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Resumo

A carie dentdria é o maior motivo de preocupagao no que diz respeito a satde oral e
consequente bem estar da populagao mundial. O tratamento deste tipo de lesao engloba
procedimentos restauradores que sao bastante comuns na pratica clinica em Medicina
Dentéria. No entanto, essa solugao é associada a um estagio relativamente avangado da
doenca pois o seu estado inicial pode ser de facil reversao desde que diagnosticado
atempadamente. Apesar do avango tecnoldgico nesta area da ciéncia, o desenvolvimento
de ferramentas que permitam o diagnostico precoce da lesao de carie é ainda um campo
de estudo em evolucao.

Este trabalho tem como principais objectivos a utilizagdo e optimizag¢ao da técnica de
microscopia Raman como ferramenta no diagnostico precoce e tratamento de lesdes de
carie. Desta forma, a investigacdo foi dividida em dois estudos: A — caracterizagao de
diferentes tecidos dentérios e os seus diferentes graus de integridade com recurso a
espectroscopia Raman e compara¢ao com as imagens obtidas por Radiografia Digital e
Microscopia Digital com iluminagao de radia¢ao Ultra-Violeta (UV); e B — avaliagao da
profundidade de infiltragdo de uma resina infiltrante (Optibond FL®) na interven¢ao em
lesdes de carie tipo white spot.

Os resultados obtidos comprovaram que o diagndstico de lesdes de carie por analise
radiografica é menos preciso do que a observacao da fluorescéncia induzida por
iluminagdo UV ou o aumento da razao de despolarizagdo (RD) da banda de
alongamento simétrico do ido fosfato (PO3;~) da molécula de hidroxiapatite nas regides
com carie.

Relativamente a andlise realizada aos espécimes submetidos ao procedimento
infiltrante, determinou-se uma profundidade média de infiltracdo de 17 um. Este
resultado é promissor no sentido em que estas resinas facilmente acessiveis podem ser
utilizadas em substituicdo de produtos dispendiosos que existem no mercado com o
objectivo de preencher as porosidades do esmalte desmineralizado, impedindo a

progressao da lesdo e disfarcando-a, esteticamente.

Palavras-chave: lesao de carie, Espectroscopia Raman, razao de despolarizacao,

Radiografia Digital, Microscopia Digital
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Abstract

Dental caries is the biggest reason for concern regarding oral healthcare and the
consequent well-being of the world population. The treatment of such lesion consists
mainly on restorative procedures which are quite common in Dentistry clinical practice.
However, this solution is performed in a relatively advanced stage of the disease
because, when early diagnosed, the lesion can be easily reversed. Despite the
technological advance in this research field, the development of tools for early caries
lesions diagnosis is still a field of study in evolution.

This work’s main objective was the optimization and application of the Raman
microscopy technique as a tool in the early diagnosis and treatment of carious lesions.
Thus, the research was divided into two studies: A — Characterization of different dental
tissues and their different degrees of integrity using Raman spectroscopy and
comparison with the images acquired with digital radiography and digital microscopy
with ultraviolet (UV) illumination; and B — evaluation of the infiltration depth of an
infiltrating resin (Optibond FL®) in the white spot carious lesions approach.

The results obtained showed that carious lesions diagnosis by radiographic analysis is
much less precise than the observation of UV induced fluorescence or the increase of
depolarization ratio (RD) of the hydroxyapatite molecule phosphate ion (PO3")
symmetric stretch band in the caries regions.

Regarding the analysis performed on specimens submitted to the infiltrating
procedure, a mean depth of infiltration of 17 um was determined. This result is
promising considering these easily accessible resins can be used in replacement of costly
products on the market with the aim of filling the enamel demineralized porosity in

order to prevent lesions from progressing and to aesthetically disguise it.

Keywords: carious lesion, Raman Spectroscopy, depolarization ratio, Digital

Radiography, Digital Microscopy
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1. Introducao

Nos dias de hoje, a estética e a aparéncia sao dois aspectos que movem cada vez mais
a sociedade e que promovem o seu bem-estar. Um dos problemas que mais afecta o
sorriso € a carie dentdria, sendo, por isso, de grande importancia a criagdao de métodos
mais refinados para o seu diagnostico[1]. Para tal, o conhecimento das estruturas
dentarias e as relagOes entre si e com as estruturas de suporte é fundamental. A forma do
dente, o seu contorno e as relagdes acima mencionadas sao factores determinantes[2].

O primeiro sinal de lesao de cdrie é o aparecimento de uma mancha branca opaca na
superficie do dente, denominada white spot, que, apesar de ser um transtorno estético,
pode atingir a dentina evoluindo para uma lesdo mais profunda e até cavitada caso nao
se proceda atempadamente ao seu controlo[3].

Na pratica clinica recorrente, o diagnostico de lesdes de carie baseia-se na avaliagao
visual, tactil (com sonda exploradora) e radiografica que, na maioria das vezes, formam
um conjunto de procedimentos adequado a detec¢ao de caries avangadas de dimensdes
bastante significativas mas insuficientes nos estdgios iniciais[4][5]. Tendo em conta que,
para que sejam visiveis altera¢des na estrutura dentdria através de imagem radiografica,
€ necessario que cerca de 30 a 40% da sua estrutura ja se encontre desmineralizada,
surge a necessidade de complementar este método actual com outras técnicas,
nomeadamente técnicas de imagem que recorram a outros tipos de radiac¢ao[6].

O tratamento tradicional das lesdes de cdries passa pela remogao de toda a estrutura
dentdria cariada antes da aplicacdo dos materiais restauradores, o que muitas vezes
implica a remogao de mais estrutura do que o necessario e pode, a longo prazo, ndo ter o
sucesso desejado[7]. No entanto, os profissionais da medicina dentéria tém-se tornado
cada vez mais conservadores relativamente a quantidade de tecido a remover neste
procedimento[8]. Além disso, a aplicagdao de materiais restauradores s se justifica em
lesdes de cariz relativamente avangado ao passo que as iniciais podem ser reversiveis e
controladas através de remineralizacao, o que justifica a importancia da sua deteccao
precoce.

O constante insucesso na deteccdo de caries em estagio inicial tem sido convertido
numa abordagem minima no que toca as terapias de remineralizagao[9]. Como tal, ai

surgiu a vertente inovadora do presente estudo ao englobar o teste de um agente



1.Introducao

infiltrante que podera vir a simplificar a abordagem de lesdes iniciais na superficie do
esmalte.

Dado que este dano nos tecidos dentérios esta associado a alteragdes na mineralizagao
dos dentes e que o fosfato mineral que os compde proporciona um sinal forte na
espectroscopia Raman, esta técnica torna-se poderosa no complemento ao
diagndstico[10].

Desta forma, através dessa e de outras técnicas complementares de diagnostico, a
investigacao descrita visa a caracterizacao estrutural e morfologica de tecidos dentarios

com e sem lesao, bem como a avaliacao de um procedimento com resina infiltrante.

1.1. Contextualizacao do tema

A Engenharia Biomédica pauta-se por ser uma darea extremamente versatil com
conhecimentos em diversos campos da engenharia e das ciéncias, aliados a tecnologia. A
sua aplica¢dao na identificacdo e andlise de problemas de natureza médica revela-se ser
uma mais-valia para a sua resolugado e aperfeicoamento.

De facto, a aparéncia individual e, mais concretamente, a satide oral tem sido
crescentemente alvo de preocupagao na sociedade, pelo que a investigagao neste tema,
recorrendo ao fendmeno fisico do efeito Raman, poderd convergir em novos
conhecimentos para a area da Medicina Dentéria. Considerando que este trabalho de
investigacgao visa a caracteriza¢do mais aprofundada dos tecidos dentérios, os resultados
dele advindos poderao vir a contribuir com alguns pormenores decisivos no tratamento
das caries dentdrias e nos demais tratamentos realizados hoje em dia, possibilitando uma

maior qualidade e, consequentemente, longevidade dos mesmos.



1.Introducao

1.2. Objectivos

1.2.1. Gerais

O objectivo principal deste trabalho consiste na utilizagao e optimizagao da técnica de
microscopia Raman como ferramenta na investigacdo em Medicina Dentaria.
Considerando como principais areas de estudo o diagnodstico precoce de lesdes de carie e

o tratamento destas, dividiu-se o trabalho em dois grupos de estudo:

Estudo A — Utilizacao da espectroscopia Raman no diagndstico de diversos estagios

de lesao de cdrie e comparagao com técnicas complementares de imagem,;

Estudo B - Avaliagdo da performance de uma resina infiltrante na intervenc¢ao de

lesdes de carie tipo white spot através de espectroscopia Raman.

1.2.2. Especificos

Estudo A:

¢ Caracterizar espectroscopicamente os diferentes tecidos dentdrios e os seus
diferentes graus de integridade;

¢ Calcular a Razao de Despolarizagao em auxilio a descriminagdo de zonas sas
e cariadas;

¢ Comparar os resultados obtidos por Raman com as imagens obtidas por

Radiografia Digital e por Microscopia Digital com iluminagao UV.

Estudo B:

¢ Aplicar a resina infiltrante como método de intervengao e avaliar a sua

profundidade de infiltracao.






2. O Dente

A espécie humana € conhecida por possuir dois tipos de denti¢do ao longo da sua
vida: a primdria/decidua e a permanente. A primadria, que se comeca a formar por volta
dos 6 meses de idade, consiste em 10 dentes maxilares (arcada superior) e 10 dentes
mandibulares (arcada inferior). Por volta dos 6 anos de idade até aproximadamente aos
13, esta primeira € substituida pela denti¢ao permanente que corresponde a 16 dentes
maxilares (arco superior) e a 16 mandibulares (arco inferior), perfazendo o total de 32
dentes como se pode observar na figura 2.1[2][11].

Os dentes sao classificados com base na sua morfologia que, por sua vez, esta
relacionada com a fungdo que apresentam. Ambas as denti¢des apresentam os incisivos,
caninos e molares, mas um quarto tipo vem tornar a denticido permanente um pouco

mais complexa, os pré-molares|2].

@,
N incisivos
Canino

a)

Pré-molares

ARCO SUPERIOR

- Molares

Canino
Incisivos

26 25 24 23

Figura 2.1 — Imagem representativa da denticao permanente (a)) e das varias superficies do dente
consoante a orientagao no interior da cavidade oral (b))[12][13].



2.0 Dente

2.1. Anatomia e Histologia do dente

Do ponto de vista anatdmico, o dente é formado por duas partes distintas: coroa e raiz

(figura 2.2). A coroa anatémica é todo o volume desde a superficie do dente até a juncao

amelo-cementdria!, sendo que a porcao visivel e brilhante situada acima dos ossos de

suporte e da gengiva, responsavel pela mastigacao, tem o nome de coroa clinica[11][14].

Imediatamente a baixo da coroa encontra-se a raiz que actua como elemento fixador

inserida numa cavidade 6ssea designada alvéolo. A ligacao entre a raiz e o osso alveolar

¢ mediada pelo ligamento periodontal e estes, juntamente com o cemento (involucro

externo da raiz), formam o periodonto — conjunto dos tecidos que suportam o dente e

atenuam o impacto das forgas mastigatdrias[14]-[16].

Em termos histologicos, o dente é composto por esmalte, dentina, polpa e

cemento[11].

Coroa

anatoémi

Raiz

Figura 2.2 - Imagem representativa do corte transversal de um dente

estruturas[17].

2.1.1. Esmalte

Esmalte

Dentina

Sulco gengival

ca ' Gengiva livre

i periodontal
i \'~Alvéolo

— Canal da raiz

Ferame apical

incisivo e suas

Este tecido forma uma capa protectora, de espessura varidvel, sobre a coroa

anatdmica. E relativamente translicido e a sua aparéncia depende da espessura local

que, por sua vez, é afectada pela cor da dentina, tecido que lhe esta subjacente[2][13].

! Transicao entre esmalte e cemento.

6



2.0 Dente

Quimicamente, é constituido por matéria inorganica em 96%, maioritariamente
fosfato de calcio em forma de cristais de hidroxiapatite Ca;o(P04)s(OH),, matéria
organica e adgua nos 4% restantes, que faz dele o tecido mais duro do organismo e,
portanto, bastante adequado para a mastigagao[2], [11], [14], [18].

Os cristais de hidroxiapatite estao organizados sob forma de prismas que se estendem
desde a juncao amelodentindria (JAD)? até a superficie do dente e que foram formados
por células especializadas, os ameloblastos[13]-[15]. Apesar dessas células estarem
presentes na superficie do esmalte durante toda a sua formagdo, quando o dente
erupciona elas sdo perdidas. Esse tecido é entdo, acelular e, consequentemente,
desprovido de qualquer capacidade de regeneracao apds perda de estrutura por

desgaste, fractura ou carie[15], [16], [18].

2.1.2. Dentina

Tecido branco-amarelado, mineralizado, avascular e elastico que constitui a maior
parte da estrutura do dente. Apesar de ser menos resistente que o esmalte, a dentina é
bastante elastica, tornando-se no suporte ideal para aquele.

Quimicamente, ¢ composta em 30% por dgua e uma matriz organica a base de
colagénio do tipo I e, nos restantes 70%, por matéria inorganica, mais concretamente de

cristais de hidroxiapatite[15][18].

Figura 2.3. — Tdbulos na superficie da dentina (A) sdo mais pequenos e mais dispersos
comparativamente com a dentina mais funda (B). Ttibulos na superficie da dentina radicular (C) e
na sua profundidade (D) onde sdo mais pequenos e pouco numerosos comparativamente com a
porcao coronal da dentinal2].

Este tecido é atravessado em toda a sua espessura por milhoes de tabulos (figura 2.3),

que contém no seu interior os prolongamentos citoplasmaticos das células que lhe deram

2 Transigao entre esmalte e dentina, composta por matrizes dos dois tecidos.
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origem, os odontoblastos[11][16].

2.1.3. Polpa

A dentina delimita uma cavidade, a cavidade pulpar, onde se aloja a polpa dentaria.
Enquanto que todas as outras formagoes sao duras e calcificadas, a polpa € o tnico
tecido mole do dente. Constituida por vasos e nervos, € o tecido vascular/”vivo” do
dente[11], sendo dotada de propriedades imunoldgicas e regenerativas que asseguram a
vitalidade deste[13].

Apesar de serem dois tecidos destintos, do ponto de vista embriondrio e funcional, a
polpa e a dentina devem ser consideradas um conjunto, denominado complexo dentino-
pulpar, dado que a dentina contém prolongamentos de células do tecido pulpar no seu

interior[2][16].

2.1.4. Cemento

Camada fina de tecido dentario mineralizado que cobre as raizes dos dentes e ¢
formado por células denominadas cementoblastos. Comeca na regiao cervical do dente,
na jungdo amelo-cementdria, e prolonga-se até a zona apical. E um tecido conjuntivo e
especializado constituido por 45-50% de cristais de hidroxiapatite e cerca de 50-55% de
matéria organica (colagénio) e agua. Apesar de partilharem algumas caracteristicas
fisicas, quimicas e estruturais, ao contrdrio do o0sso, o cemento nao ¢é
vascularizado[2][11].

Este tecido é formado continuamente ao longo do tempo, uma vez que, a medida que
a camada inicial envelhece, uma nova é depositada em cima para assegurar que a sua

funcado é desempenhada em plenitude[2].

2.2. Carie Dentaria

A cérie dentdria é uma doenga oral transmissivel e infecciosa que provoca a

destruigao local, total ou parcial, de uma estrutura dentaria[2].
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Carie Extensdo da cérie Inflamacéo da polpa dentéria

Abscesso dentario

Figura 2.4 - Figura representativa de um corte transversal de um dente molar cariado
apresentando a evolugdo da carie dentaria desde o esmalte até a polpa[19].

O processo patologico inicia-se com alteragdes na composi¢ao e na actividade
metabdlica do biofilme, que consiste numa massa acumulada na superficie do dente
composta por bactérias da saliva[20].

A principal causa desta degradacao do dente prende-se com a interaccao desse
biofilme (ou placa bacteriana) com os hidratos de carbono ingeridos na alimentagao[2],
[20]. Os microrganismos (maioritariamente Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus,
mas também varias espécies de Lactobacillus[21]) presentes no biofilme fermentam os
hidratos de carbono e, por conseguinte, produzem d&cidos organicos[22]. Caso esses
acidos se mantenham algum tempo neste ecossistema, podem vir a provocar a
diminuigao do pH do biofilme para niveis criticos levando a passagem de célcio e fosfato
do dente para a placa bacteriana com o intuito de manter o equilibrio e,
consequentemente, originando a desmineralizacao do dente[2][23]. Caso o valor de pH
seja restabelecido, o cdlcio e fosfato entram em saturagdo e parte destes compostos é
adicionado novamente ao esmalte, ou seja, ocorre a remineralizagao[2].

A saliva é o melhor sistema de defesa contra os factores causadores desta lesao e o
equilibrio entre a desmineralizagao e a remineraliza¢do é constantemente afectado por
esta interacgao da saliva com os agentes agressores[22].

As céries podem surgir em sulcos e fissuras ou em superficies lisas. Podem ser
cavitadas ou ndo-cavitadas dependendo se existe ou nao perda de estrutura fisica do
dente[20]. De acordo com Selwitz et al., visivelmente, a cavidade que se forma ja é um
sinal do estado avancado da doenca uma vez que o processo ja tem vindo a evoluir

muito antes do seu aparecimento[21].
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Esta doenga pode ocorrer tanto ao nivel da coroa como da raiz, maioritariamente nas
zonas de dificil acesso com os meios de higiene oral disponiveis, e pode desmineralizar o

esmalte, a dentina e o cemento, manifestando-se clinicamente de maneiras diferentes.

2.2.1. Esmalte com lesao de carie

O primeiro sinal de lesdao de carie no esmalte detectavel a vista desarmada ¢ a lesao
branca - white spot. O seu aparecimento ¢ prematuro, inicial ou incipiente[20]. E
caracterizada por ser uma zona nao-cavitada e branco opaca. Esta perda de translucidez
deve-se a porosidade provocada pela desmineralizagao que ocorreu na regiaol[2].

Se a superficie do esmalte permanecer intacta e a infec¢ao bacteriana cessar, havera
predominio da remineralizagdo e consequente restauragao da integridade do tecido[16].
Caso contrario, a infecgao ird evoluir podendo atingir a dentina com possivel colapso do
esmalte e aparecimento de uma lesdo cavitada[13].

No entanto, a lesao branca é reversivel no seu estado prematuro. Se forem adoptadas
medidas de prevencao adequadas que permitam a remineralizagao da zona afectada, a

progressao da lesdo pode ser interrompida passando de uma regido baga e dspera (lesao

activa) a uma regiao brilhante e suave (lesao inactiva)[24].

2.2.2. Dentina com lesao de carie

Caso atinja a dentina, a lesao progride de forma rapida ao longo da JAD seguindo a
direc¢do dos tibulos que fornecem um 6ptimo caminho para o avango das bactérias. A
lesdo adquire a forma de um cone com o vértice no sentido da polpa[2][25].

Uma vez que a dentina apresenta menor resisténcia do que o esmalte, por ser menos
mineralizada, a cédrie avanga mais facilmente nesse tecido. Ai podem distinguir-se
diferentes zonas, nomeadamente uma camada mais superficial de dentina infectada e
uma camada mais profunda de dentina afectada[26].

A dentina infectada encontra-se desmineralizada e sem capacidade de
remineraliza¢ao, além de apresentar o colagénio com a sua estrutura desnaturada. Em
contrapartida, a dentina afectada subjacente, apresenta-se livre de microrganismos,
desmineralizada mas com capacidade de se remineralizar e possui colagénio nao
desnaturado, logo, ainda viavel mas com estrutura cristalina alterada tornando-a um
pouco mais macia que a dentina sa [25] [26].

Se nao for diagnosticada e tratada a tempo, a lesao podera progredir para a polpa e
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2.0 Dente

até causar a sua necrose (figura 2.4)[19].

2.2.3. Tratamento clinico de lesdes de carie

Até ao inicio do século XX, o tratamento mais utilizado das lesdes de carie passava
pela extraccao completa da estrutura dentdria. Esse procedimento foi, entdo, substituido
pela restauracdo do tecido dentério perdido. Até aos dias de hoje, esse continua a ser o
meétodo preferencial na clinica. Caso a lesdao seja detectada num estado avancgado, é
necessario remover o tecido infectado com consequente intervengao restauradora que
permite a preservacao da estrutura do dente. As restauragdes efectuadas podem ser de
baixa durabilidade e, caso o tecido infetado nao seja totalmente removido antes da sua
aplicagdo, pode ocorrer formagao de nova lesao subjacente.

No entanto, nos tltimos 30 anos a abordagem a estas lesdes tem sido cada vez mais de
cariz preventivo uma vez que, na maioria da populagao, o avanco da carie ¢ um processo
relativamente lento. Desta forma, o controlo do biofilme, a aplicacdo de fltior ou a
aplicacao de selantes de fissura tém sido estratégias com relativo sucesso na prevencao e

numa abordagem inicial, evitando, assim, procedimentos mais invasivos[21].

2.2.4. Intervencao em lesdes incipientes com resinas infiltrantes

Nos ultimos 10 anos tém sido desenvolvidas varias abordagens de cariz preventivo e
ndo invasivas para lesdes iniciais ndo cavitadas, desde os seus primeiros sinais de
desmineralizagao[27]. Os selantes de fissura, mais utilizados na clinica, proporcionam
uma protec¢ao apenas superficial ao nivel do sistema de fissuras das superficies oclusais
do esmalte, ao passo que as técnicas desenvolvidas mais recentemente com base em
resinas infiltrantes permitem uma interven¢ao em profundidade e em qualquer tipo de

superficie dentdria[28].

a) b)
<—H* H*
> Ca? -
PO, 3

Figura 2.5 — Esquema das reac¢des ocorridas entre os tecidos e o meio intraoral a) no processo de
desmineralizagao antes do procedimento e b) depois do procedimento infiltrante[29].
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A infiltragao de resinas em esmalte com lesdo branca tem o objectivo de preencher a
porosidade originada pelo processo de desmineralizagao (subfigura 2.5 a)) prevenindo o
seu progresso. A resina, idealmente de baixa viscosidade, penetra no esmalte e bloqueia
a passagem dos acidos que dissolvem o contetdo mineral (subfigura 2.5 b)). Para que
tenha sucesso, estas técnicas devem ser precedidas pelo condicionamento da superficie
da lesdo, uma vez que esta é caracterizada pela presenca de uma camada superficial de
esmalte mineralizado que sobrepde a regiao mais desmineralizada e porosa da lesao[30].
Depois de polimerizada, a resina estabiliza mecanicamente a estrutura de hidroxiapatite
fragilizada prevenindo o seu colapso[31][32][33]. Este procedimento permite que a lesao
retome a sua cor e translucidez normais semelhantes ao esmalte saudavel[32], uma vez
que os tecidos infiltrados irdo interagir com a radiagao incidente de forma diferente
alterando a sua percepgao visual e permitindo disfarcar a lesao esteticamente.

Apesar de se revelar uma abordagem bastante promissora para este tipo de lesdes, as
investigacdes cientificas realizadas até a data sao reduzidas e carecem de
desenvolvimento, nomeadamente, no que diz respeito a qualidade e durabilidade dos

procedimentos|[27].
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3. Interaccao da Radiacao

com a Materia

3.1. Radiacao Electromagnética

Radiagao electromagnética pode ser definida como energia em movimento emitida
por uma determinada fonte, caracterizando-se por oscilagdes de campos magnéticos e
eléctricos perpendiculares entre si. Conforme a sua frequéncia e comprimento de onda, é
possivel organizar os tipos de radiagdo num espectro electromagnético, representado na

figura 3.1[34] [42].

s Radiacdo Nao-Ionizante == Radiacao Ionizante m—-

P
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Figura 3.1 — Representagdo do espectro electromagnético. Adaptado de [35]
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3.Interac¢do da Radiacdo com a Matéria

De acordo com a sua energia, a radiacdo pode ser ionizante ou nao ionizante
consoante a sua capacidade de ionizar o meio por onde passa, i.e provocar ejeccao de
electrdes dos atomos[34]. E possivel proceder ao calculo dessa energia com recurso as
caracteristicas dos fotdes que a compdem através da equagao 3.1

E=hv=h; (Equagao 3.1)[34]

Sendo E a energia do fotdo, h a constante de Planck (4,14x10-'® eV.s), v a frequéncia, ¢

a velocidade da luz (2,9979x10% ms™) e A o comprimento de onda.

As energias para os varios tipos de radiagao estao representadas na tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Lista de comprimento de onda e energia para cada tipo de radiagdao. Adaptado de
[34]

Radiacao electromagnética Comprimento de Onda Energia do fotao (eV)
Raios X e gama <100 nm >12

Ultravioleta UVC 100 nm - 280 nm 12,42 - 4,42
UVB 280 nm - 315 nm 4,42 -394
UVA 315 nm - 400 nm 3,94 -3,10
Luz visivel 400 nm - 700 nm 3,10-1,77
Infravermelho IVA 700 nm — 1,4 pm 1,59 - 0,88
IVB 1,4 pm - 3 pm 0,88-0,414

IvC 3um—1mm 0,414 — 1,24x10°

3.2. Processos de interaccao dos fotdes com a matéria

Normalmente, ao interagir com a matéria, o feixe incidente deposita energia no
material. Essa radiagao pode ser reflectida, transmitida, dispersa ou absorvida pelo meio
irradiado através de quatro processos distintos: Efeito Fotoeléctrico, Dispersao de
Compton, Produgao de Pares ou Dispersao de Rayleigh. No entanto, neste ultimo
processo, os fotdes do feixe incidente interagem com o dtomo como um todo e acabam
por ser dispersos com o mesmo comprimento de onda sem que provoquem qualquer
tipo de excitagao e/ou ioniza¢do a molécula, sendo considerado, por isso, uma dispersao
coerente[36].

A predominancia destes fendmenos esta directamente relacionada com a energia do
fotao incidente, com o numero atémico e, consequentemente, com a densidade do
material, como é possivel observar na figura 3.2.

De forma a quantificar essa probabilidade de interaccao, recorrendo ao coeficiente
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3.Interaccdo da Radiacdo com a Matéria

linear de atenuacdo u que representa a combinagao das probabilidades individuais de
cada um dos mecanismos, para um determinado comprimento de onda, surge a equagao
3.2

N = Nye™#* (Equagao 3.2) [37]
Onde N é o numero de fotdes transmitidos, N, o nimero de fotdes incidentes e x a
espessura do material. Como a densidade do material é um factor determinante no que

toca a interacgao da radiagdo com a matéria, € mais adequado o uso do coeficiente de

atenuagao massico (%) que transforma a equagao 3.2 na equagao 3.3

_H
N = Nye »*¥ (Equacio 3.3) [36]

Onde p representa a densidade do material em g/cm?[36].

80
70
% 1 Efeito Pares
50 fotoelétrico

40

30

20

Nimero atémico

10 Efeito Compton
0,01 0,1 1 10 100
Energia (MeV)

Figura 3.2 — Predominancia do fenémeno de interac¢do da radiacdo com a matéria com a energia e
0 numero atomico[34].

3.2.1. Dispersao de Rayleigh

A Dispersao de Rayleigh € mais provavel para energias baixas de poucos keV e para
materiais de nimero atémico elevado pelo que nao é representado no grafico da figura
3.2. Ele consiste na interaccdo dos fotdes com o atomo como um todo nao existindo
transferéncia de energia para o material, uma vez que ela é absorvida e libertada de
seguida por meio de fotdes com a mesma energia e comprimento de onda. No entanto,
apesar de ndo haver ionizacdo do atomo, o feixe de fotdes pode ver a sua trajectéria

alterada[34][38][39].
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3.2.2. Efeito Fotoeléctrico

O efeito Fotoeléctrico baseia-se na interac¢dao entre o fotao incidente e um electrao.
Depois da colisao o fotdo desaparece por completo e é ejectado no seu lugar um
fotoelectrao que deixa para trds uma lacuna. Da-se a producao de um ido excitado que
pode regressar ao estado fundamental através de um electrdo de uma camada mais
externa que preenche aquela lacuna originando fenomeno de fluorescéncia, i.e. a emissao
de um ou mais fotdes com energia igual a diferenca entre as energias das orbitais em

causa[36].

/

. Radiacéo de fluorescéncia

Fotdo incidente

otoelectrao
~

Figura 3.4 — Esquematizacao das interacg¢des durante o efeito fotoeléctrico. Adaptado de [36]

Dependendo do tipo de radiacdo e, consequentemente, da sua energia, o electrao que
¢ atingido inicialmente pode ser de uma orbital mais interna ou mais externa, ou seja,
estar fortemente ou fracamente ligado. A energia das radia¢des visivel e UV apenas
permite que interajam com electrdes mais externos, ao passo que os raios X e y tem
energia suficiente para atingir os electrées mais internos. Concluindo, para que o efeito
ocorra € necessario que a energia do fotao incidente seja igual ou superior a energia de

ligacao[34], [36].

3.2.3. Dispersao de Compton

A Dispersao de Compton é o mecanismo de interaccdo mais recorrente em tecido
bioldgico. Baseia-se na colisao entre o fotdao incidente e um electrdo livre ou pouco
atraido pelo ntcleo regida pelas leis da conservagao de energia e momento linear. Desta
forma, a energia ¢ dividida pelo electrao de Compton resultante e por um fotao disperso

que forma um determinado angulo com a direc¢do inicial de propagacao[36].
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Electrao de Compton

fotio electrao > "

Fotio disperso

Figura 3.5 — Representacdao esquematica das interac¢des durante a dispersao de Compton.
(Adaptado de[40])

3.2.4. Producao de Pares

Finalmente, pode ainda ocorrer o fenoémeno de producdo de pares, ou seja, a
produgao de um electrdo e a sua antiparticula, um positrao. Para que isso acontega, o
fotao incidente com energia superior a 1,022 MeV, que passa perto do nticleo do atomo, é
sujeito aos fortes efeitos do campo electromagnético e é absorvido reaparecendo na
forma do par supramencionado que adquiriu toda a energia inicial composto por duas
particulas de igual massa mas carga oposta[36][34][41][38]. O positrao originado, ao
encontrar-se posteriormente com uma particula de carga oposta, aniquila-se formando
dois fotdes que se propagam em direcgdes opostas, sendo um processo bastante utilizado

em Medicina Nuclear[38].

Fotao
incidente

o 0.51Mav

e

Figura 3.6 — Representagao esquematica das interacgdes durante a produgao de pares. (adaptado
de [42])

Concluindo, os efeitos provocados sao dependentes da energia da radiacao que se faz
incidir num determinado material. Na maioria dos casos, o material pode apenas elevar

a sua temperatura devido ao aumento da actividade vibracional das moléculas, mas para
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3.Interac¢do da Radiacdo com a Matéria

radiagOes ionizantes com energias mais elevadas os efeitos prejudiciais sao iminentes.
Efeitos bioldgicos a parte, o facto de as interac¢des serem distintas permite a utilizagao
desses principios fisicos na recolha de informagao sobre os materiais e as suas
caracteristicas.

No que toca a técnica de radiografia, em que é utilizada a radiagdo com energia na
gama dos raios X como feixe incidente, predominam apenas trés dos processos de
interacgao descritos: Dispersao de Rayleigh, Dispersaio de Compton e Efeito
Fotoeléctrico, devendo estes ser considerados como principio fisico base da técnica

analitica descrita mais adiante no capitulo 5.3.
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Desde sempre procurou-se desenvolver técnicas que auxiliem o médico dentista no
diagnostico de lesdes no tecido dentario. Nessa base, foram realizados diversos estudos
onde foram alcangados resultados que promoveram o avango tecnoldgico nesta matéria.

Em meados do ano 2006, Pretty fez um levantamento das técnicas recentemente mais
utilizadas no diagndstico de lesdes de carie apresentadas na tabela 4.1. Entre elas,
técnicas visuais, radiograficas e Opticas com principios base de raios x, luz visivel, luz
laser, corrente elétrica e ultrassons, onde os sistemas baseados em auto-fluorescéncia se

revelaram mais promissores[9].

Tabela 4.1 — Métodos de detecgao de cdrie tendo por base os seus principios fisicos[9].

Radiacao/Particulas . .
o Aplicacao na deteccao de carie
incidente

Radiografia Digital de subtraccao
Raios-X
Melhoramento digital de imagem

[luminagao transmitida por fibra dptica
Fluorescéncia quantitativa induzida por luz visivel
. Imagem digital de iluminagao transmitida por fibra
Luz visivel
Optica
Medida de fluorescéncia induzida por laser

(DiagnoDent)

Medi¢ao da condutancia eléctrica
Corrente eléctrica
Medicao da impedancia eléctrica

Ultrassons Detector ultrassénico de caries

Quatro anos mais tarde, Karlsson também realizou uma revisido sistematica sobre
esses métodos baseados em propriedades Opticas dos tecidos. Realgou trés técnicas
capazes de uma avaliagdo quantitativa e semiquantitativa de lesdes, a fluorescéncia
induzida por luz branca, fluorescéncia induzida por laser e iluminagdo transmitida por

infravermelho préximo[43].
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Em 1999, Armengol, et al., realizaram um estudo in vitro com o objectivo de tratar
caries, dentina e esmalte por métodos convencionais e com recurso ao laser Er:YAG.
Com 30 dentes cariados, divididos pelas duas técnicas, obtiveram resultados da analise
das amostras através de microscopia eletrénica de varrimento (MEV) que revelaram
satisfatorio o uso do laser supramencionado uma vez que nao causou qualquer
alteracao, derretimento ou fissuras[44].

Atsu, et al., examinaram, em 2005, variagdes na espessura do esmalte dentario e a sua
relacao com a idade (30-69 anos) da amostra. As amostras foram submetidas a técnica de
MEV de forma a se fazerem consideracOes e medidas de varias estruturas constituintes
do tecido dentdrio. Através de uma regressao linear, calcularam a relagao entre os dois
parametros permitindo fazer recomendacoes em termos de implicagdes clinicas na
restauragao com folhas de porcelana laminada[45].

Em 2014, Uzunov et al., levaram a cabo um estudo visando provar a eficacia de uma
ferramenta de diagnostico de céries. Para tal, submeteram dentes com lesoes profundas
na dentina a radia¢ao ultravioleta do aparelho para observar a fluorescéncia emitida
pelos tecidos e também a um método de corante revelador. Para os dois procedimentos
verificou-se que as margens da zona cariada coincidiram, tornando assim evidente a
eficiéncia, repetibilidade e rapidez dos resultados no que toca a utilizagdo deste
dispositivo na pratica clinica[46].

Zakian et al., com o objectivo de detectar lesdes iniciais de carie, basearam a
investigacado nas alteragdes térmicas provocadas pela desidratacdo. Com recurso a
radiacdo de infravermelho provocaram respostas termodinamicas em 72 locais porosos
de 25 dentes com diferentes graus de desmineralizagdo. A imagem térmica obtida
mostrou-se fiel na descriminac¢ao de lesdes no esmalte superficiais e profundas[47].

Parte da mesma equipa de investigagao, no ano anterior, tinha provado que aimagem
espectral na zona do infravermelho podia ser usada para quantificar e mapear lesdes
superficiais. Foi avaliado o comportamento espectral da absorcao da dgua e o efeito da
porosidade na dispersao da luz em 12 dentes dotados de varios graus de lesdo. Apesar
de nao fornecer as coordenadas exactas da localizacdo da cdrie, providencia uma ajuda
preciosa na tomada de decisoes por parte dos profissionais de dentistica[48].

No entanto, a espectroscopia Raman tem se revelado cada vez mais uma técnica
poderosa neste campo da Medicina Dentaria, onde ja foram realizados diversos estudos
com resultados bastante promissores. De acordo com a revisao sistematica realizada por
Rodrigues e Galzerani em 2012, através desta técnica é possivel compreender fendmenos
que, anteriormente, s eram estudados teoricamente, destacando-a por ser rdpida,

versatil e nao-destrutival49].
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Schulze, et al., objectivaram a sua investigacdo para a caracterizacao das jungdes
dentédrias em comparagdo com os tecidos calcificados adjacentes. Para tal, utilizaram a
técnica mencionada anteriormente, onde, através de espectros e mapeamentos 3D,
constataram que as zonas de transicao, entre esmalte e a dentina e entre a dentina e o
cemento, eram caracterizadas por uma transigao quimica e nao por fases separadas, uma
vez que nao foram detetados picos de um composto quimico tinico, mas sim de uma
eventual mistura de varios[50].

Wulfman, Sadoun e Chapelle conduziram uma investigagao tendo por base o uso da
espectroscopia Raman como método alternativo e nado destrutivo no estudo da
transformacao da zirconia (material muito utilizado em restauragdes dentarias). Foi
possivel medir as alterages internas e, gracas a observacao microscopica, desenhar
mapas 3D de todos os parametros estruturais envolvidos[51].

Silveira, et al., utilizaram pela primeira vez, em 2012, a microscopia Raman confocal
para identificar a presenga de oxigénio na superficie do esmalte apds a aplicacao de um
produto branqueador. Este estudo in vitro obteve resultados notdveis passiveis de
influenciar novas perspectivas na matéria do branqueamento. Ja esta estabelecido que o
oxigénio é um inibidor dos adesivos dentarios e da polimerizacao de resinas compostas,
pelo que a utilizagdo desta técnica para a detecgao deste elemento se torna extremamente
atil no que toca a caracterizagao de tecidos dentarios e a performance dos materiais
utilizados nas restauragoes clinicas[52].

Castro et al., combinaram a técnica de espectroscopia p-Raman com espectroscopia pi-
EDXRF (Micro Fluorescéncia de raios X dispersiva em energia) para avaliar se o grau de
desmineralizagdo e o conteudo elementar no esmalte sofrem alteragdes em caso de uso
excessivo de branqueamento. Para tal, 12 dentes saudaveis foram submetidos durante 39
dias (excedendo as recomendagdes do fabricante) a dois procedimentos com dois géis de
branqueamento distintos obtidos sem prescricdo pela internet. Os espectros obtidos
comprovaram que o uso excessivo destes quimicos provoca perda mineral da superficie
do esmalte uma vez que se constataram alteragdes significativas no perfil do pico de
fosfato[53].

Até ao ano de 1996, alguns investigadores tentaram reduzir o efeito da fluorescéncia
nos seus estudos através da remogao do composto organico (colagénio) das suas
amostras. Na tentativa de contornar esse problema deixando a amostra intacta,
Wieliczka, Spencer e Kruger utilizaram, nesse ano, a espectroscopia p-Raman combinada
com um laser Kr*, para caracterizar a interface adesivo-dentina. Através dessa técnica,
construiram mapeamentos da camada hibrida onde é possivel constatar a variagao da

constituicao quimica da mesma, comprovando, assim, a utilidade desta espectroscopia
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para o estudo desta interface[54]. Estes resultados foram suportados por Miyazaki,
Onose e Moore, em 2002 [55] e por Parthasarathy et al. em 2008 [56].

No entanto, em 2006, Wang, Spencer e Walker constaram que essa interface entre
adesivo e dentina era mais complexa e irregular quando se tratava de dentina afectada
do que com dentina sa. Ao compararem a composi¢ao quimica da interface do adesivo
com ambos os tipos de dentina com recurso a microscopia Raman, concluiram que as
diferengas entre os espectros obtidos em ambos os casos nao podiam ser explicadas
apenas com base na diminui¢do da desmineralizagao, mas tinha de se ter também em
conta que a estrutura de mineral e de colagénio da dentina afectada era modificada
durante o desenvolvimento da carie[26].

De entre o leque variado de utilizacdes que a espectroscopia Raman revela ter nesta
area cientifica, existe um tema especifico onde esta tem sido uma ferramenta essencial e
bastante promissora, mais concretamente, a carie dentdria. Desta forma, o estudos nesta
base ja sao variadissimos e, a maioria deles, sao prova de grande avancgo, tanto tedrico
como clinico.

Ribeiro et al., em 2001, utilizaram a espectroscopia Raman no infravermelho préximo
para diagnostico em tecidos dentarios. As medi¢des de 70 amostras revelaram
caracteristicas particulares nos espectros de tecidos cariados em comparagao com os saos
principalmente a nivel da banda principal de fosfato a 960 cm™[57].

Ko et al., combinaram Tomografia de Coeréncia Optica (TCO) com espectroscopia
Raman visando a deteccao e caracterizagao de lesdes iniciais de carie. Os resultados
obtidos por TCO revelaram um aumento de fluorescéncia nas amostras cariadas
relativamente as sas e foram suportados pelos resultados obtidos na segunda técnica em
que se constataram mudangas no pico de fosfato maioritariamente atribuidas ao facto do
processo de desmineralizagdo provocar alteragdes na conformagao da estrutura
cristalina[58]. Sowa et al, reafirmaram estas conclusdoes frisando a precisao,
repetibilidade e reproductibilidade das medidas realizadas promovendo o seu valor a
nivel de pratica clinica[4].

No ano seguinte, grande parte daquela equipa de investiga¢do, submeteu amostras
providas de lesdes do tipo white spot e de dreas de desmineralizacao ainda com superficie
intacta a espectroscopia Raman polarizada. Os resultados sdo, assim, dependentes da
orientagao do campo elétrico da radiacdo a que a amostra € sujeita (perpendicular ou
paralela) e, neste caso, constataram-se resultados semelhantes aos do estudo anterior.

Em adicao, através do calculo da razao de despolarizagao, o esmalte saudavel mostrou
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ter um elevado grau de anisotropia® comparativamente ao esmalte cariado, com baixo
grau. Mais especificamente, é no pico de fosfato PO~ a 960 cm? que se constata a
dependéncia, o que torna possivel descriminar tecido saudavel de sao[5]. Em 2009, a
semelhanca do estudo anterior, Ionita, utilizou o cdlculo da RD, ou seja, a razao
matematica entre o integral do pico fosfato obtido com polarizacao perpendicular e o
integral obtido com polarizagao paralela, como forma de contornar o fendmeno de
fluorescéncia provocado pelo material organico originario da actividade bacteriana e a
baixa intensidade dos picos de fosfato provocada pela desorganizacdo estrutural dos
tecidos lesados[59].

Ja em 2008, uma equipa novamente liderada por Ko, com o objectivo de simplificar e
agilizar o processo de analise descrito no estudo precedente, desenvolveu um sistema
constituido por um espectrémetro acoplado com uma fibra dptica que lhes possibilitou
recolher dados das duas polariza¢gdes em simultaneo. Ao desenvolverem este sistema,
aumentaram a viabilidade e probabilidade de ele ser implementado em estudos in vivo e
até, no futuro, na pratica clinica[60].

Bulatov et al., em 2008, adicionou a este tipo de investigacdo o método de
mapeamento. As amostras dotadas de varios tipos de lesao no esmalte foram submetidas
a espectroscopia de Raman e os resultados revelaram que as caracteristicas espectrais e
morfologicas obtidas por mapeamentos sao diferentes entre esmalte sao, zonas brancas
opacas, zonas acastanhadas e zonas cavitadas realcando os diferentes estdgios de
progressao da lesao[61].

Mais recentemente, em 2012, Salehi et al., conduziu uma investigacao que aliou a
utilizagdo de uma camara LED chamada SoproLife e a espectroscopia Raman. O
primeiro dispositivo permitia identificar mudancas na autofluorescéncia (emissao cujo
comprimento de onda depende da densidade e composicao quimica do material) de
certas zonas com lesdo em relagdo as regides sas da mesma amostra. Posteriormente, a
segunda técnica foi utilizada como meio de comprovacao tendo-se revelado com
sucesso. O estudo realizado em duas amostras ex vivo e duas amostras in vivo obteve
resultados relativamente satisfatorios[62].

Almahdy et al., no mesmo ano, procederam ao estudo da dentina s3, dentina afectada
e infectada no processo de lesdao de cdrie. O objectivo seria correlacionar as suas
caracteristicas microespectroscopicas com a sua dureza e autofluorescéncia. Os dados
obtidos por p-Raman concluiram que esta técnica tem bastante potencial no que toca a
descriminacdo entre os dois tipos de dentina e, por conseguinte, na defini¢do do melhor

método de escavacdo aquando do preparo cavitario diminuindo o risco de remogao

3 Caracteristica do material em que uma certa propriedade fisica varia com a direccéo.
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excessiva de tecido[63].

Finalmente, em 2015, Coello et al., projectaram um método de diagnostico
quantitativo directo através de espectroscopia Raman. O objectivo era detectar
mudangas moleculares especificas nos tecidos mineralizados e estabelecer um padrao de
normalidade. Apds a aquisi¢do dos espectros, foram propostos dois indices de
mineralizagdo em que a parte mineral (fosfato a 430 cm e 960 cm™) foi correlacionada
com a parte organica (ligacdes C-H a 2941 cm™). Foi entao estabelecido um padrao de
normalidade e, para comprovar o sucesso desta metodologia, a equipa aplicou-a a dois
casos de estudo onde as lesdes presentes nao podiam ser detectadas por métodos de
diagnostico tradicionais, como por exemplo a radiografia, e os resultados foram

satisfatorios[64].
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5.2. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma técnica analitica ndo destrutiva muito util no estudo
da composi¢ao e estrutura de uma amostra através da identificagdo dos seus modos
vibracionais[55][65].

Esta modalidade de espectroscopia tem por base o efeito de Raman que foi descrito
por Sir C.V. Raman em 1928. Em 1930, o seu trabalho foi reconhecido com a atribui¢ao

do Prémio Nobel e, em sua honra, a técnica recebeu o seu nome[65][66].

5.2.2. Efeito de Raman

O principio fisico que rege este tipo de espectroscopia baseia-se na irradiacdo do
material constituinte da amostra com recurso a um laser de radiagao monocromatica[51].
Quando se faz incidir o laser na amostra, parte da radiacdo pode ser reflectida,
transmitida, absorvida ou dispersa pelo material. Da parcela da radia¢ao dispersa, dois
fendémenos podem ocorrer: dispersao elastica de Rayleigh, que ocorre a frequéncia do
laser incidente, e/ou dispersao ineldstica de Raman, que corresponde a frequéncias
distintas da radiacdo incidente uma vez que o fotdao é afectado pela amostra e ¢é
dispersado com outro comprimento de onda[49][67][68].

Ambos os efeitos tém por base a dispersao da luz e transi¢ao da molécula para um
“estado virtual” de energia em que o fotdo incidente ¢ momentaneamente absorvido e
outro € criado e disperso por uma transi¢ao a partir desse estado virtual.

A dispersao de Rayleigh é a mais provavel de acontecer, uma vez que o fotdo nao
perde energia, e a dispersao de Raman a menos provavel, dado que o fotao disperso
resulta da transi¢ao entre o estado virtual e o 1° estado excitado vibracional, adquirindo

valores de energia e frequéncia diferentes dos iniciais[67].
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Figura 5.1 — Representacdo esquematica das transi¢des possiveis para uma molécula (adaptado
de[68], [69]).

Os processos desta dispersao de Raman, representados na figura 5.1, podem ser
classificados de duas formas: se a frequéncia da radiagao dispersa for menor que a
frequéncia da radiagao incidente, ou seja, se a molécula estava inicialmente no estado
vibracional fundamental e, apds a interac¢ao, o sistema perde energia, atribui-se a
designacao Stokes. Por outro lado, se a molécula estava inicialmente num estado
vibracional excitado e a frequéncia de dispersdao é maior que a incidente, o sistema
adquire energia e o fendmeno intitula-se de anti-Stokes[49][67].

Para simplificar e descrever classicamente essa dispersao, considere-se uma molécula
composta por particulas carregadas como um sistema oscilatério sujeito a um campo
eléctrico externo. Quando a molécula, dotada de uma certa polarizabilidade («), interage

com um campo eléctrico (E), d4 origem a um momento dipolar induzido (p):
u=akE (Equacao 5.1)[65][67]
Com,
E = Eycos(wyt) (Equacao 5.2)[65]

Essa polarizabilidade esta directamente relacionada com as alteragdes nas posigdes de
equilibrio que um determinado campo eléctrico externo consegue provocar na molécula
e, considerando que a sua nuvem electrénica se tenta adaptar em func¢do dos seus
movimentos nucleares para minimizar a energia do sistema e atingir o equilibrio,
conclui-se que existe uma dependéncia entre a polarizacao e as coordenadas nucleares

(@), pelo que se tem:

a=a(q) (Equacao 5.3)[65]
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Com,
q = qo cos(wyt) (Equagio 5.4)[65]

Fazendo a compilacao das equacdes 5.2, 5.3 e 5.4 em 5.1 obtém-se a féormula que

melhor caracteriza a dispersao de Raman:

1 /0a 1 /0a
u(t) = agEy cos(wot) + = (—) qOEocos[(WO — Wq)t] + = (—) qOEocos[(WO + Wq)t]
2\aq/ _, 2\0q/

(Equacao 5.5)[65]

Em que w, e w, representam, respectivamente, as frequéncias de oscilacao do campo
eléctrico e do modo normal de vibragao molecular.

Nesta equagao podem identificar-se as trés formas de dispersao nas trés parcelas que
a constituem, de Rayleigh, de Raman Stokes e de Raman anti-Stokes, respectivamente.

A observagao e consequente intensidade deste efeito estd, entdo, dependente do
estado vibracional da molécula em estudo e, consequentemente, da mudanca na sua
polarizagao. Esta tiltima é crucial uma vez que, s6 na sua presenga, existe dispersao de
Raman|[67][70].

Este tipo de espectroscopia permite, entdao, medir as energias dos modos normais de
vibracdo que sao representadas por bandas bem definidas no espectro (figura

5.2)[51][49].
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Figura 5.2 — Exemplos de espectros de Raman de uma mesma amostra excitada com vdrias
energias. No eixo das abcissas esta representada a diferenga entre o nuiimero de onda das
radiagdes incidente e dispersa em cm™ e no eixo das ordenadas a intensidade espectral em
unidades arbitrarias[49].
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Essas bandas espectrais representam o gap energético entre o estado fundamental e o
estado vibracional, dado pela diferenca entre a energia do fotdo incidente e o fotao
disperso (Ae) dependendo se, depois da interacgao com a radiacao, a energia do sistema
aumentou ou diminuiu[68], [71].

Tendo em conta que a aquisigao é feita a moléculas e ndo a elementos simples,
podem-se estimar as fracgOes que compdem uma mistura. O espectro vibracional de
Raman pode, entdo, ser considerado como a impressao digital do material, uma vez que

nenhum outro material apresentara um igual[51], [55].

5.2.3. Microscopio Raman Confocal

O principal efeito prejudicial para a espectroscopia Raman ¢ a fluorescéncia. A
fluorescéncia € a interaccao ressonante da luz com os estados electronicos da amostra e a
sua eficiéncia pode ser cerca de 6 ordens de grandeza superior a interaccao de
Raman[72]. Quando este problema persiste, configurar uma detecgao confocal serd a
melhor alternativa. Para tal, é utilizado um microscdpio dptico com vdrias ampliagoes
(10x, 50x ou 100x) que foca o laser através da objectiva num ponto especifico da
superficie do material, como € possivel constatar pela figura 5.3. A luz que é dispersa é,
assim, colectada pela mesma objectiva e submetida a um filtro notch que permite separar
os fotdes com comprimento de onda alterado da radiacdo de Rayleigh. De seguida, a
radiacao passa pelo orificio confocal do microscopio que determina o volume de amostra
que ¢ analisado e, por fim, é colectada pelo detector CCD (Charge-Coupled Device)[51],
[68].

Apesar de, nem sempre o sinal de Raman ser muito intenso, o fendmeno de
fluorescéncia é quase inexistente, o que torna esta técnica uma alternativa mais viavel e
com melhor resolugao espacial da superficie da amostra. Para que os resultados sejam o
mais satisfatdrios possivel, a sua utilizagdo requer o maximo de equilibrio entre esses

dois aspectos.
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Figura 5.3 — Imagem representativa dos principais componentes de um aparelho de microscopia
Raman confocal[73].

5.2.4. Vantagens e Desvantagens da técnica

O que torna esta técnica especifica de espectroscopia tao aliciante sdo as variadas
vantagens que detém, entre elas o facto de requerer muito pouca ou nenhuma
preparagao e de ser nao destrutiva, ou seja, as amostras permanecem intactas depois da

analise, permitindo o estudo continuo tanto a nivel espacial como temporal[70].

E ainda de ressalvar a Optima resolucdo espacial, a simplicidade e a

reproductibilidade dos resultados obtidos[74], [75].

Por fim, a técnica é muito vantajosa para estudo de material bioldgico e ndo esta
limitada a amostras transparentes por se basear em dispersao e nao em absorvancia[70],

[75].

Em contrapartida, esta técnica requer um equipamento bastante dispendioso, pode
apresentar fenémenos de fluorescéncia que provocam ruido de fundo e também pode
revelar-se demorada uma vez que mapeamentos de areas muito extensas podem levar

dezenas de minutos ou até mesmo horas[65].
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5.3. Radiografia Digital

A radiografia consiste na formagao de uma imagem bidimensional que tem por base o
principio fisico da interac¢ao da radiagdo X com os tecidos biologicos por meio de
processos previamente descritos no capitulo 3. Os raios X sao, entdo, radiagoes
electromagnéticas ionizantes bastante energéticas compostas por fotdes[38].

Esta técnica em formato digital subentende um sistema (subfigura 5.4 b)) constituido
basicamente por uma fonte de radiagdo X (ampola em vacuo), um filtro que retém as
baixas energias, um colimador, um detector e um software para processamento e

armazenamento das imagens.
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Figura 5.4 — Imagem representativa dos principais componentes de um aparelho de radiografia a) ampola de
raios X e b) componentes intervenientes na técnica[38].

Para a produgao desta radiacdo, a ampola de raios X (subfigura 5.4 a)) torna-se um
dos componentes mais importantes. Ela é responsavel pela aceleragdo de um feixe de
electrdes originarios no catodo que colidem posteriormente com um alvo, o anodo. Ao
ser aplicada uma tensdao entre esses dois polos (usualmente entre 50 e 150 kV), os
electrdes sao acelerados e, quando colidem com o material do alvo (normalmente feito
de molibdénio ou tungsténio), podem penetra-lo parcialmente de forma que perdem
alguma da sua energia que é, entdo, convertida em emissao de raios X [39][38].

No interior do tubo, os raios X podem ser produzidos por dois mecanismos distintos:
Bremsstrahlung ou Radiagao caracteristica. No primeiro caso, quando um electrao passa
perto do nucleo do 4atomo, ele € desacelerado por ser atraido pelo campo
electromagnético sendo depois defletido e perdendo parte da sua energia que é
convertida na emissao de raios X. Quanto ao segundo caso, existe a colisdao do electrao
com um electrao fortemente ligado do alvo provocando a sua ejec¢do e formando uma
lacuna que €, posteriormente, preenchida por um electrao de uma camada mais externa

emitindo um raio X caracteristico[39].
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Depois de atravessar a regiao de interesse, o feixe de raios X é atenuado de acordo
com a espessura, a densidade e os nimeros atomicos[34]. Essa atenuagao diferenciada
traduz-se na quantidade de radiacdo que é recolhida pelo detector que constitui o
chamado contraste do objecto que serd depois transferido para a imagem. A radiagao X
pode nao interagir com os tecidos, pode ser dispersa mudando de direccdo ou
completamente absorvida no tecido e nao atingir o detector, tornando, entdao, a imagem
obtida num mapa da intensidade da parte transmitida da radiagao.

Estas interacgOes podem ser descritas por trés dos fendmenos explicados no capitulo
3: Dispersao de Rayleigh, Dispersao de Compton e Efeito fotoeléctrico, considerando
como feixe incidente os raios X em particular.

O tipo de interacgdo da radiagdo X com o material irradiado estd directamente
relacionado com a radiagao que atinge o detector na medida em que os feixes podem
sofrer alteragOes de trajectdria e nunca chegar ao destino ou chegarem em intensidade
reduzida resultando em niveis de contraste distintos.

Desta forma, consoante a energia da radiagao incidente, a densidade do material e as
interaccdes entre eles, a percep¢ao visual dos tecidos na imagem radiografica varia,
como por exemplo os tecidos moles, que sao muito pouco densos, nao sao visiveis nestas

imagens ao contrdrio do que acontece com 0s 0ssos que sao bastante densos.
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De forma a alcangar os objectivos propostos para este estudo, foi necessario reunir
materiais e desenvolver metodologias. Grande parte do protocolo experimental foi
executado no laboratorio de Biomateriais da Unidade de Investigagdes em Ciéncias Orais
e Biomédicas (UICOB) da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade de Lisboa
(FMDUL) e a restante parte, nomeadamente a aquisi¢do dos espectros Raman e registo
de imagem, foi conduzida no Laboratério de Fisica Atomica do Departamento de Fisica

da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (FCT-NOVA).

6.1. Seleccao das amostras

Para este trabalho foram seleccionados oito dentes humanos, cinco com lesdo de carie
em estagio avancado para o estudo comparativo das técnicas de diagnostico e trés com
lesdo branca para os estudos A e B. As amostras foram cedidas pelo Banco de Dentes da
UICOB e selecionadas por um médico dentista através de avaliagao visual e tactil. Parte
delas estao presentes na fotografia da figura 6.1. Ap0s a sua selec¢ao, foram conservadas

numa solugao aquosa de cloramina a 0,4%, de acordo com a norma ISO/TS 11405/2003.

Figura 6.1 — Fotografia de trés das oito amostras seleccionadas.
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6.2. Preparacao dos espécimes

6.2.1. Corte

Para obter uma base auxiliar de corte rigida, os dentes foram fixados,
individualmente, com cola quente a um cilindro de acrilico. De seguida, a por¢ao oclusal
(coroa) foi separada da porgao radicular (raiz) com recurso a uma serra diamantada
incorporada numa maquina de corte (IsoMet1000 Precision Saw, Buehler Ltd, Illinois,

EUA), sob refrigeracao.

Figura 6.2 — Esquema de corte das amostras para ambos os estudos A e B (adaptada de [76]).

6.2.1.1. Corte dos espécimes para o estudo A

A coroa dentéria foi assente num molde paralelepipédico* através de cera de fixagao e
posteriormente embebida em resina acrilica (Tetric EvoFlow®, composi¢ao em Apéndice
I). Por fim, a coroa foi novamente seccionada, desta vez perpendicularmente ao eixo do
dente, obtendo-se fatias com cerca de 2,5 mm de espessura. Os espécimes foram

numerados de Al a AS8.

6.2.1.2. Corte dos espécimes para o estudo B

A resina infiltrante (Optibond FL®, composi¢ao em Apéndice I) foi aplicada sobre a

lesdao branca em metade da sua superficie, de seguida a coroa foi embebida em resina de

¢ Desenhado e impresso em impressora 3D no laboratorio de fabricagao FCT FabLab.
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acrilico e, finalmente, seccionada em duas partes nesse mesmo eixo de divisdo. Os

espécimes, representados na figura 6.3, foram numerados de B1 a B3.

Figura 6.3 — Fotografia dos espécimes B1 a B3 depois do procedimento infiltrante.

6.2.2. Protocolo de aplicacdo da resina infiltrante

Com base num produto revolucionario ja existente no mercado, o Icon® (DMG,
Hamburgo, Alemanha), projectou-se um protocolo semelhante composto pelos mesmos
compostos mas com recurso a uma resina muito menos dispendiosa Optibond® FL (Kerr,
Scafati, Italia) (composi¢ao em Apéndice I).

Para a aplicagao do produto infiltrante, a superficie da lesao foi precondicionada com
acido cloridrico a 15% durante 2 minutos para remover a dgua presente nas porosidades
da lesdo permitindo a impregnagao da resina hidrofdbica por forgas capilares. De
seguida, lavou-se o 4cido durante 30 segundos, secou-se com ar e aplicou-se etanol
absoluto, deixando actuar durante 30 segundos. Por fim, aplicou-se a resina infiltrante
hidrofobica removendo o excesso com uma zaragatoa, deixou-se actuar por 3 minutos e

fotopolimerizou-se durante 40 segundos.

6.2.3. Preparacao dos Espécimes para Analise Espectroscopica

(u-Raman) e registo de imagem

Antes da andlise com espectroscopia Raman, cada espécime foi submetido a uma
sequéncia de polimento com lixas de SiC de granulometria 1200 (Buehler, referéncia 30-
5218-012, Struers, Copenhaga, Dinamarca) e 2500 (Buehler, referéncia 30-5218-025,
Struers, Copenhaga, Dinamarca), seguido do polimento em pano de feltro com
suspensao de diamante monocristalina de granulometria 1 um (MetaDi, Buehler,

Copenhaga, Dinamarca), intercalados com banho de 1 minuto em ultrassons. Por fim, os
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espécimes foram limpos com etanol utilizando uma zaragatoa de forma a eliminar
quaisquer residuos que ainda pudessem permanecer na sua superficie.

Ap0s efetuadas as medicdes, os espécimes foram acondicionados em agua destilada.

6.3. Registo de imagem

Visando a comparagdo das caracteristicas Opticas e visuais das estruturas dentdrias e
lesdes de carie entre cada tipo de radiagao, as amostras foram submetidas a registos de

imagem com diferentes dispositivos.

6.3.1. Microscopio Digital DinoLite

As imagens foram adquiridas com recurso a um Microscépio Digital portatil
(AM4013-FVW DinoLite Pro USB) com capacidade de ampliagao até 215x, resolugao de
1.3 Megapixel e composto por luz LED branca visivel e luz LED ultravioleta de 365 nm,
montado num suporte universal através de uma garra e uma noz. Para cada espécime
foram guardadas vdrias imagens em duas ampliagdoes (51.9x e 209.1x) da lesao e

estruturas dentarias.

6.3.2. Lupa Binocular

Foram também adquiridas imagens com recurso a uma Lupa Binocular (Leica M205
C, Leica Microsystems) com ampliacdo de 7,8x até 160x. Para cada espécime foram

guardadas vdrias imagens em diferentes ampliacdes da lesao e estruturas dentdrias.

6.3.3. Radiografia Digital

Relativamente ao registo radiografico, fui utilizado um sistema de radiografia digital
intraoral (Sirona 4681263 D3302, Sirona Dental Systems, Benshelm, Alemanha) em que o
tubo emissor da radiagao tinha uma tensao de 60 kV e corrente de 7 mA. A aquisicao foi
feita com a exposi¢ao das amostras aos raios-X por 0,8 segundos e as imagens registadas

através do software do aparelho.
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6.4. Setup Experimental p-Raman Confocal

Para a andlise por micro-espectroscopia Raman, utilizou-se o espectrémetro confocal
XploRA (Horiba/ Jobin-Yvon Xplora, Franga) composto por um microscépio (Olympus
BX41, Japao) com trés objetivas (10x, 50x e 100x) montado no Laboratério de Fisica
Atémica e Molecular do Departamento de Fisica da FCT-NOVA. As aquisi¢des foram
sujeitas a parametros especificos do aparelho tais como, fonte de laser diodo com
comprimento de onda de 785 nm, filtro de 50% de modo a obter uma poténcia maxima
na amostra de 9 mW, fenda confocal de 300 um, slit de 100 um e grating de 1200
grooves/mm, obtendo-se uma resolucdo em energia de 4 cm? e espacial de,
aproximadamente, 1 um. A janela de aquisicao dos espectros estava centrada em 1300
cm™ correspondente a gama entre os 800 cm™ e 0s 1800 cm?, com um tempo de exposigao

de 15 segundos e 10 acumulagdes.

Figura 6.4 - Fotografia do espectrometro p-Raman Confocal no Laboratério 120, DE/FCT-NOVA.

Apods a aquisi¢do, a imagem da zona analisada foi registada com uma camara
fotografica Ueye 1640 incorporada no microscdpio do aparelho e cada espectro foi
submetido a um tratamento de correc¢ao de linha de base com auxilio das ferramentas
fitting e smoothing do software LabSpec versao 5.58.25 (Horiba/ Jobin-Yvon Xplora,
Franca). Para além do ajuste de linha de base, foi ainda calculado, com recurso ao mesmo
software, o valor do integral (intensidade) da banda de interesse (fosfato, ~960 cm™).
Posteriormente, os dados foram trabalhados por meio do software Microsoft Excel (2016)

e do OriginPro 2017 (OriginLab Corporation, EUA).
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6.5. Razao de Despolarizacao (RD)

Para todos os mapeamentos e linhas adquiridos, foi calculada a razao de
despolarizagao (RD) através dos espectros que os compdem. Esta RD mede a
dependéncia entre a intensidade da banda de interesse (fosfato a ~960 cm™?) e a direc¢ao

da polarizacao da radiagao laser a que o substrato esta sujeito.
1 <
Poso = —1266‘;((:)) Equagao 6.2[4], [5]
Onde Ig60 (1) € logo () s@0 os integrais dos picos de fosfato determinados com o

analisador orientado perpendicularmente e paralelamente a direccao de polarizacao da

luz laser incidente, respectivamente.
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7. Apresentacao, Analise e

Discussao de Resultados

Neste capitulo encontram-se apresentados os resultados obtidos para ambos os

estudos A e B, sendo esses discutidos a medida que sao apresentados.

7.2. Estudo A

As figuras 7.1 a 7.3 apresentam as imagens obtidas pelas varias técnicas de
diagnostico por imagem propostas para 3 dos espécimes destinados a este estudo
(restantes em Apéndice II).

Em todas as imagens é possivel identificar facilmente as varias estruturas que
compoem o dente entre elas, o esmalte, a dentina e a cavidade pulpar.

Relativamente a imagem radiografica [subfiguras a) e b)], essas estruturas
(identificadas através de contornos coloridos) distinguem-se por meio da sua
radiopacidade, ou seja, a capacidade de atenuar a radiacdo conforme a composi¢ao dos
tecidos. O esmalte, por ser um tecido mais denso, é mais radiopaco e, por isso, mais claro
na radiografia, ao passo que a dentina, um tecido menos denso composto por mais
matéria organica, é mais radiolticida e, entdo, um pouco menos branca. Ao nivel da
dentina, esta caracteristica poderd, ainda, ser 1til na distin¢do das duas camadas de uma
lesdo de carie, a camada infectada e a camada afectada [a vermelho e verde,
respectivamente, na subfigura 7.1 b)], em que a dentina infectada apresenta-se ainda
mais clara por se tratar de um material menos denso (colagénio desnaturado e eventual
presenga de produtos bacterianos). E ainda de facil observaco a perda de estrutura que
se estende desde a JAD até a polpa.

Quanto as imagens adquiridas por microscopio digital (MD) com luz visivel e UV
[subfiguras 7.1 c) e d); subfiguras 7.2 c) e d); subfiguras 7.3 c) e d)] é facilmente
observavel que a lesdo de carie irradiada com luz UV se aparenta mais extensa do que
com luz visivel. Na imagem adquirida com ilumina¢do UV também seria espectavel um

comportamento perante a radiagdo diferente para cada um dos tecidos, esmalte e
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dentina. Esta segunda produz fluorescéncia, o que seria de esperar uma vez que ela é

mais rica em material organico.

Figura 7.1 — Imagens adquiridas para o espécime A5. a) Radiografia; b) radiografia analisada de
forma a indicar as estruturas: i) esmalte; ii) dentina infectada iii) dentina sa iv) cavidade pulpar
v) dentina afectada e JAD — jun¢dao amelodentinadria; c) imagem adquirida por microscopio digital
por meio de luz branca e d) imagem adquirida por microscépio digital através de luz UV.
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Figura 7.2 — Imagens adquiridas para o espécime Al com lesdo branca. a) Radiografia; b)
radiografia analisada de forma a indicar as estruturas: i) esmalte; iii) dentina sa iv) cavidade
pulpar; c) imagem adquirida por microscopio digital com iluminagao de luz branca e d) imagem
adquirida por microscopio digital com iluminagao UV.

Relativamente a figura 7.2, a zona da lesao white spot irradiada com luz UV aparenta
ser mais escura comparativamente ao esmalte saudadvel circundante. Resultados
semelhantes foram obtidos por Walsh e Shakibaie em 2007 que, apds a sua pesquisa,
concluiram que esse método ¢ mais eficaz a detectar lesdes de cdrie iniciais, ndo
cavitadas, do que o método visual e tactil convencional[77]. Nessa figura também é facil
constatar que a imagem radiografica ndo apresentou qualquer alteragao indicativa da

lesdo tornando-a imprecisa na deteccao deste tipo de lesdes iniciais.
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Figura 7.3 — Imagens adquiridas para o espécime A7. a) Radiografia; b) radiografia analisada de
forma a indicar as estruturas: i) esmalte; ii) dentina infectada iii) dentina sa e iv) cavidade pulpar;
c) imagem adquirida por microscopio digital com iluminagdo de luz branca e d) imagem
adquirida por microscopio digital com iluminagao UV.

Como referéncia da fluorescéncia induzida numa dentina sa pelo comprimento de
onda incidente do DinoLite usado, apresenta-se na figura 7.4 a imagem de MD para um

espécime higido, onde se pode observar uma fluorescéncia azulada/esverdeada[77][78].
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Figura 7.4 — Imagens adquiridas para um espécime higido. a) imagem adquirida por microscépio
digital com iluminagdao de luz branca e b) imagem adquirida por microscopio digital com
iluminagao UV.

Com recurso a este tipo de radiagao também é possivel identificar as duas camadas de
uma lesao de cérie, infectada e afectada. Neste caso, e como se pode ver nas subfiguras
7.1 d) e 7.3 d), existe uma regido onde a radiacdo UV é toda absorvida pela dentina,
sugerindo completa desnaturagao do colagénio. No entanto, existe outra regiao onde
apenas se deixa de verificar o fenémeno de fluorescéncia sugerindo alguma alteracao na
estrutura do colagénio mas, possivelmente, recuperavel. Podem ainda identificar-se nas
lesdes das amostras A6 e A8 na figura 7.5 spots de fluorescéncia alaranjada que podem
estar associados a presenga de produtos bacterianos[77]. Contudo, e tendo em conta que
o estudo foi realizado ex vivo, a identificacao de fluorescéncia associada a actividade

bacteriana sera pouco provavel.

43



7. Andlise e Discussao de Resultados

Figura 7.5 — Imagens adquiridas para os espécimes A6 (cima) e A8 (baixo). a) imagem adquirida
por microscopio digital com iluminacdo de luz branca a 51,9x; b) imagem adquirida por
microscopio digital com iluminagdo UV ampliagdo 51,9x e c) imagem adquirida por microscépio
digital com ilumina¢ao UV ampliagao 209,1x.

Comparando a andlise por MD com a imagem radiografica, percebe-se que a zona
que aparenta estar cariada € bem menor na radiografia do que aquilo que se consegue
ver com iluminagao UV e, apesar de se conseguirem identificar diferentes estruturas, é
dificil distinguir perfeitamente as fronteiras entre cada uma delas. Considerando que,
clinicamente, a radiografia é feita in vivo com o dente integro, existe uma maior
quantidade de substrato que a radiacdo tem que ultrapassar o que torna, por sua vez, a

interpretagao mais dificil.

As mesmas conclusdes se podem tirar relativamente ao registo de imagem dos

restantes espécimes expostos no Apéndice IL
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De modo a aferir a correspondéncia entre as imagens obtidas e a composi¢ao quimica

dos tecidos, foi realizada uma analise recorrendo a espectroscopia Raman.

Para determinar a razao de despolarizacao do modo de alongamento simétrico do iao

fosfato (~960 cm™), como ferramenta de avaliacdo da integridade dos cristais de

Ca;o(PO4)s(OH),, adquiriram-se espectros em ambas as polariza¢des para esmalte

saudavel [figura 7.6 a)] e para esmalte com lesao de cérie [figura 7.6 b)] num intervalo de

deslocamento de Raman de 200 a 2200 cm™ e, a semelhanga do que Ionita conclui no seu

estudo em 2009, podem observar-se trés fendmenos:

A diminuigdo de intensidade do pico de PO}~ a 960 cm?! devido a
desorganizacao estrutural local originada pelo processo de carie
(desmineralizagao);

O aumento do fundo provocado pelo fenémeno de fluorescéncia inerente ao
acréscimo de matéria organica, nomeadamente a presenca de produtos de
metabolismo das bactérias durante o desenvolvimento da lesdao (observavel
também em dentina como demonstrado na figura 7.7 e suportado pelos
resultados de Mukhin et al. em 2006 [79]) e,

A evidente sensibilidade a polarizacao por parte da banda de interesse, uma
vez que, para tecido saudavel, a discrepancia entre a intensidade do pico de
fosfato entre a polarizagao paralela e perpendicular é significativamente

elevada, ao contrario do que se passa com o tecido lesionado[59].
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Figura 7.6 — Conjunto de espectros obtidos por espectroscopia Raman para a) esmalte saudavel
com polarizagao paralela a azul e polarizagao perpendicular a laranja; e para b) esmalte cariado
com polarizacdo paralela a vermelho e perpendicular a verde. (Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s;
photo-bleaching 180 s)
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Figura 7.7 - Conjunto de espectros obtidos desde dentina sa até dentina cariada através da
espectroscopia Raman (Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; photo-bleaching 180 s; polarizacao
paralela).

As figuras de 7.8 a 7.10 apresentam os mapeamentos realizados em zonas de interesse
dos espécimes A5, A6 e A3.
Nas figuras esta indicado a tracejado amarelo a zona do espécime onde foi realizado o

mapeamento e a tracejado vermelho a zona do mapa onde seria espectdvel o aumento da

RD.
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Figura 7.8 — Mapeamento realizado por espectroscopia Raman na amostra A5 em que a)
representa a grelha onde foi realizado um mapa de 7x7 espectros com tracejado vermelho a
indicar a zona onde se esperaria um aumento da RD; b) a imagem adquirida por microscépio
digital da amostra com a representacao a tracejado amarelo da zona onde foi feito o mapa; c) a

representacao 3D da RD obtida; d) o respectivo mapa de contorno e e) imagem adquirida por MD
com iluminacdo UV da regido da lesdo ampliada.
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Figura 7.9 - Mz;lpeamen’c(f)l iealizado por espectroscopia Raman na amostra A6 em que a)
representa a grelha onde foi realizado um mapa de 7x7 espectros com tracejado vermelho a
indicar a zona onde se esperaria um aumento da RD; b) a imagem adquirida por microscopio
digital da amostra com a representacao a tracejado amarelo da zona onde foi feito o mapa; c) a
representacao 3D da RD obtida; d) o respectivo mapa de contorno e e) imagem adquirida por MD
com iluminagdo UV da regido da lesdo ampliada.
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Figura 7.10 — Mapeamento realizado por espectroscopia Raman na amostra A3 com lesao white
spot em que a) representa a grelha onde foi realizado um mapa de 7x7 espectros com tracejado
vermelho a indicar a zona onde se esperaria um aumento da RD; b) a imagem adquirida por
microscopio digital da amostra com a representagao a tracejado amarelo da zona onde foi feito o

mapa; c) a representacdo 3D da RD obtida; d) o respectivo mapa de contorno e e) imagem
adquirida por MD com iluminagdo UV da regido da lesao ampliada.
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7. Andlise e Discussao de Resultados

Os restantes mapeamentos adquiridos estao expostos para consulta no Apéndice III.

Tendo em conta que se baseiam no calculo da RD, os resultados obtidos fornecem
uma localizacao espacial da lesdao em comparagao com os tecidos que lhe sao subjacentes
e, como seria de esperar, essa razao aumenta quando mais avancado for o estdgio de
lesao do tecido, teoria que ja tinha sido provada em alguns estudos realizados no
passado[60][59][4][5].

No entanto, este tipo de analise é bastante demorado (dezenas de minutos ou até
horas) pelo que nao foi possivel proceder a aquisicdo de mapeamentos com melhor
resolucao espacial para todos os espécimes e, por isso, foi adoptada a estratégia de
recolha de espectros em linha.

As figuras 7.11 a 7.14 contém a representagao grafica da RD em diferentes tipos de
lesao de carie em esmalte calculada com recurso ao conjunto de espectros obtido para
cada linha. As linhas foram adquiridas consoante a direc¢ao representada por meio de
uma seta verde posicionada em todas as figuras no local da aquisi¢ao. J& os tracejados
pretos indicam a porgao do grafico relativa a lesdao, sendo que a porgao no seu exterior

diz respeito aos tecidos saos.
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0,1

0,05

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
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Figura 7.11 — Representagao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A5 na regiao indicada pela seta verde na imagem da lesao. A regido interior
dos tracejados negros indica a zona do gréfico relativa a lesdao sendo o restante relativo a zona sa.
As incertezas dos valores foram calculadas com recurso ao método da propagacao das incertezas
para a operagao divisao considerando uma incerteza no ajuste de 1%.
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Figura 7.12 — Representacao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A5 na regiao indicada pela seta verde na imagem da lesao. A regido interior
dos tracejados negros indica a zona do grafico relativa a lesao sendo o restante relativo a zona sa.
As incertezas dos valores foram calculadas com recurso ao método da propagacao das incertezas
para a operagao divisdo considerando uma incerteza no ajuste de 1%.
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Figura 7.13 — Representagao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A6 na regiao indicada pela seta verde na imagem da lesao. As incertezas dos
valores foram calculadas com recurso ao método da propagacdo das incertezas para a operagao
divisao considerando uma incerteza no ajuste de 1%.
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Figura 7.14 — Representacao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A4 na regido indicada pela seta verde na imagem da lesao. As incertezas dos
valores foram calculadas com recurso ao método da propagacdo das incertezas para a operagao
divisdo considerando uma incerteza no ajuste de 1%.

Com a analise destes graficos é possivel constatar que o valor da RD aumenta nas
zonas mais cariadas a semelhang¢a dos mapeamentos como seria de esperar. No entanto,
este acontecimento nem sempre é muito evidente ou acentuado pois é necessario ter em
consideragao o local onde foi obtido. No caso da figura 7.13, a lesao estd parcialmente
cavitada no centro pelo que é natural que a zona central do grafico nao apresente um
aumento constante da RD tendo em conta que nessas zonas é mais dificil obter-se foco
no espectrometro de Raman. J4 no exemplo da figura 7.14, nota-se um crescimento
gradual da RD até ao maximo desde a superficie do dente ata ao interior o que pode ser
explicado pelo facto de que a superficie do dente estd em contacto com agentes
remineralizadores, nomeadamente a saliva, que podem remineralizar a zona superficial
mais rapidamente do que os tecidos imediatamente a baixo provocando essa ligeira

remineralizagao superficial.
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Figura 7.15 — Representacgao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A5 na regiao indicada pela seta verde na imagem da lesdo. As incertezas dos
valores foram calculadas com recurso ao método da propagagao das incertezas para a operagao
divisdo considerando uma incerteza no ajuste de 1%.

Contudo, os resultados obtidos via espectroscopia Raman nem sempre estiveram em
concordancia com a analise das imagens obtidas por MD, como € o caso da figura 7.15.
Inicialmente, na imagem de MD com iluminacdo UV observava-se uma zona que
apresentava mais fluorescéncia no esmalte junto a JAD comparativamente aquela obtida
com iluminagao de luz branca, o que podia ser indicativo da existéncia de alguma
desmineralizagdo. No entanto, apds a andlise Raman, acabou por ndo se revelarem
alteragOes significativas na medida em que o valor da RD se manteve idéntico em toda a

linha adquirida.

As mesmas conclusoes se aplicam as restantes linhas adquiridas representadas em

forma de grafico no Apéndice IV.
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7. Andlise e Discussao de Resultados

7.3. Estudo B

Nesta segunda parte da investigagao, foi utilizada uma resina hidrofdbica (Optibond®
FL) como produto infiltrante, cujo espectro obtido por espectroscopia Raman esta
representado na figura 7.16.

De forma a determinar a profundidade que o infiltrante atingiu no esmalte através
dos espectros de Raman, foi acompanhado o comportamento das bandas mais
prevalentes e caracteristicas do produto, nomeadamente as vibragoes de alongamento

das ligagdes C=C no grupo alifatico (a 1640 cm™) e aromatico (a 1460 cm™ e a 1610 cm™).
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800
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200

. . . ! . ! . . ! . ‘
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
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Figura 7.16 — Espectro Raman obtido para a resina infiltrante (Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s).

Dado que existe a integragdo de uma resina hidrofdbica nos prismas do esmalte, para
além dos picos intrinsecos a esse tecido, existem ainda, como era esperado, outras
bandas em niimeros de deslocamento de Raman correspondentes ao infiltrante que vao
diminuindo até desaparecer, indicando, assim, a profundidade atingida. Desta feita, a
profundidade correspondente a obten¢dao do ultimo espectro em cada conjunto
apresentado corresponde ao valor de profundidade procurado.

As figuras de 7.17 a 7.19 dizem respeito a avaliacdo da profundidade de infiltracdao do
produto em lesoes do tipo white spot por meio dos espectros adquiridos representados
em cascata e acompanhados pela imagem de MD com iluminagao de luz branca do
espécime em questao. Para melhor percepgdo, a zona com as bandas de interesse foi
devidamente ampliada.

Em média, a infiltracio da resina hidrofdbica atingiu uma profundidade de

aproximadamente 17 pm.
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Figura 7.17 — Comparagdo em cascata dos espectros obtidos para a linha B da amostra Bl,

representada em imagem de MD com iluminacdo de luz branca, espacados de 2 pm entre si
(Parametros de aquisig¢ao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizacao paralela).
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Figura 7.18 — Comparagao em cascata dos espectros obtidos para a linha B da amostra B2,

representada em imagem de MD com iluminacdo de luz branca, espacados de 2 pum entre si
(Parametros de aquisigdo dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizacao paralela).
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Figura 7.19 — Comparagdo em cascata dos espectros obtidos para a linha D da amostra B3,
representada em imagem de MD com iluminacdo de luz branca, espacados de 2 pm entre si
(Parametros de aquisi¢do dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizacao paralela).

Em todos os casos € possivel acompanhar-se a evolugao e cessacao das bandas de
interesse referidas anteriormente, sendo que a profundidade atingida para cada linha foi
diferente uma vez que foram estudadas regides diferentes que podem ser dotadas de
composicao estrutural diferente entre si e, dessa forma, reagir de forma distinta perante

o produto. Essas diferencas podem ser explicadas pelo facto de que, durante o
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procedimento infiltrante, os produtos aplicados ndao tenham sobreposto uniformemente
toda a superficie originando assim profundidades de infiltragdo diferentes para a
superficie da mesma lesdao ou também devido ao facto da lesdo em si nao ser
estruturalmente uniforme podendo essa ser de um grau mais elevado no centro do que
na periferia influenciando, assim, a impregnacao dos produtos aplicados.

As profundidades de infiltragao para todas as linhas de cada espécime encontram-se

listadas na tabela 7.1.

Tabela 7.1 — Profundidade da lesao medida com o software DinoCapture 2.0 e profundidade de
infiltragdo para todas as linhas adquiridas para os trés espécimes.

. Profundidade maxima da lesao ) Profundidade de infiltracao
Espécime Linha

(Hm) (hm)

6
18
30
10

Bl 425

20
20
18
26
16

B2 532

10
8
26
14
18

B3 160

mON®pPp»pmInNw>» 00N >

As profundidades de infiltracdo atingidas foram bastante inferiores a extensao
maxima da lesdo comparativamente com os resultados obtidos em lesdes artificiais em
2014 por Gelani et al, onde a impregnagao do produto infiltrante Icon® atingiu
praticamente a profundidade maxima da lesao[33]. Além disso, e de acordo com Kim et
al. em 2011, o pré-condicionamento com dacido cloridrico a 15% ¢é eficaz na
desmineralizagao de quase 40 um de tecido[32] o que facilitaria a impregnagao da resina
até, no minimo, essa profundidade, e que nao foi atingida. Contudo, ¢ necessario
ressalvar que existe a hipdtese de o condicionamento nao ter condicionado a superficie
de forma uniforme a semelhanca do que aconteceu no estudo conduzido por Paris et al.
em 2007[80]. Esse acontecimento pode ser explicado pelo facto dos reagentes utilizados

no presente estudo estarem em forma liquida e, por isso, mais dificeis de conter no local
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pretendido, em oposicao a consisténcia geliforme dos produtos do kit Icon®. Desta feita,
a utilizagdo da resina Optibond® FL para efeitos de infiltracdo em profundidade pode
ainda nao estar optimizada fornecendo apenas uma protecgao superficial indo ao
encontro do mencionado por Gelani et al. em 2014[33].

Os restantes conjuntos de espectros apresentados no Apéndice V partilham da

analise feita anteriormente.
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8. Consideracoes Finais e

Perspectivas Futuras

Este trabalho de investigagdo tinha como objectivo principal a optimizagao da
espectroscopia Raman como ferramenta de diagndstico em Medicina Dentdaria aliada a
outras técnicas de imagem complementares no que toca a detecgao e caracterizagao de
lesdes de carie.

A imagem de fluorescéncia induzida por UV fornece bastante informagao no que
respeita a constituicao da lesdao onde é possivel obter-se uma localizagdo e delimitagao
mais precisa da mesma. Com recurso a este tipo de radiagdo também é possivel
discriminar as duas camadas de dentina que constituem uma lesdo de carie e, portanto, a
sua integracao na clinica da Medicina Dentdria seria uma mais valia, evitando o excesso
de remocdo de tecido no tratamento da cdrie, como proposto por Uzunov et al.
(2014)[46]. Desta forma, revela-se ser uma técnica poderosa mas que apenas
disponibiliza informacdo superficial e, para que possa ser aplicada na clinica, é
fundamental a informacao em profundidade, estratégia ainda por desenvolver.

Quanto as imagens obtidas por Radiografia Digital, os resultados foram os esperados
uma vez que foi mais eficaz na detec¢ao de lesdes de estagio significativamente elevado
ao contrario de lesdes iniciais, revelando-se assim imprecisa na detecgao destas ultimas.

A determinagdo da RD por espectroscopia Raman revelou-se também uma
ferramenta muito util na identificacdo e delimitacao das regides com lesdo de carie.
Através da andlise dos mapeamentos realizados, pode proceder-se ao diagnostico de
lesdes iniciais em esmalte uma vez que, os resultados foram tao satisfatorios para lesdes
do tipo white spot (figura 7.8 e figura A.IV.1) como para outras lesdes em estados mais
avanc¢ados. Contudo, seria interessante realizd-los com maior resolugao espacial e
perceber o comportamento da RD com mais rigor.

Inicialmente o estudo iria ser feito também em dentina, mas a espectroscopia de
Raman nao demonstrou a sensibilidade desejada nas bandas relativas ao colagénio

(~1242 cm?, ~1273 cm!, ~1453 cm?, ~1670 cm™ [81][26]) caracteristico desse tecido devido
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a ocorréncia de fluorescéncia inerente ao processo de cdrie pelo que se incidiu a
investigacao principalmente em esmalte.

Dado que a aplicacdo deste tipo de espectroscopia nesta matéria se revelou tao
poderosa seria uma mais valia o desenvolvimento de uma sonda intraoral que pudesse
ser ligada ao sistema do espectrometro e permitisse estas medigdes in vivo.

Quanto ao procedimento com resina infiltrante em lesdes do tipo white spot, os
resultados indicam que a profundidade de infiltragao foi, em média, cerca de 17 pm, o
que parece ser razoavel apenas para uma protecgao superficial indicando que essa resina
ainda ndo estd optimizada para a utilizacdo em procedimentos infiltrantes em
profundidade nao deixando de ser um bom ponto de partida para determinadas
intervengoes em clinica.

Durante o decorrer deste trabalho de investigacdo foram encontradas algumas
limitagdes que podem ser expostas de seguida em forma de sugestao para trabalho

futuro:

- Seleccionar amostras por faixas etdrias e sexo de forma a ser realizado um estudo

estatistico e perceber a sua influéncia nos resultados obtidos;

- Realizar mapeamentos mais abrangentes e com melhor resolugao espacial para uma

melhor caracterizacao das lesoes;

- Realizar um estudo de espectroscopia Raman com recurso ao produto Icon® (DMG,
Hamburgo, Alemanha) e compara-lo com os resultados deste trabalho de forma a
compreender se, de facto, esse produto justifica o seu custo de mercado ou se pode ser

substituido por outros mais acessiveis;

- Avaliar o efeito desmineralizador do 4cido utilizado no procedimento infiltrante,
compara-lo com o a desmineralizagao intrinseca a lesdo de carie e compreender a sua

influéncia na profundidade de impregnacao da resina infiltrante;

- Utilizar outras técnicas de imagem, como por exemplo, MEV, para avaliar o
desempenho das resinas infiltrantes a nivel estrutural e de aparéncia em diferentes

periodos temporais pds-aplicagao.
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Apéndice I

Tabela A.I.1 - Composigao da resina composta e da resina hidrofdbica utilizadas.

Material Componentes %
BIS-GMA
UDMA
Decanodioldimetacrilato 37,6%
Resina Composta Oxidos
Tetric EvoFlow® Silica 41,1%
Pré-polimeros 20,4%
Aditivos, catalisadores e estabilizadores 0,9%
Pigmento <0,01%
BIS-GMA
HEMA 10-30%
Borosilicato de aluminio e bario
Resina Hidrofébica Optibond® FL Silica
Glicerol dimetacrilato
Disédio hexafluorosilicato 1-5%

Canforquinona
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Apeéndice 11

Figura A.Il.1 — Imagens adquiridas para o espécime A3 com lesdo branca assinalada por circulo
azul. a) Radiografia; b) radiografia analisada de forma a indicar as estruturas: i) esmalte; e iii)
dentina sa c) imagen adquirida por MD; d) imagem adquirida por microscdpio digital por meio
de luz branca e e) imagem adquirida por microscopio digital através de luz UV.
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Figura A.Il.2 — Imagens adquiridas para o espécime A8. a) Radiografia; b) radiografia analisada
de forma a indicar as estruturas: i) esmalte; ii) dentina infectada iii) dentina sa e iv) cavidade
pulpar; c¢) imagen adquirida por MD; d) imagem adquirida por microscépio digital por meio de
luz branca e e) imagem adquirida por microscopio digital através de luz UV.
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Apeéndice II1
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Figura A.IIL1 — Mapeamento realizado por espectroscopia Raman na amostra A2 em que a)
representa a grelha onde foi realizado um mapa de 7x7 espectros com tracejado vermelho a
indicar a zona onde se esperaria um aumento da RD; b) a imagem adquirida por microscopio
digital da amostra com a representagao a tracejado amarelo da zona onde foi feito o mapa; c) a

representacao 3D da RD obtida; d) o respectivo mapa de contorno e e) imagem adquirida por MD
com iluminagao UV da regiao da lesao ampliada.
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Figura A.IIL.2 — Mapeamento realizado por espectroscopia Raman na amostra B2 em que a)
representa a grelha onde foi realizado um mapa de 7x7 espectros com tracejado vermelho a
indicar a zona onde se esperaria um aumento da RD e as letras E e D a indicar o esmalte e a
dentina, respectivamente; b) a imagem adquirida por MD da amostra com a representacao a
tracejado amarelo da zona onde foi feito o mapa; c) a representacdo 3D da RD obtida; d) o

respectivo mapa de contorno e e) imagem adquirida por MD com iluminacao UV da regiao da
lesdao ampliada.
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Apéndice IV
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Figura A.IV.1 — Representacao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra Al na regido indicada pela seta verde na imagem da lesao. As incertezas dos
valores foram calculadas com recurso ao método da propagacao das incertezas para a operagao
divisao considerando uma incerteza no ajuste de 1%.
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Figura A.IV.2 — Representacao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A2 na regido indicada pela seta verde na imagem da lesao. As incertezas dos
valores foram calculadas com recurso ao método da propagagdo das incertezas para a operagao
divisao considerando uma incerteza no ajuste de 1%.
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Figura A.IV.3 — Representacao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A3 na regiao indicada pela seta verde na imagem da lesao do tipo white spot.
As incertezas dos valores foram calculadas com recurso ao método da propagacao das incertezas
para a operagao divisao considerando uma incerteza no ajuste de 1%.
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Figura A.IV.4 — Representacao grafica da RD calculada para um conjunto de espectros obtidos em
linha para a amostra A3 na regiao indicada pela seta verde na imagem da lesao do tipo white spot.
As incertezas dos valores foram calculadas com recurso ao método da propagacdo das incertezas
para a operagao divisao considerando uma incerteza no ajuste de 1%.
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Apéndice V

Todos o0s espectros representados neste apéndice foram adquiridos por
espectroscopia Raman segundo os seguintes parametros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15
s; polarizagao paralela.
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Figura A.V.1 — Comparagao em cascata dos espectros obtidos para a linha A da amostra Bl
(Parametros de aquisicao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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Figura A.V.2 — Comparagao em cascata dos espectros obtidos para a linha D da amostra Bl
(Parametros de aquisigao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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Figura A.V.3 — Comparacdo em cascata dos espectros obtidos para a linha C da amostra B2
(Parametros de aquisi¢ao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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Figura A.V.4 — Comparagao em cascata dos espectros obtidos para a linha D da amostra B2
(Parametros de aquisigao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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Figura A.V.5 — Comparacao em cascata dos espectros obtidos para a linha E da amostra B2
(Parametros de aquisi¢ao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizacao paralela).
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Figura A.V.6 — Comparagdo em cascata dos espectros obtidos para a linha A da amostra B3
(Parametros de aquisigao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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Figura A.V.7 — Comparacao em cascata dos espectros obtidos para a linha B da amostra B3
(Parametros de aquisi¢ao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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Figura A.V.8 — Comparagao em cascata dos espectros obtidos para a linha C da amostra B3
(Parametros de aquisigao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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Figura A.V.9 — Comparacao em cascata dos espectros obtidos para a linha E da amostra B3
(Parametros de aquisi¢ao dos espectros: Laser 785 nm; Filtro 50%; 10x15 s; polarizagao paralela).
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