabricante. A dentina foi identificada
como: afetada (dentina amolecida com colora¢do rosa-claro) ou infectada (dentina
amolecida com coloracgéo rosa-escuro)®’.

A remocao ou descontaminagédo da dentina infectada foi realizada de acordo
com os diferentes grupos testados e executada por um unico operador a fim de evitar
variabilidade interoperadores. Os espécimes foram fixados em placa de vidro com
auxilio de cera utilidade para estabiliza-los e facilitar a remocéo. Apds a remocéao,
sonda exploratoria estéril e analise visual foram utilizadas para avaliar a remocéao da
dentina afetada. Nova aplicacao do evidenciador de dentina cariada foi realizada para
confirmacéo da remocgao completa da dentina infectada.

Para padronizar a pressdo de penetracdo durante os procedimentos de
remocao, o operador pressionou a fresa acoplada em motor de baixa rotacéo e a ponta

acoplada no dispositivo de ultrassom contra a plataforma de uma balanca
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eletromagnética (BL320H, Shimadzu Corporation, Barueri, SP, Brasil, nimero de
série: D477710288). Sem visualizar o monitor digital da balanca, o operador foi
instruido a aplicar a forca normalmente utilizada por ele durante a pratica clinica de
remocao de carie e a forca em gramas foi registrada em tempos diferentes. A forca
meédia aplicada foi de 103 g, estando de acordo com a forca comumente relatada na
literatura?®9:269, O campo operatério foi iluminado com luz artificial, sendo considerada
adequada pelo operador para visualizacdo e realizacdo dos procedimentos. Os
experimentos foram realizados em condi¢des assépticas.

As técnicas de remocao consistiram de:

- Técnica convencional: remocéo da dentina infectada com auxilio de fresa
esférica de aco (AR 7, JET Carbide Burs, American Burrs, Palhoga, SC, Brasil),
acoplada em peca de mdo em baixa rotacdo (LB100, Beltec Ind. E Com. de
Equipamentos Odontolégicos, Araraquara, SP, Brasil, niumero de série: LB1-
0132680). Os parametros de remocéao consistiram em 15000 rpm, poténcia de 40 W
e frequéncia de 0,06 kHz.

- Ultrassom descariador: remocado da dentina infectada com auxilio de
dispositivo ultrassom desenvolvido pelo Instituto de Fisica de Sdo Carlos da
Universidade de Sao Paulo — IFSC/USP. Uma ponta esférica diamantada (E3D, Helse
Dental Technology, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil, Lote: 17080618) foi acoplada
ao ultrassom, sendo utilizada sob constante refrigeracdo com agua destilada estéril
(Figura 10). Poténcia de 30 W e frequéncia de 27,5 kHz foram utilizadas.

Para os grupos que receberam TFDA como estratégia de descontaminacgéo da
dentina afetada, a solucdo contendo o fotossensibilizador (curcumina em DMSO)
permaneceu em contato com a dentina por 5 minutos na auséncia de luz (tempo pré-
irradiacdo). Em seguida, os espécimes foram irradiados uniformemente e
simultaneamente com LED azul (Biotable, MMOptics, Sao Carlos, SP, Brasil) (Figura
11) em comprimento de onda de 460 nm com dose de luz de 15 J/cm?, irradiancia de

22 mW/cmz2 e tempo de irradiacdo de 11 minutos e 36 segundos?°4,
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Figura 10 — Ponta diamantada acoplada em dispositivo de ultrassom.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 11 — Placa de 24 pocos contendo 0s espécimes e a solucdo de curcumina sendo
irradiada por LED azul (Biotable).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.2.9 Aplicacédo de vidro bioativo como agente remineralizante

Com o intuito de promover remineralizacédo da dentina afetada foram aplicados
os agentes bioativos Bioglass® 45S5 e F-18 fornecidos pelo Laboratério de Materiais
Vitreos — LaMAV do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAr).

A composicao dos vidros bioativos sdo: 45S5 (SiO2-Na20-CaO-P20s5) e F-18
(Si02-Na20-K2C03-Ca0-MgO-P20s). Os pos dos vidros bioativos foram incorporados
em gel de celulose na concentracdo de 25% (0,175 mg de p6 em 0,500 mg de gel)
(Figura 12) a fim de facilitar a aplicacéo dos vidros sobre a superficie dentinaria (Figura
13). Ambos os vidros bioativos foram moidos em jarro de Agata no moinho Pulverisette
(FRITSCH GmbH - Milling and Sizing, Idar-Oberstein, Alemanha) e passados em
peneiras de Nylon a fim de obter particulas de tamanho menor que 45 micrometros.
Os vidros foram aplicados com o auxilio de microaplicador (KG Sorensen, Cotia, SP,
Brasil), mantendo os mesmos em contato com a dentina durante 5 minutos®43. Em

seguida, a superficie foi lavada com agua destilada durante 30 segundos.

Figura 12 — Preparo dos vidros bioativos.

A) Microtubos do tipo eppendorf contendo o p6 do vidro bioativo (45S5 ou F-18) e o gel de
celulose separadamente. B) Aspecto final apds a incorporacao do p6 de vidro bioativo no gel
de celulose. Note 0 aspecto homogéneo da mistura.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 13 — Aplicacdo do vidro bioativo sobre a superficie dentindria com auxilio de
microaplicador.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apos os tratamentos, os espécimes foram avaliados quanto a perda mineral e
alteracdes nos componentes organicos e inorganicos, por meio de analises de

microdureza Knoop longitudinal (DL), microradiografia transversal (MT) e FT-Raman.

4.3 Fase Experimental

Nesta fase, diferentes métodos de analises foram empregados com o intuito de
avaliar a eficacia e influéncia dos tratamentos nas propriedades mecanicas, quimicas,

bioldgicas e na resisténcia adesiva da dentina.

4.3.1 Microdureza Knoop longitudinal

Dez espécimes (n = 10) de cada grupo foram avaliados quanto a microdureza
longitudinal da dentina apds a inducéo da leséo de carie e realizacao dos diferentes
tratamentos. Os espécimes de dentina foram cortados ao meio em angulo de 90° com
a superficie vestibular com auxilio de maquina de cortes de precisdo (IsoMet 1000,
Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) sob refrigeracdo constante. Microdurémetro do tipo

Knoop (HMV-2, Shimadzu, Japéo) (Figura 14) foi utilizado para as mensuracgdes
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utilizando-se carga de 10 gramas durante 10 segundos. Foram realizadas 10
indentacdes por espécime, distribuidas em 2 colunas distantes aproximadamente 100
gm entre si. Portanto, duas indentagbes foram realizadas nas seguintes
profundidades: 40, 80, 120, 160 e 200 um. O referencial para mensuracdo da

profundidade foi a superficie externa da lesdo de céarie.

Figura 14 — Microdurémetro com indentador do tipo Knoop localizado no Departamento de
Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — FORP, da
Universidade de S&o Paulo — USP.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

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

As avaliacbes dos componentes organicos e inorganicos presentes na dentina
foram realizadas apos os tratamentos, de acordo com cada grupo (n = 6). Foi utilizado
o Microscopio Raman com transformada de Fourier (FT-Raman) modelo Raman
Scope Il (Bruker Optics Inc., Karlsruhe, Alemanha, nimero de série: DE84716930)

do Instituto de Quimica de Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Julio de
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Mesquita Filho” — UNESP (Figura 15). O microscépio apresenta detector de germanio
e laser em comprimento de onda de 1064 nm com poténcia maxima de 1000 mW. Os
espécimes de dentina foram excitados por laser de Nd: YAG refrigerado a ar (A =
1064,1 nm) com poténcia de 200 mW. Resolucgéo espectral foi fixada em 4 cm-1. Para
cada espécime de cada grupo, um espectro na profundidade de 40 um e outro na
profundidade de 200 um foram coletados por 150 varreduras para cada area (Figura
16). Alteragbes nos componentes organicos e inorganicos da dentina foram
analisados comparando-se as areas integradas dos picos Raman centrados em 350
a 542 cm-1 (fosfato), 870 a 1125 cm-1 (carbonato) e 2750 a 3100 cm-1 (ligacdes
CH). As areas integradas dos picos foram calculadas pelo software LabSpec 6

Spectroscopy Suite (Horiba Instruments Brasil Ltda., Jundiai, SP, Brasil)’.

Figura 15 — Microscépio Raman com transformada de Fourier localizado no Instituto de
Quimica de Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP.

|

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 16 — Imagem representativa de espécime analisado no microscépio Raman com
transformada de Fourier. Seta indica a dentina afetada por cérie.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.3.3 Microscopia confocal de varredura a laser (MC)

As analises foram realizadas utilizando o microscépio de fluorescéncia confocal
com Airyscan (LSM 800, Carl Zeiss, Alemanha, niumero de série: 120L-80034) do
Laboratorio de Microscopia de Fluorescéncia Confocal da Faculdade de Odontologia
de Araraquara — FOAr/UNESP. Os espécimes de dentina foram imersos em 1000 pL
de &gua destilada contendo o corante LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability Kit
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) durante 30 minutos e lavados duas vezes com
PBS durante 2 minutos para posterior andlise. Este corante consiste em um kit
composto por dois corantes que devem ser misturados previamente ao uso, sendo
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eles: SYTO 9 (1uL) e iodeto de propidio (IP, 1uL) para cada 1000uL. SYTO 9 cora as
bactérias de verde (marcador para acido nucléico), enquanto o IP penetra nas
membranas danificadas corando-as de vermelho, permitindo identificar, dessa forma
as células viaveis (verdes) e nao viaveis (vermelha). Foram utilizadas objetivas de 20x
e 63x com faixa de excitacdo em 488 nm (SYTO) e um filtro de passagem de 505 nm
e excitacdo em 561nm (IP) com filtro de passagem em 610 nm foram usados para
detectar fluorescéncia.

Para verificar a viabilidade celular em profundidade nos tabulos dentinarios, os
espécimes foram cortados longitudinalmente apos os tratamentos com auxilio de uma
maquina de corte de precisdo sob irrigacdo (IsoMet 1000, Buehler, Lake Bluff, IL,
EUA), a fim de obter slices de 500 um de espessura. Em seguida, os slices de dentina
foram polidos manualmente com o auxilio de lixas de carboneto de silicio (#600, #1200
e #1500, Wetordry™, 3M™ St. Paul, MN, EUA) até atingirem espessura de
aproximadamente 200 pm. Apds, os espécimes foram imersos em solucdo de
rodamina B a 0,1% e armazenados a 37°C + 1°C durante 12 horas?®'. Em seguida, os
espécimes foram removidos da solucédo, lavados com PBS duas vezes e corados com
o kit LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Eugene, OR,
EUA) conforme mencionado anteriormente. Utilizou-se objetivas de 10x com faixa de
excitacdo de 656 — 700 nm para a rodamina B. Para o IP e SYTO 9, 0s mesmos

parametros anteriores foram utilizados.

4.3.4 Preparo dos corpos de prova de resina composta

Os espécimes dentina nas dimensdes de 13x7x2mm apds os diferentes
tratamentos foram incluidos em tubos de PVC contendo resina acrilica
autopolimerizavel (Figura 17). Em seguida, dois corpos de prova de resina composta

foram confeccionados sobre o substrato dentinario.
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A) Tubos de PVC estabilizados em placa de cera utilidade. B) Preenchimento dos tubos de
PVC com resina acrilica autopolimerizavel. C) Espécimes de dentina bovina acomodados
sobre a resina acrilica ao nivel da superficie do tubo de PVC.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Para tanto, aplicou-se em toda a superficie da dentina, apés os tratamentos de
remocao/descontaminacdo/remineralizacdo, adesivo autocondicionante de dois
passos (Clearfii SE Bond, Kuraray Noritake Dental Inc., Toéquio, Japao).
Primeiramente aplicou-se o primer com auxilio de microaplicador e apds 20 segundos,
leve jato de ar foi aplicado. Em seguida, aplicou-se o bond seguido de leve jato de ar

e fotoativacdo durante 10 segundos (Figura 18).
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Figura 18 — Estratégia adesiva aplicada na superficie dentinaria dos espécimes utilizando
adesivo autocondicionante de dois passos (Clearfil SE Bond, Kuraray Noritake Dental Inc.,

}(‘ ot :
|

.

Primer
durante 20
segundos

Leve jato Aplicacao Leve jato Fotoativagdo durante
de ar do bond de ar 10 segundos

A) Aplicagdo de primer. B) Jato de ar. C) Aplicagdo do bond. D) Jato de ar. E) Fotoativacao
durante 10 segundos.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Finalizado a hibridizagdo da dentina, foram confeccionados dois cilindros de
resina composta (Filtek™ Z350 XT, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA, Lote nimero:
1929400076) com o auxilio de uma matriz bipartida de teflon e espatula de insercao
(Figura 19). Durante a insercdo da resina composta, tomou-se cuidado para
compactacdo da mesma na superficie dentinaria, a fim de evitar possiveis bolhas e/ou
falhas no incremento (Figura 20A). Apés, os cilindros de resina composta foram
fotoativados durante 40 segundos utilizando fotoativador a base de luz LED (LED
Radii Plus, SDI, Australia) emitindo irradiancia de 1200 mW/cm2 (Figura 20B).
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Figura 19 — Sistema de matriz utilizado para confeccdo dos corpos de prova de resina
composta.

A) A matriz consiste de um anel metélico e um disco de teflon bipartido contendo dois orificios.
B) Disco de teflon bipartido unido sobre a superficie dentinaria com o auxilio do anel metalico,
formando os orificios preenchidos posteriormente com resina composta.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 20 — Confeccdo dos corpos-de-prova em resina composta.

A) Insercdo da resina composta no interior dos orificios da matriz de teflon com auxilio de
espatula. B) Fotoativagcdo dos incrementos de resina composta durante 40 segundos.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Finalizado a confecgéo dos corpos de prova, os espécimes incluidos nos tubos
de PVC foram armazenados em estufa a 37°C (£1°C) e em ambiente imido por meio

de gaze esterilizada umedecida em agua destilada durante 24 horas (Figura 21).
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Figura 21 — Espécimes de dentina contendo os corpos de prova de resina composta
armazenados em recipiente plastico e ambiente Umido por meio da utilizacdo de gaze
esterilizada umedecida com 4gua destilada.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.3.5 Resisténcia adesiva

A avaliacdo da resisténcia adesiva empregou a metodologia de ensaio de
microcisalhamento descrito por Shimada?%? et al (2002). Para tanto, os espécimes de
dentina incluidos nos tubos de PVC foram acoplados em méaquina de ensaio universal
(EMIC DL2000, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil), equipada com célula de carga de
500 N. Em seguida, cada corpo de prova de resina composta foi envolvido por um fio
metélico (0.2 mm de didmetro) alinhado cuidadosamente de modo que a carga fosse
aplicada o mais préximo possivel da interface de unido. A carga foi aplicada com
velocidade de 0,5mm/min até a falha dos corpos de prova. O resultado foi dado pela
forca (F) maxima (expressa em N) dividida pela area (A) de unido (expressa em mm?)
e expresso em MPa, por meio da féormula MPa = F/A.

4.3.6 Padrao de falha
Apos o teste de microcisalhamento e a falha dos espécimes, a interface resina

composta/adesivo/dentina foi verificada com auxilio de um estereomicroscépio

(Modelo Leica M80, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha, nimero de série:
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5670986) em aumento de 4x com o objetivo de determinar o modo de falha e
classifica-lo dentre os seguintes tipos: 1) adesiva, ao nivel da interface de uniéo,
podendo haver presenca de falha coesiva no adesivo; 2) coesiva em dentina, ruptura
deste substrato; 3) coesiva na resina composta, ruptura da resina composta; 4) mista,
associacdo de falha adesiva e coesiva na dentina e ou na resina composta.
Posteriormente, 3 espécimes serdo aleatoriamente selecionados e avaliados por
microscoépio eletrénico de varredura (JSM 7500F, JEOL, Téquio, Japdo, numero de
série: SM17510027), utilizando 15kV e aumento de 100x, 2000x e 5000x. Para os
diferentes periodos de avaliacdo, os espécimes serdo desidratados em solucfes de
etanol por 20 minutos em diferentes concentracbes (50, 60, 70, 80 e 90%).
Posteriormente, permanecerdo por 60 minutos em etanol a 100%. Os espécimes
serdo secos a temperatura ambiente durante 12 horas e na sequéncia fixados em
“stubs” de aluminio e revestidos por liga de ouro-paladio (Desk II, Denton Vacuum,

Moorestown, NJ, EUA) para entdo serem fotografados.

4.4 Andlise Estatistica

Inicialmente os dados foram submetidos a avaliacdo dos pressupostos de
normalidade e homoscedasticidade por meios dos testes de Shapiro-Wilk e teste de
Levene, respectivamente. Considerando que todos os grupos de estudo apresentaram
distribuicdo normal (p = 0,05), andlise paramétrica dos dados de DL, FT-Raman e
resisténcia adesiva foi possivel de ser realizada. Sendo assim, aplicou-se analise de
variancia (ANOVA) dois fatores (tratamento e profundidade) seguida de comparacdes
multiplas entre os grupos por meio do pos-teste de Tukey para os dados de DL e FT-
Raman. Entretanto, os dados de resisténcia adesiva apresentaram
heteroscedasticidade (p = 0,05). Sendo assim, ANOVA um fator seguido de pos teste
de Games-Howell foi utilizado.

Todas as analises foram realizadas em nivel de significancia de 5%. Os
softwares estatisticos SPSS version 22 (IBM Corporation, Nova York, NY, EUA) e
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) foram utilizados para a
analise dos dados e confeccéo de gréficos. Os dados de MC, padréo de falha e MEV
foram analisados qualitativamente, enquanto que os dados de MT foram submetidos

apenas a obtencédo da média aritmética.
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5 RESULTADOS
5.1 Fase Inicial

5.1.1 Microdureza Knoop superficial

Obteve-se a média aritmética das trés indenta¢cdes para cada espécime, sendo
incluidos no estudo somente os espécimes que apresentaram dureza entre 10 KHN a
mais ou a menos em relacdo a média geral. De acordo com os resultados, a média
geral obtida foi de 40,86 KHN com desvio padrdo de 8,74 KHN (Figura 22).

Figura 22 — Diagrama de dispersao da dureza Knoop superficial dos espécimes de dentina
(N = 160).
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Fonte: Elaboragéo prépria.

5.1.2 Determinac¢do da concentracdo inibitoria minima (CIM) e da concentracéo
bactericida (CBM)

Para a determinacdo da CIM e CBM, foi utilizado a resazurina para indicar em
quais pocos houve inativacdo celular por meio de analise visual. Sendo assim, 0s
pocos corados em violeta/laranja indicam presenca de células viaveis, ou seja, 0

tratamento realizado néo foi capaz de inativar os microrganismos presentes em sua
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forma plancténica. Em contrapartida, os po¢os corados em azul indicam auséncia de
células viaveis e sugerem que o tratamento inativou os microrganismos. Desta forma,
a CIM é definida como a menor concentragcdo capaz de inativar as células, ou seja, a
menor concentracado que apresentou mudanca de coloracdo para azul apGs reagir
com a resazurina.

Apoés a conclusédo dos experimentos, observou-se que 0 grupo contendo 0s
meios de cultura (BHI e MRS caldo) e os microrganismos seguidos de irradiacao de
luz apresentaram viabilidade celular e demonstram que a irradiacdo de luz sozinha
nao é capaz de promover efeito antibacteriano. Nos grupos tratados apenas com
micelas de Pluronic® F-127 também ndo foi observada inativacdo bacteriana,
evidenciando que as micelas por si s6 ndo sdo capazes de promover qualquer efeito
de inativacdo contra as células, independentemente da presenca ou auséncia de
irradiacdo. O grupo contendo apenas 0s meios de cultura indicou auséncia de células
viaveis e comprova que nao houve contaminacédo dos meios durante o experimento.
Ja o grupo controle positivo, nos quais 0os microrganismos em cultura plancténica
foram tratados com clorexidina a 0,12%, observou-se coloracdo azul dos pocos e
indicam inativacdo dos microorganismos. Este resultado ja era esperado, visto que a
clorexidina € considerada padrdo ouro como agente antibacteriano.

Observou-se também que apenas um grupo de tratamento ndo exibiu mudanca
de coloracéo, sendo ele respectivo ao grupo tratado com curcumina na concentragao
de 270 pM associada ao DMSO e irradiada por LED azul. Sendo assim, a CIM foi
definida como 270 uM. Entretanto, os grupos tratados com curcumina incorporada as
micelas de Pluronic® F-127 néo apresentaram inativagdo bacteriana em nenhuma das
concentracdes avaliadas, tornando impossivel a determinagéo da CIM.

Para determinar a CBM, as suspensdes dos poc¢os que ndo apresentaram
mudanca de coloragao foram plagueadas em meios de cultura apropriados para cada
microrganismo (BHI agar para S. mutans e MRS agar para L. acidophillus). Ap6s 72
horas, a concentracdo que exibisse nenhum crescimento seria considerada a CBM.
Apos o plagueamento, ambas, CIM e CBM, foram definidas como 270 pM, visto que
esta concentragdo foi a minima que promoveu inativacdo, mas que ao mesmo tempo
foi capaz de reduzir o in6culo em 99,9%. Portanto, os experimentos futuros
envolvendo aplicacido de TFDA foram realizadas com curcumina na concentragéo de

270 uM e associada ao solvente DMSO.
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5.1.3 Microradiografia transversal

No presente estudo a andlise de microradiografia transversal teve como
objetivo confirmar a formacdo das lesdes de carie, assim como mensurar a
profundidade das mesmas. Além disso, a microradiografia transversal foi util para
investigar a padronizacdo na formacéo das lesdes a fim de evitar possiveis vieses
relacionados as lesdes.

A Figura 23 confirma que o protocolo de indugéo artificial de céarie foi capaz de
formar uma lesdo de carie, visto que se observa uma extensa zona radiollcida
sugestiva de tecido dentinario desmineralizado proveniente da inducéo artificial de
lesdo de cérie.

Quinze amostras foram avaliadas a fim de obter uma média das lesdes
formadas. Sendo assim, a profundidade média das lesdes foi de 213,9 + 49,5 ym. Ja

a porcentagem de perda mineral foi de 4929,3 %vol.um (Tabela 2).
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Figura 23 — Imagem representativa de microradiografia transversal da dentina apés indugéo
artificial de carie. A seta indica a zona radiollcida resultante do processo de desmineralizacéo
ocasionado pela inducdo artificial de leséo de carie.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Tabela 2 — Média e desvio padrdo da perda mineral (vol%.um) e profundidade das lesdes
(um) dos espécimes de dentina apos inducéo artificial de cérie durante 7 dias e avaliagdo por
meio de microradiografia transversal (n = 15).

Perda mineral

Espécime AZ (%vol.um) Profundidade (um) R (AZ/pm)

1 5710 229,4 24,9

2 5520 198,6 27,8

3 5610 265,3 21,1

4 4530 200,8 22,6

5 5090 251,2 20,3

6 4500 220,0 20,5

7 4850 270,2 18,0

8 2050 102,0 20,1

9 4410 176,4 25,0

10 6200 267,4 23,2

11 3790 145,7 26,0

12 4840 207,6 23,3

13 5610 170,4 32,9

14 5010 243,3 20,6

15 6220 260,6 23,9
Média 4929,3 213,9 23,3
Desvio padrao 1049,3 49,5 3,7

Fonte: Elaboracao prépria.

Sendo assim, a microradiografia transversal confirmou que o protocolo de
inducdo e o tempo de 7 dias foram adequados para a formacdo das lesbes e

evidenciou uma profundidade suficiente para a realizagdo dos experimentos futuros.
5.2 Fase Experimental
5.2.1 Microdureza Knoop longitudinal

De acordo com a Tabela 3, os dados de microdureza da dentina apds o0s
diferentes tratamentos revelam uma tendéncia geral em que a microdureza dos

espécimes de um mesmo grupo aumenta em fungdo da profundidade,

independentemente do grupo avaliado (p < 0,05). Sendo assim, observa-se
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microdureza menor nas profundidades iniciais e um aumento gradativo dos valores,
até atingir microdureza maior na profundidade final (200 um).

Quando se compara os diferentes tipos de tratamentos em uma mesma
profundidade, os valores diferem de acordo com o grupo. O grupo controle
representado pela lesdo de carie sem qualquer tipo de tratamento apresentou 0s
menores valores de microdureza (8,49 — 15,93 KHN). Tal resultado ja era esperado,
visto que a perda mineral ocasionada pelo processo de formacgéo da lesdo de carie
diminuiria drasticamente em relacdo a uma dentina higida. Ademais, o grupo de
dentina higida apresentou um dos maiores valores de microdureza
independentemente da profundidade (37,58 — 53,67 KHN), sendo de fato o valor mais
alto para as profundidades de 40 e 80 um (37,58 e 44,98 KHN, respectivamente).

Em relagcdo aos métodos de remocdo das lesdes de cérie, os resultados
explicitam que os grupos removidos com FR (24,40 — 63,03 KHN) apresentam dureza
maior em comparacdo aos removidos com ULT (20,01 - 47,53 KHN),
independentemente da profundidade avaliada (p < 0,05) ou da associacdo com
métodos de descontaminagdo e agentes remineralizantes.

Quando os métodos de remocéao foram associados a TFDA como método de
descontaminacédo dentinaria, observou-se que a TFDA ndo promoveu nenhum efeito
significativo na microdureza (p > 0,05), exceto entre os grupos ULT e ULT+TFDA na
profundidade de 200 pum (47,53 e 53,31 KHN, respectivamente; p < 0,05).

A associagao entre remocao com FR e vidros bioativos evidenciou que nao
houve diferenca entre 45S5 e F-18 (p > 0,05) independentemente da profundidade.
No entanto, na associacao entre ULT e os vidros bioativos, os resultados revelam
diferencas pontuais em determinadas profundidades (p < 0,05) nas quais o vidro F-18
apresentou valores maiores em relagcéo ao vidro 45S5.

Nos grupos onde associou-se métodos de remocdo, descontaminagdo e
agentes bioativos, também foram observadas diferencas pontuais (p < 0,05) que
sugerem uma dureza maior para 0S grupos que receberam a aplicacdo do agente
bioativo F-18. Comparando-se os grupos FR+TFDA+F-18 e FR+TFDA+45S5, apenas
na profundidade de 40 um néo foi observado diferenca significativa (27,78 e 26,41,
respectivamente; p > 0,05). Nas demais profundidades, o grupo FR+TFDA+F-18
apresentou microdureza superior a FR+TFDA+45S5 (p < 0,05). De maneira similar,
ULT+TFDA+F-18 apresentou maiores valores em comparacdo a ULT+TFDA+45S5
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nas profundidades de 40 (17,75 e 14,78 KHN), 120 (36,41 e 32,51 KHN) e 200 um
(49,04 e 45,76 KHN) (p < 0,05).
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Tabela 3 — Média + desvio padréo da dureza Knoop longitudinal (KHN) da dentina em diferentes profundidades (um) (n = 10). ANOVA dois
fatores seguido de poés teste de Tukey. Legendas: FR (fresa), ULT (ultrassom), TFDA (terapia fotodindmica antimicrobiana), 45S5 (vidro bioativo
Bioglass® 45S5), F-18 (vidro bioativo F-18).

Profundidade (um)

Grupos

40

80

120

160

200

Leséo de carie
Dentina higida
FR

FR+TFDA

ULT

ULT+TFDA
FR+F-18
FR+TFDA+F-18
FR+45S5
FR+TFDA+45S5
ULT+F-18
ULT+TFDA+F-18
ULT+45S5

ULT+TFDA+45S5

8,49+ 1,26 &'
37,58 + 3,96 P2
24,40 + 2,67 Abe
26,13 + 2,64 AP
20,01 + 4,00 Ad
20,38 £ 2,13 Acd
24,69 + 2,11 AP
27,78 + 1,95 AP
24,48 + 1,63 AP
26,41 £ 1,27 AP
17,34 + 1,65 Ad
17,75 + 1,90 Ad
13,64 + 0,92 Ae
14,78 £ 2,17 A®

10,97 +2,00 P9
44,98 + 1,40 2
38,92 + 3,50 BP
39,50 + 4,49 Bb
30,51 + 7,12 Brede
28,76 + 3,07 Bde
32,70 + 1,37 B¢
37,65+ 1,54 Bb
32,63 + 1,63 Bed
33,58 + 1,55 B¢
23,68 + 2,34 Bf
25,41 +2,11 Bef
23,44 + 2,44 Bf
23,32 £ 2,21 Bf

11,98 + 1,64 CPh
47,70 + 2,73 Ba
49,61 + 6,29 G20
51,65 + 3,94 €2
35,17 + 4,43 Cf
36,32 +1,87C¢
40,73 +1,35¢¢
43,62 + 1,50 Cb
39,05 + 1,60 ¢
39,02 +1,15 ¢
35,1+ 1,30 e

36,41 +2,16 Cde
30,87 +2,11 C9
32,51 +2,13 9

13,78 + 1,15 BCh
49,60 * 2,32 ABbc
57,12 + 5,06 P2
58,46 + 5,27 ba
40,67 + 4,28 Defo
44,105 + 2,75 bde
49,07 + 1,71 Pbe
50,03 + 1,87 Pb
47,39 + 1,00 DPcd
43,26 +£1,17 Pe
37,59 + 1,95 bg
42,39 + 1,58 Def
37,07 +£1,58 P9
39,49 + 2,93 P9

15,93 £ 1,74 A9
53,67 + 4,38 Acde
63,03 + 4,63 B2
64,77 + 6,16 B2
47,53 + 4,83 Eef
53,31 + 2,47 Ecd
55,41 + 1,79 Ecd
58,40 + 2,11 Bab
56,61 + 1,02 Ebe
52,40 + 1,77 Bd
43,63 + 3,88 Ef
49,04 + 1,34 Ee
45,97 + 2,95 Ef
45,76 + 3,35 Ef

* Letras maiusculas diferentes denotam diferenga estatisticamente significante entre as profundidades de um mesmo grupo (p < 0,05). ** Letras
mindsculas diferentes denotam diferenca estatisticamente significante entre os grupos em uma mesma profundidade (p < 0,05).
Fonte: Elaboracéo prépria.
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5.2.2 FT-Raman

A analise de FT-Raman foi realizada com o intuito de verificar as alteragdes nos
componentes organicos e inorganicos da dentina apos os diferentes tratamentos.
Trés picos foram analisados, centrados nas areas relacionadas ao fosfato, carbonato
e ligacdes CH. Os dados foram analisados dentro de um mesmo pico, a fim de verificar
diferencas entre os grupos, e entre as duas profundidades de um mesmo grupo. A
média e desvio padrdo da area integral dos diferentes picos e profundidades estédo
apresentadas na Tabela 4.

Para o componente fosfato ndo foi observado nenhuma diferenca estatistica
significante (p > 0,05) entre os grupos assim como entre as profundidades. Portanto,
0s tratamentos promoveram o0 mesmo efeito no que diz respeito a quantidade
identificada de fosfato.

J4 para o componente carbonato, algumas diferencas pontuais foram
observadas. Na profundidade de 200 um houve diferenca entre os grupos FR+TFDA
e ULT+TFDA+45S5, apresentando area integral de 0,0355 e 0,0003 respectivamente
(p <0,05). Desta forma o grupo FR+TFDA apresentou maior quantidade de carbonato
apos o tratamento. As demais comparacdes ndo apresentaram diferenca significativa
(p > 0,05).

Quando as ligagbes C-H foram avaliadas, novamente diferengas pontuais
foram observadas. Diferenca estatistica significante foi observada entre os grupos FR
e ULT+TFDA, com area integral de 0,1869 e 0,0457 respectivamente (p < 0,05), na
profundidade de 40 um. N&o foi observada nenhuma diferenca significativa nas

demais comparagdes intra e intergrupo (p > 0,05).
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Tabela 4 — Média + desvio padrao da area integral dos diferentes picos e profundidades (n = 6). Legendas: FR (fresa), ULT (ultrassom), TFDA
(terapia fotodinamica antimicrobiana), 45S5 (vidro bioativo Bioglass®45S5), F-18 (vidro bioativo F-18).

Grupos

Picos do Raman

Fosfato (350 — 542 cm™)

Carbonato (870 — 1125 cm™)

Ligacdes C-H (2750 — 3100 cm™Y)

40 pm

200 pm

40 pm

200 pm

40 pm

200 pm

Les&o de cérie
Dentina higida
FR

FR+TFDA

ULT

ULT+TFDA
FR+F-18
FR+TFDA+F-18
FR+45S5
FR+TFDA+45S5
ULT+F-18
ULT+TFDA+F-18
ULT+45S5

0.0079 + 0.0108A2
0.0136 + 0.0083*2
0.0275 + 0.0249A2
0.0096 + 0.0527A2
0.0373 £ 0.0254A2
0.0242 + 0.0163A2
0.0063 + 0.0190A2
0.0128 + 0.0156A2
0.0097 + 0.0199A2
0.0286 + 0.0186A2
0.0034 + 0.0329A2
0.0036 + 0.0173A2
0.0138 + 0.0150A2

ULT+TFDA+45S5 0.0077 +0.0312A2

0.0032 + 0.0220A2
0.0186 + 0.0141A2
0.0574 + 0.0331A2
0.0106 + 0.0301A2
0.0128 + 0.0088A2
0.0284 + 0.0077A2
0.0095 + 0.0195%2
0.0029 + 0.0202A2
0.0046 + 0.0148A2
0.0118 + 0.0199A2
0.0111 + 0.0139A2
0.0030 + 0.0260A2
0.0097 + 0.0100A2
0.0105 + 0.0196A2

0.0108 + 0.0152A2
0.0303 £ 0.0187A2
0.2472 + 0.1242A2
0.0148 + 0.0312A2
0.0284 + 0.0282A2
0.0271 + 0.0069A2
0.0062 + 0.0220A2
0.0158 + 0.0210A2
0.0066 + 0.0257A2
0.0118 + 0.013942
0.0123 £ 0.0174A2
0.0147 £+ 0.0339A2
0.0126 + 0.0376A2
0.0068 + 0.0296A2

0.0046 + 0.0068"8:2
0.0150 + 0.0175AB2
0.2516 + 0.1343AB2
0.0355 + 0.0541A2
0.0480 * 0.03507B2
0.0341 + 0.0185%B2
0.0215 + 0.0213AB2
0.0049 + 0.04327B2
0.0004 + 0.0303AB2
0.0102 + 0.01547B2
0.0248 + 0.03607B2
0.0008 + 0.0327AB2
0.0125 + 0.0207AB2
0.0003 + 0.016082

0.0178 * 0.02427B2
0.0389 + 0.016048:2
0.1869 + 0.0841A2
0.2163 + 0.429448:2
0.0399 + 0.0431482
0.0457 + 0.00648:2
0.0102 + 0.0416782
0.0035 + 0.03844B:2
0.0091 + 0.051848:2
0.0043 + 0.02074B2
0.0205 + 0.04007B:2
0.0123 + 0.0520"8:2
0.0022 + 0.069448:2
0.0233 + 0.02437B2

0.0035 + 0.0338A2
0.0283 + 0.0278A2
0.2154 + 0.1143A2
0.4988 + 0.9863A2
0.0365 + 0.0187A2
0.0660 * 0.0971A2
0.0081 + 0.0471A2
0.0089 + 0.0096A2
0.0045 * 0.0453A2
0.0343 + 0.0514A2
0.0196 + 0.0278A2
0.0078 * 0.0040A2
0.0319 + 0.0401A2
0.0279 + 0.0754A2

* Letras maiusculas diferentes denotam diferenca estatisticamente significante entre os grupos na mesma profundidade de um mesmo pico (p
< 0,05). ** Letras minUsculas diferentes denotam diferenca estatisticamente significante entre o0 mesmo grupo em profundidades diferentes de
um mesmo pico (p < 0,05). *** ANOVA dois fatores seguido de teste de Tukey.
Fonte: Elaboracéo proépria.
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5.2.3 Microscopia confocal a laser

As imagens de microscopia de fluorescéncia confocal objetivaram ilustrar o
efeito da TFDA sobre a viabilidade celular da lesdo de céarie em dentina. O corante
LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability cora as células em verde e vermelho. As
células em verde indicam células viaveis, enquanto que as células em vermelho
indicam células ndo viaveis. Sendo assim, é possivel observar que a imagem da
dentina cariada sem qualquer tratamento evidencia grande quantidade de
fluorescéncia verde, indicando presenca de células viaveis, o que ja era esperado,
visto que nenhum tratamento antimicrobiano ou de remocao da lesao foi realizado
(Figura 24).

O grupo controle positivo que consistia na aplicagéo de clorexidina 0,12% sobre
a dentina foi utilizado, haja vista a conhecida e consagrada eficacia da clorexidina
como agente antimicrobiano. A Figura 24 evidencia que a clorexidina apresentou
efeito antibacteriano significativo, ja que foi observada predominancia da fluorescéncia
vermelha, indicando inativagdo dos microrganismos.

A imagem da superficie dentinaria ap6s remocdo com FR nos mostra a
diminuicAio na quantidade de microrganismos presentes. Porém, estes
microrganismos permanecem viaveis devido a fluorescéncia na cor verde. O mesmo
acontece com o0s espécimes removidos com ULT, onde a quantidade de
microrganismos residuais também diminuiu (Figura 24).

Em relacdo a aplicacdo da TFDA, independentemente do método de remocéao
empregado (FR ou ULT), a TFDA foi capaz de promover inativacdo das bactérias. As
imagens dos espécimes que receberam aplicacdo de TFDA apresentaram maior
quantidade de células coradas em vermelho. No entanto, a predominancia de
fluorescéncia vermelha é maior para o grupo ULT+TFDA, sugerindo que a remog¢éao

com ULT parece facilitar e aprimorar o efeito da TFDA (Figura 24).
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Figura 24 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal da superficie dentinaria
utilizando o corante LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability contendo SYTO 9 e iodeto de
propidio. Aumento de 63x.

Lesédo de carie

Clorexidina FR + TFDA ULT+ TFDA

FR (fresa), ULT (ultrassom), TFDA (terapia fotodinamica antimicrobiana).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Com o intuito de avaliar a viabilidade bacteriana em profundidade, os
espécimes de dentina foram cortados longitudinalmente (Figuras 25 a 38). Utilizou-se
SYTO 9 para corar as bactérias viaveis em verde, iodeto de propidio para corar
bactérias inviaveis em vermelho e rodamina B para corar a dentina em azul.
Adicionalmente, uma imagem contendo a sobreposicdo dos trés corantes foi obtida a
fim de ilustrar a viabilidade bacteriana nos tdbulos dentinarios.

As imagens do grupo controle negativo (Figura 25) também evidenciaram a
predominancia de fluorescéncia na cor verde, indicando a presenga majoritaria de
bactérias viaveis. Pouca ou nenhuma fluorescéncia vermelha foi observada. A Figura
26 ilustra o grupo controle positivo tratado com clorexidina a 0,12%. Predominancia
de fluorescéncia vermelha foi observada, confirmando mais uma vez o potencial
antibacteriano da clorexidina.

Em geral, os grupos removidos com FR (Figuras 27 a 32) apresentaram menor
carga bacteriana residual em comparagcdo aos grupos removidos com ULT (Figuras
33 a 38). Entretanto, independentemente do método de remocé&o, a aplicacdo de
TFDA promoveu uma maior inativagéo bacteriana (Figuras 28, 30, 32, 34, 36, e 38)

em comparagao aos grupos que nao receberam TFDA. As imagens dos grupos que
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receberam a aplicacédo dos vidros bioativos (Figuras 29, 30, 31, 32, 35, 36, 37, e 38)
sugerem que 0os mesmos nao exerceram efeito significativo na inativacao bacteriana,
independentemente do tipo de vidro bioativo e da associagdo com os métodos de

remocao e da TFDA.

Figura 25 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo controle negativo (lesdo de cérie) cortados longitudinalmente utilizando os corantes
SYTO 9, iodeto de propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

"

RODAMINA B

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 26 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo controle positivo (clorexidina) cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO
9, iodeto de propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B TODOS

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 27 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo FR cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de propidio (IP) e
rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

FR (fresa).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 28 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo FR+TFDA cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de propidio
(IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

FR (fresa), TFDA (terapia fotodindmica antimicrobiana).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 29 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo FR+F-18 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de propidio
(IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

-

: _"‘f‘-‘{

BV s ot e

FR (fresa), F-18 (vidro bioativo F-18).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 30 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo FR+TFDA+F-18 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de
propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

FR (fresa), TFDA (terapia fotodindmica antimicrobiana), F-18 (vidro bioativo F-18).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 31 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo FR+45S5 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de propidio
(IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

FR (fresa), 45S5 (vidro bioativo Bioglass® 45S5).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 32 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo FR+TFDA+45S5 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de
propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

FR (fresa), TFDA (terapia fotodinamica antimicrobiana), 45S5 (vidro bioativo Bioglass® 45S5).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 33 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo ULT cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de propidio (IP)
e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

ULT (ultrassom).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 34 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo ULT+TFDA cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de
propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

ULT (ultrassom), TFDA (terapia fotodindmica antimicrobiana).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.



97

Figura 35 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo ULT+F-18 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de propidio
(IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

ULT (ultrassom), F-18 (vidro bioativo F-18).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 36 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo ULT+TFDA+F-18 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de
propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

RODAMINA B

ULT (ultrassom), TFDA (terapia fotodindmica antimicrobiana), F-18 (vidro bioativo F-18).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 37 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo ULT+45S5 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de
propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

100 pm

ULT (ultrassom), 45S5 (vidro bioativo Bioglass® 45S5).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 38 — Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos espécimes de dentina do
grupo ULT+TFDA+45S5 cortados longitudinalmente utilizando os corantes SYTO 9, iodeto de
propidio (IP) e rodamina B. Aumento de 10x.

ULT (ultrassom), TFDA (terapia fotodinamica antimicrobiana), 45S5 (vidro bioativo Bioglass®
45S5).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.2.4 Resisténcia adesiva

A média e desvio padrao da resisténcia adesiva a dentina dos diferentes grupos
de estudo apés os tratamentos e teste de microcisalhamento estdo expressos na
Figura 39. E possivel observar que o grupo controle que consistia de espécimes
contendo dentina higida, sem nenhuma leséo de carie e tratamento de superficie

apresentou 0s maiores valores de resisténcia adesiva em comparacao aos demais
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grupos (~ 43 MPa; p < 0,05). Em relacdo aos grupos experimentais, todos
apresentaram valores de resisténcia adesiva menores aos do grupo controle (p <
0,05). No entanto, ndo houve diferenca estatistica significante entre nenhum dos
grupos experimentais (p > 0,05).

Figura 39 — Média e desvio padrao da resisténcia adesiva (MPa) a dentina apos os diferentes
tratamentos (n = 10). ANOVA um fator seguido de pés teste de Games-Howell (p < 0,05).
Barra conectora contendo “ns” denota auséncia de diferenca estatistica significante entre os
grupos.
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FR (fresa), ULT (ultrassom), TFDA (terapia fotodinamica antimicrobiana), 45S5 (vidro bioativo
Bioglass®45S5), F-18 (vidro bioativo F-18).
Fonte: Elaboracao prépria.

5.2.5 Padrao de falha

A Figura 40 evidencia a incidéncia do padrdo de falha dos corpos de prova de
resina composta na superficie da dentina apos os testes de microcisalhamento. Com

base no grafico podemos observar que o padrao de falha do tipo adesiva foi 0 mais



102

predominante em todos os grupos de estudo, exceto para o grupo FR, onde ocorreu

maior incidéncia do padréao de falha do tipo mista.

Figura 40 - Incidéncia do padrao de falha para cada grupo de estudo (n = 20).

Padrao de falha

Dentina higida 4 I
FR 12
FR+TFDA 3
FR+F-18 9
FR+TFDA+F-18 1 R
FR+4585 5 |||
FR+TFDA+4585 5
uLT 2 I
ULT+FTDA 4 N
ULT+F-18 9
ULT+TFDA+F-18 3
ULT+45S5
ULT+TFDA+4585 2
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

m Adesiva Mista mCoesiva emresina mCoesiva em dentina

FR (fresa), ULT (ultrassom), TFDA (terapia fotodindmica antimicrobiana), 45S5 (vidro bioativo
Bioglass® 45S5), F-18 (vidro bioativo F-18).
Fonte: Elaboracao prépria.

Imagens representativas de MEV foram obtidas para ilustrar os diferentes
padrdes de falha encontrados. Na Figura 41 observa-se falha do tipo adesiva, tendo
a fratura ocorrido na interface adesiva, sem indicios de remanescente de resina
composta e/ou danos estruturais a dentina. Na Figura 42, é ilustrado uma fala do tipo
coesiva em dentina, com parte do substrato dentinario apresentando uma
concavidade, resultado do dano estrutural causado pela forga de microcisalhamento.
Ja& na Figura 43 observa-se a representacdo de uma falha do tipo coesiva em resina,
visto que a falha ocorreu na estrutura da resina composta, tendo remanescentes do
material sobre a superficie da dentina. Por fim, na Figura 44, é ilustrado uma falha do

tipo mista, onde diferentes padrdes de fratura sao observados.
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Figura 41 — Imagem representativa de MEV ilustrando falha do tipo adesiva.

100pm IQ-UNESP -
M WD 10.0mm 4:53:02

100pm IQ-UNESP 8/9/2021
A WD 10.0mm 4:54:20

A) Aumento de 33X. B) Aumento de 40X.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 42 — Imagem representativa de MEV ilustrando falha do tipo coesiva em dentina.

— 100pm IQ-UNESP 8/9/2021
2.00kv SEI M WD 10.0mm 4:30:02

— 100pm IQ-UNESP 8/9/2021
2.00kV SEI LM WD 10.0mm 4:31:50

A) Aumento de 33X. B) Aumento de 40X.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 43 — Imagem representativa de MEV ilustrando falha do tipo coesiva em resina.

-— 100pm IQ-UNESP 8/9/2021
2.00kV SEIX M WD 10.0mm 4:45:50

— 100pm IQ-UNESP 8/9/2021
2.00kv SEI LM WD 10.0mm 4:47:12

A) Aumento de 33X. B) Aumento de 40X.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 44 — Imagem representativa de MEYV ilustrando falha do tipo mista.

— 100pm IQ-UNESP 8/9/2021
2.00kV SEI M WD 10.0mm 4:2

— 100pm IQ-UNESP 8/9,

2. 00kV SEI M WD 10.0mm 4:2:

A) Aumento de 33X. B) Aumento de 40X.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.



107

6 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a efichcia de diferentes
tratamentos (isolados ou combinados) no tratamento de lesdes artificiais de carie em
dentina. Os novos tratamentos consistiram na utilizacdo de um dispositivo de
ultrassom para remocao de dentina afetada por carie, na aplicacdo de TFDA para
descontaminacao cavitaria ap6s a remocao, e na aplicacdo de géis contendo vidros
bioativos para promover remineralizacdo dentinaria. As novas abordagens foram
propostas com o intuito de promover um tratamento conservador e minimamente
invasivo.

Na primeira fase do estudo, diferentes experimentos foram conduzidos a fim de
estabelecer os protocolos e concentragfes adequadas para a realizagéo das etapas
subsequentes do trabalho. Durante esta fase, estabeleceu-se o protocolo de inducéo
artificial da lesdo de carie, a concentracdo mais adequada do fotossensibilizador
curcumina para aplicacdo da TFDA, assim como padronizou-se 0s espécimes de
dentina bovina a serem utilizados nos experimentos. Somente apds esta fase, 0os
espécimes foram entdo submetidos aos diferentes tratamentos e analisados quanto
ao conteudo mineral e organico da dentina, a viabilidade celular, e os impactos na
adeséo a dentina.

A conducdo de pesquisas sobre carie dentaria em condi¢cdes in vivo
inevitavelmente esbarra em dificuldades relacionadas a limitagdo no nimero amostral,
complexidade do meio bucal e questbes bioéticas envolvendo o uso de seres
humanos®-8, Por essas razdes, modelos in vitro de desenvolvimento de lesGes
artificiais de cérie vém sendo utilizados para simular as condi¢fes naturais de maneira
fidedigna, controlada e padronizada’?7.86.8889.91.92 sem as dificuldades inerentes de
estudos clinicos®:. Dentre os modelos in vitro, 0 modelo biolégico utiliza cepas de
bactérias com potencial cariogénico e meios de cultura suplementados que propiciam
ambiente ideal para o seu crescimento e consequente desenvolvimento da les&o de
cérie11'27'89.

A escolha pelo modelo biolégico foi sustentada por resultados de estudos
prévios que evidenciam sua eficacia em reproduzir de maneira fidedigna as lesdes
artificiais em comparacdo com lesGes naturais'!?789 Relatou-se que o modelo
biolégico promove padrdao morfoldgico de degradacéo das fibras colagenas similar ao

das lesdes naturais'!, sendo o modelo mais adequado para estudos que necessitem
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avaliar técnicas de remocéo de lesdo de carie'l, como é o caso do presente estudo.
Além disso, embora o tempo de inducéo neste tipo de modelo possa variar de 4 até
20 dias, foi relatado que 8 dias é o tempo ideal para que lesdes de cérie ja sejam
formadas®.

Durante o processo de inducéo artificial de lesdo de carie, a posicdo do
espécime na suspensdao indutora é crucial. O espécime deve ser posicionado de tal
forma que garanta a fixacdo das bactérias sobre a superficie dentinaria de maneira
ativa®®, simulando as condicdes de formacéo de um biofilme real, evitando a acdo da
gravidade e a formacédo apenas de uma camada de células sedimentadas®. Como
forma de garantir a fixacdo ativa das bactérias, neste estudo o0s espécimes
permaneceram suspensos dentro de cada poc¢o de uma placa de 24 pocos com auxilio
de um sistema composto por fio ortodéntico, laminula de vidro e silicone de
condensacao.

Neste estudo, duas cepas de bactérias com potencial cariogénico foram
utilizadas (S. mutans e L. acidophilus) com o intuito de contemplar o paradigma atual
de que as bactérias do ambiente oral fazem parte de uma comunidade microbiana
complexa, dindmica e interativa, ao invés de fomentar a visdo reducionista de uma
Unica espécie como agente etiolégico da doenca carie®>%8. Além de S. mutans e L.
acidophilus exercerem papel fundamental no desenvolvimento da lesdo de céarie,
relatou-se que a associacao entre estas espécies bacterianas é pertinente em estudos
in vitro pelo fato de promover lesdes subsuperficiais similares as lesdes naturais®°.

Embora a efetividade do modelo biolégico em induzir lesées de cérie ja tenha
sido comprovada por meio de consistentes evidéncias, a falta de padronizagcdo em
relacdo ao tempo de inducdo nos encorajou a conduzir experimentos avaliando trés
tempos de inducédo (7, 10 e 14 dias). Estes experimentos foram realizados com o
intuito de estabelecer o tempo ideal para formacéo de lesbes com profundidade e
caracteristicas adequadas para a realizacdo dos experimentos subsequentes. Para
estas avaliacdes, analises de microscopia de luz polarizada e de microradiografia
transversal foram utilizadas, visto que sdo amplamente empregadas para a analise
qualitativa e quantitativa da perda mineral®89,

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos, o tempo de 7 dias foi
suficiente para promover lesdes com profundidade adequada, de aproximadamente
213,9 um (Tabela 2), e com radiolucidez caracteristica ocasionada pelo processo de

desmineralizacdo da dentina (Figura 23). Com base nas evidéncias supracitadas e
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nos resultados dos experimentos pilotos, definiu-se a utilizagcdo neste estudo de
modelo biolégico contendo S. mutans e L. acidophilus durante um periodo de 7 dias
de inducédo para a formacéo das lesdes artificiais de carie em dentina.

A TFDA teve sua descoberta nos anos 1900, e consiste em reacbes com
potencial antimicrobiano por diferentes vias como resultado da acado sinérgica entre
um fotossensibilizador e uma fonte de luz na presenca de oxigénio'>>-168, Embora
muito utilizada como terapia anticAncer na medicina'®®, a TFDA tem sido relatada
como uma terapia coadjuvante promissora na odontologial’®1’¢ e no tratamento de
lesdes de carie profundas em dentinal®. Sua aplicacdo parece reduzir e inativar
microrganismos persistentes na dentina mesmo apos a remoc¢ao das lesbes de
carie'®, permitindo maior preservacdo e reparo tecidual e contribuindo para uma
abordagem conservadora mesmo em lesées profundas?®.

No entanto, diversas limitacbes ainda restringem a aplicabilidade clinica da
TFDA no tratamento de lesbes de carie, que incluem a falta de padronizacdo dos
protocolos de aplicacdo. Para que a TFDA possa ser efetiva, uma concentragao
adequada de fotossensibilizador necessita ser utilizada, sem que esta promova
toxicidade aos tecidos e células alvo.

Diversos fotossensibilizadores estdo disponiveis para mediar a TFDA.
Entretanto, a curcumina vém ganhando destaque por ser um composto natural com
propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e antitumorais®°-1%5. Embora seu uso
apresente resultados promissores no campo da odontologia®® 1%, a baixa
biodisponibilidade no ambiente oral, rapida degradacao e baixa solubilidade em meio
aquosol¥7-200.202.203  dificultam a aplicacdo clinica da curcumina. Neste sentido,
sistemas de liberacdo de droga utilizando formulas micelares tem sido utilizados na
tentativa de superar essas limitagcdes e aprimorar o desempenho da curcumina?®*, A
estrutura anfifilica da micela permite que a mesma apresente regides hidrofilicas e
hidrofobicas?%263, Desta forma, é possivel a encapsulacdo da molécula hidrofébica
de curcumina dentro da estrutura micelar, a qual apresenta superficie externa
hidrofilica?®, permitindo maior disponibilidade da curcumina em microambientes até
entdo desfavoraveis para a sua agao.

Neste sentido, a utilizagdo de micelas formuladas por meio do copolimero
Pluronic® F-127 tém demonstrado resultados favoraveis contra biofilmes
cariogénicos?%4. Sendo assim, no presente trabalho, os experimentos de determinagéo

da concentragdo inibitéria minima e bactericida minima foram realizados utilizando
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curcumina incorporada em dimetilsulfoxido (DMSO), comumente utilizado como
solvente, ou em micelas de Pluronic® F-127.

A escolha de testar a incorporacdo da curcumina em micelas de Pluronic® F-
127 foi sustentada pela hipétese de que o sistema micelar pudesse melhorar seu
desempenho e diminuir sua concentracao utilizada. Portanto, decidiu-se que a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento das bactérias cultivadas em cultura
suspensa, independente da forma de solubilizacdo da curcumina (DMSO ou micelas
de Pluronic® F-127) seria a utilizada nos experimentos futuros.

Os experimentos de determinacéo das concentracdes inibitérias e bactericidas
minimas evidenciaram que a curcumina incorporada as micelas de Pluronic® F-127
nao foi capaz de inibir o crescimento bacteriano em nenhuma das concentragdes
testadas. Este resultado pode ser atribuido ao tempo de incubacao da curcumina no
escuro (tempo de pré-irradiacdo). O tempo de 5 minutos pode néo ter sido suficiente
para permitir que a curcumina fosse devidamente encapsulada no interior da estrutura
micelar, interferindo negativamente na liberacdo, entrega e eficacia da droga?®“.

Em contrapartida, a curcumina dissolvida em DMSO apresentou melhores
resultados. Apds os experimentos, observou-se que a concentracdo de 270 uM foi
tanto a inibitéria quanto bactericida minima. Com base nesses resultados,
estabeleceu-se que os grupos de estudo envolvendo a aplicacdo da TFDA seriam
mediados por curcumina na concentragdo de 270 pM.

Todos os espécimes de dentina bovina incluidos no estudo foram submetidos
a avaliacdo da microdureza Knoop superficial. Esta avaliacdo foi realizada com o
intuito de padronizar a dureza da dentina e evitar possiveis vieses relacionados a
microestrutura dos espécimes, interferindo assim nas avaliacdes posteriores. De
acordo com os resultados obtidos, a média geral dos espécimes foi de 40,86 + 8,74
KHN (Figura 22). Os valores encontrados estdo de acordo com a média comumente
relatada na literatura?®?, garantindo assim a padronizacéo dos espécimes que seriam
utilizados.

Apoés a definicdo do protocolo de indugdo e da concentragcdo de curcumina,
assim como a padronizagdo dos espécimes, deu-se sequéncia ao estudo. As lesdes
artificiais de céarie em dentina foram tratadas por diferentes abordagens envolvendo o
uso de energia ultrassonica, aplicacdo de TFDA e vidros bioativos.

Baseada nos principios de uma odontologia conservadora e nos

conhecimentos acerca da doenca carie®®5457.264 e das diferencas morfolégicas do
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tecido cariado em si®*® a remocdo de lesdo de carie tem sido centrada na
preservacdo de tecidos ndo desmineralizados e passiveis de remineralizacéo®?, como
a dentina afetada por cérie. Desta forma, a remocéo total e ndo seletiva do tecido
cariado® ndo é mais justificavel, além de aumentar os riscos de exposi¢do pulpar
quando da remocéo de lesdes profundas®%.68.70.73-76.8081 ' Sendo assim, as evidéncias
sugerem a remocao seletiva e conservadora, na medida do possivel, como a opcéo
de escolha do cirurgido-dentista em detrimento de uma remog¢ao completa, devido ao
menor risco de exposicao e/ou complicagbes envolvendo o tecido pulpar e maior
preservac;éo tecidua|15,68-76,80,81,105,108,265_

No entanto, a dificuldade e subjetividade dos parametros clinicos para
diferenciar tecido infectado e afetado por carie e até que ponto a remocédo deve ser
realizada permanece como um dos maiores desafios na pratica clinica3®5%6°, Além
disso, os instrumentos convencionais utilizados na remocao de céarie, como as fresas
esféricas em baixa rotacéo, dificultam uma remocéo seletiva e controlada'??-1%4, Neste
sentido, novas instrumentos e estratégias tém sido desenvolvidas com a premissa de
superar as limitaces da remocédo convencionall©3106.107.109 =~ entre elas: remocao
guimico-mecanicall®1?4; abrasdo a ar'?®'%; e utilizacdo de dispositivos de
ultrassom27-139,

Dispositivos de ultrassom sao instrumentos oscilatorios que utilizam energia em
uma frequéncia acima de 20 kHz'?” e tém sido uma alternativa na instrumentagdo
cavitaria. Neste estudo, um protétipo de dispositivo de ultrassom na frequéncia de 27,5
kHz foi desenvolvido especificamente para remocao de tecido afetado por carie. Este
protétipo gera movimentos oscilatérios por meio do método piezoelétrico'**, no qual a
vibracdo é resultante da carga elétrica proveniente da deformacdo dimensional de
discos piezoceramicos'?’. Este efeito piezoelétrico promove maior eficiéncia na
transferéncia de energia e maior vibracdo!?’. Desta forma, a oscilacdo das pontas
diamantadas acopladas ao dispositivo de ultrassom pode promover um preparo
conservador, remocéao facilitada em areas de dificil acesso, baixo nivel de ruido,
minima alteracao térmica dos tecidos e diminuicdo da sintomatologia dolorosa durante
0 preparo cavitariol?®12°, Sendo assim, este dispositivo de ultrassom atende aos
paradigmas atuais de odontologia conservadora e pode ajudar o cirurgido-dentista a
executar uma remocao controlada e conservadora apenas do tecido afetado por carie.

Apés a remocdo seletiva de tecido cariado, microrganismos viaveis ainda

podem persistir na estrutura dentinaria. No entanto, o papel desses microrganismos
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residuais na progressao das lesées ainda é repleto de questionamentos!’’. Em uma
situacdo clinica, apés a remocéo da lesdo de cérie a cavidade é restaurada com algum
material de preenchimento. O selamento cavitario por meio da restauragéo isola 0s
microrganismos residuais do meio bucal®?, restringindo consideravelmente o acesso
a nutrientes da dieta, especialmente os carboidratos, diminuindo assim a carga de
microrganismos viaveis!’”179, No entanto, um estudo prévio sugeriu que bactérias
residuais podem contribuir para a progressdo de lesdes de carie mesmo com
limitagGes de acesso a nutrientes'’8, o que poderia afetar negativamente o progndstico
do tratamento restaurador a longo prazo. Neste sentido, a TFDA tem sido indicada
como estratégia de descontaminacdo cavitarial®®l a fim de inativar os
microrganismos residuais apos a remocao de tecido cariado.

Inicialmente desenvolvidos para promover regeneracdo 0ssea, 0s biomateriais
objetivavam a inércia no tecido hospedeiro?1°-?2, Com o avanco da bioengenharia, os
biomateriais tem a premissa de interagir de maneira benéfica com o hospedeiro?!3.
Neste sentido, a utilizacdo de vidros bioativos para promover regeneracdo e
remineralizacdo tecidual vem sendo empregada no campo da odontologia?31-245,

Especificamente neste estudo, os vidros bioativos foram utilizados com o intuito
de promover a remineralizacdo da dentina afetada por carie ap6s a remocdo das
lesdes. O processo de remineralizagdo envolve a troca de diferentes ions (Na*, Ca?*,
PO43 -, F7) existentes no arcabouco de silicato dos biovidros com os fluidos orais
circundantes?!3. Esta troca ocasiona uma super saturacdo destes ions nos fluidos, que
posteriormente se precipitam na forma de uma camada amorfa de fosfato de calcio?!3.
Esta camada, por sua vez, sofre processo de maturagcdo e cristaliza-se em apatita,
formando fortes e estaveis ligacdes com a dentina?'3. Adicionalmente, a presenca de
particulas de vidros bioativos na interface adesiva pode controlar/inibir o crescimento
bacteriano?4%248-250 devido ao aumento do pH local, assim como prevenir a ocorréncia
de cérie recorrente?>!. Dentre suas varias formas de aplicacdo, o contato direto do
vidro bioativo com o tecido permite uma maior difusdo das particulas no interior da
dentina, facilitando a indugdo do processo de remineralizagéo?46:247,

Considerando as vantagens dos instrumentos (ultrassom), técnicas (TFDA) e
materiais (vidros bioativos) supracitados, conduziu-se experimentos avaliando
diferentes abordagens no tratamento de lesdes de céarie em dentina. Tratamentos
isolados (FR e ULT), ou combinados (FR+TFDA; ULT+TFDA; FR+45S5; ULT+45S5;
FR+F-18; ULT+F-18; FR+TFDA+45S5; FR+TFDA+F-18; ULT+TFDA+45S5;
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ULT+TFDA+F-18) foram propostos com o intuito de avaliar a abordagem mais
conservadora e efetiva, respeitando os principios de minima intervencéo e lancando
mao de técnicas capazes de potencializar a efetividade do tratamento e contribuir em
um melhor progndstico a longo prazo.

Para a avaliacdo dos tratamentos, diferentes métodos de analise foram
utilizados com base em suas indicacfes e possibilidades de estudo. Os testes de
microdureza, embora nao fornecam os valores reais do contetdo mineral da dentina,
indiretamente evidenciam os reflexos de uma possivel variacédo (perda ou ganho) de
minerais®*. Especificamente nos testes de microdureza longitudinal, o perfil mineral do
tecido em profundidade pode ser obtido®*, fornecendo informacGes adicionais da
amostra. Em contrapartida, a andlise de FT-Raman permite avaliar a composicao
quimica da dentina de forma néo destrutiva e sem necessitar de preparos especificos
da amostra®. Ja a microscopia confocal também é uma técnica ndo destrutiva que
permite visualizacdes em profundidade®® e tem sido utilizada para avaliar a eficacia
de terapias antimicrobianas como a TFDA. A avaliacdo da resisténcia adesiva de
materiais aos substratos dentarios tem sido realizada por meio de testes de resisténcia
de unido onde corpos de prova sdo submetidos a uma forca de deslocamento até a
sua falha?%’. Dentre eles, o teste de microcisalhamento aplica forcas de cisalhamento
em pequenas areas, possibilitando um mapeamento da regido de fratura?°’.

Os dados de microdureza longitudinal evidenciaram que os valores de
microdureza aumentaram em fungéo da profundidade (p < 0,05), independente dos
grupos avaliados (Tabela 3). Este resultado sugere que a medida que a profundidade
aumenta, o nivel de degradacéo estrutural da dentina em decorréncia do processo de
formacao da les@o diminui, retomando valores proximos ao de uma dentina higida nas
profundidades finais. De acordo com um estudo prévio no qual a microdureza
longitudinal de les@es artificiais de carie em dentina induzidas pelo mesmo método de
inducéo utilizado neste trabalho, a microdureza também aumentou em funcdo de
profundidade!!. No entanto, as profundidades iniciais (até 200 um) apresentaram
valores de microdureza abaixo de 10 KHN1?, diferentemente dos valores obtidos neste
estudo para a mesma profundidade. Esta diferenca pode ser atribuida aos tratamentos
de remocao empregados neste estudo, inferindo que os tratamentos removeram o
tecido mais amolecido e infectado por cérie, resultando em valores maiores mesmo

nas profundidades iniciais em comparacédo ao estudo prévio.
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A comparacdo dos valores de microdureza entre 0S grupos experimentais
apontou que os espécimes removidos com ULT obtiveram valores menores em
relacdo aos grupos removidos com FR (p < 0,05). E importante ressaltar que o
processo carioso afeta negativamente as propriedades fisicas e mecanicas da
dentina. Durante o processo de desmineralizacéo a hidroxiapatita é solubilizada pelos
acidos organicos provenientes das bactérias cariogénicas, resultando na dissolucéo
de cristais minerais, reducdo do conteddo mineral, aumento da porosidade e a
consequente diminuicdo da microdureza®” %8, Além do mais, a literatura relata que os
valores de microdureza da dentina afetada por carie esta entre 25 e 40 KHN®, Tais
valores foram os encontrados em nosso estudo para a grande maioria dos grupos de
estudo, evidenciando a presenca de dentina afetada apés os diferentes tratamentos.
Considerando o exposto acima, pode-se inferir que a remog¢ao com ULT possibilitou
uma remocdo mais conservadora, visto que os menores valores de dureza indicam
gue maior quantidade de tecido afetado por cérie ainda esta presente ap0s a remocao,
diferentemente da remocao com FR. Do ponto de vista de abordagem minimamente
invasiva, esse resultado é promissor, pois sugere que o ULT é eficaz em remover de
forma conservadora a lesdo de carie, preservando dentina afetada e removendo
apenas a dentina infectada.

A aplicacéo de TFDA ap0s os tratamentos de remoc¢ao nao evidenciou nenhum
efeito sobre a microdureza (p > 0,05), inferindo que a irradiacdo com luz LED, assim
como a solucdo de curcumina, ndo ocasionaram na perda ou no ganho de conteddo
mineral e ndo alterando assim as propriedades mecéanicas da dentina. Neste aspecto,
a TFDA mostra-se uma terapia segura e eficaz, sem riscos de dano a estrutura
dentinaria.

A utilizacao de vidros bioativos também n&o promoveu efeitos significativos na
microdureza da dentina (p > 0,05). Sendo assim, a precipitacdo de ions dos vidros
bioativos e a consequente formagao de hidroxiapatita ndo foram suficientes para
aumentar os valores de microdureza a ponto de apresentarem diferenca estatistica
significante. Embora diferencas pontuais em determinadas profundidades
evidenciaram uma discreta vantagem na aplicacdo do vidro bioativo F-18, a sua
viabilidade clinica para este propdésito necessita de mais estudos, sobretudo em
condic¢des in situ e in vivo.

E importante ressaltar que a andlise de microdureza longitudinal apresenta

algumas desvantagens, que incluem a destruicdo de amostras, dificuldade em obter
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valores acurados de dureza em tecidos amolecidos como a dentina infectada, além
de representar indiretamente apenas a integridade mecanica da dentina, sem
qualquer correlacdo com a composicdo bioquimica da lesdo de carie’*%°. Sendo
assim, estes resultados devem ser interpretados com cautela, tendo essas limitagbes
levadas em consideracdo durante extrapolacdo dos mesmos.

As alteracOGes organicas a inorganicas da dentina durante o desenvolvimento
da leséo de carie podem inibir o crescimento de cristais de hidroxiapatita, resultando
em efeitos bioguimicos significativos. Desta forma, avaliar essas alteracfes é
fundamental para determinar tratamentos e protocolos, principalmente de
remineralizacdo. A espectroscopia Raman pode ser utilizada para esta finalidade, ja
que é um método de andlise analitico e ndo-destrutivo capaz de determinar
quimicamente diferentes regides da dentina por meio da vibragdo molecular dos
compostos em resposta a determinada excitacéo de luz’1%°,

No presente estudo, a analise de FT-Raman foi utilizada para avaliar as
alteracOes nos picos de fosfato, carbonato e nas ligacées de carbono e hidrogénio,
com o intuito de verificar a influéncia dos diferentes tratamentos na composi¢ao
inorganica e organica da dentina. De acordo com os resultados, ndo houve diferencas
estatisticas significantes entre os grupos (p > 0,05), para nenhuma das profundidades
e picos avaliados (Tabela 4). Idealmente esperava-se que 0S grupos que receberam
a aplicacao dos vidros bioativos apresentassem area integral dos picos maiores em
relacdo aos grupos que nao receberam. No entanto, a auséncia de diferenca
estatistica ndo exclui a efetividade dos vidros bioativos em promover remineralizacao
do tecido dentinario. E possivel que a andlise de FT-Raman ndo seja ideal para
detectar as alteracBes promovidas pelos vidros bioativos devido a maior profundidade
de penetracao do feixe de laser utilizado”1°1. Além disso, o processo de autoclavagem
dos espécimes em alta temperatura (121°C) pode alterar significativamente o0s
componentes organicos e inorganicos da dentina'®?, justificando a baixa area integral
dos picos avaliados.

A microscopia confocal foi utilizada a fim de avaliar o efeito dos tratamentos
sobre a viabilidade bacteriana. Para tanto, corante contendo iodeto de propidio e
SYTO 9 foi empregado. Este corante cora as células bacterianas e quando as mesas
sdo excitadas por um laser emitem fluorescéncia. Sendo assim, células emitindo
fluorescéncia na cor vermelha (iodeto de propidio) indicam inviabilidade, enquanto que

células emitindo fluorescéncia na cor verde (SYTO 9) indicam viabilidade. Ademais, o



116

corante rodamina B foi empregado para corar a dentina, emitindo fluorescéncia azul.
De acordo com a Figura 24, a lesdo de carie apresentou predominéncia de
fluorescéncia verde, indicando grande quantidade de bactérias viaveis, visto que
nenhum tratamento de remocéo e/ou descontaminacado foi empregado. J& o grupo
controle positivo tratado com solucdo de clorexidina a 0,12%, o contrario foi
observado, ou seja, predominancia de fluorescéncia vermelha, indicando grande
quantidade de bactérias inviaveis devido a morte celular, o que j4 era esperado, dado
o conhecido potencial antimicrobiano da clorexidina.

Em relacdo aos grupos experimentais, observou-se que a aplicacdo de TFDA
mediada por curcumina foi eficaz em inativar as bactérias, visto que os grupos de
TFDA apresentam maior fluorescéncia vermelha em comparacdo aos grupos que
foram removidas apenas com FR ou ULT (Figura 24). Esses achados evidenciam a
TFDA como uma estratégia de descontaminacédo cavitaria promissora e eficaz, capaz
de inativar microrganismos e reduzir os efeitos da proliferacédo e atividade bacteriana
no prognastico restaurador.

Interessantemente, observou-se que a associacdo entre remo¢cdo com ULT
seguida da aplicacdo de TFDA exibiu maior quantidade de fluorescéncia vermelha em
comparacao aos demais grupos experimentais (Figura 24). Este resultado sugere um
possivel efeito benéfico entre a energia ultrassdnica e a TFDA, potencializando o
efeito fotoinativador da TFDA, encorajando estudos futuros associando TFDA e
energia ultrassdnica como opc¢ao de tratamento de lesbes cariosas.

A andlise da viabilidade celular em profundidade, ao longo dos tubulos
dentinarios, também foi realizada por meio do corte longitudinal dos espécimes apo6s
os tratamentos (Figuras 25 — 38). As imagens do grupo controle negativo (Figura 25)
apresentaram predominancia de bactérias viaveis e praticamente auséncia de
bactérias inviaveis. A penetrabilidade bacteriana nos tubulos dentinarios corrobora
com a profundidade das lesGes observadas nas analises de microradiografia
transversal e confirma a efetividade do modelo de inducdo em formar lesdes de carie
semelhantes as naturais, com viabilidade bacteriana adequada para testar o potencial
antibacteriano dos tratamentos realizados. A Figura 26 também confirmou a
conhecida efetividade da clorexidina como estratégia antibacteriana, visto que uma
predominéancia de fluorescéncia na cor vermelha foi observada. De maneira geral, 0os
grupos removidos com FR (Figuras 27 — 32) apresentaram menor carga bacteriana

residual apds os tratamentos em comparagdo aos grupos removidos com ULT
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(Figuras 33 a 38), sugerindo que a remocdo com FR remove maior quantidade de
tecido cariado por meio de uma remocdo mais invasiva e menos controlada.
Entretanto, independentemente do método de remocgdo e da aplicagcdo de vidros
bioativos, a aplicacdo de TFDA promoveu uma maior inativagéo bacteriana (Figuras
28, 30, 32, 34, 36 e 38) em comparacao aos grupos que ndo receberam TFDA. Desta
forma, as imagens de microscopia confocal evidenciam a TFDA como uma estratégia
antibacteriana e de desinfeccdo cavitaria segura e eficaz. No que diz respeito a
aplicacéo dos vidros bioativos (Figuras 29, 30, 31, 32, 35, 36, 37 e 38), 0s mesmos
nao exerceram efeito significativo na inativacdo bacteriana, independentemente do
tipo de vidro bioativo e da associacdo com os métodos de remocao e da TFDA. Este
resultado pode ser atribuido ao curto tempo de contato do vidro bioativo, considerando
que sua acdo pode ser gradual e requerer um maior tempo?22,

Embora a remocao seletiva de tecido cariado seja interessante do ponto de
vista bioldgico e conservador, a presenca de dentina afetada por carie pode acarretar
em limitagbes e prejuizos na adesdo de materiais restauradores, visto que estudos
tém demonstrado valores de resisténcia adesiva mais baixos para a dentina afetada
em comparacdo a dentina higida®3-85, Ademais, o fato de a dentina afetada conter
microrganismos residuais viaveis pode afetar negativamente o0 progndéstico
restaurador. Neste sentido, estratégias de descontaminacao da dentina afetada antes
da restauracdo da cavidade tém sido empregadas com o intuito de diminuir a carga
de microrganismos residuais e promover uma camada hibrida mais estavel. Dentre
diversas estratégias de desinfeccédo, a TFDA e até mesmo os vidros bioativos, dado
seu potencial antibacteriano, podem ser utilizados para descontaminar a cavidade
previamente a restauragao®?181.208209 Ng entanto, liberacdo de espécies reativas de
oxigénio decorrentes da TFDA podem inibir a polimerizagéo de materiais resinosos e
comprometer a interface e resisténcia adesiva®.

Além do tipo e das caracteristicas histomorfolégicas do substrato e da
descontaminacdo cavitaria, a estratégia utilizada também pode influenciar no
comportamento da interface adesiva. Adesivos aplicados na estratégia condiciona-e-
lava apresentam valores de resisténcia adesiva maiores em comparagdo as
estratégias utilizando adesivos autocondicionantes de dois passos®.

No presente estudo, ap0s a remocao das lesdes artificias de carie,
descontaminacéo por meio de TFDA e aplicacao de vidros bioativos, foi realizado o

teste de microcisalhamento a fim de avaliar a interface adesiva entre a resina
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composta e o0 substrato dentinario utilizando um adesivo autocondicionante de dois
passos (Clearfil SE Bond).

De acordo com os resultados obtidos ap6s 24 horas de armazenamento em
ambiente Umido (Figura 25), a resisténcia adesiva (MPa) de todos os grupos
experimentais foi menor em comparacao ao grupo controle (dentina higida) (p < 0,05),
corroborando com estudos prévios®485209 Este resultado ja era esperado haja vista
gue 0s grupos experimentais foram submetidos ao processo de inducao artificial de
carie, promovendo altera¢des histomorfoldgicas na dentina em comparacgéo a dentina
higida. Além disso, os menores valores de resisténcia adesiva para 0s grupos
experimentais pode ser atribuido ao grau de desmineralizacdo da dentina afetada, que
acarreta na formacg&o de uma camada hibrida mais espessa e irregular constituida por
uma maior quantidade de componentes organicos®. Embora a resisténcia tenha sido
menor, este resultado evidencia que os tratamentos de remocéao foram conservadores
e preservaram a dentina afetada de maneira satisfatoria.

A comparacgdo intergrupo dos resultados de resisténcia adesiva também
evidenciou que ndo houve diferenca entre nenhum dos grupos experimentais (p >
0,05; Figura 25). Sendo assim, é possivel inferir gue a remocao de lesédo de carie com
ULT, a aplicacdo de TFDA e de vidros bioativos ndo promove nenhum efeito
significativo na resisténcia de unido entre a resina composta e o substrato dentinario
quando da utilizacdo de adesivo autocondicionante de dois passos e podem ser
consideradas estratégias seguras no que diz respeito a adeséo.

Embora os grupos removidos com ULT tenham apresentados valores de
resisténcia adesiva ligeiramente superiores em comparacao aos grupos removidos
com FR, tais diferencas ndo foram estatisticamente significantes (p > 0,05; Figura 25),
sugerindo que o ULT promove uma caracteristica de superficie da dentina residual
incapaz de prejudicar a adesao ao substrato.

Os testes de resisténcia adesiva deste estudo foram conduzidos para investigar
o efeito dos diferentes tratamentos sobre a interface adesiva. Particular curiosidade
recaia sobre os resultados de resisténcia adesiva dos grupos que receberiam
aplicacdo da TFDA, haja vista a possibilidade das espécies reativas de oxigénio
liberadas durante a reacéo fotodinamica inibirem a polimerizacdo®, tanto do sistema
adesivo quanto da resina composta, impactando diretamente na resisténcia adesiva e
na longevidade do tratamento restaurador. No entanto, foi observado que a aplicacéao

da TFDA mediada por curcumina nao afetou a polimerizagédo dos materiais resinosos
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e nao exerceu nenhum efeito significativo sobre a resisténcia adesiva (p > 0,05; Figura
25). Embora a literatura seja controversa em relacéo ao impacto da TFDA na adesao
aos substratos dentérios, estudos recentes tém demonstrado que a TFDA,
especialmente a mediada por curcumina, nao promove nenhum efeito
negativo'®208209 N3o o bastante, um estudo prévio relatou que a TFDA mediada por
curcumina foi capaz de aumentar os valores de resisténcia adesiva'®®, embora
estudos que investiguem seu efeito a longo prazo sejam necessarios para confirmar
esses resultados.

A aplicacao de vidros bioativos previamente a aplicacdo de sistemas adesivos
e restauracdo em resina composta tém sido capaz de proporcionar aumento dos
valores de resisténcia adesiva?®®. Entretanto, os resultados do presente estudo
mostraram que a aplicacdo de vidros bioativos, tanto de F-18 quanto de 45S5, ndo
promoveram nenhum aumento ou diminui¢do significativa dos valores de resisténcia
adesiva (p > 0,05; Figura 25). Esta auséncia de diferencas pode ser explicada pela
presenca de minerais acido-resistentes provenientes do processo de formacdo da
lesé@o de carie?%®, que prejudicaram a interacdo quimica dos vidros bioativos?®. Além
disso, o tempo de armazenamento dos espécimes antes dos testes de resisténcia
adesiva (24 horas) também pode ter influenciado os resultados do presente estudo.
Considerando que a precipitacdo de ions e formacédo de hidroxicarbonoapatita pelos
vidros bioativos ocorre gradualmente e requer tempo???, 24 horas pode nao ter sido
suficiente para uma formacao mineral capaz de impactar a resisténcia adesiva. Além
disso, a incorporacédo dos vidros bioativos em gel ao invés de aplicado em suspensao
pode ter diminuido seu potencial de acao.

ApOGs os testes de microcisalhamento, foi avaliado o padrdo de falha das
fraturas na superficie da dentina. De acordo com a Figura 26, a falha do tipo adesiva
foi a mais predominante em todos os grupos de pesquisa, exceto para o grupo FR.
Este tipo de falha é considerado favoravel, pois evidencia que a estratégia adesiva
utilizada ndo foi capaz de degradar a resina ou dentina?®. Além disso, valores
relativamente mais baixos de resisténcia adesiva, como os apresentados pelos grupos
experimentais, tendem a apresentar predominancia de falhas adesivas.

Limitagcbes metodoldgicas sdo inerentes, especialmente em estudos in vitro.
Portanto este estudo apresenta limitacbes que devem ser consideradas na
interpretacdo e extrapolacéo clinica dos resultados. Embora as lesdes artificias de

carie sejam semelhantes as lesGes naturais, € fundamental que estudos sejam
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conduzidos utilizando lesdes naturais em dentes humanos, a fim de simular as
condicBes in vivo de maneira mais fidedigna. Considerando a anélise de FT-Raman,
outros métodos de analise podem ser empregados para avaliar os efeitos dos
tratamentos na composicao dentinaria em maiores detalhes, entre eles a analise de
difracéo de raios-x pode ser uma opcao adequada. Além disso, a investigacao tardia
da interface adesiva é essencial para avaliar o efeito dos tratamentos ao longo do
tempo, visto que a degradacéo da camada hibrida e/ou a atividade dos vidros bioativos
podem acarretar em resultados diferentes dos obtidos neste trabalho. A investigacao
de diferentes estratégias adesivas também € interessante, a fim de avaliar se
diferentes modos de aplicacdo e tipos de sistemas adesivos podem interferir nos
resultados de resisténcia adesiva.

Este estudo apresentou novas abordagens de tratamento de lesGes de carie
por meio da combinacdo de instrumentos, terapias e materiais. Os resultados
apresentados fortalecem o corpo de evidencia em relacdo aos efeitos destes
tratamentos na dentina, na viabilidade celular bacteriana e também na adeséo de
materiais resinosos, e podem encorajar estudos futuros com o intuito de aprimorar os
tratamentos e propiciar uma abordagem conservadora, biolégica e minimamente

invasiva do tratamento da lesao de cérie.
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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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