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Resumo

Os agentes topicos de fltor sdo considerados como principais mecanismos de combate a cérie € a
erosdo dentéria. Os vernizes tépicos de fllor permitem a incorporacdo de flior no esmalte por um
periodo mais alargado, proporcionando menor solubilidade da hidroxiapatite e resultando em maior
inibicdo da desmineralizacdo. Apesar de existirem estudos relacionados com a agdo de agentes
fluoretados nos tecidos dentérios, ainda ndo estd detalhada a eficicia de aplicacdo de fllor, a
concentragdo 6tima de agente e estratégia de distribui¢do para evitar a perda mineral. Para tal, este estudo
tem como objetivos quantificar a incorporagdo de flior no esmalte pela técnica de emissdo gama
induzida por particulas (PIGE); avaliar o efeito protetor do flior no esmalte exposto ao ataque acido
pela andlise da alteragdo da estrutura cristalina da hidroxiapatite, considerando os resultados da razéo
de despolarizacdo da banda associada ao alongamento simétrico do fosfato nos espectros de Raman;
avaliar a alteracdo do contetido mineral e elementar do esmalte por acdo de verniz de fltor pela técnica
de espectroscopia de fluorescéncia de raios-X dispersiva em energia (EDXRF).

Estudaram-se 20 amostras, divididas em dois grupos: grupo A - amostras sujeitas a tratamento com
verniz de fltor (Profluorid®); grupo B — grupo de controlo. Apds este tratamento, todas as amostras,
foram sujeitas a um ciclo erosivo, utilizando solucéo de acido citrico de pH=2. O ciclo erosivo consistiu
em alternar imersdo das amostras em saliva humana (2 horas) e solugdo acida (5 minutos).

Os resultados obtidos revelaram uma incorporacdo de flGor nas amostras tratadas com verniz bem
como, um pequeno aumento do conteldo mineral (1%). O acido citrico, conforme o ciclo erosivo
implementado, mostrou contribuir para a perda mineral e promog¢do de alteragdes morfol6gicas na
superficie do esmalte. Por outro lado, o verniz revelou um minimo efeito protetor das amostras do grupo
A.

Palavras-chave: Esmalte; Verniz de fldor; Erosdo dentéria; PIGE; EDXRF; Espectroscopia de

Raman.
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Abstract

Topical fluoride agents are considered as the main mechanisms for preventing caries and dental
erosion. Topical fluoride varnishes allow for permanent fluoride’s incorporation into the enamel,
providing less solubility of the hydroxyapatite matrix and resulting in greater inhibition of the
demineralization process. Although there are studies concerning the action of fluoride agents in dental
tissues, the effectiveness of fluoride application, the optimal agent concentration and distribution
strategy to prevent mineral loss are not yet detailed. To implement this study aims to quantify the
incorporation of fluoride in the enamel trough particle induced gamma-ray emission’s technique (PIGE);
to evaluate fluoride’s protective effect on enamel exposed to acidic attack by analysing the alteration of
the crystalline structure of hydroxyapatite, considering the results of the depolarization ratio of the band
associated with the symmetric stretching of phosphate in Raman spectra; to evaluate the alteration of
the mineral and elemental content of the enamel by the action of fluoride varnish by the energy
dispersive X-ray fluorescence spectroscopy (EDXRF).

Twenty enamel samples were studied, divided into two groups: group A - samples subjected to treatment
with fluoride varnish (Profluorid®) and group B - fluoride control group. After this treatment, all
samples, were subjected to an erosive cycle, using citric acidic solution of pH = 2. The erosive cycle
consisted of alternating immersion of the samples in human saliva (2 hours) and acid solution (5
minutes).

The obtained results revealed fluoride’s incorporation in the samples treated with varnish as well as a
small increase in mineral content (1%). Citric acid, according to the erosive cycle implemented, has
been shown to contribute to mineral loss and promote morphological changes on the enamel surface.

On the other hand, the varnish revealed a minimal protective effect of the samples of group A.

Keywords: Enamel, Fluoride varnish, Dental erosion, PIGE, EDXRF, Raman spectroscopy.
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1 Introducio

Os dentes humanos sdo fundamentais para uma fala adequada, mas a sua principal fungdo € a
mastigacdo. Diariamente, os dentes estdo constantemente em contato com Varios agentes responsaveis
pelo aparecimento de algumas doengas odontoldgicas. Estes agentes advém de diversos fatores
relacionados com o ambiente, o estilo de vida, 0os medicamentos e a alimentacdo. Os agentes sdo
constituidos por elementos que ndo sdo apenas acidos, mas também que contém elevada percentagem
de agucar que podem causar a desmineralizagdo dos tecidos duros dos dentes (esmalte e dentina) levando
deste modo, ao aparecimento da cérie e da erosdo dentaria [1], [2], [3].

A cérie dentéria € uma doenga odontoldgica cronica resultante da desmineralizagdo provocada pela
acdo bacteriana e afeta principalmente as criancas e os adultos. Enquanto que a erosao dentaria é definida
como uma perda progressiva do mineral dentario sem envolver a acdo bacteriana. No entanto, com a
incidéncia de bebidas acidas (refrigerantes, energéticos e sucos de frutas industrializados) nos habitos
alimentares, a prevaléncia desta doenga demostrou se aumentar cada vez mais [3], [4].

Sendo assim, com a introducao dos agentes de fltor no tratamento dentario em 1930, a cérie dentaria
tem vindo a diminuir significativamente [5]. Os agentes de flor demostraram uma enorme eficacia no
combate a ocorréncia do processo da desmineralizacdo do dente. Atualmente existe uma variedade de
agentes de fldor vendidos no mercado, que podem ser aplicados através de diferentes métodos,
nomeadamente, métodos de aplicacdo profissional (aplicacdo de gel, vernizes e espumas), método de
autoaplicagdo (pastas de dentes, bochechos fluoretados, comprimidos, pastilhas e gomas de mastigar) e
método coletivo ou baseado na comunidade (dgua fluoretada, leite e sal) [6].

O verniz de fluor é atualmente o agente topico de flior mais recomendado para a prevencéo da cérie,
isto porque, a sua aderéncia num prazo alargado na superficie dentéria permite-lhe funcionar como um
deposito libertador de fluor. Este produto, ao interagir com a saliva forma compostos de fluoreto de
calcio (CaF,) que ao estarem num meio de pH &cido libertam ides de flior (F~) no qual, contribui para

diminuicdo da desmineralizagdo e assim, evitando o desenvolvimento da cérie [7], [8]. O fltor é
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caracterizado pela sua rapida incorporagdo nos cristais da hidroxiapatite dos tecidos duros dos dentes,
dando origem a fluorapatite que é muito mais resistente as solu¢des &cidas quando comparada com a
hidroxiapatite [9].

Estudos realizados demostraram que o fltor para além de ser o principal agente de prevencédo da
carie dentaria também apresenta um efeito protetor no combate a erosdo dentéria [10], [11].

Tendo em conta o efeito protetor do flior no combate a cérie e a erosdo dentaria, varios estudos
foram realizados de forma a compreender o metabolismo deste elemento quimico quando aplicado nos
dentes humanos. No entanto, verifica-se também que o fllor quando ingerido em excesso pode
apresentar efeitos colaterais como a fluorose dentéria que ocorre durante a formacédo dos dentes [12].

Técnicas analiticas como a espectroscopia Raman e a fluorescéncia de raios-X dispersiva em energia
(EDXRF), foram utilizadas nos estudos da desmineraliza¢do dos dentes e mostraram capazes de oferecer
informacdes relevantes acerca da composicéo elementar e estrutural dos tecidos duros dos dentes quando
expostos aos agentes &cidos. Outra técnica que se provou ser bastante eficaz nos estudos de aplicagdo
odontoldgica é a espectroscopia de emissao de raios gama induzida por particulas (PIGE) pois, permite
fazer a quantificacdo do fldor ao longo dos tecidos dentarios. No entanto, apesar de existirem muitos
estudos sobre os diferentes modos de aplicacdo dos agentes de flor no tratamento dentéario, ainda ndo
esta detalhado o modo mais eficaz da sua aplicagdo a interacdo dentéria e as melhores concentracdes e
distribuicdes no esmalte e na dentina necessarias para evitar a perda mineral. Neste sentido, pretende-se
com esta dissertacdo fazer uma analise da distribuicdo do fllor no esmalte, ajustando as técnicas
analiticas, de modo a obter resultados conclusivos [13], [14], [15].

Para tal, pretende-se cumprir os seguintes objetivos:

e Desenvolver uma gaiola de Faraday para a medicao correta do nimero de protdes que incidem
na amostra na técnica PIGE;

e Analisar a concentracdo de flior no esmalte apds a aplicagdo topica de vernizes de flior em
esmalte dentéario, através da técnica PIGE;

e Avaliar a alteracdo do contetdo mineral e elementar do esmalte por acdo destes vernizes
considerando o potencial protetor da adicdo do fluor, através das técnicas de espectroscopia

Raman e espectroscopia por EDXRF.



2 Dente humano

Cerca de 20% da area da superficie da boca é constituida pelos dentes. Estes tém como principal
fungdo a mastigacéo dos alimentos [1].

A propriedade do dente consiste em quatro estruturas: 0 esmalte, a dentina, 0 cemento e a polpa
(figura 2.1) [16]. O esmalte é uma estrutura dura e inerte que reveste a parte externa da superficie
dentéria. E responsavel pela protecio da coroa anatomica. A dentina é uma estrutura menos mineralizada
que o esmalte, compde o maior volume da porcdo interna do dente e é suportada pela polpa, um tecido
conjuntivo macio. O cemento é uma estrutura externa da raiz do dente e é tdo duro quanto ao 0sso. O
dente é dividido ainda em trés partes: a coroa (com uma ou mais cuspides) que é totalmente coberta pelo
esmalte e fica exposta na cavidade ora, a raiz que encontra no interior do 0sso e coberto pelo cemento e

0 colo que situa entre a coroa e a raiz [1], [17].

Esmalte
Coroa | . Dentina

Polpa
Colo (

Gengiva
Canal radicular

Osso
Cemento

Nervo e vaso sanguineos

Figura 2.1 - llustracdo da estrutura do dente. Adaptado de [16].



2.1 Esmalte dentario

2.1.1 Formacao do esmalte

O esmalte resulta de um processo designado amelogénese e difere significativamente de outros
tecidos mineralizados por ter um contetdo organico de origem epitelial. Na fase inicial da formacéo, o
esmalte é compreendido por quatro camadas: epitélio interno, reticulo estrelado, estrato intermédio e
epitélio externo. Sendo o epitélio interno confrontado posteriormente por varias alteragdes morfologicas
que pode ser dividido em cinco fases. Na fase de pré-secrecdo da matriz do esmalte, as células do
epitélio interno apresentam uma forma cada vez mais colunar, ocorre uma inversao de polaridade, tendo
0 movimento do nucleo na direcdo a extremidade do estrato intermédio. Nesta fase, as células do epitélio
interno sdo designadas de pré-ameloblastos. Na fase de secrec¢do, o contelido das vesiculas é depositado
no espaco extracelular e os cristais da hidroxiapatite aparecem na matriz com uma forma muito fina,
semelhante a uma agulha. Nesta fase, as células sdo designadas de ameloblastos e se encontram poucas
mineralizadas. Na fase de transi¢cdo, ocorre uma reducdo de até 50% dos ameloblastos devido a
apoptose (morte celular programada). Ja na fase de maturacéo, o esmalte deixa de ser rico em conteudo
organico e pouco mineralizado, passa a ser totalmente mineralizado devido a entrada dos ides do célcio
no seu interior. A fase de pds-maturacéo é caraterizada pelas alteragdes morfologicas referentes as
funcBes do esmalte. Nesta fase, os ameloblastos séo separados da parte superficial do esmalte por uma
cuticula [1], [18].

2.1.2 Estrutura do esmalte

O esmalte é dos tecidos dentarios mais resistente, ndo se deforma facilmente, apresenta baixa
resisténcia a tragdo e é pouco poroso (apenas 5% do volume). Este tecido ndo possui uma capacidade
generativa pelo que, ndo consegue recuperar ap6s uma perda mineral. Existem varios processos gque
contribuem para a sua perda nomeadamente erosdo e abrasdo dentario, atrito e a carie dentaria [18].

E constituido por 96% mineral que corresponde aos cristais de hidroxiapatite incluindo algumas
impurezas e 4% ndo mineral, sendo 3% corresponde a agua e 1% a matéria organica (matriz do esmalte).
A combinacéo dos componentes organicos e inorganicos fornece uma boa dureza e resisténcia para que
0 esmalte desempenhe bem a sua funcéo [18].

Os cristais da molécula da hidroxiapatite de formula quimica Cai0(PO4)s(OH) sdo hexagonais com
aproximadamente 70 nm de largura e 25 nm de espessura, concentrados em estruturas prismaticas e
inter-prismaticas. Uma das caracteristicas do esmalte é sua solubilidade em meio &cido, permitindo
alguma substituicdo dos ides da hidroxiapatite. O catido Ca®* pode ser substituido por K*, Nat, NH**,
Mn?*, Cu?*, Mg?*, Fe?*, ou Zn?*, e o0 grupo OH™, e PO3~ por CO%~,S0%~, SO%~, Cl7ou F~. A
substituicdo do ido OH™ por ido F~ tem grande importancia do ponto de vista clinico sendo que, dessa

substituicdo o mineral resultante é fluorapatite Caio(PO4)sF2 que € muito resistente a dissolugéo por &cido
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[1], [18]. No entanto, devido a algumas a¢des diarias no meio oral que consequentemente podem induzir
as substituicbes dos iBes referidas anteriormente, a hidroxiapatite do dente, ndo se encontra na sua
composicao pura, pois apresenta uma deficiéncia do elemento célcio. A esta hidroxiapatite deficiente
em célcio € designada de hidroxiapatite carbonatada [19]. Outras alteracGes que podem surgir nas
propriedades da hidroxiapatite € a inibi¢do do crescimento dos cristais provocada pela substitui¢do do
ido magnésio e 0 aumento e diminuicao da solubilidade provocada pela substituicdo do ido de carbono
e fldor, respetivamente [20].

No espaco entre os cristais da hidroxiapatite, encontram-se 0s poros que tem presente as proteinas,
os lipidos e a agua. A maior quantidade da agua presente no esmalte esta associada aos poros, a restante
contribui para a formacdo de uma camada hidratante que reveste os cristais. A presenca desses
compostos organicos no esmalte facilita a passagem de pequenas moléculas (acido lactico) e alguns i6es
(hidrogénio e célcio) [18], [21].

A unidade estrutural do esmalte é o prisma, inicia-se desde a jun¢do dentina-esmalte até a superficie
do dente. Os prismas tém cerca de 5-6 um de didmetro e podem chegar a 3 mm de comprimento. O
esmalte prismatico é predominante na zona interna, préximo da dentina e & medida que avanca para
zona superficial, torna-se menos sollvel, ocorrendo uma diminui¢do de poros, dando origem a um
esmalte aprismatico. Nesta zona, os cristais estdo paralelos entre si e numa direcdo perpendicular a
superficie do esmalte. Trata-se de uma zona muito rica em alguns oligoelementos como o fltor que é

essencial no processo de remineralizagdo do esmalte [18], [9].

2.2 O processo de remineralizacao e desmineralizacio do esmalte

A desmineralizagdo é um processo de perda de iBes minerais dos cristais da hidroxiapatite dos tecidos
duros do dente (esmalte, dentina e cemento). Este processo é causado pelo ataque acido proveniente de
dois mecanismos principais: acido dietético que advém da alimentacgdo diaria e ataque acido microbiano
das bactérias presentes na boca. O esmalte apresenta maior solubilidade num meio acido e a agua
presente na sua constitui¢do facilita a difusdo acida e do contetdo mineral no dente. No entanto, a
ocorréncia de um ataque acido resulta facilmente numa dissolucéo quimica dos contetdos organicos e
inorganicos do esmalte [20].

Os fatores que estéo na origem da ag&o &cida no processo de desmineralizacéo sdo classificados como
extrinsecos e intrinsecos ao organismo humano. Os fatores extrinsecos estdo associados a dieta e 0s
medicamentos enquanto que, 0s extrinsecos associam-se a vomitos e doenga de refluxo géstrico [20],
[22].

Diariamente as pessoas consomem alimentos que contém carboidratos que podem ser metabolizados
pelas bactérias presentes na placa dentaria, produzindo acidos que contribuem para o processo da
desmineralizacdo do esmalte. A agdo desses &cidos permite dissolver o fosfato de calcio e
posteriormente levaré a formagdo de uma cavidade no esmalte caso esta agdo ndo for impedida. Como
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exemplos dos carboidratos consumidos no dia-a-dia tem-se: glicose, sacarose e frutose ou amido cozido
[4], [20].

A medida que os &cidos atravessam a placa bacteriana para entrarem na zona porosa do esmalte,
dissociam-se e produzem ides de hidrogénio capazes de dissolver o mineral do esmalte através da perda
do fosfato de célcio para o exterior do dente. A contribui¢do desses ides na diminui¢do do pH na placa
bacteriana facilita a difusdo dos &cidos ao longo do seu percurso no esmalte. O ataque &cido por esses
iGes € predominante nas regides do esmalte em que a hidroxiapatite se encontra rica em carbono e fraca
em célcio, isto €, regides de maior solubilidade. A solubilidade variavel nas diferentes regides do esmalte
permite que o processo de desmineralizacdo tenha uma carateristica seletiva [4], [23].

A erosdo e a cérie dentaria sdo duas lesdes dentarias bastante ameacadoras para a salde oral que
resultam do processo de desmineralizacdo [20]. A erosdo dentaria consiste numa perda cronica
localizada dos tecidos duros do dente por dissolugéo acida por acdo ndo bacteriana. Normalmente, esta
lesdo ocorre a um pH da cavidade oral bastante baixo de aproximadamente 1 a 3, quando se trata dos
acidos resultante dos fluidos gastricos. Esta lesdo associa-se com maior prevaléncia as pessoas que
consomem frequentemente bebidas carbonatadas como refrigerantes [24], [25]. Enquanto que, a carie
corresponde a perda do contetdo ndo organico dos tecidos duros do dente devido a acdo dos &cidos
produzidos pelas bactérias. As bactérias que envolvem no processo da cérie sdo tipicamente
Streptococus mutans e sobrinus. O processo desta doenca inicia-se na placa dentaria e posteriormente
pode ser observada na zona da coroa (carie coronal) e raiz (cérie radicular) do dente. O percurso inicial
do processo da cérie tem uma caracteristica reversivel sendo possivel remover os componentes acidos
da placa dentaria [26], [27].

A desmineralizacdo é um processo reversivel sendo que, os cristais da hidroxiapatite parcialmente
desmineralizados podem ser reparados e chegam a ter novamente o seu tamanho original. A este
processo de reparacdo é designado por remineralizacdo. O pH, a saliva e o fluor sdo trés componentes
fundamentais no controle de desmineralizag&o, inibindo desta forma a erosao e cérie dentaria. Estes sdo

também designados de agentes de remineralizagao [20].

° pH

A cavidade oral estd constantemente num conflito entre processos de desmineralizacdo e
remineralizagdo. A fronteira entre estes dois processos relaciona-se com o nivel de pH da boca no qual,
abaixo do valor de 5,5, aproximadamente, pode ocorrer o processo de desmineralizagdo do esmalte e, 0
processo inverso, pode ocorrer se este mesmo valor for ultrapassado [23], [28]. Se o valor de pH for
inferior ou igual a 5,5, 0 mesmo pode tornar-se critico, a partir do qual pode ocorrer uma troca ionica
na mesma proporc¢ao entre uma solucéo e uma estrutura solida. Na determinacéo do valor de pH critico
também é considerada a solubilidade da estrutura solida e a agdo de certos constituintes minerais da

solucdo. A concentracdo de fosfato de calcio apresenta caracteristica variaveis no fluido da placa



dentéria consoante o individuo, pelo que para ocorrer uma cérie, o pH critico deve situar-se em média
entre 0s 5,5 e 0s 5,7. Em relagdo a erosdo, como nao est4 associada a placa dentéria, ndo se estabelece
nenhum pH critico [29].

Assim, em condic0es fisioldgicas normais, o pH no meio bucal é de aproximadamente 7,4 sendo que,
durante o sono sofre uma ligeira diminuicao [29].

Algumas frutas tém presente o &cido citrico, cuja férmula quimica é CsHsO-, que é considerado
prejudicial para os dentes devido ao seu pH de aproximadamente 3,8-5. Este &cido contribui para a perda
do mineral dentério através da sua dupla acdo. O contacto deste com cada molécula da agua leva a
formacdo de trés ides de hidrogénio, H*. No entanto, o ido H* é capaz de atacar diretamente a superficie
dos cristais minerais, possibilitando a remocdo do célcio quando este liga-se aos ifes negativos da
solucéo acida. Para além disto, os ides POs* e CO3s? sdo removidos para o exterior do esmalte por acdo
dos trés ides de H*. A equacéo 2.1 abaixo representada, corresponde ao processo da a¢do do &cido citrico

no esmalte dentario [19].

Cayo-x Nax (PO4)s-y (CO) (OH),. Fu+ 3H* => (10-x)Ca?* + xNa* + (6-y)( HPO3™ + z(HCO3) +  (2.1)
H,O + uF

e Saliva

A saliva é um fluido claro, ligeiramente acido (valor de pH normal entre 6-7), indispenséavel para a
protecdo da salde oral. Este trata-se de uma secrecao exocrina, que pode ser classificada como serosa,
mucosa ou mista. Quanto as secrecBes serosas, estas sdo produzidas a partir da glandula parédita,
enguanto que as secre¢Ges mucosas sdo produzidas pelas glandulas menores. Quando as secrecBes
serosas e mucosas sdo mistas, estas sdo produzidas pelas glandulas sublinguais e submandibulares [30].

Nos contetidos da saliva estdo presentes alguns eletrolitos nomeadamente sodio, potassio, magnésio,
bicarbonatos e fosfatos. Além destes, encontram-se proteinas, enzimas, mucinas, imunoglobulinas e
produtos que contém nitrogénios como a amonia e a ureia. As proteinas (estarinas, histatinas, cistatinas)
contribuem para a formacéo de uma pelicula semipermanente na superficie do dente. Esta pelicula
funciona como uma barreira protetora da superficie dentaria, quando esta entra em contacto com o
conteudo acido. O tamanho das proteinas é grande suficiente para ndo penetrarem no poro do esmalte,
sendo capazes de ligar a hidroxiapatite, ajudando no controle do crescimento dos cristais e na
estabilidade da hidroxiapatite do esmalte dentério. Sendo assim, as proteinas facilitam a penetragao dos
minerais que favorecem o processo de remineralizacdo e evitam a saida dos mesmos [29], [30].

Para além da pelicula protetora, a saliva possui inimeras outras fungdes nomeadamente na sua acao
tampdo ou neutralizante, atuando como fonte constante de calcio e fosfato e na sua agéo antibacteriana

e de limpeza dos carboidratos e &cidos da placa [20].



A acdo tampdo da saliva é mais eficiente perante uma alta taxa de fluxo salivar estimulado quando
comparada com condi¢cfes de baixo fluxo salivar ndo estimulado [30]. Esta acéo influéncia o pH
intraoral, mantendo-o numa faixa fisioldgica saudavel entre 6-7. Além disso, forma um complexo de
fosfato de célcio e glicoproteina com capacidade de se incorporar no esmalte dentério, designado de
precipitina salivar. A alta solubilidade do fosfato de célcio nas proteinas salivares, permite a formacao
de um mineral, no qual a sua dissolugdo antecede a dos minerais dentarios. Contudo, desfavorece o
processo de desmineralizacdo [20], [29].

Em relagdo a carie, o pH da placa bacteriana, modificado pela saliva, tem um efeito neutralizante
muito mais eficiente do que o proprio pH da saliva. Este efeito neutralizante também é influenciado pela
espessura e 0 numero de bactérias na placa. A erosao também esta relacionada com a capacidade tampao
e secrecdo salivar [20], [30].

A saliva é supersaturada com célcio e fosfato, tendo concentragdes superiores a solubilidade de
fosfato de célcio no esmalte. Estes elementos presentes na saliva sdo fundamentais para o processo de
remineralizacdo, no sentido em que se precipitam durante as condi¢bes de repouso, de forma a
compensar as perdas dos minerais durante um ataque acido [23], [30].

A pelicula protetora contém substancias antibacterianas e tampdes que neutralizam os &cidos
produzidos pelo metabolismo bacteriano na placa. No entanto, permitem uma redistribuicdo do célcio e
fosfato na zona da lesdo, provocada pelo processo de desmineralizagdo, permitindo ainda, uma
regeneracao de novas superficies nos cristais ndo afetados (cristais remanescentes) por este processo

[4].

e Fllor

O flbor é conhecido como um elemento fundamental na inibicdo do processo de desmineralizacao
evitando assim, a formacdao da carie e da erosdo dentaria.

Ao aplicar substancias que contém flior no dente, o ido fluoreto pode substituir o ido OH™ na
hidroxiapatite, dando origem a molécula de fluorapatite que € muito mais resistente ao processo de
desmineralizacdo quando comparada com a hidroxiapatite do esmalte. Isto porque, o valor do pH
associada a fluorapatite (pH=4,5) é ligeiramente menor que o da hidroxiapatite (pH=5,5) contribuindo
para a diminuicdo da fraqueza da hidroxiapatite perante o acido. O fluoreto de calcio (CaF) presente
nessas substancias, atua como um reservatdrio de flior permitindo a inibi¢do da desmineralizagdo por
um periodo prolongado, chegando até meses [23], [31]. Acredita-se que este efeito num periodo
prolongado advém da resisténcia de CaF, no ambiente oral a pH neutro e da libertacdo de ides de fltor
em pH acido [6].

O fluor pode estar presente em diferentes zonas do meio intraoral e consoante estas zonas, pode
desempenhar diversas funcGes. Na figura 2.2 encontra-se o esquema do fltor presente em diferentes

zonas do meio intraoral. Este, pode estar tanto no exterior do esmalte (A) nomeadamente na saliva e no



biofilme, como firmemente ligado a estrutura do esmalte (B-E). O fluor pode ser encontrado também
no liquido interprismético (B), fracamente ligado aos cristais da hidroxiapatite (C e D) e ainda pode
estar na forma de fluoreto de célcio que é depositado na superficie do esmalte. Esta deposicdo é
influenciada pelo pH &cido e pela concentragdo e exposi¢do ao fluor. Em pH &cido, CaF, se dissocia em
ides de F- e Ca?", libertando-os para o meio oral. Estes ides contribuem para que haja um nivel adequado
de fluor adsorvido nos cristais. A fracdo de fluor adsorvido tem um maior efeito protetor no esmalte
[6]. No entanto, tendo uma quantidade suficiente dos ides de calcio e do fosforo na saliva ou na placa
dentaria, os ides de fluor podem induzir a remineralizacdo do esmalte parcialmente desmineralizado
[32].
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Figura 2.2 - Representacao esquematica do papel do flior em véarias zonas do meio intraoral.
Adaptado de [6].

O fldor também participa na inibicdo da atividade bacteriana. Atividade esta, que esta na origem da
formacédo da carie dentaria. O ido F associado ao ido H* forma o fluoreto de hidrogénio (HF) que possui
uma caracteristica lipofilica, o que facilita a sua penetragdo nas membranas bacterianas. Ao entrar nas
membranas bacterianas, este se dissocia emido F e ido H* devido a caracteristica alcalino do citoplasma
da bactéria. Sendo assim, o ido F consegue inibir varias enzimas celulares como a enolase e a ATPase,
que sdo responsaveis pelo metabolismo do agucar [28].

Assim, pode-se distinguir trés principais mecanismos de acédo topica do fldor, perante um pH acido
no meio oral [4]:

a) Inibir o metabolismo bacteriano;



b) Inibir a desmineralizacéo;

c) Promover a remineralizacdo.

Apesar do fluor apresentar vérias fungbes que contribuem no tratamento dentério, é de salientar que
a aplicacdo ou o consumo excessivo de fldor pode resultar numa fluorose dentéria, tratando de um

defeito da mineralizagdo do esmalte [20], [33].

2.3 Aplicacio topica de vernizes de flior no esmalte dentario

Dos varios mecanismos de a¢do do fliior no tratamento dentério, o efeito da aplicacdo topica (como
pastas de dentes, géis, espumas, enxaguadouros bucais e vernizes) de produtos que contém flGor
demostrou-se ser mais eficaz comparada com o efeito da aplicagdo sistémica (como agua, sal, acucar,
leite e suplementos). Os métodos de aplicacdo tdpica pode ser aplicado tanto em criangas como em
adultos [6], [4].

Os vernizes sdo 0s principais agentes recomendados nos consultorios e atualmente existem mais de
30 produtos desses no mercado. Estes produtos, contém fluoreto de sodio (NaF) e foram desenvolvidos
na década de 1960 com o objetivo de aumentar a propriedade de aderéncia de fllor nas superficies
dentarias por um periodo prolongado. Podem ser considerados mais seguros quando comparadas com
outros agentes por apresentarem riscos de ingestdo reduzidos e pelos seus efeitos mesmo quando a
aplicacgdo feita é de pequena quantidade [6], [34].

Muitos estudos sobre a aplicacéo topica de vernizes de flior no esmalte dentério foram feitos. Num
estudo realizado por Perrini et al. [35], avaliaram in vivo, a eficacia de um tipo de verniz de fllor da
marca Duraphat® na prevengdo da desmineralizagdo do esmalte na forma de lesées da mancha branca,
em individuos com aparelhos dentérios fixos. Estas lesdes de manchas brancas, correspondem a uma
porosidade nas areas da subsuperficie do esmalte, induzidas pela desmineralizacdo cariosa e aparecem
frequentemente em individuos que usam aparelhos dentarios fixos. Uma das causas dessas manchas é
ndo manter uma higiene bucal adequada. Os meios de aplicacdo topica de fllor sdo muitos utilizados
para colmatar este tipo de lesdo. Neste estudo, o verniz de fltor foi aplicado em vinte e quatro pacientes
com idade média de 14 anos e 1 més. O verniz foi aplicado nos quadrantes 1 e 2 (maxilar esquerda e
direita), tendo os quadrantes 3 e 4 (mandibular esquerda e direita) como controle. Os pacientes foram
divididos aleatoriamente em 2 grupos no qual, num dos grupos o verniz foi aplicado a cada 3 meses e
no outro em cada 6 meses, num periodo de 12 meses. Os resultados obtidos demostraram gque ndo houve
diferenca estatisticamente significativa em aplicar o verniz 2 ou 4 vezes por ano e que a houve efeito
protetor na utilizacdo do verniz de fldior contra o aparecimento das manchas brancas, mas ndo de forma
significativa em pacientes com uma boa higiene bucal.

Chandak et al. [36], realizaram um estudo in vivo onde, comparam a eficécia da aplicacéo de verniz
de fluor (lvoclar Vivadent, Alemanha) e do material Fosfopeptideos de Caseina - Fosfato de Calcio
Amorfo (CPP-ACP) na protec¢do da cérie dentaria. O produto CPP-ACP quando incorporado na pelicula
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salivar permite uma reducdo da adesdo das bactérias Streptococcus mutans que sdo 0s principais
organismos produtores da carie dentéria. Neste estudo, foram selecionadas 280 criangas com Ccérie
inativa e com denticdo priméaria completa. Destas 280 criangas, 120 apresentaram risco de cérie
moderado e alto apds uma avaliagdo microbioldgica. As criangas foram divididas em quatro grupos (I,
I, Il e 1VV) sendo, nos grupos I, Il e 111 (grupos de testes) foram aplicadas o complexo CPP-ACP, verniz
de fltor e uma mistura do complexo CPP-ACP e verniz de fluor, respetivamente e no grupo IV (grupo
de controle) néo foi aplicado nenhum dos produtos de tratamento. As criangas foram indicadas a fazerem
uma higiene bucal habitual. Coletaram amostras de placas dentarias antes e apds o tratamento para
analisarem a presenca das bactérias Streptococcus mutans no biofilme. Estas amostras foram incubadas
em condicBes aerdbias por um periodo de 24 horas. As informacgdes quantitativas dessas bactérias
presentes nas placas dentarias sdo essenciais para a avaliagdo da eficacia dos produtos aplicados nos
dentes. Os resultados obtidos permitiram concluir que, o verniz de fldor aplicado em conjunto com a
CPP-ACP é muito mais eficaz no combate a carie dentéria do que quando ¢ aplicado sozinho pois, a
aplicacdo desses produtos condiciona a disponibilidade simultanea de célcio, fosfato e fluoreto no
esmalte. Foram encontrados menos quantidades das bactérias Streptococcus mutans apds o tratamento
do que antes do tratamento.

Alguns estudos da aplicacdo de verniz de fluor foram feitos em dentes bovinos, isto porque, estudos
revelaram que os dentes humanos apresentam carateristicas semelhantes ao dos bovinos, nomeadamente
a microestrutura, a composicdo e a orientacdo da hidroxiapatite do esmalte. As amostras de dentes
extraidos de humanos estdo cada vez mais dificeis de adquirir gragcas ao avan¢o na odontologia
preventiva [37]. Num estudo realizado por Han Na et al. [38] em amostras de esmalte de bovinos,
compararam os efeitos do verniz de flior na remineralizacdo do esmalte desmineralizado quando a sua
aplicacdo é feita de modo direta (na superficie contaminada pela cérie dentéria) e indireta (ao redor da
superficie contaminada pela carie). Foram utilizados cento e vinte seis amostras de esmalte, divididas
em quatro grupos de testes (n=28 cada) e um grupo de controle (n=14). Em cada grupo de testes foi
dividida em dois subgrupos no qual, foi feita a aplicacdo direta e indireta do verniz de fluor,
respetivamente. Foi aplicado quatro marcas diferentes de verniz de flGor (Duraphat®, Enamel Pro@,
MI™ e Clinpro™) nesses quatro grupos de testes, respetivamente. Todos esses produtos contém 5% de
NaF. Ap6s o tratamento com verniz, as amostras de testes e controle foram submersas em saliva artificial
por um periodo de 72 horas, sendo removido o0 verniz nos primeiros 24h e trocada a saliva em cada 24
horas. As amostras também foram testadas quanto a resisténcia ao ataque &cido no qual, foram imersas
em suco de laranja com 2,3 de pH, por um periodo de 2h. Foram feitos testes de microdureza em todas
e 0s resultados obtidos constataram-se que a remineralizagéo variou para todos os tipos de vernizes e
foram significativamente maiores nos grupos em que foram feitas uma aplicacéo direta do verniz. No
entanto, verificou-se que a taxa de remineralizacéo variou consoante o tipo de verniz de flGor e 0 método

de aplicacdo.
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Godoi et al. [39] também utilizaram verniz de flor num estudo onde investigaram o seu efeito na
remineralizacdo in vitro em esmaltes afetados por lesdes de cérie artificial e analisaram a concentracao
de fluor soltvel e insoltvel dos vernizes. Neste estudo, foram utilizadas quarenta amostras de esmalte
bovinos em que, de modo a proporcionar um ataque acido, foram imersas numa solucéo de pH=5,0 com
1,3 mml/L de nitrato de célcio tetra-hidratado e 0,78 mol/L de fosfato monosodico monohidratado. Estas
amostras foram divididas em quatro grupos: grupo CON correspondente ao grupo controle, grupo ENA
em que, foi aplicado o verniz da marca Enamelast, grupo DUR em que, foi aplicado o verniz da marca
Duraphat e por ultimo, grupo CLI em que, foi aplicado o verniz da marca Clinpro White Varnish. As
amostras foram submetidas a um ciclo de pH com duracdo de seis dias, de modo a induzir a
remineralizacdo. Os resultados de teste de microdureza mostraram valores superiores ap0s o tratamento
com verniz de fldor. No que diz respeito a concentracdo de fldor dos vernizes, a maior concentracao de
fldor soluvel e insoltvel foi encontrado no verniz da marca Enamelast em comparagdo com as demais
marcas. Contudo, verificou-se que o verniz de fltor teve efeito eficaz na remineralizagdo da superficie

do esmalte, mas ndo se verificou efeito eficaz na remineralizacéo da leséo subsuperficial do esmalte.
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3 Técnicas analiticas

3.1 Emissao de raios gama induzida por particulas — PIGE

A técnica de emissdo de raios gama induzida por particulas é uma das técnicas de feixe de ides (IBA
- lon Beam Analysis), ndo destrutiva e dependente de processos inelasticos, utilizada na analise
quantitativa de elementos mais leves que o silicio (exemplos: Litio (Li), Berilio (Be), Boro (B), Fluor
(F), Sodio (Na), Aluminio (Al), etc.) presentes nas amostras. O nimero atémico desses elementos leves
encontra-se entre 3 < Z < 20. Esta técnica tem sido utilizada frequentemente para anélise quantitativa,
desde 1960 em que, a disponibilidade de detectores semicondutores permitiu um melhoramento
significativa na resolucdo da deteccdo de raios gama. Baseia-se na detec¢do dos raios gama emitidos por
reacdes nucleares de ressonancia entre o feixe de particulas carregadas incidentes e o ndcleo alvo. Para
feixe de particulas carregadas com uma energia fixa, a concentracdo média dos elementos presentes na
amostra pode ser deduzida através do rendimento total de raios gama emitidos a uma dada reagdo
nuclear. Os raios gama emitidos sdo medidos através dos detectores de radiacdo gama como por
exemplo, detectores de cintilacdo e detector HPGe. Sendo este Ultimo arrefecido & temperatura do azoto
liquido (77 K). A anélise de reagdo nuclear com a emissdo de raios gama por esta técnica é feita
principalmente quando a composic¢do quimica da amostra € qualitativamente desconhecida [40], [41].

A técnica PIGE tem sido aplicada em diferentes campos de estudos nomeadamente arqueologia, meio
ambiente, geologia e biomedicina devido a sua capacidade em determinar a concentracéo e perfil de

profundidade dos elementos leves numa ampla variedade de amostras [42], [43].

3.1.1 Reacoes nucleares e emissiio de raios gama

A reacdo nuclear trata-se de interacdo entre ndcleos, mas também pode ocorrer através da interacdo

entre ndcleos e outras particulas fundamentais como eletrGes e fotdes. No presente estudo, as amostras
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foram bombardeadas por feixe de protdes. A expressdo geral de uma reacdo nuclear encontra-se

representada na equacdo 3.1 [40], [41].
a+A—>b+BouA(a+b)B (3.1)

Em que, o nlcleo alvo A é atingido pela particula a levando a emisséo de b e transformando o nucleo
alvo em B. O conjunto (a + A) representa o canal de entrada e (b + B) representa o canal de saida. As
vezes ocorrem reacdes nucleares em que, a particula incidente interage com a superficie do alvo
atingindo apenas a alguns nucleos periféricos, a este processo é designado de reagdo direta. Outras vezes,
a particula incidente interage com um dos ndcleos do alvo, resultando na formacdo de um nucleo
composto que pode estar num estado excitado, em que a desexcitacao deste nlicleo composto provoca a
emissdo da radiacdo, este processo é designado de reacGes nucleares de nlcleo composto [41]. Durante
0 processo de desexcitagdo, a radiacdo emitida pode estar associada aos raios gama. Neste caso, o canal
de saida tem associado a emissdo gama. Esta emissdo gama pode ser conduzida através de trés tipos de
reacdes nucleares de ressonancia (captura radiativa, dispersdo inelastica e colisbes com rearranjo). Nas
reacOes de ressonancias por captura radiativa, a particula incidente é capturada pelo nucleo A levando a
formacg&do de um nucleo composto em que, caso fique num estado excitado, B*, ao decair para o estado
fundamental B ocorre a emissdo de raios gama. Exemplos tipicos deste processo sdo as reac¢des (p, )
[44]. A equacdo 3.2 é representativo para este tipo de reagéo.
at+A—>B">b+B (3.2)
Num processo de reacao nuclear em que parte da energia cinética das particulas incidentes € utilizada
na excitacdo do nucleo alvo designa-se por dispersdo inelastica. Neste processo, o projétil é disperso em
diferentes energias e a emissdo da radiacdo ocorre pelo processo da desexcitacdo do nucleo. Na analise
de particulas gama em que esta associada a dispersdo inelastica, as reagdes tipicas sao do tipo (p, p’y).
A equacéo 3.3 é representativo para este tipo de reacgao.
at+A->A"+ad >A+a +y (3.3)

Neste estudo, serd analisada através da técnica de PIGE, este tipo de reacdo ineléstica induzida por
protdes sobre o fldor e fosforo presentes nas amostras de esmalte dentario. Sera dada especial atengédo
as emissOes gama de energia 197 keV da reagdo °F(p, p’y)'°F e 1266 keV da reacéo 3'P(p, p’y)*'P .

Um outro tipo de reacdo nuclear de ressonéncia é a de colisbes com rearranjo em que, sdo emitidas
particulas diferentes dos incidentes. A equacéo 3.4 representa este tipo de reagdo. Exemplos tipicos deste

processo sdo as reagdes (p, o).

a+A—>B*+b—>B+b+y (3.4)

e Seccéo eficaz
Na interacdo das particulas com os nucleos alvo existe uma probabilidade de ocorrer um dado tipo

de reacdo, designada por seccéo eficaz (c). Esta probabilidade depende da energia das particulas e do
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parametro de impacto relativo ao nucleo alvo [41]. A seccdo eficaz tem dimenséo de area e é dada pela
seguinte express&o:

R 35
o= Ia_;)v (3.5)
Em que, I, corresponde a corrente das particulas incidentes por unidade de tempo, N representa o0s
nucleos alvo por unidade de &rea e R, representa a taxa de producédo das particulas b do canal de saida.
As particulas emitidas durante o processo de reacdo nuclear, numa direcdo (6,4) em relagéo a posicao
do feixe incidente, sdo coletadas por um detector com um angulo sélido pequeno, dQ2. Devido ao angulo
solido ser muito pequeno, nem todas as particulas do canal de saida sdo detetadas pelo que, somente
uma pequena fracdo dR, é detetada. A distribuicdo angular W(6,¢) dessas particulas emitidas é

representada por:

dQ 3.6
ARy = W(O0,0) e

Resultando em,

do _ W(o,9) (3.7)
dQ ~ 4nl,N

<. d X g ) i
Onde, a por¢éo d—g representa a sec¢éo eficaz diferencial.

Fazendo a integracdo da seccéo eficaz diferencial para todos os dngulos e tendo em conta a que
dQ = sen(0)d0d¢, a sec¢do eficaz resultante é dada por:

_J‘da dQ—f” 0do Z”d do (3.8)
°= |35 —Osen() i ¢dQ

Devido a geometria axial das reagdes, j—g é independente de ¢, logo:

_ 430 (3.9)
O = ﬂ-dQ

Nas figuras 3.1 e 3.2 encontram-se 0s graficos das sec¢Oes eficazes de emissdo gama de energia 197 keV
da reacdo °F(p, p’y)'°F e 1266 keV da reacéo 3'P(p, p’y)*'P [45].
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Figura 3.1 - Gréfico de secéo eficaz do '°F de E,=197 keV em func&o da energia do feixe de particulas, apés a
reacdo °F(p, p’»)'°F. Funcéo de excitacdo retirada de [45].
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Figura 3.2 - Gréfico de segéo eficaz do 3'P de E,=1266 keV em funcéo da energia do feixe de particulas, apds a
reacdo 3P(p, p’»)*'P. Funcio de excitagdo retirada de [45].

Os dados da secdo eficaz sdo fundamentais para a aplicacéo da técnica PIGE, sendo que tendo valores
exatos das secgOes eficazes, ndo é necessario recorrer a padrdes. A agéncia internacional da energia
atémica tem realizado uma compilacdo de dados de secOes eficazes atualizados para a analise de PIGE
[46].

e Poder de Paragem

As particulas incidem no alvo com uma certa energia e vao perdé-la ao longo da sua trajetéria. A
este processo de perda de energia é designada por poder de paragem (S).

O poder de paragem total é a soma do poder de paragem eletronico, S,, devido ao processo de
interacdo Coulombiano entre a particula incidente e os eletrGes ligados ou livres, e do poder de paragem
nuclear, S,,, devido ao processo de interacdo com os nucleos blindados ou ndo-blindados dos &tomos do
alvo [41], [47]. Logo:
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S=S,+S5, (3.10)

A velocidade das particulas incidentes vai diminuindo devido a essa perda de energia (-dE) por

unidade de comprimento (dx) na interagdo com o alvo:

3 ﬁ (3.12)
dx

A espessura d do alvo influéncia na perda de energia das particulas incidentes pelo que, torna-se

necessario utilizar a seccéo eficaz de paragem, dada por:

S .
a5 =S (3.12)

3.1.2 Principio fisico da técnica de PIGE

A técnica PIGE é uma técnica que permite a deteccdo de raios gama emitidos como consequéncia de
reacdo nuclear entre feixe de particulas carregadas e nucleos alvos. As particulas sdo aceleradas e ao
colidirem com o nucleo alvo, ocorrem 0s processos de reagdes nucleares. Nesta técnica, as reagdes
nucleares sdo do tipo inelastica. Nesta reagdo ocorre a formagéo de nlcleos compostos num estado
excitado que, ao decairem para o estado fundamental emitem o0s raios gama com uma determinada
energia através do qual permite determinar a composicao elementar da amostra [48]. A energia dos raios
gama é carateristica de um isotopo especifico do elemento presente na amostra e a concentracdo deste
dado elemento pode ser determinada através da intensidade dos raios gama [49]. Os raios gama Sao
detetados por um detector de raios gama (no estudo desta dissertacdo foi utilizado um detector de
germanio ultrapuro) e representados num espectro de emissdo gama (figura 3.3) no qual, fornece

informacdes da energia e intensidades relativas dos raios gama emitidos.
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Figura 3.3 - Espectro de raios gama obtido através da técnica PIGE da amostra do esmalte dentario. Foi
adquirido a uma energia de 3200 keV.

3.1.3 ERYA

O software ERYA BULK (Emitted Radiation Yield Analysis) € um programa de apoio a analise
guantitativa dos espectros de PIGE, sem recurso a padrdes. O programa foi inicialmente desenvolvido
em linguagem C, seguidamente foi criado uma versdo em Labview [41] e atualmente a nova versdo foi
desenvolvida em linguagem C++ [50]. Este programa permite a analise das amostras homogéneas como

também das ndo homogéneas.

3.1.3.1 Principio fisico do programa ERYA BULK

Este programa permite determinar as fragdes méassicas dos elementos leves presentes numa amostra,
através dos respetivos rendimentos das emissfes gama obtidos experimentalmente a uma dada energia,
E [41].

Para uma amostra fina, o rendimento diferencial, dY, de um dado is6topo i de um determinado

elemento e presente numa amostra é representado pela expresséo:

dY = &gps. (E)-ny. o(E). fin- fi- Nap. A~V d T (3.13)
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No qual, &, € a eficiéncia do detector para a energia do fotdo emitido, E, , n, (= %) representa o

numero de protdes incidentes na amostra (Q - carga coletada e p- carga do protdo), f,,, e f; sdo as fragdes
massicas e isotdpicas respetivamente, o(E) representa a seccao eficaz da reacdo nuclear a energia E,
Ny, 0 nimero de avogadro, A~ o inverso do nimero de massa e d/ a espessura do filme.

Para amostra espessa (espessura superior ao alcance das particulas incidentes), o rendimento é obtido

integrando a expressédo anterior:

Eo
dY = gyps. (E,). 1. (E). firn- fi- Na- A7L. o (£) dE
o o Sm(E) (3.14)

Em que, S,,, (E) é o0 poder de paragem em massa e E,, a energia do feixe incidente.

Na determinacdo da composicdo da amostra, considera-se que cada amostra esta dividida em n
subcamadas paralelas a superficie da mesma, dividindo a energia das particulas incidentes em varios
intervalos de energia, dE e garantindo que a secdo eficaz de paragem nesse intervalo permanece
constante (figura 3.4)[46]. Deste modo, a parte integral da expresséo anterior pode ser representado por:

Ey Enyq
-[o Z((g)) 4F = Zn: [(‘;n) ' -Ln Z((g)) dE] (3.15)

Logo, a expressao do rendimento calculado pelo ERYA fica representada na seguinte forma:

_ Q -1 i f i1 o (E)
dY = &4ps- (Ey).<e)-0(E)-fm-ﬁ'NAv'A Zn: [(gn)' g, £(E) aE (3.16)
N E i‘ 0 .
Feixe Energia
0 * Profundidade

Figura 3.4 - Representacéo das subcamadas da amostra e da divisdo de
energia (x- espessura da amostra e R- 0 alcance das particulas). Adaptado de
[46].
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3.1.3.2 Andlise PIGE

O programa ERYA permite simular simultaneamente a concentracdo massica dos varios elementos
presentes na amostra, a partir das emissdes gama representadas no espectro obtido experimentalmente.
Contém uma base de dados com as informacBes que contribuem para a analise quantitativa dos
espectros, nomeadamente os pardmetros de Ziegler, eficiéncia absoluta do detector, secdo eficaz dos

is6topos, abundancia e nimero de massa de todos os elementos da tabela periddica (figura 3.5) [51].

E#h ERYA - Database Manager x
Element Name Gamma Peak (keV) Atomic Number Abundance Atomic Mass Isotopic Mass
N - 10 - 9 T [1290es0s [1e90ms0s
Energy (keV) Cross Section (mbarn) [~ $GESSSeoten 1|11 f b

1 821.000000 0.462442 18000 - - -

2 £32.000000 1332035 L

3 843000000 1.495398 [

4 854000000 2676637 18000 -~

5 865.000000 1,696460 [

6 870.000000 1.57079 Lo

7 873,000000 1922655 14000

8 874.000000 1.872389 :

9 876.000000 2.463009 |

10 873000000 3166725 e

1 £21,000000 1.109611

12 887000000 0.757752 +dkod

13 892.000000 0.674814 R

14 898.000000 1.159876

15 904.000000 1.109611 sd:{ H

16 909.000000 1.306903 B

17 915.000000 1.683894 ;

18 921,000000 4.200354 sodo

19 926000000 11.498229 :

20 932.000000 38.830085 :

21 935.000000 79.796453 aogpt

22 938000000 125663706 |

23 939.000000 128.176980 ;

24 941000000 123.024768 20

25 943.000000 81.807073 o b Enerdy
PR > AN 10 g0 o iespe o teseof o im0l i Do |

Add Edit ‘ Remove ‘ Clear | Load | Save | Cancel ‘ Get Info

Figura 3.5- Fotografia da base de dados do programa ERYA-BULK.

Para fazer a analise PIGE, o utilizador deve preencher todas as informacdes referentes a amostra,
considerando uma composicéo inicial. Algumas informacdes sdo fornecidas pelo programa, mas outras
sdo inseridas pelo utilizador (figura 3.6). O procedimento para a analise é descrito da seguinte forma:

1. Selecionar o numero dos elementos presentes na amostra e 0s respetivos is6topos;
Selecionar a emissao gama desses isétopos;
Inserir os dados estequiométricos dos elementos selecionados;
Inserir os rendimentos experimentais das emissfes gama de cada is6topo;
Inserir a energia maxima do feixe de protdes incidente na amostra;
Inserir a carga acumulada na amostra;

Escolher os elementos que sdo necessarios fazer o ajuste das suas concentracdes massicas;

© N o g &~ w DN

Carregar no botdo Run para obter os rendimentos tedricos.
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O procedimento do ajuste das concentragdes massicas referentes a cada elemento é feito com base
num algoritmo de Levenberg-Marquart, tendo em conta a estequiometria da amostra inserida
inicialmente [50].

wevs ERVA - Emission Radiation Vield Analysis - X
File Database Help

Elements | Detector | Vields | Stoichiometry | Fitting Ertor | Energy Profiling

Element Gamma Peak (keV) Fit Fixed Ratio Cross-Section Stoichiometric Yield Experimental Fitted
Group Number Calibration Parameter Initial Guess Initial Guess Vield Yield
[10¢ | [197 ~| W Fit? [o [ [o.001010 [497.827687 [[e0.55085293 [84.654230
[31P_new | [1266 ~| ¥ Fit? [o [ 10285067 [ 0176566 [ 5938 508218 [ 5038 926365 [ s947.079065
N ~| [440 = M Fit? [o [1 [ 0001010 [ 5223452310 [3485.576318 [ 3485.206560
[ce ~| [o -l I Fit? [o [ [0219338 [ 0.000000 [o ['0.000000
[160 - [o | R Fit? [o [1 [0.602074 [0.000000 [o [ 0.000000
< >
Number —~1  Minimum ,7 Maximum ’% Step Size ’7 Table Step ’7
0 Elements 3 Z1 Energykev v Energy(keV 99,0467 (keV ! (ke e

LIBPhys-UNL

ERYA o+ mee— oy m coa o e N DEa S

Emined Radaton ied ralsis

Figura 3.6 - Interface do software ERYA.

3.1.4 Aplicagiao da técnica de PIGE no estudo da analise do esmalte dentario

— Estado da arte

Apesar do fluor apresentar um papel protetor na prevencao da carie, este por sua vez, pode provocar
varios danos no tecido dsseo e dentario, geralmente fluorose dentéria, quando o fltor é ingerido ou
aplicado inadequadamente [52]. Varios métodos analiticos foram utilizados para a analise da
distribuicdo e concentracdo do fldor no dente. Alguns desses métodos demostraram poucos eficientes,
caso da microanalise por sonda de eletrbes (EPMA) e da espectroscopia de dispersao em energia (EDS)
que sdo geralmente destrutivos e requerem um pré-tratamento das amostras. Ja o PIGE e emissdo de
raios-x induzida por particulas (PIXE) ao contrario dos métodos referidos anteriormente, sdo ndo
destrutivos de medicdo multi-elementar de forma a permitir uma analise quantitativa do flGor no esmalte
dentario [53], [54].

Torrisi and Foti [53] analisaram a distribuicdo de fltor em profundidade no esmalte dentario, através
da reacdo *F(p, a)'®0. Seis incisivos (4 ricos em flGor e 2 saudaveis) e dois molares (1 saudavel e 1
com carie) foram examinados. O composto CrF; foi utilizado como material padrdo por possuir, uma
concentracdo uniforme de flior e por apresentar a perda de energia de protdes ou particulas alfas
aproximadamente igual ao do esmalte dentario. Foi utilizado um feixe de protdes provenientes de um
Van de Graaff Accelerator (V.d.G), com 1,35 MeV de energia e uma corrente de 50 nA. Os resultados
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obtidos do perfil de profundidade do flGor indicaram que seu contetdo se encontra mais concentrado na
superficie (dentro de uma fracdo de micrometros) em dentes saudaveis e muito mais altas em dentes
ricos em fldor, diminuindo lentamente com a profundidade.

Demortier et al. [55] recorreram a técnica PIGE para analisar a concentragdo do fluor no esmalte
dentério, quando irradiado por um laser de argon ap6s uma aplicacdo do gel fluoretado. Utilizaram 240
amostras, obtidos por corte ao meio de 120 dentes humanos extraidos. Essas amostras foram divididas
em dois grupos no qual, o gel fluoretado foi aplicado em ambos e apenas num dos grupos foi irradiado
com laser. Foi utilizado um feixe de protdes com uma corrente de 30 nA e uma energia de 2,7 MeV.
Fez-se uma anlise em profundidade de até 20 um. De forma a obter um valor de referéncia, foi medida
a concentracdo de flior nas amostras antes de qualquer tratamento, tendo assim registado uma média de
3009 ppm. Apds o tratamento, ndo se verificaram diferencgas estatisticamente significativas em relacéo
a concentragdo de fluor e acredita-se que essa pequena diferenca é devido a incorporagéo do flior numa
regido mais profunda que 20 pum, registada pela técnica PIGE.

Yagi et al. [54] utilizaram a técnica PIGE e PIXE para analise qualitativa e quantitativa da absorcédo
do fltor no dente. Foi utilizado nove terceiros molares livres de céries extraidos, em que foram divididas
em 2 grupos, um grupo controlo sem aplicagdo do material contendo flior (FCM) e um grupo no qual
foi aplicado o FCM. Foi utilizado um feixe de protdes com 2,5 MeV de energia, uma corrente de
aproximadamente 50 pA e o ponto de feixe inferior a 10 um. A reacgdo nuclear *°F(p, a,)*°0 foi utilizada
para medir a concentracéo de '°F e os raios gama foram detetados por um detector Bismuth Germanium
Oxide (3” BGO). A concentragdo do flior nos grupos de material contendo flior apos a
desmineralizagdo ndo teve muita diferenca, mas a sua penetracdo foi consideravelmente maior,
sugerindo assim, que o °F foi capaz de penetrar na parte mais profunda da dentina. A profundidade de
penetracdo de °F foi determinada a partir da distancia mais externa da superficie até o ponto que a
concentragdo de '°F deixou de ser detetavel.

Funato et al. [56] desenvolveram um novo sistema de medidas micro-PIGE e micro-PIXE para a
analise do fldor no dente. Utilizaram a reacdo nuclear *F(p, «)'®O para o método PIGE. Como
espécime, foi utilizado dentes humanos extraidos no qual, foram revestidos por esmaltes apds serem
perfurados e preenchidos por um material libertador de fldor. Foi utilizado um feixe de protbes de 3
MeV de energia, uma corrente de 100 pA e um detector de iodeto de sddio para detetar 0s raios gama.
Os resultados obtidos permitiram analisar que a concentragdo de flior no dente é menor comparado com
a sua concentracdo no material libertador de fltor utilizado. A distribuicdo de fltor teve uma variagédo
de até 118 pum de profundidade.

Salah and Arab [57] utilizaram o método PIGE para determinar a concentracdo de flior em dentes
humanos coletados em diferentes regides da Argélia. Como amostras, foram utilizados cerca de 20
dentes saudaveis, secionados ao longo do plano vertical de forma a permitir uma analise do esmalte e

da dentina. Para detetar os raios gama de energia 6,13 MeV recorreram a um detector de germéanio e
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utilizaram um feixe de protdes com energia de 1375 keV. Os resultados obtidos permitiram concluir que
a concentracao do fltor é maior em dentes dos individuos da regido do Sul quando comparada com 0s
da regido do Norte da Argélia devido ao elevado consumo do ché rico em fldor.

Num estudo realizado por Luis et al. [14] a técnica PIGE foi aplicada com sucesso tanto na
quantificagdo da distribuicdo de flior como na determinacéo da captacdo do mesmo em dentes humanos
sujeitos a materiais a base de fllor, nomeadamente os agentes gustativos de secrecdo salivar XEROS™
e SS®. O trabalho experimental foi realizado num acelerador Tandem 3MV usando protdes de 2720
keV. Os raios gama de fltor com energia de 197 keV provenientes da reacdo °F(p, p’y)**F foram
detetados por um detector semicondutor de HPGe. Os resultados obtidos permitiram observar uma
homogeneidade consideravel de fldor em todas as amostras tendo também, uma variacdo das

concentragdes de fllor de 470 £+ 50 a 900 + 100 pg/g.
3.2 Espectroscopia Raman

As principais técnicas de espectroscopia utilizadas para a detec¢édo da radiagéo emitida por vibracdes
moleculares estdo relacionadas com os processos de absorcdo de radia¢do infravermelha e de dispersdo
de Raman [58], [59].

A espectroscopia Raman é uma técnica de dispersdo baseada principalmente na dispersao ineléstica
resultante da interacdo da radiagdo incidente com as moléculas resultando na indu¢do de modos
vibracionais [60].

Em 1928, Chandrasekhara Venkata Raman observou experimentalmente o fendmeno de dispersdo
da radiagdo e junto com Krishnan publicaram o primeiro artigo sobre a técnica de espectroscopia Raman.
Uma técnica que, com o0 avan¢o na tecnologia de instrumentacdo, permitiu resolver varias limitacdes
das outras técnicas de espectroscopia e problemas em relacdo a degradacao da amostra e da fluorescéncia
[61], [60].

3.2.1 Principio fisico da espectroscopia Raman

Quando radiacdo monocromatica de uma certa energia incide na amostra, ocorrem diferentes
fendmenos, nomeadamente a disperséo ou a absor¢do da radiacdo. Na espectroscopia Raman € utilizado
um feixe de radiagdo monocromaética (laser) que ao incidir na amostra difunde-se em todas as direcdes
sendo que, grande parte desta radiacdo dispersa corresponde a dispersdo de Rayleigh e apenas uma
pequena parte representa a dispersdo de Raman pois o fendmeno de Rayleigh apresenta uma secgao
eficaz muito superior [58], [62]. Na figura 3.7 estdo representados os diferentes tipos de dispersdo, onde
se assume que o sistema molecular tem dois estados de energia vibracional, o estado fundamental e o
estado excitado. Quando uma molécula da amostra irradiada interage com o campo elétrico de um fotdo,
fica num estado excitado virtual (ndo ocorre transicdo eletrénica, mas sim uma deformacdo na nuvem

de eletrBes) e seguidamente transita para um estado vibracional fundamental e é emitido um fotdo com
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um comprimento de onda igual ao do fotdo inicial, a este fendmeno designa-se por dispersdo de
Rayleigh. Se a molécula transitar para um estado vibracional em vez de fundamental e é emitido um
fotdo com um comprimento de onda ligeiramente superior ao fot&o inicial, este fendmeno é designado
de dispersdo Stokes. Pode ainda ocorrer dispersdo Anti-Stokes, se a molécula em questdo estiver num
estado vibracional excitado (provocado pelas energias térmicas) e da interagdo resultar uma transicdo
para o estado fundamental. A diferenga de frequéncia entre o fotdo absorvido e o fotdo disperso que
ocorre na dispersdo de Raman representa o nivel de energia vibracional da molécula (modo preciso de
vibracdo molecular da amostra em estudo). A medida que a temperatura aumenta, a intensidade de Anti-
Stokes aumenta, mas tipicamente Stokes é mais provavel a temperatura ambiente. No entanto, a
temperatura pode ser medida a partir da diferenca nas intensidades das bandas desses dois tipos de
dispersdo de Raman [58], [63].

A maioria das moléculas encontram-se no estado de nivel de energia mais baixo quando estdo a
temperatura ambiente. O estado virtual de energia resulta da polarizagdo da nuvem eletrénica que ocorre
guando o laser interage com os eletrdes. A sua energia é determinada tendo em conta a frequéncia da

radiacdo incidente [58].
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Figura 3.7 - Diagrama representativo dos niveis de energias e das transi¢des referente a dispersao de Rayleigh
(a) e dispersdo Raman Stokes (b) e Anti-Stokes ( ¢). Adaptado de [63].
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3.2.2 Vibracoes Moleculares

A energia total de uma molécula no seu estado fundamental é definida como a soma da sua energia
eletronica, vibracional e rotacional, sendo estas energias designadas por graus de liberdade. A maioria
das moléculas possuem 3 graus de liberdade associadas ao movimento de translacdo e 3 graus de
liberdade associadas ao movimento rotacional, com excec¢do das moléculas lineares que possuem apenas
2 graus de liberdade associados ao movimento rotacional. Considerando N, o ndmero de &tomos
existente numa molécula, para uma molécula ndo linear, o nimero de graus de liberdade ou modos
vibragdes possiveis é dado por 3N-6 e 3N-5 para moléculas lineares. Cada uma dessas frequéncias
vibracionais correspondem a um nivel de vibracdo representada por v. No primeiro nivel (v,),
correspondente ao estado fundamental de energia, ndo ocorre a vibragdo molecular. No segundo nivel
(v,) ocorre a vibracdo molecular devido a absor¢do de um quantum de energia. Para os restantes niveis
(vy, v3 e v,) também ocorre a vibragdo molecular, mas ndo tem de ser necessariamente devido a
absorcdo de 2, 3 ou 4 vezes 0 quantum de energia. Os modos normais de vibragdo podem ser
classificados em dois tipos (figura 3.8): modo de alongamento, dividida em simétrico e antissimétrico e
modo de deformacéo angular, dividida em balango, tesoura, ondulacéo e tor¢do. A dispersdo de Raman
apresenta uma maior intensidade para 0 modo de vibragao simétrica, isto porque, 0 movimento simétrico
provoca grandes alteracfes na polarizabilidade da nuvem eletronica principalmente nas moléculas
triatomicas. A regra bésica da selecdo de dispersdo de Raman tem que ver com a alteracdo da
polarizabilidade da nuvem eletrénica, serdo 0os modos vibracionais que alterem a polarizabilidade da

molécula que serdo ativos em espectroscopia Raman [59], [64].

Vibragdes de alongamento

‘-\<-’ '\./\‘-’

Simétrico Antissimétrico

Vibragdes de deformagdo angular
Balanco Oscilacdo Torgdo Tesoura

Figura 3.8 - Representacdo dos modos normais de vibracdo numa molécula triatémica: alongamento (simétrico
e antissimétrico) e deformagdo angular (tesoura, balango, oscilagéo e tor¢éo). Adaptado de [59].
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No espectro Raman normalmente observa-se as bandas v, P0,>~a 959 cm™, v,P0,> a partir de 390
cm™ a 490 cm'?, v, PO,3"a partir de 560 cm™ a 625 cm™ e v, P0,>"a partir de 1010 cm™ a 1060 cm'™
[65]. No entanto, na aplicacdo desta técnica no presente estudo, sera analisada apenas um modo
vibracional, o alongamento simétrico (banda v,) do ido P0,>~ presente no esmalte dentario, os restantes
sdo de deformacdo angular (simétrica-banda v, e assimétrica- banda v,) e alongamento antissimétrico

(banda vy).
Na figura 3.9 esta apresentada um espectro Raman em que, a intensidade de dispersao vem em fun¢édo

de numero de onda e representados os principais modos de vibracao.
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Figura 3.9 - Espectro Raman obtido da matriz da hidroxiapatite da
amostra de esmalte.

3.2.3 Fenomeno de fluorescéncia

Uma das principais dificuldades da aquisi¢cdo de um bom espectro Raman, boa razéo pico-fundo esta
associada ao elevado fundo dos espectros causado por fenémenos de fluorescéncia — tipicamente em
amostras biolégicas podendo ser até 108 vezes mais intenso que o sinal Raman. Varios métodos baseados
em hardware e software foram implementados para a reducdo desse problema, nomeadamente a
excitagdo com infravermelho-proximo pois a energia do fotdo incidente é insuficiente para provocar

excitacOes eletronicas nos &tomos e emitir a fluorescéncia [64], [66].

3.2.4 Instrumentac¢io da Espectroscopia Raman

A intensidade do sinal Raman é também muito fraca quando comparada com a dispersdo de Rayleigh.
No entanto, numa andlise utilizando a técnica de espectroscopia Raman é necessario que a
instrumentacdo tenha uma capacidade que permita eliminar a dispersdo de Rayleigh. Para além disso,

também é necessario que a instrumentacao utilizada consiga diminuir o fenémeno de fluorescéncia que
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na maioria das vezes esta presente no espectro Raman. Este fendmeno pode ter uma intensidade de até
108 vezes superior a dispersdo de Raman [64], [67].

O equipamento Raman tem associado quatro componentes: uma fonte de excitacdo a laser (UV,
visivel, IV préximo) que normalmente é um laser continuo, ética de colegdo, um monocromador e um
detector [67].

O desenvolvimento de novos sistemas de instrumentacdo permitiu que os lasers de diodo sejam
atualmente as fontes de excitacdes mais utilizadas. O seu comprimento de onda especifico obtém-se da
regido azul para a regido de IV proximo. A intensidade da dispersdo de Raman e de Rayleigh sdo
proporcionais a frequéncia da radiacdo do laser de excitacdo. No entanto, para amostras que apresentam
caracteristicas bastante fluorescente, a escolha de um laser vermelho (633 nm) ou IV préximo (785 nm)
por um lado permite diminuir a fluorescéncia mas por outro lado, & medida que se aumenta o
comprimento de onda ocorre uma diminuicdo da eficiéncia da dispersdo de Raman sendo necessario
utilizar um laser de maior poténcia [62], [67].

A deteccdo de dispersdo de Raman é normalmente obtida pelos dispositivos de detectores
multicanais, sendo os dispositivos de carga acoplada (CCD) um dos mais comuns. Um CCD €é um
semicondutor baseado em silicio, em forma de matriz de fotodiodos sensiveis & luz, conectado a um
capacitor. Essa matriz pode ser unidimensional ou bidimensional, contendo milhares ou mesmo milhdes
de elementos detectores de fotdes que sdo designados por pixéis. Cada fotdo detetado, cria um par de
eletrbes que posteriormente serdo armazenados num capacitor. As vantagens deste detector consiste na
sua eficiéncia quantica (percentagem de numero de fotBes detetados pelo nimero total de fotdes

recebidos) e na sua capacidade em detetar simultaneamente uma ampla faixa espetral [62], [64].

3.2.4.1 Espectroscopia p-Raman Confocal

Um dos problemas encontrado nos estudos p-Raman é a obtencdo de uma boa resolucédo espacial.
No entanto, uma forma de resolver este problema é a utilizagdo de geometria confocal [68].

Na microscopia confocal sdo utilizados dois orificios pinhole: um por onde passa a luz incidente e 0
outro que permite isolar a luz proveniente de uma pequena regido da amostra, eliminando as
contribuigdes das regibes fora do foco. Somente a radiagdo dispersa pela regido focada na amostra é
focada no orificio pinhole e depois é encaminhada para o detector, passando por uma fenda de entrada
do monocromador e por um espetrometro. Na figura 3.10 esté representado o equipamento utilizado na

espectroscopia p-Raman Confocal [68].
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Figura 3.10-/lustra¢do de u-Espectroscopia Raman Confocal.
Adaptado de [68].

3.3 Espectroscopia por fluorescéncia de raios-X

3.3.1 Principio fisico

Os raios-X séo ondas eletromagnéticas de comprimento de onda entre 0,005-10 nm, descobertos por
Wilhelm Conrad Roéntgen em 1985 [69].

Quando um material é exposto a raios-X de energia suficientemente elevada, um fotdo pode ser
absorvido por um atomo dos elementos presentes no material, levando a ejecdo de um eletrdo da camada
interna do atomo. Esta ejecdo provoca uma lacuna na camada interna do &tomo que é entdo preenchida
por um outro eletrdo de uma camada externa. Durante este processo de transicéo, € libertado um raio-X
com uma energia fixa, que é caracteristico de um determinado elemento. Este fendmeno é designado

por fluorescéncia de raios-X. O raio-X emitido sera detetado por um detector de raios-X [70].

A figura 3.11 encontra-se a representacdo do fendmeno de fluorescéncia de raios-X.
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Figura 3.11 - llustracao do fenémeno de fluorescéncia de raios-X. Adaptado de [70].

A andlise por XRF baseia-se na medigdo do comprimento de onda ou energia e intensidade dos raios-
X (ou fotdes) caracteristicos emitidos da amostra. O espetrémetro EDXRF, como o utilizado nesta
dissertacdo, utiliza detectores de raios-X que convertem os raios-X carateristicos em sinais elétricos e
permite a analise simultanea de varios elementos presentes numa amostra. Nesta analise obtém-se um

espectro de energia em fungéo da intensidade de raios-X [71].

3.3.2 Interacao de raios-X com a matéria

Para a energia utilizada no estudo nesta dissertagdo (<50 keV), existem trés fendmenos importantes
que ocorrem na interacdo de raios-X com a matéria, nomeadamente efeito fotoelétrico, dispersdo de

Rayleigh e dispersdo de Compton[72].

e Efeito fotoelétrico

O efeito fotoelétrico € um fenémeno que consiste na ejecdo de um eletrdo da camada interna do
atomo ao interagir com um fotéo de energia igual ou superior a energia de ligacdo do eletrdo. Neste
processo, ocorre a aniquilagdo do fotdo primario e um fotdo secundario é emitido apds o rearranjo

eletronico com ocorréncia de fluorescéncia de raios-X [30].

o Dispersao de Rayleigh
A dispersdo de Rayleigh (dispersdo coerente) é uma dispersdo elastica que ocorre quando um fotéo
é disperso ao interagir com um eletrdo ligado ao atomo sem perder a sua energia, ou seja, a energia do
fotdo é a mesma tanto antes como depois da dispersdo. Na maioria das vezes o angulo da dispersdo do
fotdo é muito pequeno. Este fendbmeno é mais provavel para baixas energias e nos materiais de elevado

Z. Neste processo, 0 &tomo ndo sofre nem o processo de ionizagdo nem o de excitacao [30].
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e Dispersado de Compton
A dispersdo de Compton (dispersdo incoerente) € uma dispersdo ineléastica que ocorre quando parte
da energia (E) de um fotdo é perdida ao interagir com um eletrdo fracamente ligada ao 4tomo de um
material. Este fendmeno é mais provavel para amostras de baixo Z. O fotéo é disperso por um angulo ¢
em relagéo a direcdo incidente e com uma energia E’, determinada pela seguinte equacéo de Compton:
E (3.17)
(1 —cos(9))

E' =

E

Em que, m, é massa do eletrdo em repouso e ¢ é a velocidade da luz [71].

3.3.2.1 Secdo eficaz total de coliséo e Coeficiente méssico de atenuagéo

Os trés fendmenos de interacdo de raios-X com a matéria apresentam uma certa probabilidade de
ocorrer gque é expresso na forma de secado eficaz de colisdo. O produto de secdo eficaz colisional total
(ot0+) COM 0 NUMero total de &tomos por centimetro cubico no material corresponde ao coeficiente linear
de atenuacgdo, u*, por centimetro percorrido no material. O célculo da secéo eficaz é obtido recorrendo

a expressao:
Otot =7t Oop+oc+ - (3.18)
Onde, 7 ¢é a secdo eficaz total do efeito fotoelétrico (z = zx + 7, + ), ore o representam secdes

eficazes de dispersdo de Rayleigh e Compton, respetivamente. O coeficiente linear de atenuacéo é dado
pela expresséo:

. cm? ( g )NAV (étomOS) (3.19)
H= Gtot\ Ztomo ) P \em3) "4 g

Onde, p € a densidade do meio e N4, € 0 numero de Avogadro. A razdo entre coeficiente linear de
atenuacéo e densidade do material corresponde ao coeficiente massico de atenuagdo, u (cm?/g).
Tendo em conta os feixes finos, paralelos e monocromaticos, a atenuacgéo da intensidade (de fotdes)

com uma determinada energia, I,, num material é descrita pela lei de Lambert-Beer:

[ = [ye~rd (3.20)
Em que, I e I, s&o intensidades transmitida e incidente, respetivamente e d corresponde a espessura do
material. Para um composto quimico absorvedor ou uma mistura, o coeficiente massico de atenuacao
pode ser avaliado através dos coeficientes p; de cada elemento presente na amostra, considerando a

média ponderada:

(3.21)

n
n= ZWi M
i=1

Onde, W; corresponde a fragdo massica do i-ésimo elemento e n, 0 nimero de elementos no material. O

coeficiente linear de atenuacdo tem um papel importante na anélise por XRF pelo que, precisa ser
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incluida na quantificacéo ao avaliar a concentracdo dos elementos presentes numa amostra em relagéo
a variagéo da intensidade da fluorescéncia [73].
Na figura 3.12 estdo representados os diferentes fendbmenos de dispersdo que ocorrem na interacdo

de raios-X com a matéria.
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Figura 3.12- llustracéo dos fendmenos de dispersdo da interacéo de raios-X
com a matéria. Adaptado de [71].

3.3.3 Espectro de raios-X

Na avaliacdo de um espectro de raios-X € necessario compreender algumas caracteristicas
fundamentais nomeadamente linhas caracteristicas e continuo dos elementos presentes num material e
alguns artefactos espetrais. O objetivo de avaliacdo do espectro € conseguir extrair informagdes
analiticas relevantes adquiridas experimentalmente [73].

O continuo que aparece nos espectros de raios-X é consequéncia de varios processos nomeadamente
o efeito de bremsstrahlung (desaceleracao dos eletrdes primarios), para o caso de espectros de raios-X
induzidos por eletrdes. Na fluorescéncia de raios-X, o aparecimento do continuo é devido a dispersdo
coerente e incoerente da radiacdo de excitagcdo da amostra. A complexidade da forma do espectro pode
depender da composicao da amostra [73].

No espectro obtido na analise das amostras do esmalte no espetrémetro M4-Tornado da Bruker
(equipamento utilizado no estudo nesta dissertagdo), € possivel observar os picos referentes a dispersao
de Compton e Rayleigh (riscas K, e K 5) dos raios-X do elemento rédio do material do anodo numa zona
de energias altas no espectro. Um exemplo do espectro de raios-X da amostra de esmalte encontra

representado 3.13.
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Figura 3.13-Espectro de raios-X obtido de uma amostra do esmalte dentério.

3.4 Espectroscopia Raman e EDXRF - Estado da arte

Sabendo que os dentes humanos estdo constantemente expostos a fontes externas e internas de
agressao e a agentes de desmineralizacdo, afetando principalmente o esmalte e a sua estrutura cristalina
[14], muitos estudos foram feitos através de varios métodos analiticos por forma a avaliar a alteracdo do
contetdo mineral e elementar assim como, quantificar a desmineralizacdo de esmalte.

As técnicas microrradiografia transversal (TMR) e micro-tomografia computadorizada (u-CT) tem
sido frequentemente utilizada na avaliagdo da desmineralizacdo e remineralizacdo dos dentes afetados
pela doenca carie [54] mas, os seus resultados demonstraram apenas os fendmenos da alteragdes
minerais, ndo conseguindo explicar os mecanismos da desmineralizacdo e remineralizagdo & nivel
atébmico provocada pela cérie. Ja a espectroscopia Raman e a EDXRF apresentam varias vantagens
perante as técnicas mencionadas anteriormente por serem nao destrutivos e por apresentarem uma
elevada sensibilidade na avaliacdo da alteracdo da estrutura cristalina do esmalte.

Candido et al. [13] aplicaram as técnicas EDXRF e Espectroscopia Raman para estudar a
desmineralizacdo do esmalte humano provocada por bebida cida, neste caso a Coca-Cola® de pH 2,5.
Foi utilizada a razdo de despolarizacdo da banda de alongamento simétrico de fosfato (P) nos espectros

Raman para avaliar a perda de mineralizagdo da matriz de hidroxiapatite e 0 EDXRF para avaliar o
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contetido elementar do esmalte. Vinte e seis dentes foram analisados tanto diretamente na superficie do
esmalte como nas suas secgdes transversais. Para obter os espectros Raman das amostras, foi utilizado
um microscopio confocal XploRA e um laser infravermelho préximo (785nm). Quanto ao método p-
EDXREF, foi utilizado um tubo de raio-X rédio (Rh) de baixa poténcia e um detector de desvio de silicio
para detetar a radiacdo de fluorescéncia. Nos resultados obtidos observou uma diminuicdo das
concentracdes de Ca e P, e um aumento da desmineralizacdo nos esmaltes sujeitos a erosdo acida.

Soares et al. [74] utilizaram as técnicas u-EDXRF e microscopia eletronica de varrimento combinada
com Espectroscopia por dispersao em energia (MEV-EDS) para estudar os efeitos dos vernizes e gel de
fldor no tratamento do esmalte dentario do bovino submetido a eroséo acida. A analise elementar em
profundidade do Ca e P foram obtidas através do método u-EDX 1300 equipado com um tubo de raio-
X de rodio e um detector Si (Li) arrefecido por azoto liquido (N2) enquanto que, a morfologia e a
avaliacdo dos danos no esmalte foram analisadas pela técnica de MEV. Os resultados obtidos permitiram
concluir que perante uma erosdo dentéria sem o tratamento com o composto de fluor, a concentragdo do
Ca e P sofrem um decréscimo, afirmando assim, que os vernizes e gel de flior tem um efeito positivo
na protecdo da erosao &cida.

Luis et al. [14] recorreram a técnica Espectroscopia Raman para avaliar o efeito potencial de
desmineralizagcdo do esmalte humano apds aplicagdo de estimulantes de producdo salivar. Foram
utilizados doze dentes incisivos divididos em dois grupos no qual, num grupo foi aplicado um
estimulante de producdo salivar tradicional (SST®) que pode provocar a erosdo dentaria e no outro foi
aplicado o estimulante XEROS™ que apresenta menor potencial erosivo. Os espectros Raman das
amostras foram obtidos usando um microscopio confocal Horiba XploRA e um laser infravermelho
préximo (785 nm) com uma rede de difracdo de 1.200 linhas/mm. Os resultados obtidos mostraram que,
ndo ha alteragdo da estrutura cristalina nem um efeito erosivo significativo no esmalte, quando se utiliza

qualquer desses dois estimulantes.

Castro et al. [75] através das técnicas u-EDXRF e Espectroscopia u-Raman estudaram as possiveis
alteracfes no contetdo elementar e molecular do esmalte, apds sucessivas aplicagcbes de produtos
branqueadores dentérios abusivos vendidos no mercado. Foi utilizado utilizados 12 dentes humanos
saudaveis como amostras. O sistema u-EDXRF consistiu num M4 Tornado, o tubo de raio-X era o tubo
Rh e a deteccéo da radiagdo fluorescéncia foi feita através do detector de disperséo de silicio. Na analise
com espectrometria Raman foi utilizado o espectrometro Micro- Raman Confocal XploRA com uma
fonte de laser e um comprimento de onda de 785 nm. Os resultados obtidos s&o sugestivos de que, o
excesso de branqueamento pode resultar na perda de grupos fosfatos na superficie do esmalte e que
levam a uma alta desmineralizacdo dentaria.

Num estudo realizado por Carvalho Filho et al. [76], 0 método u-EDXRF foi utilizado para avaliar
os efeitos da aplicagdo de diferentes vernizes e gel de flior na prevencdo da erosdo do esmalte,

provocada por bebidas &cidas como sumo de laranja e refrigerantes. Este método permitiu obter
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informagdes quimicas quantitativas dos elementos Ca e P presentes no esmalte e forneceu informagéo

da interagdo do fltor com o esmalte. Foi utilizado o modelo pu-EDX1300 equipado com um tubo de raio-

X de rédio e um detector Si (Li) resfriado por azoto liquido (N). Os resultados obtidos permitiram

concluir que, as percentagens do peso dos elementos Ca e P na presenca das bebidas acidas apresentam

uma diminuicdo e que tanto o gel de flior como o0s vernizes atuam positivamente na protecao da erosdo

dentaria, tendo o gel um efeito muito mais eficaz.

3.5 Vantagens e limitacoes das técnicas analiticas

Na tabela 3.1 encontra-se algumas vantagens e limitagcdes das técnicas que irdo ser utilizadas na

presente dissertacao.

Tabela 3.1- Vantagens e limitacGes das técnicas analiticas (PIGE, Espectroscopia Raman e EDXRF) [14], [77].

Técnicas Vantagens Limitacbes ‘

PIGE o

o

L

L]

Espectroscopia o
Raman

L]

EDXRF o

Técnica ndo destrutiva

Fornece melhor informagdo do
perfil de profundidade de alguns
is6topos em comparacdo com
outras técnicas de IBA;

Alta sensibilidade na deteccdo de
muitos nuclideos;

feixe

Capacidade de utilizar

externo.

Técnica ndo destrutiva e com boa
resolucéo espacial (1um);

Fornece informacdes estruturais e
composicional do material em

analise.

Técnica ndo destrutiva, simples
interpretacdo qualitativa;

Bons limites de deteccdo para
Z>14.

Maior sensibilidade para
elementos com Z<30;

A sensibilidade varia de
isétopo para is6topo;

Interferéncia de reacOes
secundarias na  matriz
devido a radiac6es de fundo

do efeito de Coulomb.

Fraqueza inerente do efeito
Raman;

Existéncia de fluorescéncia;
Elevado custo dos

equipamentos.

Anélise quantitativa
complexa devido a efeitos
de matriz;

Pouca sensibilidade aos
elementos de Z<12;
Elevado custo dos

equipamentos.
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4 Desenvolvimento da Gaiola de Faraday

Neste capitulo é descrita todo o procedimento do desenvolvimento da gaiola e do canhdo de eletrdes.

4.1 Gaiola de Faraday

O desenvolvimento da nova gaiola de Faraday foi baseado numa antiga gaiola desenvolvida durante
a realizagdo de uma tese de doutoramento (figura 4.3) [78]. A antiga gaiola envolvia o centro da cdmara
de reagdes nucleares (descrita no capitulo 5) e em ser polarizada e ligada ao porta-amostras permitia que
os eletrdes secundarios (emitidos da amostra durante a experiéncia e a incidéncia do feixe de protdes)
gue incidiam nas suas paredes fossem contabilizados para a medida da carga referente a cada espectro
coletado durante a experiéncia. Também era polarizada negativamente de modo que a trajetéria dos
eletrbes no seu interior fosse constrangida. A fuga dos eletrGes provoca certos constrangimentos durante
uma experiéncia, provoca o erro por excesso da medida da carga acumulada na amostra como também,
pode impedir a obtencdo de um bom espectro de raio-X devido ao aparecimento de radiacdo de carater
continuo no espectro [78].

Atualmente, devido a dimensao do sistema de detectores de particulas PIPS (Passivated Implanted
Planar Silicon), o espa¢o no interior da cdmara ficou reduzido, tornando impossivel a continuidade da
utilizacdo da gaiola antiga. Consequentemente, a necessidade de desenvolver uma nova gaiola de
Faraday tornou-se indispensavel. Esta nova gaiola também envolve o centro da cAmara e tem de estar
eletricamente isolada dos restantes componentes no interior da cdmara, de forma a ndo inibir a trajetoria
dos feixes de particulas e permitir o posicionamento dos detectores para a deteccdo de emissdo gama e

de radia¢do X (figura 4.1). De modo a ndo impedir 0 movimento dos detectores PIPS, foi necessario
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posicionar a gaiola a uma altura de 50 mm em relagdo a base da cAmara e construir 3 pés (cilindro de 20
mm de didmetro e 56 mm de altura), servindo como suporte da gaiola. Todo o desenho da nova gaiola
foi feito no software Solid Works [79]. A nova gaiola tem 110 mm de altura, 1 mm de espessura, 3
orificios, um de 8,75 mm de raio por onde entra o feixe de protes, um de 5 mm de raio onde fica o
detector de raio-X e um na tampa da gaiola por onde passa as porta-amostras. Foi necessario fazer duas
tampas para a gaiola, uma com 45 mm de didmetro (tampa 1) compativel com o porta-amostra manual
(figura 4.2) e outra de 50 mm de diametro (tampa 2) de modo que permita a entrada de um novo porta-
amostras com movimentacao automatica que esta a ser desenvolvido durante a realizacdo de uma tese
de mestrado. A gaiola esté afastada 5 mm do detector gama, isto porque, quanto mais perto as amostras
estiverem do detector melhor sera o espectro obtido para a andlise.

Nesta dissertacdo as experiéncias de PIGE foram realizadas sem a gaiola de Faraday. Os desenhos

da gaiola de Faraday encontram-se no apéndice A.

Figura 4.1 - Desenho 3D da nova gaiola. Colocada no interior da

Figura 4.2 - Fotografia de porta-amostras N
camara.

manual. Retirado de [78].
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Figura 4.3- Fotografia da gaiola de Faraday antigo e cAmara. A- Interior da camara.; B- Gaiola de Faraday.
Adaptado de [78].

4.2 Canhao de eletroes

Quando um feixe de particulas incide numa amostra isolante, mesmo com uma corrente de alguns
nA, torna-se dificil ocorrer deslocamento da carga acumulada nessa amostra sem que haja emissao de
faiscas. Essas faiscas sdo sempre direcionadas entre a regido de impacto do feixe e o material condutor
mais préximo, podendo dificultar o desempenho do integrador de carga e provocar emissao de eletrdes
secundarios. Para evitar a ocorréncia desse processo, torna-se importante a presenca de um canhdo de
eletrbes [78].

Além da antiga gaiola de Faraday desenvolvida durante a realizagdo da tese de doutoramento também
foi desenvolvido um canhdo de eletrBes, colocado no exterior da gaiola de Faraday [78]. Para a
construgdo do canhdo de eletrdes foram necessarios dois elementos: um filamento condutor feito de
tungsténio, que emite eletrbes por efeito termoelétrico ao ser percorrido por uma corrente elétrica, e uma
grelha de extracdo, que ao estar positivamente polarizada e posicionada entre o filamento e o alvo,
permite a aceleracdo dos feixes de eletrdes em direcdo a superficie do alvo.

Nesta dissertagdo também se desenvolveu um canh&o de eletrdes, seguindo 0 mesmo procedimento.
Mas, optou-se por colocar o canhdo no interior da gaiola, ficando o canhdo totalmente envolvido pela
gaiola, devido a posicdo dos detectores de particulas e do detector de radiacdo gama (HPGe).

A producédo de faiscas ocorre quando o campo elétrico na superficie da amostra bombardeada é
irregular. Entretanto, se o nimero de eletrfes produzidos pelo canhdo for bastante elevado, ao serem
direcionados para a superficie da amostra bombardeada, fazem com que esta superficie tenha um campo
elétrico homogéneo em vez de irregular. Na presenca de um campo homogéneo, o deslocamento da
carga ja nao ocorre pela emissao de faiscas. A corrente fornecida ao filamento e o potencial para a
polarizacdo da grelha de extracéo serdo de aproximadamente 300 mA e +300V respetivamente [78].

Os desenhos do canhdo de eletrdes encontram-se no apéndice A.
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5 Materiais e Métodos

Neste capitulo encontrard a descrigdo dos materiais e métodos utilizados na anélise das amostras bem
como a descricdo de todo o procedimento experimental.
O estudo foi feito com um total de 20 amostras do esmalte dentdrio nos quais foram inicialmente
analisadas pelas técnicas de PIGE, Raman e XRF. Depois destas analises, as amostras foram divididas
em 2 grupos, A e B, composto por 10 amostras cada. Nas amostras do grupo A, foi aplicado um protocolo
de verniz do flor enquanto que as do grupo B ndo sofreram nenhum tratamento inicialmente. Apds a
aplicacgdo de verniz, todas as 20 amostras foram lavadas com uma pasta dentifrica sem flGor e analisadas
novamente pelas trés técnicas. No final foi aplicado um protocolo erosivo em ambos 0s grupos e
analisadas pelas trés técnicas.

O fluxograma do estudo realizado encontra-se na figura 5.1.
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Selecdo e preparagao das amostras
M= 20

Excluidas de analise por PIGE:
[M= 3} -Tamanho pequeno

Andlise por PIGE [N=17), por Raman
(M=20) e por EDXRF {N=20}

Grupo tratado com verniz
M=10 (A1-A104

Grupo de controlo
M=10 {B1-5101

Lavagem com = pastz dentifrica COUTO
M=10 [B1-B10)

AplicacZo do verniz de floor e lavagem
com @ pasta dentifrica COUTO
M=10 [A1-A10)

. Excluidas de analise por PIGE: Excluidas de analise
Anzlize por Raman e EDXRF
N=10 (81-B10) AS e A9 - ".n'flures all::surdcls ds por EDXRF:
concentragao de flior A10 - Perda
do espacire
Frotocolo de ciclos erosivos
W=10 {B1-B10)
Andlise por PIGE Andlise por Andlise por
N=8 [41-A10} Raman EDXRF
. M=10 [A41-410) M=3 (41-25)
Anzlize por Raman e EDXRF
M=10 (B1-B10)
Protocolo de ciclos erosivos
M=10 [A1-A10)
Andlise por Andlize por Anzlize por
PIGE Faman EDXEEF
N=3 (Al-AlQ) W=10{A1-A10) W= [Al-A9)

Figura 5.1-Fluxograma do procedimento experimental.

5.1 Preparacao das amostras

As amostras utilizadas no estudo foram provenientes de um banco de dentes higidos, extraidos por
motivos ortoddnticos ou periodontais. Este banco pertence a um grupo de Investigacdo em Biologia e
Bioquimica Oral (GIBBO) da Unidade de Investigacdo em Ciéncias Orais e Biomédicas (UICOB) da
Faculdade de Medicina Dentéria da Universidade de Lisboa (FMDUL).

Foram selecionados dentes molares, incisivos e caninos que, antes de serem cortados com uma lamina
de precisdo (Buehler Isomet 1000, EUA- ver figura 5.3), foram observados com uma lupa binocular

(Meiji Techno EMZ 8RT, Japan) para verificar se nenhum apresentava irregularidades na superficie do
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esmalte. A partir dos dentes molares foram obtidas amostras com 3 mm de espessura e aos caninos e
incisivos foram obtidas amostras com 4 mm de espessura ( ver figura 5.2) [80].

As amostras foram colocadas individualmente num tubo de falcon devidamente identificado e foram
conservados em 3 mL de cloramina Tz — H.O (C7H;CINNaO,S (3H.0)) a0,5% a 4 °.

5 ool v‘—‘_.‘_-.
7 3 ——
v U 3mmx3 mm

x 1 mm

Figura 5.2 - Esquema ilustrativo do procedimento do corte do
dente molar (removeu a parte oclusal (O) e a parte radical
(R)). Adaptado de [80].

Figura 5.3 - Fotografia do equipamento
utilizado para cortar dentes.

5.2 Analise por PIGE

Toda a experiéncia que envolve a anélise por PIGE foi realizada no Campus Tecnoldgico e Nuclear
do Instituto Superior Técnico (CTN-IST) no acelerador eletrostatico Tandem de 3 MV. A descricdo de
todos os equipamentos, condi¢Oes experimentais e metodologias utilizadas durante a analise sera

apresentada nesta etapa.

5.2.1 Equipamento

O acelerador Tandem trata-se de um acelerador do tipo eletrostatico, isto €, acelerador que inicia com
uma tensdo baixa (centenas de volts) e é capaz de atingir alta tensdo, na ordem dos megavolts (valores
entre 500kV a 20 MV) consoante sistema e o tipo de analise [81]. Na figura 5.5 encontra-se 0 esquema
representativo da estrutura do acelerador Tandem e os seus componentes. No acelerador Tandem do
CTN-IST, feixe de ides de hidrogénio negativos é criado numa fonte de duoplamastron sendo capaz de
chegar a uma intensidade maxima de 30 pA. O feixe sera posteriormente confinado no interior do tubo
de aceleracdo onde serd acelerado, deflectido e focado até ao terminal de alta tensdo. No interior do
tanque de aceleracéo (terminal de alta tens&o) de alta pressdo (6 bar), encontra-se uma fonte de alta
tensdo Crockfroft-Walton de 3 MV e um canal stripper que é um alvo gasoso de Argon. Neste tanque,
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pode definir dois estagios de aceleragdo do feixe. No primeiro estagio, o feixe € acelerado até ao centro
do tanque através de um elevado potencial positivo, criado pela fonte de alta tenséo. O feixe ao atravessar
0 stripper que se encontra exatamente no centro do tanque, sdo removidos os eletrfes externos dos ides,
alterando assim o seu estado de carga negativo para positivo. Este processo também quebraré todas as
ligacBes moleculares, produzindo um feixe de alta energia que consistira apenas em iGes monoatémicos,
eliminando assim todas as interferéncias moleculares [41], [81].

A linha de reagdes nucleares, onde se realizou a experiéncia de PIGE no presente estudo, possui
varios elementos, nomeadamente o sistema de colimadores feito em chapa de tantalo (Ta), permitindo
a medicdo de corrente que passa pela chapa e possui 3 orificios (figura 5.4) de 2 mm, 5 mm e 3 mm de
didmetros, respetivamente, um Faraday cup que permite medir a intensidade do feixe de particulas logo
apos o sistema de colimadores, um quadrupolo responsavel pela focagem do feixe antes de atingir o
colimador, os deflectores eletrostaticos que permitem que o feixe entre corretamente na camara e por

altimo a cAmara de reagdes nucleares onde se coloca as amostras [82].

Figura 5.4 - Fotografia da chapa de Ta e os 3 orificios. Retirada de [82].

Acelerador Tandem

l

' Tanque de aceleracdo ‘

Magneto
defletor 902

Fonte Duaplasmatron S—

Canal stripper
Magneto -
defletor 0Os ides moleculares |
\ sdo destruidos no Tripleto I
canal stripper
» . |
|10es —_ |0es
moleculares ‘ ‘ atdmicos . e Linhas de reagdes
. agneto
negativos positivos defgletor nucleares
Quadrupolo N
Cémara 0 |

Figura 5.5 - Esquema representativo das linhas de reac6es nucleares do acelerador Tandem. Adaptado de [44].
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5.2.1.1 Céamara de reacOes nucleares

A cémara de reagOes nucleares permite a andlise das amostras através de varias técnicas
nomeadamente de reacdo nucleares com emissdo de particulas, de PIGE, de PIXE e NRA (Nuclear
Reaction Analysis). Tem uma forma cilindrica de 268 mm de didmetro, 250 mm de altura e 4 mm de
espessura e tem associado diversos componentes que sdo descritos em seguintes grupos (figura 5.8)
[44]:

e Detectores
No interior da cAmara podem ser colocados até quatro detectores: detector gama, detector de raio-X
e dois detectores de particulas. O detector de raio-X n&o foi utilizado, nem colocado nesta experiéncia.
O detector de radiacdo gama € um cristal de germanio hiper puro (HPGe) de 64 mm de diametro e 62,6
mm de comprimento, revestido com uma capa de aluminio de 1 mm de espessura. Este encontra-se
localizada a uma distancia de 55,5 mm do alvo e apresenta um &ngulo de 130° graus em relacdo a direcdo
do feixe. Para a deteccéo da risca de 1,332 MeV da fonte de ®°Co, este detector tem uma resolugdo em
energia de 1,76 keV e uma eficiéncia relativa de 45° graus. O detector de radiacdo gama é arrefecido a
azoto liquido. Os detectores de particulas, designados por PIPS (Pasivated Implanted Planar Silicon)
s&0 moveis e 0 movimento pode ser controlado a partir do exterior da cdmara. Tem uma resolucéo em
energia de 12 keV para a detecgdo de particulas alfa de 5486 keV provenientes de uma fonte de **!Am
e os angulos de dispersao associados a estes podem variar entre 95° e 165° graus.
e Sistema de colimadores
O sistema de colimadores encontra-se a entrada da camara, estd completamente isolada da camara
de reagOes nucleares. Este sistema permite medir a corrente e a dimenséo do feixe que passa por ela. A
estrutura do colimador da cdmara de reagdes nucleares tem associado uma chapa de ouro e uma chapa

de niquel, conforme representado nas figuras 5.6 e 5.7 encontra-se a fotografia do colimador.

Figura 5.7- Fotografia da chapa de niquel que Figura 5.6- Fotografia da chapa de niquel

protege 0 colimador da camara de reacdes incluindo a parte da chapa de ouro do colimador

nucleares. Retirado de [41]. da camara de reagbes nucleares. Retirado de
[41].
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e Beam stopper
E feito de aco-inox AIS1304, possui uma chapa de Ta e uma extens&o que permite diminuir o nimero

de particulas retro dispersadas do beam stopper que podem alcancar os detectores de particulas.

e Porta-amostras
Serve como suporte aos alvos e permite um movimento vertical ao longo de 48 mm. Atualmente é
acionado manualmente. E colocada no centro da cadmara e os alvos podem ser colocados a 0° ou 45°

graus em relagdo a dire¢do do feixe.

Figura 5.8 - Interior da cAmara de reac¢des nucleares e 0s componentes associados. A- Sistema
de colimadores; B- Detector gama; C- Detectores PIPS; D-Beam stopper. Adaptado de [82].

5.2.2 Condic¢des experimentais

As amostras foram bombardeadas com feixe de protdes de 3,2 MeV de energia, equivalente a aplicacéo
de uma tensdo de 1597,9 kV. A corrente do feixe incidente foi de 3-5 nA e a carga coletada durante as
medic¢des foi de 1-2 uC.As amostras foram colocadas num porta-amostra e depois colocado num porta-
alvos com capacidade de suportar 4 porta-amostras (figura 5.9) por cada experiéncia. A posicao de cada

amostra foi medida e foi tirada a fotografia do porta-amostra com amostras montadas para garantir que

Figura 5.9- Fotografia da montagem das amostras no porta-amostra.
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o feixe estivesse a incidir na superficie da amostra. O porta-amostra foi colocado no interior da cdmara

de reagdes nucleares e foram adquiridos 1 a 3 espectros por cada amostra.
5.2.3 Simulacoes

No software SRIM (The Stopping and Range of lons in Matter) realizou-se uma simulacéo do alcance
do feixe de protdes de 3200 keV numa matriz de hidroxiapatite (figura 5.10) e foram inseridas a
informacdo da estequiometria e considerando um alvo espesso. De acordo com o resultado da simulacéo,
verificou-se que o feixe atingiu uma profundidade de 150 um e projecéo lateral de 4,28 um na amostra
do esmalte. O resultado obtido permitiu ter a certeza de que a utilizacdo de feixe de protdes de 3200 keV
consegue atingir uma profundidade de 150 um nas amostras do esmalte dentario, sendo que as amostras

apresentam uma profundidade de aproximadamente 1 mm.

Depth vs. Y-Axis

-
-
L ]
om
a
r

1

— Target Depth — 300 um

Figura 5.10 - Simulac&o do alcance do feixe de prot6es de 3200 keV numa matriz de
hidroxiapatite.

5.2.4 Analise dos dados

5.2.4.1 Identificacdo de elementos

Os espectros do esmalte obtidos apresentavam o nimero de contagens por canal. No entanto,
determinou-se uma reta de calibracdo (figura 5.11) em que associa a cada canal um valor de energia de
modo a identificar cada pico fotoeléctrico. Nesta reta foi considerado a identificacdo de picos conhecidos
(picos correspondentes as emissdes gama de energias: 1173,2 keV, 1332 keV e 661 keV) no espectro
de esmalte.

Determinou-se uma regido de interesse (ROI) que engloba cada pico de interesse para a analise de
forma a determinar a intensidade de cada pico. Isto foi feito atraveés do software OriginPro 8 nos quais

foram retiradas as areas correspondentes a cada pico, foi removido o fundo de base e também foi feito
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um ajuste do pico associado a cada elemento por uma funcdo gaussiana. Na figura 5.12 encontra
representado um espectro obtido e os correspondentes picos de emissdo gama de elementos como fluor,
fosforo e sodio, presentes no esmalte.

Reta de calibracao

1400
1300 y =0.7343x - 54.882
R?=1

1200
1100
1000
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800
700
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600 1100 1600 2100

Canal

Energia (keV)

Figura 5.11 - Reta de calibracéo da energia da radiacao em fungdo do canal.
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Figura 5.12 - Espectro com representacao das emissdes gama do F a 197 keV, Na a 440 keV e P a 1266 keV.

5.2.4.2 Quantificacdo dos elementos

Através da intensidade dos picos procedeu-se com a quantificacdo dos elementos leves presentes no
esmalte. Foi preciso fazer uma correcdo da &rea dos picos designado de rendimento gama (), através
da normalizacdo do resultado para uma carga de 1 uC e pelo tempo morto do detector (TM). Esta

correcéo foi feita de modo a ter uma dedug&o correta do rendimento da reagao (Y corrigido):
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(5.1)

Ycorrigido =

M Carga

Devido a concentracdo uniforme do P foi possivel utilizar este elemento como padréo interno para a
analise de PIGE.

Contudo, procedeu-se com a analise quantitativa dos elementos presentes ha amostra, tendo em conta
0s elementos da matriz da hidroxiapatite e as suas respetivas emissdes gama. Foram colocados no
programa ERYA-BULK (figura 5.13) os dados corretos de cada elemento, nomeadamente a fracéo
atomica e o rendimento experimental (Y¢o,rigiq0)- Para o elemento calcio (Ca), foi considerada a fragdo
atdmica obtida na analise por XRF. Também foi inserida a energia do feixe de protBes incidentes na
amostra, tendo um valor de 3,2 MeV. De seguida, fez-se correr o programa fornecendo a matriz inicial

considerando os resultados dos célculos da concentracdo de cada elemento presente na amostra em

alise
Ef% ERYA - Emission Radiation Yield Analysis - X
File Database Help
Elements | Detector | Yields | Composition | Fitting Error | Energy Table
Element Gamma Peak (keV) Fit Fixed Ratio Cross-Section Compaosition Theoretical Experimental Fitted
Group Number Calibration Parameter Initial Guess Yield Yield Yield
[31p -l [1266 ~| W Fitz [o [1 [0157380] [29189.785754 [ 29201.56669 [29189.785754
[19F = [197 = I Fit? [o [1 [ 0001497 [ 5454.728075 [5454.970136 [5454728075
[t - [aa1 -] W Fit2 [o [1 [0.005591 [ 12769.2557%6 [12769.79212 [12769.255796
[160 -] o -] v Fit? [o [1 T [ 0.000000 [o [ 0.000000
[ca - o - " Fie? [o [1 [0.153884 [ 0.000000 [o [ 0.000000
< >
MNumber lij Minimum ,7 Maximum ,% Step Size ’7 Table Step ’7
() Elements : —1  EnergykeV) 0 Energy(keV) 19884675 (keV) ! (ke 0
LIBPhys-UNL
V Charge Thickne
E R A i Car;ﬂ 1 mgfm';?s 0 Clear Table Chetk Table Haren Table Esport Table

Enited Radaton Yied Asalysis

Figura 5.13- Exemplo de uma simulag&@o no programa ERYA-BULK.

5.2.4.3 Incertezas na medicéo

Na determinacao da concentracdo de F, a incerteza associada a cada medicéo foi calculada tendo em
consideracdo a incerteza relativa e a incerteza absoluta. A incerteza absoluta (Incypsoneq) fOi Calculada

a partir da seguinte formula:

varea

2
- R 2 A 2 2 E 2
integral) + (Rep)? + (Ap)? + (Carga)® + (Edect)

Incpsotuta = (

(5.2)
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Em que foram consideradas o seguinte:
Varea

integral’

e Incerteza associada a incerteza estatistica do rendimento, definida por

e Incerteza associada a reprodutibilidade (Rep) - 2%;

e Incerteza da area do pico da emissdo gama (Ap) - 3%;

e Incerteza associada a carga (Carga) - 10%;

e Incerteza associada a eficiéncia do detector (Edect) - 5%.
Quanto a incerteza relativa foi feita o calculo da incerteza dos resultados obtidos na fase apds o
tratamento com verniz de fllor relativamente aos resultados obtidos em pré-tratamento como também,
foi calculado a incerteza relativa dos resultados obtidos na fase do atagque acido relativamente a fase de

tratamento com verniz. Os célculos foram feitos através das seguintes formulas:

ARy 70 AFy\?*  (AFj\?  [APyo\*  [AFje\?
—= =) + + + (5.3)
R19/29 FZQ F19 PZQ FlQ *
e,
AR3o30 AF30\%  [AFye\?  [AP3e\?  [AFye\?
—= [|=) + + + (5.4)
R29/39 F3g Fzg P3g Fzg '
AFlg AFZQ AF39 varea - 7
Em que, (F ) (F ) e (F—) correspondem a ntegral do pico gama do elemento F na fase de pre-
192 20 39

tratamento (1°), pds tratamento com verniz e pasta couto (2°) e pds ataque acido (3°), respetivamente.

- - ~ AR Qo o AR Qo Qo
Para os elementos P e Na, considerou-se a mesma metodologia. As razdes Rl—/z e Rz—”’ correspondem

19/29 29/39
a comparacao dos resultados dos rendimentos obtidos entre as trés fases do tratamento das amostras do

esmalte dentario.

5.3 Analise por espectroscopia Raman

O estudo por espectroscopia Raman foi realizado no Laboratério do LIBPhys-UNL. A descricdo dos

equipamentos, métodos e condi¢cdes experimentais sera apresentada nesta etapa.
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5.3.1 Equipamentos

Utilizou-se o espetrémetro confocal u-Raman XploRA da Horiba (Horiba/Jobin-Yvon Xplora,
Franca) que possui um microscopio Olympus com objetivas de 10x, 50x e 100x (figura 5.14), sendo as

duas ultimas utilizadas na analise das amostras.

Figura 5.14 - Fotografia do espetrometro confocal u-Raman da Xplora
utilizado na anélise por Raman.

5.3.2 Condicoes experimentais

Cada amostra foi colocada numa lamela sob o microscopio, focado com uma objetiva de 100x e foi
utilizado uma fonte de laser diodo de 785 nm para adquirir espectros (gama de 340 cm™ a 1500 cm™?)
em 10 pontos diferentes por cada amostra. Foram feitos ajustes adequados de alguns parametros
nomeadamente filtro de 50%, hole de 300 um, slit de 200 um e grating de 1200 grooves/mm. A
resolucdo em energia foi de 10 cm™ e a espacial foi de aproximadamente 1um. Para cada ponto da
amostra, foram obtidos dois espectros (um com polarizagdo paralela e outro com polarizacdo
perpendicular) a um tempo de exposicao de 20 segundos e 4 acumulagdes. Também foi feito o ajuste da
banda v, e alongamento simétrico do grupo fosfato PO,>~ a 960 cm! para o esmalte s&o. Antes do feixe
incidir na amostra, passa-se por polarizador linear e apds a interagcdo com a amostra, os fotdes resultantes
vao passar pelo polarizador analisador. A variagdo do angulo entre esses polarizadores permite obter
informacdes relevantes da estrutura molecular das amostras, principalmente na analise da
desmineralizagdo do esmalte [83].

O esmalte dentario € composto por cristais de hidroxiapatite que estdo ordenados numa tnica dire¢cdo
(perpendicular a superficie do esmalte) quando se trata de esmalte s&o. Para esmalte contaminado pela
carie, a direcdo dos cristais sofre alteracao, apresentando uma estrutura desorganizada, diferente quando
comparada com o esmalte sdo. No entanto, para este ultimo, a razdo de despolarizagdo tem um valor

pequeno enquanto que, para esmalte afetado pela cérie, este valor aumenta [65].
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A anélise experimental de modos de vibragdo simétricos do i&o P0,3~ foi feita através do calculo da
razdo da despolarizacédo (p), considerando as intensidades dos picos presentes nos espectros adquiridos
com polarizagdo paralela e perpendicular. Essa razdo de despolarizacao é fortemente influenciada pelo
alinhamento molecular no caso das amostras sélidas como cristais, permitindo obter informac6es
adicionais acerca da simetria vibracional e orientacdo das moléculas presentes numa amostra [83]. A
expressdo para o calculo de p é o seguinte:

Ll (5.2)
I ||

Pi

Onde, p; representa a razdo de despolarizacao no ponto i; /; L representa a intensidade do pico v1P043‘
a 960 cm™ com polarizacdo perpendicular no ponto i e I; | representa a intensidade do pico v, 0,3~ a
960 cm™ com polarizacédo paralela no ponto i [84]. Na figura 5.15 estdo representados exemplos de
espectros obtido com a polarizacéo paralela e perpendicular.

A razdo de despolarizacdo (p) de cada amostra foi obtida fazendo a razdo da soma da razédo de
despolarizagdo de cada ponto na amostra, no qual foi adquirido o espectro pelo nimero total de pontos,
como encontra representada na seguinte equacao:

X% (5.3)
10

Com recurso ao software LabSpec (v5.58.25, Horiba, Franga) foram feitos a desconvolugéo espectral
no qual, removeu-se o fundo dos espectros devido ao efeito de fluorescéncia e determinou-se as

intensidades dos picos fazendo a integracdo da area sob as curvas.
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Figura 5.15- Comparacéo dos espectros obtidos de uma amostra do
esmalte dentario com os polarizadores e paralelos e perpendiculares entre
Si.
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5.4 Analise por EDXRF

A andlise por EDXRF foi realizado no LIBPhys-UNL no espetrémetro de fluorescéncia de raios-X
dispersiva em energia (M4-Tornado da Bruker). A descricdo do equipamento, método e condigdes

experimentais serd encontrada nesta etapa.

5.4.1 Equipamento

O espetrometro utilizado tem associado um tubo de raio-X de baixa poténcia e um detector de raio-
X (figura 5.16). No tubo de raio-X encontra-se o filamento de tungsténio que ao ser alimentado por uma
corrente, provoca a emissao de eletrdes que sdo posteriormente acelerados no catodo em direcdo ao
anodo. Esses eletrdes, ao interagir com o anodo séo desacelerados, formando um espectro continuo de
raio-X.

O M4-Tornado possui 5 diferentes filtros primarios nomeadamente Al - 12.5 um, Al -100 pum (filtro
para analise de elementos leves), Al — 630 um, Al/Ti — 100/25 um e Al/Ti/Cu — 100/50/25 um (filtro
para analise de elementos pesados), posicionados entre o tubo de raio-X e a amostra. As utilizacdes
destes filtros permitem uma redugéo da radiacdo de fundo dispersa na regido de interesse e aumento da
seccao eficaz de ionizacdo para elementos leves ou pesados. Este equipamento suporta uma tensdo de
até 50 kV, uma corrente até 600 pA e uma poténcia maxima de 30 W.

O detector utilizado para a detec¢do da radiacdo de fluorescéncia é um detector semicondutor de
silicio SSD (do inglés silicon drift detector), tendo uma resolugdo em energia de 142 eV para Mn- Ka.
e uma area sensivel de 30 mm?, Todas as medigdes foram realizadas sob um vacuo de 20 mbar. O tempo
de aquisicéo para cada espectro foi de até 8 minutos. A desconvolucéao espectral e quantificacdo foi feita
recorrendo a um software incorporado no M4-Tornado, Mquant, tendo como base uma matriz de
Caio(PO4)s(OH)2 e uma amostra infinitamente espessa. Neste programa, a intensidade do pico de fosforo

é obtida em funcdo do ajuste feito ao pico do célcio pelo que, a razdo Ca/P é constante.

Figura 5.16 - Fotografia do M4-Tornado da Bruker.
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5.4.2 Condicoes experimentais

As amostras foram colocadas numa lamela sob uma plataforma movel de dimensdo 600x350%260
mm. Foi feito 0 vacuo primario com uma pressao na ordem dos 20 mbar antes da qualquer aquisicao do
espectro de raio-X das amostras. As posi¢Ges das amostras foram obtidas com o microscépio com
amplificacdo de 10x e 100x, permitindo uma excelente visualizagdo de superficies das amostras. Para
cada amostra, foram adquiridos 10 espectros em 5 areas diferentes, ou seja, 2 espectros por cada area
(um adquirido aplicando o filtro para elementos leves e o outro aplicando o filtro para elementos

pesados). A area escolhida para obter cada espectro foi de 0,3 mm x 0,3 mm.

5.5 Protocolo de verniz de fluor

Foi utilizado o verniz dentario VOCO Profluorid Varnish [85] (figura 5.18) que trata de uma
suspensdo etanolica colofénia com aroma artificial e adogante xilitol. Este verniz adere facilmente as
superficies himidas por ser tolerante a humidade e a saliva. Em cada 1 mL desse verniz encontra-se 50
mg de fluoreto de sodio, 0 que corresponde a 22,6 mg de fluoreto.

O verniz foi aplicado num grupo de 10 amostras de esmalte sdo. Estas amostras estavam inicialmente
imersas na solucdo de Cloramina T3-H,0 (C;H;CINNaO,S(3H.0)). Posteriormente, foram retiradas da
solugdo e colocadas num suporte para a aplicacdo do verniz. O verniz foi aplicado uniformemente de
modo que cobrisse toda a superficie da amostra. Em seguida, para assegurar o endurecimento do verniz,
foram aplicadas algumas gotas da saliva artificial na superficie das amostras (figura 5.19). Depois de
todas as amostras serem tratadas com verniz, foram colocadas individualmente em novos falcons com
5 mL da saliva artificial durante 4 horas. Passado essas 4 horas, foram retiradas da saliva e lavadas com
agua da torneira e uma pasta sem fldior da marca COUTO [86] (figura 5.17). A escolha desta pasta sem
fldor é para garantir que a variagéo da concentracéo do flior analisada nessas amostras seja influenciada
somente pelo verniz VOCO Profluorid Varnish e ndo pela pasta COUTO. Apo6s a lavagem das amostras,
estas foram deixadas a secar ao ar. De seguida foram colocadas novamente nos falcons sem qualquer

substancia.

S
® i PSTA DENTIFRICA >

609 €

Figura 5.17 - Pasta dentifrica sem flior (COUTO)
[86].
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Figura 5.18 - Verniz dentario VOCO Profluorid Varnish
[85].

Figura 5.19 - Fotografia da aplicacéo de saliva
artificial na amostra tratada com verniz.

5.6 Protocolo de ciclos erosivos

Zanatta et al. [87] realizaram um estudo de investigagdo do efeito de surfactantes associados ao
fluoreto de sodio (NaF) na prevencgéo da erosdo do esmalte, através de um modelo in vitro de eros&o-
remineralizacdo. Aplicaram um ciclo erosivo em amostras (n=12) de esmalte dentério bovinos, no qual
utilizaram uma solucao de 0,3% de &cido citrico com um pH de 2,6. Com base neste estudo, o GIBBO
definiu um protocolo de ciclos erosivos que permite investigar o efeito de verniz de flior no esmalte
apos a erosao acida do esmalte provocada pela solucgdo de acido citrico monohidratado no qual, foram

imersas todas as amostras.

5.6.1 Preparacio da solucio de acido citrico monohidratado

Foi utilizado um sal tribasico de acido citrico monohidratado [88] (figura 5.20) no qual as
carateristicas encontram-se na tabela 5.1.
A solugdo foi preparada diluindo 3,8 g de &cido citrico monohidratado em 1 L de &gua destilada. Apos
a preparacdo da solucéo de &cido citrico fez-se a medida do pH no qual registou um valor de 2. Este
valor encontra-se proximo do valor (pH=2.6) utilizado no estudo referido anteriormente. A solugéo foi
exposta a temperatura ambiente até o inicio do tratamento. Para a preparacdo foram utilizados os
seguintes materiais: uma espatula, um agitador magnético, uma balanca digital com 0,0001 g de
incerteza, um baldo volumétrico de 1 L e um medidor de pH.
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Tabela 5.1-Composicao do acido citrico.

Férmula quimica CsHs07Nasz.2H,0
Massa molar (g/mol) 294,1 0 I
KIDOTC'-TR|C0HITGWI = E
150100 CITRICO CRISTAL " e
: L e e
Densidade (kg/m?) 850 - 1050 e [N 2

Figura 5.20 - Fotografia do produto
&cido citrico monohidratado [88].

5.6.2 Modelo in vitro de ciclos erosivos

A simulacdo deste modelo, representado na figura 5.21 foi baseado no protocolo do estudo
mencionado anteriormente [87]. Inicialmente todas as amostras (com e sem tratamento de verniz) foram
imersas em 5 mL de saliva humana durante 2 h. De seguida foram mudadas para falcons com 5 mL da
solucéo acida em que, ficaram imersas durante 5 min. Passando os 5 min, as amostras foram novamente
imersas em saliva humana durante 2 h. Este processo foi repetido 5 vezes e no final as amostras foram
imersas na saliva humana durante 2 min. Apo6s a aplicacdo deste protocolo, as amostras foram
conservadas nos falcons sem qualquer substancia até o inicio das medicGes pelas técnicas analiticas.
Durante & noite, as amostras foram mantidas sob umidade relativa de 100%. A saliva humana, provinha
de diferentes doadores que nédo apresentavam nenhuma doenca. Foi congelada a uma temperatura de -
80 °C até o momento da utilizacdo. A imersdo das amostras na saliva antes de serem submetidas ao
ataque acido tem como objetivo promover a formacgdo da pelicula protetora na superficie do esmalte

evitando assim, o contacto direto do 4cido.
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Figura 5.21 - Representacéo esquematica do ciclo erosivo aplicado neste
estudo.

5.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos pelas trés técnicas analiticas foram analisados estatisticamente através do teste

t-student, feito recorrendo ao excel.

5.7.1 Teste t-student

O teste t-student é um teste de hipdtese que permite determinar as diferencas significativas entre as
médias de dois conjuntos de dados que seguem uma distribuicdo Gaussiana. Pode ser utilizado dois tipos
de teste consoante o tipo de dados: teste t-student independente ou emparelhados [89].

Nesta dissertacdo utilizou-se o teste t-student emparelhados, pois o teste foi feito para 0 mesmo
grupo de amostras, mas em fases diferentes (pré-tratamento e pds-tratamento). Considerou-se uma
significancia estatistica para p<0,05. Neste tipo de teste, formula-se uma hipdtese nula (Ho) € uma
alternativa (H:) em que, caso o valor obtido para o p for inferior ao 0,05, rejeita-se a hipétese nula com

um nivel de significancia de 95%.
5.7.1.1 Hipdteses de estudo
As hipoteses de estudo aplicados séo:
e GrupoA
PIGE

Hipdtese nula (Ho): a concentracdo do fltor ndo é influenciada pelo verniz de fldor.
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Hipdtese alternativa (H1): a concentragdo do fluor é influenciada pelo verniz de flGor.

Hipdtese nula (Ho): a concentracdo do fltor ndo € influenciada pelo ataque acido.

Hipdtese alternativa (H1): a concentracdo do fluor é influenciada pelo ataque acido.

EDXRF

Hipdtese nula (Ho): a concentragdo dos elementos Ca e P ndo € influenciada pelo verniz de fltor

e pasta dentifrica.

Hipdtese alternativa (Hi): a concentracao dos elementos Ca e P € influenciada pelo verniz de fltor

e pasta dentifrica.

Hipdtese nula (Ho): a concentracéo dos elementos Ca e P ndo é influenciada pelo ataque acido.

Hipdtese alternativa (H1): a concentracdo dos elementos Ca e P ¢ influenciada pelo ataque acido.

Raman

Hipdtese nula (Hp): a mineralizagdo do esmalte ndo é influenciada pelo verniz de flUor e pasta

dentifrica.

Hipdtese alternativa (H1): a mineralizacdo do esmalte é influenciada pelo verniz de fltor e pasta

dentifrica.

Hipotese nula (Ho): a desmineralizacdo do esmalte dentario ndo é influenciada pelo ataque acido.

Hipotese alternativa (H:): a desmineralizacdo do esmalte ¢ influenciada pelo ataque acido.

Grupo B
EDXRF

Hipdtese nula (Ho): a concentracdo dos elementos Ca e P nédo é influenciada pela pasta dentifrica.

Hipdtese alternativa (Hi): a concentracdo dos elementos Ca e P é influenciada pela pasta

dentifrica.

Hipdtese nula (Ho): a concentracéo dos elementos Ca e P nédo é influenciada pelo ataque &cido.

Hipotese alternativa (H1): a concentragdo dos elementos Ca e P ¢ influenciada pelo ataque acido.

Raman

Hipdtese nula (Ho): a mineralizacdo do esmalte ndo é influenciada pela pasta dentifrica.

Hipotese alternativa (H:): a mineralizacdo do esmalte é influenciada pela pasta dentifrica.

Hipdtese nula (Ho): a desmineralizacdo do esmalte dentario ndo é influenciada pelo ataque acido.

Hipdtese alternativa (H1): a desmineralizacdo do esmalte ¢ influenciada pelo ataque acido.
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6 Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos das medigdes efetuadas nas

amostras do grupo A e B, pelas trés técnicas analiticas.

6.1 Resultados do estudo de PIGE

Através da técnica PIGE determinou-se a concentragdo de flGior nas amostras do grupo A em pré e
pos-tratamento enquanto que para o grupo B so se efetuaram medi¢des em pré-tratamento.

Tendo em conta que o incremento da concentracdo de flUor para as amostras de controlo negativo de
flaor ndo era expectavel, conforme visto em trabalhos anteriores [84], [90] e como o tempo possivel
para a medigdo era reduzido, optou-se por ndo fazer medigdes de flGor ap6s a lavagem com pasta
dentifrica e apds o ciclo erosiva para as amostras do grupo B.

Nas figuras 6.1 e 6.2 encontram-se representadas as concentragdes de flUor e as respetivas incertezas

absolutas obtidas para as amostras do grupo A e B, respetivamente.
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Figura 6.1- Concentracgdo de flGor em ng/g obtidas nas amostras do grupo A antes do tratamento.
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Figura 6.2- Concentra¢do de flior em xg/g obtidas nas amostras do grupo B antes da lavagem com pasta
dentifrica.

Analisando os resultados observou-se que tanto nas amostras do grupo A como nas do grupo B a
concentracgdo de fluor é muito diferente. Este facto pode ser devido as amostras serem provenientes de
doadores diferentes, tendo a influéncia de diversos fatores como: variabilidade biolégica intrinseca,
idade, género, regido de habitacdo e habito alimentar, como descrito adiante. O valor médio obtido para
a concentracdo de flGor antes de qualquer tratamento foi de (16 + 2) x 102 ug/g sendo, minima de (10 +
1) x 10 para A3 e maxima de (49 + 6) x 102 ug/g para B8. A incerteza absoluta associada a cada medida

da concentracéo de fluor foi de 12%, como pode ser observado na tabela 6.1.

Tabela 6.1- Resumo dos resultados da concentragdo de fllor e respetiva incerteza absoluta obtidos nas amostras
do grupo A e B em pré-tratamento.

Amostras Concentracdo de F e respetiva Amostras Concentracdo de F e respetiva

incerteza (ug/q) incerteza (ug/g)
Al (12 + 2) x 102 B3 (27 £1) x 10
A2 (18 + 3) x 102 B4 (38 £ 5) x 102
A3 (10+1)x 10 B6 (11 +2) x 102
A4 (36 + 5) x 102 B7 (98 +2) x 10
A6 (17 £ 3) x 102 B8 (49 + 6) x 102
A7 (10 + 2) x 102 B9 (19 + 3) x 102
A8 (14 + 2) x 102 B10 (39+1) x 10
A10 (50 + 1) x 10
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Alguns estudos realizados confirmaram a variagdo de flior tendo em conta os fatores mencionados
anteriormente. Salah and Arab [57] analisaram a concentracdo de flor nos esmaltes dentéarios das
populagdes da regido Norte e Sul da Argélia considerando os seus habitos alimentares. Verificaram altos
niveis de ingestdo de flior nas populacdes do Sul em relagdo aos do Norte, com uma variacdo da
concentracdo de 3700-4500 pg/g para zonas externas dos dentes e 3090-3900 ug/g para zonas internas.
De facto, isto acontece devido ao consumo de &gua contendo fldor, pois o clima da regido é muito
guente. Além disso, o solo da regido é muito rico em fldor, o que contribui para que alguns vegetais
cultivados, como batatas, tomate, melancia e cha, sejam muito ricos em fltor. O cha em particular, é
considerado a principal bebida da regido.

Num estudo realizado por Brudevold et al. [91] relataram que a parte superficial do esmalte adquire
maior concentracdo de fldor com a idade quando comparada com a zona sub-superficial. Além disso,
sugeriram trés fases diferentes referentes a deposicéo de fluor no dente durante o periodo de calcificagdo
do esmalte, apds a calcificacdo estar completa e ap6s a erupcdo do dente. Nesta Gltima, a adsor¢do de
fldor continua durante toda a vida til do dente, provindo da comida, agua e saliva. Gedalia et al. [92]
determinaram o teor de fldor das diferentes zonas de esmalte de terceiros molares provenientes de
individuos habitantes de Jerusalém. A agua potavel desta regido apresentou uma concentragdo de 0,5-
0,6 ng/g de fluor. Verificaram maior concentragdo de flGor nas camadas superficiais com raiz
completamente desenvolvida relativamente ao esmalte com raiz incompleta. N&o se verificaram
diferencas significativas referente ao teor de fllor entre as faces vestibulares e palatinais, sendo
encontrado menor teor nas faces mesiais e distais. Candeli et al. [93] e Li at al. [94] verificaram um
valor médio de fluor significativamente menor para zona oclusal de esmalte de dentes permanentes
guando comparada com as restantes zonas (zona oclusal - 2055 + 291 ug/g, zona medial - 3179 + 609
ug/g e zona cervical - 3587 + 335 ug/g). Sugere-se que a causa esta relacionada com abrasdo dentaria
nesta zona.

Sendo assim, fez-se a comparacdo dos resultados obtidos com o0s pesquisados na literatura. A
concentragdo média de fluor registada por Retief et al. [95] na zona superficial (7,5 um) das amostras
de esmaltes de dentes caninos foi de 1020 + 187 ug/g, sendo o valor minimo de 976 + 188 ug/g e
maximo de 1326 + 105 ug/g. Luis G. [84] registou um valor medio de 600 + 2 ug/g, sendo 0 minimo de
470 + 7 ug/g e maximo de 900 + 2 ug/g, em conjunto de amostras de controlo provenientes de dentes
molares e pré-molares. Arshed et al. [96] verificou um valor médio de 232 + 57 pg/g, sendo 0 minimo
de 83 + 7 ug/g e maximo de 800 + 252 ug/g, em conjunto de vérias amostras de dentes diferentes.
Zschau et al. [97] registaram valores entre 500-1400 pg/g de fldor nas amostras de controlo provenientes
de esmaltes de dentes pré-molares de individuos com idade compreendida entre 10 e 14 anos. No
entanto, verificou-se que os dados obtidos no presente estudo, em algumas amostras nomeadamente Al,
A3, A7, A8, A10, B3, B6, B7 e B10, estio em conformidade com os registados na literatura.
Relativamente as amostras A2, A4, A6, B4, B8 e B9, registaram-se valores muito elevados (> 1500
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ug/g), estando dentro do limite da fluorose dentéria [57], [98]. A fluorose esté relacionada com o nivel
de fluor ingerida durante o desenvolvimento dentério [99]. Além disso, ndo foram identificadas lesdes
nem descoloragcBes nessas amostras pelo que, sugere-se que o excesso de flior pode ndo estar
diretamente relacionada com a fluorose [57]. No entanto, ndo se encontrou nenhuma justificativa para
tal situacéo.

Tendo os resultados das amostras em pré-tratamento, procedeu-se com o tratamento das amostras.
Os dados e as respetivas incertezas relativas da concentracdo de fldor apds tratamento estdo
representados na figura 6.3 e na tabela 6.2. As incertezas relativas foram calculadas tendo em conta, a
incerteza dos resultados apds o tratamento com verniz relativamente aos obtidos em pré-tratamento, e
tendo em conta os resultados apo6s o ataque &cido relativamente aos obtidos apds o verniz. A incerteza

absoluta de cada medida foi de 12%.
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Figura 6.3- Comparacao da concentracao de flor em g/g entre diferentes fases do tratamento das amostras
do grupo A.

Tabela 6.2- Resumo dos resultados da concentragdo de fltor e respetiva incerteza obtidos nas amostras do grupo
A todas as fases de tratamento.

L commolmoepRelEEneE)

Amostras Pré-tratamento Pos aplicagdo do verniz de F Pos ataque acido
Al (12 + 2) x 102 (24 + 1) x 102 (12 + 1) x 10?
A2 (18 + 3) x 10? (33+2) x 10? (72 + 3) x 10?
A3 (10+1) x 10 (68 + 3) x 102 (100 + 4) x 10?2
A4 (36 + 5) x 10 (32 £ 2) x 102 (19 + 1) x 102
A6 (17 £ 3) x 102 (36 + 2) x 102 (33 +2) x 102
A7 (10 + 2) x 102 (49 + 2) x 102 (21 + 1) x 102
A8 (14 +2) x 10? (31+2) x 10? (26 +1) x 10?
A10 (50 + 1) x 10 (17 + 2) x 102 (17 + 1) x 102
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Neste grupo verificou-se um aumento da concentra¢éo do flor apds o tratamento com verniz de
fltor e lavagem com a pasta dentifrica, com exce¢do da amostra A4 em que, a concentragdo de fluor
diminui. Ap6s o ataque &cido, registou-se uma diminuigdo da concentracdo de flior para as amostras
Al, A4, A6, A7 e A8. Para a amostra A10, parece que a concentragdo se manteve constante enquanto
que, nas amostras A2 e A3, aumentou. A concentracdo minima e maxima de fluor registado foi de (10
+ 1) x 10 pg/g e (10 + 4) x 10° pg/g respetivamente, ambas correspondem a amostra (A3). Na tabela 6.3

encontra-se as percentagens de flGor incorporado nas amostras apds o tratamento com verniz.

Tabela 6.3- Percentagem do aumento de flGor nas amostras do grupo A apds tratamento com verniz e lavagem
com pasta dentifrica.

Al A2 A3 A6 A7 A8 Al0 ‘

Aumento (%) 95 85 6553 102 355 112 214

O aumento da concentragdo de flior apos aplicagdo do verniz ndo se procedeu homogeneamente.
Verifica-se que as amostras (A3, A7 e A10) que inicialmente registaram pouca concentragdo de fltor,
apresentam um aumento superior na concentracdo de fltor, apresentando uma tendéncia. Esta tendéncia
também foi verificada em outros estudos [84], [100].

No presente estudo, verificou-se que na maioria das amostras a incorporacao de fltor ap6s aplicacdo
de verniz resultou numa diminuicdo da concentracdo apds o ataque acido. Sendo assim, a comparagao
destes resultados com os da literatura é fundamental. Estdo no mercado diversos tipos de vernizes de
flGor caracterizados pelas suas composigdes e concentragdes em ug/g de fltor, os quais foram utilizados
em muitos estudos odontoldgicos para a prevencao da eroséo e carie dentéria [101], [38]. Os vernizes
mais utilizados nos estudos sdo os da marca Fluor Protector® (8000 ug/g de fldor) [102] e Duraphat®
(22.600 pg/g de fluor) [103],[12]. Sendo este Gltimo, com uma composicdo de NaF semelhante ao
verniz da marca VOCO Profluorid (22.600 pg/g de fluor) utilizado no presente estudo.

Num estudo realizado por Ogaard et al. [104] mediram a incorporacéo de flGior tanto em esmaltes
saudaveis como em esmaltes desmineralizados apds uma Unica aplicacdo de verniz de flior da marca
Duraphat®. O verniz foi aplicado nos dois tipos de tecidos por um periodo de 6 horas sem outra
intervencgdo. Dos resultados obtidos, verificou-se um aumento significativo da concentracdo de flior
apos aplicacdo do verniz em ambos 0s grupos sendo, mais pronunciada nos grupos desmineralizados
devido a porosidade.

Zschau et al. [97] analisaram o efeito temporal da aplicacdo de dois vernizes de marcas diferentes
(Duraphat® e Lawefluor®-22.600 pg/g de fldor [105]) em amostras de esmalte de dentes pré-molares.
1 dia da aplicacéo dos vernizes verificaram uma incorporagdo do flGior no esmalte com valores de 4000

a 5000 ng/g. Esta situacdo também se observou apds trés semanas da aplicacdo dos vernizes. Em
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contraste, verificou-se uma diminuicéo de fluor apos trés meses pelo que se sugere que o intervalo entre
aplicagdes de verniz seja superior a 3 meses.

Num estudo in vitro realizado por Lippert [101] a capacidade de varios tipos de vernizes incluindo
VVOCO Profluorid, em libertar flior demostrou ser maior perante uma solucéo de saliva artificial de
pH=7 relativamente a uma solucéo de acido citrico de pH=2,27.

Além dos vernizes, também foi verificado o aumento da incorporacao de flior no esmalte dentério
apos aplicacdo de substancias dentifricas contendo NaF [106].

Considerando os dados da literatura foi possivel fazer uma analise comparativa dos resultados.
Verificou-se que os estudos realizados sustentam a variacdo consideravel de flior consoante as
condicdes do meio, havendo uma diminuicdo da capacidade de libertacdo de flGor pelos vernizes perante
meios &cidos. O aumento da concentracdo de flior apds o ciclo erosivo nas amostras A2 e A3, pode
estar relacionada com a variagdo da concentracdo de outros elementos presentes nas amostras.

As carateristicas dos diferentes tipos de vernizes que demostraram influenciar a incorporagéo de flior
no esmalte estdo relacionadas com a concentragéo de fltor e o tempo de exposi¢do. Verificou-se maior
incorporacgdo no esmalte quando aplicado verniz com maior teor de fltor [95].

Contudo, fez-se também a andlise da variacdo na concentracdo dos elementos Na e P nas diferentes
fases de tratamento das amostras.

Na figura 6.4 e na tabela 6.4 encontram-se representados as concentracdes de sodio e as respetivas
incertezas relativas para amostras do grupo A. As incertezas relativas também foram calculadas tendo
em conta, a incerteza dos resultados ap6s o tratamento com verniz relativamente aos obtidos em pré-
tratamento e tendo em conta os resultados apds o ataque acido relativamente aos obtidos ap6s o verniz.
A incerteza absoluta de cada medida foi de 11%.

M Pré-tratamento Pés-verniz de fluor e pasta couto Pés-ataque acido
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Figura 6.4-Comparacéo da concentragdo de sddio em g/g entre diferentes fases do tratamento das
amostras do grupo A.
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Tabela 6.4- Resumo dos resultados da concentragéo de sodio e respetiva incerteza obtidos nas amostras do grupo
A todas as fases de tratamento.

Amostras Pré-tratamento Pos aplicagé@o do verniz de F Pos atague acido
Al (49 + 6) x 10? (73 +5) x 10? (77 + 4) x 102
A2 (43 5) x 102 (49 + 3) x 10° (63 + 3) x 102
A3 (42 £ 5) x 10? (98 £ 6) x 10? (80 £ 4) x 10?
A4 (44+ 5) x 102 (57 + 4) x 102 (53 + 3) x 102
A6 (42 £ 5) x 10? (49 £ 3) x 10? (53 £3)x 10?
A7 (50 + 6) x 102 (58 + 4) x 102 (47 + 2) x 102
A8 (50 + 7) x 10° (58 + 4) x 10° (48 + 2) x 102
A10 (50 + 7) x 102 (50 + 3) x 10? (50 £ 3) x 102

Da andlise dos dados verificou-se uma tendéncia da concentragdo de s6dio em aumentar com a
aplicagdo do verniz e lavagem das amostras com a pasta dentifrica, com exce¢éo da amostra A10 em
que, a concentracdo parece manter constante. Apos o ciclo erosivo, a concentragdo parece diminuir nas
amostras A3, A4, A7 e A8. Enquanto que, nas amostras Al, A2 e A6 parece aumentar. No entanto, para
a amostra A10 a concentracdo manteve-se constante. O valor médio da concentragdo do sdédio obtida
em pré-tratamento, pés aplicacdo do verniz e pos ciclo erosivo é de (45 + 6) x 10 pg/g, (61 + 4) x 102
ug/g e (58 + 3) x 10? ug/g, respetivamente.

A incorporagdo do sédio apds o tratamento com verniz de fluor e lavagem com pasta dentifrica
ocorreu devido ao composto cloreto de sddio (NaF) presente no verniz. Também se pode verificar uma
grande influéncia no facto da saliva artificial apresentar sodio na sua constituicao, visto que, as amostras
foram submersas nesta saliva logo ap6s a aplicacéo do verniz. A saliva artificial € composta por varias
substancias que contém sodio na sua constituicdo, nomeadamente NaCl, NaHCOs e Na;SO4.10H,0.
Além disso, na fase de pré-tratamento, todas as amostras foram conservadas em solucdo de cloramina
T3-H,O (C7H;CINNaO,S(3H20)), uma substancia que também contém sodio na sua composic¢do
quimica. A incorporacéo do sodio no esmalte também foi verificada por Luis [84] num estudo em que
se aplicou um produto estimulante gustativo de secrecéo salivar contendo NaF (Xeros™ [107]).

Apos o ciclo erosivo, 0 aumento da concentracao de sodio verificado nas amostras A1, A2 e A6 pode
estar associado ao sédio presente na composicao quimica do acido citrico (ver tabela 5.1) assim como,
a possibilidade do sodio pode estar presente na saliva humana utilizada durante o ciclo erosivo.

Na figura 6.5 e na tabela 6.5 encontram-se os resultados da concentracdo de fésforo e as respetivas
incertezas relativas obtidas nas amostras do grupo A em diferentes fases do tratamento.
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M Pré-tratamento B Pés-verniz de fldor e pasta couto M Pds-ataque acido
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Figura 6.5- Comparacéo da concentracao de fosforo em pg/g entre diferentes fases do tratamento das
amostras do grupo A.

Tabela 6.5- Resumo dos resultados da concentracdo de fésforo e respetiva incerteza obtidos nas amostras do
grupo A todas as fases de tratamento.

Amostras Pré-tratamento Pos aplicagédo do verniz de F Pos ataque acido
Al (19 + 3) x 10* (20 £ 7) x 10* (20 + 6) x 10*
A2 (16 £ 2) x 10 (16 + 6) x 10* (16 +5) x 10*
A3 (22 + 3) x 10* (17 +7) x 10* (17 £ 6) x 10*
A4 (16 £ 2) x 10 (16 £+ 6) x 10* (15 +5) x 10
A6 (16 + 2) x 10* (17 +7) x 10* (17 £ 6) x 10*
A7 (15+2) x 10 (16 £ 6) x 10* (16 + 5) x 10*
A8 (16 +2) x 10* (15 + 6) x 10* (15 +5) x 10*
A10 (17+2) x 10 (16 £ 6) x 10* (16 + 5) x 10*

De acordo com os dados da figura 6.5, verifica-se uma tendéncia da concentragdo de fosforo em se
manter inalterada tanto ap6s a aplicacdo do verniz e lavagem das amostras com a pasta dentifrica como
apos o ciclo erosivo, com excecao das amostras A2, A3, A6 e A7. Para as amostras A2, A3 e A7 parece
haver uma diminuicdo da concentracdo do fosforo ap6s o tratamento com verniz enquanto que, na
amostra A6, se verificou o inverso. O valor da média aritmética obtida em pré-tratamento, pds aplicacéo
do verniz e po6s ciclo erosivo sdo de (17 + 2) x 10* pg/g, (16 + 6) x 10* pg/g e (16 + 5) x 10* pg/g,
respetivamente.
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Na amostra A3, antes do tratamento, registou-se uma concentragdo elevada do fosforo enquanto que
as concentracgdes de flor e sddio eram baixas, mas apds o tratamento registou-se o inverso. No entanto,
sugere-se que nesta amostra, a varia¢do na incorporagdo desses elementos parece ter uma dependéncia
um do outro.

Tendo em conta que ocorreu incorporacao do fltor no esmalte pela aplicagdo do verniz e que apds o
ciclo erosivo houve uma diminuicdo do mesmo, rejeita-se as seguintes hipoteses nulas: a concentracdo
de fluor ndo é influenciada pelo verniz e a concentragdo de fluor ndo é influenciada pelo ataque acido.
Contudo, verificou-se uma variagdo consideravel de flior no esmalte ao longo das diferentes fases do

tratamento das amostras.
6.2 Resultados do estudo de EDXRF

As concentragGes massicas foram obtidas antes e ap6s o tratamento para os principais elementos da
matriz hidroxiapatite, Ca e P.

e GrupoA

Nas figuras 6.6 e 6.7 encontram-se os resultados das concentragbes elementares do Ca e P,
respetivamente, das amostras do grupo A. A incerteza é calculada com base no desvio padrdo. Além
disso, também se encontram representados os resultados da analise estatistica feita pelo teste t-student
pareado para p-value menor ou igual a 0,05.

B Pré-tratamento M Pds-verniz de fldor e pasta dentifrica B Pds-ataque acido
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Figura 6.6- Comparacao da concentracdo elementar do Ca em diferentes fases do tratamento das amostras do
grupo A.

Analisando os dados representados no grafico 6.6, verifica-se que em geral, a concentracdo elementar

do Ca parece ter uma tendéncia em aumentar ap6s a aplicagdo do verniz de fltor e lavagem com a pasta
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dentifrica e diminuir ap6s o ataque &cido. Nas amostras Al, A2 e A9, devido as barras de incertezas se
intersetaram ndo se pode confirmar esta tendéncia. Entretanto, pela analise do teste t-student verifica-se
que as médias ndo sdo estatisticamente significativas pelo que, pode se afirmar que ndo houve variagdo
da concentracdo ap0s o tratamento com verniz e pasta dentifrica. Para a analise apds o ataque &cido, as
amostras Al e A2 foram as Unicas nos quais, as médias ndo sdo estatisticamente significativas. No
entanto, estas duas amostras ndo sofreram modificagdes significativas referente ao elemento Ca em
nenhuma fase do tratamento. O valor médio da concentragdo elementar do Ca para este grupo foi de
37,1 £ 0,2 antes do tratamento, 37,4 + 0,2 ap6s o tratamento com o verniz de fldor e a lavagem com a
pasta couto e 37,1 + 0,1 apds o ataque acido. De modo geral, comparando estes resultados, constata-se
gue ocorreu um aumento do elemento Ca ao aplicar o verniz e lavar as amostras com pasta dentifrica e

ocorreu uma diminuicdo da mesma apés o ataque acido.
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Figura 6.7- Comparacédo da concentracao elementar do P em diferentes fases do tratamento das amostras do
grupo A.

A quantificacdo do elemento P foi determinado através do elemento Ca tendo em conta a
estequiometria da hidroxiapatite. Por isso, a sua variacdo segue a mesma tendéncia que a do Ca, em
aumentar ap6s o tratamento com verniz e diminuir ap6s o ciclo erosivo.

De modo a verificar se houve perda do contetdo mineral devido ao ciclo erosivo aplicado nas
amostras do grupo A, fez-se a comparacao das diferengas entre as médias da concentracdo do Ca e P
entre as fases de pré-tratamento e pos-ataque &cido. No entanto, verificou que as Unicas amostras no
qual, registaram uma perda mineral para além do conteido ganho apds aplicagdo do verniz de fldor
foram A3 e A9. As restantes amostras so perderam o contetdo mineral adquirido ap6s aplicagdo do
verniz de fluor.

e GrupoB
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Nas figuras 6.8 e 6.9 encontram-se os resultados das concentragdes elementares do Ca e P,
respetivamente, das amostras do grupo B. A incerteza é calculada com base no desvio padrdo. Além
disso, também se encontram representados os resultados da analise estatistica feita pelo teste t-student
pareado para p-value menor ou igual a 0,05.

M Pré-tratamento B Pés-pasta dentifrica B Pds-ataque acido
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Figura 6.8- Comparacao da concentracéo elementar do Ca em diferentes fases do tratamento das amostras do
grupo B.

Neste grupo, parece que a concentracdo elementar do Ca tende a se manter constante tanto apés a
lavagem das amostras com pasta couto como apds a aplicagdo do ataque &cido, com excecdo das
amostras B1 e B2, em que a concentragdo tende e diminuir apos o ataque acido, pois as barras de
incertezas ndo se intersetaram. Relativamente as amostras B1 e B2, pela analise estatistica obtido pelo
t-student, confirma-se que as variacdes das médias sdo estatisticamente significativas pelo que, ocorreu
uma diminui¢do da concentracdo do elemento Ca ap6s o ataque acido. Para as amostras B4 e B7, houve
um aumento estatisticamente significativa da concentracdo apds a lavagem das amostras com a pasta
dentifrica. Para as amostras em que, ndo se verificaram alteracfes estatisticamente significativas da
concentracdo de Ca, obtiveram um valor de p-value superior a 0,05. O valor médio da concentracdo
elementar do Ca para este grupo foi de 37,1 + 0,2 antes do tratamento, 37,1 + 0,2 ap6s o tratamento com
o verniz de fluor e a lavagem com a pasta couto e 36,6 + 0,5 apds o ataque acido.
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18.00

17.50 p=0,03 p<0,001

- -
17.00 o - - = 5
16.50 p=0,02
16.00
15.50 1
15.00
B1 B2 B4 BS B6 B7 BS B9 B1

B3

H

Concentragdo de P (m/m %)

0
Amostras

Figura 6.9- Comparacao da concentracdo elementar do P em diferentes fases do tratamento das amostras do
grupo B.

Neste grupo como era esperado, 0 comportamento do P foi igual ao do Ca. A impossibilidade de
determinar o P de modo independente do Ca é uma desvantagem do método quantitativo utilizado.

Fez-se também a analise relativamente a perda do conteido mineral ap6s o ataque &cido aplicado.
Nos resultados obtido das diferencas nas médias da concentracdo do Ca e P entre as fases de pré-
tratamento e pds-ataque &cido, verificou que as amostras B1 e B2 sofreram uma perda do conteudo
mineral relativamente ao registado na fase de pré-tratamento. As restantes amostras nao registaram perda
no contetdo mineral perante o ataque acido.

Como pode ser visto nos graficos apresentados anteriormente, os valores inicias das concentracoes
do Ca e P entre as amostras, tanto no grupo A como no B apresentaram valores diferentes,
principalmente nas amostras A8 e B4. De facto, isto pode acontecer por amostras serem provenientes
de dentes diferentes, sendo influenciada por diversos fatores como: variabilidade bioldgica intrinseca,
idade, género e habito alimentar. Varios estudos confirmaram a influéncia desses fatores. Num estudo
realizado por Fisher et al. [108] verificaram diferencas na composi¢do elementar entre os dentes
deciduos e permanentes, obtendo concentracdes dos elementos do tecido duro do esmalte
nomeadamente Ca, Na e Mg muito superior nos dentes deciduos. Quanto a localizagéo na cavidade oral,
verificaram que os dentes da mandibula, tanto os deciduos como 0s permanentes apresentaram maior
concentragdes de Ca, Mg e Na quando comparadas com os da maxila. Por outro lado, Arnold and
Gaengler [109] relataram que o teor dos elementos Ca e P eram superior no esmalte do dente permanente
em relacdo ao esmalte que ainda estava na fase de desenvolvimento.

Tendo em conta que os diferentes tipos de dentes, caninos, incisivos, molares e pré-molares
apresentam um cronograma diferente de desenvolvimento, é de esperar que os contetidos minerais do
esmalte nesses dentes variam com a idade. Nos terceiros molares, a idade da calcificacdo inicial, da
formacdo completa da coroa e parte radicular € bem determinada [110]. Além disso, possui um tamanho

maior em relacdo aos outros tipos de dentes, o que é bastante apropriado na analise com a técnica PIGE.
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Na utilizagéo dos dentes deciduos como indicadores ambientais, alguns autores sugeriram restringir aos
terceiros molares.

Nas amostras do grupo A, verifica-se que na maioria das amostras, as concentracdes do Ca e P
aumentaram com a aplicacdo do verniz e lavagem com a pasta couto. No entanto, como a pasta couto
(figura 6.10) tem na sua composicdo elementos que também se encontram presente na matriz
hidroxiapatite, nomeadamente Ca e P, é sugestivo que o aumento verificado nas amostras tenha
influéncia da lavagem com a pasta. De modo a esclarecer se teve o efeito da pasta couto, foram
comparados os resultados do grupo A e B, visto que, no grupo B ndo foi tratado com verniz de fldor.
Como as amostras B4 e B7, foram as Unicas do grupo B que apresentaram um aumento da concentracdo
do Ca e P apds lavagem com a pasta, € sugestivo que o aumento obtido nas amostras do grupo A nédo
teve a influéncia da pasta dentifrica couto.

A técnica EDXRF fornece informagGes quantitativa dos conteddos elementares do esmalte dentério,
permitindo obter informagdes acerca da interagcdo quimica do verniz de flGor com as amostras do
esmalte. O verniz de fllor ao ser aplicado no esmalte pode formar o composto CaF, que é depositado na
superficie do esmalte. Este composto, pode transformar em fluorapatite que fornece um efeito protetor

ao esmalte quando sujeito a um ataque acido.
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Figura 6.10- Espectro EDXRF obtida da pasta dentifrica couto.

Carvalho Filho et al. [76] aplicaram gel e vernizes de flor (Duraphat® e Duofluorid®) durante 4
minutos e 6 horas, respetivamente, em amostras de esmaltes bovinas. Em seguida, submeteram as
amostras a um ataque &cido de 10 minutos e no final as amostras foram imersas em saliva artificial
durante 1 hora. No entanto, verificaram através da técnica EDXRF que o teor de Ca e P nas amostras

tratadas com vernizes ndo sofreu alteracdo apds o ataque acido. Por outro lado, verificaram um efeito
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protetor superior no tratamento com gel em relacéo ao verniz Duofluorid®. Sugeriram que esta situagao,
acontece devido a influéncia do etanol na ligagcdo quimica entre o Ca presento no CaF, do verniz e do
Ca da hidroxiapatite do esmalte.

A aplicacdo do verniz de fldor no presente estudo parece ter apenas um efeito protetor minimo
perante o ataque &cido, visto que, num total de 9 amostras, 7 apresentaram uma perda do contetdo
mineral ganho apds a aplicacdo do verniz e 2 amostras registaram perda do contetido mineral para além
daquele que ganharam apds aplicacdo do verniz de flior. O ganho mineral de Ca e P verificado na
maioria das amostras apos o tratamento com verniz foi de 1%. Entretanto, parece que a formacao de
CaF; e/ou fluorapatite ndo foi o suficiente para inibir por completo o efeito do &cido citrico no esmalte.
Segundo Nelson et al. [111] o composto CaF, depositado na superficie do esmalte pode ser perdido
consoante o tipo de verniz e as condi¢des orais. Sugeriram também que o efeito protetor dos agentes
topicos de fluor pode estar relacionado com as altera¢cbes morfoldgica provocadas na superficie do
esmalte. No entanto, como apdés a aplicacdo do verniz as amostras foram lavadas com pasta por uma
escova, sugere-se que o efeito abrasivo da escova pode influenciar. Um outro fator além da concentracdo
do fluor no verniz que eventualmente influencia na formacédo da fluorapatite é a temperatura que atua
fortemente no processo quimico responsavel pela formagéo da fluorapatite [112].

Uma das caracteristicas da erosdo dentéaria é a dissolucéo dos ides Ca?* e PO4*, 0 que contribui para
a diminuigdo da concentracdo elementar do Ca e P no esmalte dentério [13]. No entanto, de acordo com
a andlise dos resultados obtidos das concentracbes do Ca e P nas amostras do grupo B, pode-se dizer
que o ataque &cido ndo originou erosdo que resultasse numa diminui¢do significativa, com excecdo das
amostras B4 e B7 pois, pela analise do teste t-student apresentaram uma diminuicédo significativa nas
concentragdes dos elementos Ca e P. No entanto, foi verificado uma perda significativa do contetdo
mineral obtido em pré-tratamento nas amostras B1 e B2 ap6s o ataque &cido. Sugere-se por um lado,
gue a profundidade do volume medido por XRF e a superficialidade da erosdo podem dificultar a
interpretacdo dos resultados. Por outro lado, sugere-se que pode ser o efeito protetor da saliva humana
no qual, as amostras foram submersas durante o ciclo erosivo. Para além dos agentes topicos de flor, a
saliva é um outro parametro muito importante no combate ao desgaste erosivo, sendo considerada o
agente biologico mais importante na protecdo dentaria. As diversas funcdes protetoras desempenhadas
pela saliva, sua capacidade de tamponamento, de dilui¢do acida e de fornecer os principais elementos
(Ca, P e F) para a remineralizacdo dos cristais da hidroxiapatite, oferece mais resisténcia ao esmalte
perante uma solucdo acida de modo que, anula o processo da desmineraliza¢do. Além disso, a saliva
tem a capacidade de formar uma pelicula protetora que contém proteinas salivares e lipidos especificos
que ligam a superficie do esmalte impedido que ocorra um ataque acido direto na superficie [113], [19].

Sendo assim, a saliva tem sido aplicada em muitos estudos referentes ao tratamento dentéario,
principalmente a saliva artificial. No entanto, é de salientar que a saliva artificial apresenta uma caréncia
de proteinas em relacédo a saliva humana, o que pode dificultar na formacéao da pelicula protetora [113].

Neste estudo, durante o ciclo erosivo aplicado, todas as amostras foram expostas a saliva humana por
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2h antes de cada aplicagdo &cida. Este tempo de exposicao esta de acordo com o relato feito por Alencar
et al. [114], num estudo realizado sobre o efeito de diferentes tempos de exposi¢do salivar na
remineralizacdo de esmaltes afetados pela eroséo. Foi verificado que a exposi¢do em saliva por 2h,
parece adequado para o fortalecimento das superficies afetadas durante a exposicao &cida.

Featherstone et a.l [115] analisaram o efeito da saliva utilizada na fase de pré-tratamento dos esmaltes
de dentes molares e pré-molares expostos ao ataque &cido. Além disso, a anélise também foi feita
considerando o efeito dos diferentes componentes salivares separadamente (proteinas e minerais).
Verificaram que o pré-tratamento feito com os diferentes componentes salivares separadamente nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativa, fornecendo uma protecdo minima ao esmalte.
Em relacdo a analise da saliva considerando todos os componentes, foi verificada que a pelicula
protetora atuou positivamente na prevencdo da desmineralizacdo do esmalte.

Tendo em conta que tanto as amostras do grupo A como as do grupo B foram submersas em saliva
humana durante o ciclo erosivo, era de esperar um efeito protetor da saliva também nas amostras do
grupo A, o que ndo pode ser avaliado individualmente. Wang et al. [116] avaliaram o efeito de pré-
tratamento com saliva e saliva + agentes de flior (NaF), em esmaltes expostos & solucao de acido citrico
de pH= 2,23 durante 1 minuto. Os resultados obtidos verificaram que a saliva natural apresenta maior
capacidade para formar a pelicula protetora na superficie do esmalte. Também foi verificado que a
adicdo do agente de flior parece mostrar uma pequena contribuicdo a capacidade da saliva artificial.
Num estudo feito por Wang et al. [117] ndo se registou o efeito protetor da solucao contendo fltor (NaF)
aplicado nas amostras de esmalte por 60 horas antes da exposi¢do a solucdo de acido citrico. Sendo
verificada que uma Unica aplicacdo de solugdo contendo fllor ndo foi capaz de proteger a estrutura do
esmalte contra a erosao acida. No entanto, foi verificado a mistura de solucdes de flior com soluges
acidas apresenta um efeito protetor devido a influéncia do pH ligeiramente acido em aumentar o depdsito
de CaF; na superficie do esmalte.

O 4cido citrico tem sido utilizado em muitos estudos, pois é o principal &cido em muitas bebidas e
sumos de frutas, tendo concentragdes tipicas de 15-45 mmol/L. Fatores como valor do pH e tempo de
exposicdo sdo essenciais na analise da desmineralizagdo do esmalte quando exposto a solugGes acidas
[11].

Candido et al. [13] aplicaram um ciclo erosivo em modelo in vitro no esmalte humano, utilizando
coca-cola (pH = 2,43 + 0,02). As amostram foram expostas ao acido durante 1 minuto e em seguida
submersas em saliva por 5 minutos. Este processo foi repetido 3 vezes ao dia num total de 10 dias. No
entanto, verificaram uma diminuic&o significativa nas concentra¢fes elementares do Ca e P apds o ciclo
erosivo, resultante do amolecimento de contetdo mineral na superficie do esmalte pela dissolugéo &cida.

Soares et al. [74] analisaram as alteracdes morfoldgicas e estruturais do esmalte de dentes bovinas
tratadas com vernizes de flior por um periodo de 6 horas e seguidamente expostos a um ciclo erosivo,
utilizando refrigerantes de pH baixo (3,8). Neste caso, além da analise feita por EDXRF também se fez

avaliagdo quanto a rugosidade. Dos resultados obtidos, verificaram maior rugosidade apds o ciclo
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erosivo em esmaltes néo tratados com verniz pois, a aplicagdo do verniz condicionou a formacdo de
CaF; levando ao aumento das concentracdes de Ca e P nas amostras tratadas. No entanto, sugere-se que
perante exposicOes frequentes de acidos, o efeito protetor resultante de uma Unica aplicacdo de verniz
pode ndo ser suficiente para evitar a erosdo. Também Carvalho Filho et al. [76] avaliaram as alteragdes
registadas na superficie do esmalte de dentes bovinas tratadas com vernizes perante um ciclo erosivo.
Verificaram maior perda do contedldo mineral perante acao acida em esmaltes ndo tratadas com o verniz.

Assim, a comparacdo dos resultados obtidos no presente estudo com os achados da literatura é
fundamental. No presente estudo a analise da rugosidade néo se realizou, mas ndo deixa de ser uma mais
valia em estudos futuros. Relativamente a reducdo dos principais elementos do esmalte verificado apds
o ciclo erosivo, esta de acordo com os achados em estudos anteriores.

Contudo, pode se rejeitar as hipdteses nulas definidas para as amostras do grupo A e B, apesar do
efeito protetor do fllor verificado pela andlise por EDXRF ser minima. Para as amostras do grupo B,
mesmo sem prote¢do do fllor, o efeito da saliva humana foi capaz de evitar perdas significativas do

contelido mineral na maioria das amostras.

6.3 Resultados do estudo de Raman

e GrupoA

Na figura 6.11 encontra-se representado o0s resultados bem como as respetivas incertezas da razao de
despolarizagdo das amostras antes e ap6s 0 tratamento com pasta couto e verniz de fldor e a aplicacdo
de uma substancia &cida. Estes resultados correspondem a média aritmética das medicgdes efetuadas em
cada ponto da amostra e a incerteza é calculada com base no desvio padrdo e na incerteza associada a
cada medida. Além disso, também se encontram representados os resultados da analise estatistica feita

pelo método t-student pareado para p-value menor ou igual a 0,05.
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Figura 6.11- Resultados da razdo de despolarizagéo das amostras do grupo A em pré e pos tratamento.

72



Analisando os resultados antes e apds o tratamento com verniz e pasta dentifrica, verifica-se que,
neste grupo, parece haver uma tendéncia para a diminuigdo do valor da raz&o de despolarizacéo ap6s o
tratamento. Nas amostras Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7 e A8, esta tendéncia torna-se bastante evidente
visto que, pela analise do teste t-student as diferencas entre as médias sdo estatisticamente significativas.
Jé& para a amostra A9, o aumento do valor da despolarizacéo ocorreu de forma muito significativa. Para
a amostra A10, para além das barras de incerteza se intersetaram as diferencas entre as médias ndo sdo
estatisticamente significativas, apresentando o valor de p-value de 0,3.

De modo a verificar se houve algum efeito do verniz de fltor na protecdo do esmalte apds sofrer um
ataque acido, fez-se a comparacao do valor da razdo de despolarizacdo das amostras apds tratamento
com verniz de flGor e pasta dentifrica e apos a aplicacdo do atagque acido. E sugestivo que, o valor da
razdo de despolarizacdo tende a aumentar ap6s a aplica¢do do ataque &cido. Esta tendéncia é bastante
evidente nas amostras Al, A2, A3, A4, A5, A6, A8 e A9 e Al0 pois, pela analise do teste t-student as
diferencas entre as médias sdo estatisticamente significativas. O Unico caso de exceg¢éo se verifica para
a amostra A7 em que, para além das barras de incerteza se intersetaram as diferengas entre as médias
ndo sdo estatisticamente significativas, apresentando o valor de p-value de 0,4. O valor médio da razédo
de despolarizagéo para este grupo foi de 0,04 + 0,01 antes do tratamento e 0,02 + 0,01 apds o tratamento
com o verniz de fldor e a lavagem com a pasta dentifrica e 0,04 + 0,01 apds o ataque acido.

De modo geral, comparando estes dois valores, constata-se que ocorreu a remineralizacdo com a
aplicagdo do verniz de fldor e uma desmineralizagdo do esmalte das amostras ao entrarem em contato
com substancia acida. No entanto, sugere-se que o efeito protetor do verniz de flGor ndo foi suficiente

para evitar a eroséo &cida, tendo verificado uma protecdo somente na amostra A7.

e GrupoB
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Figura 6.12- Resultados da razéo de despolarizagédo das amostras do grupo B em pré e pos tratamento.
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Neste grupo, o valor da razdo de despolarizagdo apos a lavagem das amostras com a pasta dentifrica,
tende a se diminuir. Nas amostras B1, B2, B5, B6, B7 e B9 esta tendéncia é significativa, pois a diferenca
entre as médias registadas pelo teste t-student € estatisticamente significativa. Ja para as amostras B3 e
B8, 0 aumento da razdo de despolarizacéo ap06s o tratamento foi muito significativo. Para as restantes
amostras, ndo se registou diferencas significas no valor da razdo de despolarizagéo (p-value superior a
0,05).

Comparando o valor da razdo de despolarizacdo apds a lavagem das amostras com a pasta dentifrica
e apds a aplicacdo do ataque acido, parece que o valor da razdo de despolarizacdo tende a aumentar nas
amostras B6, B7, B9 e B10, e parece diminuir nas amostras B2. Para as restantes amostras (B1, B3, B4,
B5 e B8), além das barras de incertezas se intersetaram o valor de p-value obtido é superior a 0,05.
Entretanto, para estas amostras ndo se verificou alteragbes significativas no valor da razdo de
despolarizagdo. O valor médio da razdo de despolarizacdo neste grupo foi de 0,07 + 0,01 antes do
tratamento, 0,05 + 0,02 apds a lavagem com pasta e 0,05 + 0,02 apds a aplicagdo acida.

De modo geral, é sugestivo que 0 ataque acido ndo provocou a desmineralizacdo do esmalte das
amostras deste grupo pois, parece que o efeito protetor da saliva inibiu a desmineralizagdo em algumas
amostras.

Como referido no capitulo 5, a razdo de despolarizacdo fornece informagGes bastante Uteis sobre o
estado do esmalte. Nas amostras do grupo A, a razdo de despolarizacdo tende em diminuir apds a
aplicagdo do verniz e lavagem com pasta couto, podendo afirmar que a aplicacdo do verniz permitiu a
incorporacdo do fluor no esmalte contribuindo deste modo para a remineralizagéo do esmalte.

Na figura 6.13 encontra-se representada a comparacao dos espectros obtidos com uma polarizagéo
paralela para a amostra A3 antes do tratamento e apds o tratamento, ja com a correc¢éo de fundo. Pode-
se verificar que picos de intensidade da banda Raman a 959 cm™ aumenta quando se aplica o verniz de
fldor no esmalte e diminui ap0s o ataque &cido. Esta variagdo ocorre devido a alteracdo da morfologia
do esmalte provocado pela desmineralizacdo quando este, entra em contacto com substancias acidas
alterando deste modo, a orientacdo dos seus cristais. No entanto, outro fendmeno resultante da
desmineralizagcdo do esmalte € o aumento do sinal de fundo no espectro devido ao processo de
fluorescéncia [118], representado na figura 6.14. Este processo é caracterizado pelo aumento do

conteudo organico no esmalte nomeadamente elementos leves como carbono e hidrogénio.
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Figura 6.13- Comparacédo dos espectros obtidos com a amostra A3 com o
polarizador paralelo antes do tratamento e ap6s o tratamento.
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Figura 6.14- Comparacdo dos espectros obtidos para amostra A5 antes do
tratamento e apds o ataque acido. Nota-se claramente o aumento do sinal de
fundo.

Nesta técnica, também é de notar que os valores da razdo de despolarizagdo antes do tratamento sao
diferentes entre as amostras, isto pode ser devido as amostras serem oriundas de diferentes tipos de
dentes. Estudos anteriores registram valores da razdo de despolarizacao entre 0,02 a 0,08 em amostras
antes de qualquer tipo de tratamento [84], [90].

A espectroscopia Raman foi utilizada neste estudo por ser uma técnica muito sensivel as alteraces
superficiais das amostras permitindo averiguar se a aplicacdo do verniz de fltor evita a desmineralizacdo

do esmalte quando sujeito ao protocolo do ciclo erosivo. Este efeito é verificado através dos valores da
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razdo de despolarizacdo que indica uma remineralizacdo do esmalte quando os valores diminuem e
desmineralizacdo quando aumentam.

Candido et al. [13] avaliaram in vitro a desmineraliza¢éo induzida pelo refrigerante coca-cola (pH =
2,43 £ 0,02) em esmalte humano. Verificaram um aumento dos valores da razdo de despolarizagéo
resultante da perda do mineral na superficie do esmalte apds o ataque acido provocado pelo refrigerante.
Braga et al. [119], analisaram a morfologia e o conteudo mineral de esmalte de terceiros molares
humanos sujeitos ao ciclo erosivo de suco gastrico (pH=1,6) e sumo de laranja (pH=3,7). As amostras
de esmalte foram submetidas ao ataque &cido durante 5 minutos e em seguida submersas em saliva
durante 3 horas. Este processo foi repetido 4 vezes por dia, num total de 14 dias. Os resultados obtidos
da analise pela espectroscopia Raman nao registou diferencas significativas nas amostras apos o ciclo
erosivo tanto pelo suco gastrico como sumo de laranja. No entanto, verificaram alteracdes na morfologia
superficial do esmalte provocadas pelo ataque &cido, considerando as analises por Microcopia Eletronica
de Varrimento (MEV).

Gonzéles-Solis et al. [120] avaliaram in vitro, a fluorose dentaria pela técnica de espectroscopia
Raman, em amostras de dentes humanos. Pelo espectro de Raman identificaram o pico associada ao
composto CaF, a um comprimento de onde de 322 cm™. Verificaram também, uma diminuicéo da
intensidade da banda em 960 cm ! referente a0 modo de vibracdo de P0,3>” quando a amostra
apresentava maior registo de fluorose. Sugere-se que a andlise quantitativa da fluorose pode ser feita
recorrendo a espectroscopia Raman. No presente estudo apesar dos valores de flGor incorporado
nalgumas amostras estarem dentro dos limites de fluorose, ndo se verificou pico associado ao composto
CaF, no espectro de Raman nessas amostras.

Chen et al. [121] partiram do pressuposto que a estrutura quimica da fluorapatite tem influéncia
predominante na sua resisténcia ao ataque acido. No entanto, utilizaram a técnica da espectroscopia
Raman na avaliacdo do efeito da substitui¢do de flior na estrutura da hidroxiapatite. Nos espectros de
Raman obtidos, verificaram um aumento da intensidade do pico associado ao ido fosfato em todas as
amostras de apatite que continham flGor. Além disso, verificaram um aumento da largura a meia altura
associado ao pico do ido fosfato, o que significa um aumento dos cristais da hidroxiapatite. Mei et al.
[122] avaliaram o efeito de fluor presente em fluoreto de diamina de prata (SDF) nas estruturas minerais
em amostras de apatite. A analise também foi feita pela técnica de espectroscopia Raman. Assim como
noutros estudos, 0s espectros de Raman registaram um aumento na intensidade do pico associado ao ido
fosfato. Verificaram aumento nos tamanhos de cristais de modo proporcional ao aumento do composto
SDF nas amostras.

De modo geral, a diminuicdo da razdo de despolarizagdo verificada no presente estudo por aumento
da intensidade do pico associado ao ido fosfato, vai de encontro aos achados em estudos anteriores. Esta
verificacdo foi feita tanto nas amostras do grupo A como nas do grupo B, pois o efeito da saliva também
proporciona a remineralizagdo devido a presenga de fosforo e célcio na sua composi¢do. No entanto,

este efeito mostrou ser predominante no grupo B relativamente ao grupo A.
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Assim, rejeita-se as hipoteses nulas:
e GrupoA

Hipotese nula (Ho): a mineraliza¢do do esmalte ndo é influenciada pelo verniz de fllor e pasta

dentifrica.

Hipotese nula (Ho): a desmineralizacdo do esmalte dentério ndo é influenciada pelo ataque acido.

e GrupoB

Hipdtese nula (Ho): a mineralizacdo do esmalte ndo é influenciada pela pasta dentifrica.

Hipotese nula (Ho): a desmineralizacéo do esmalte dentério ndo é influenciada pelo ataque acido.
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[/ Conclusoes e Perspetivas Futuras

7.1 Conclusoes

Com o presente estudo, concluiu-se que a utilizagéo do verniz topico de fltor, VOCO Profluorid,
permitiu a incorporacdo do fldor ao longo da superficie do esmalte, medida pela técnica PIGE. A
incorporagdo do fluor procedeu-se de forma ndo uniforme entre as amostras. A remineralizacdo do
esmalte condicionado pela adicdo de fluor foi bem legivel nos espectros de Raman, indicando um
aumento na intensidade do pico associado ao ido fosfato.

A influéncia da pasta dentifrica sem fltor utilizada na remocgéo do contetdo de verniz nas superficies
das amostras ndo se verificou pela analise EDXRF, mas houve uma diminuicdo da razdo de
despolarizagdo em algumas amostras do grupo B apds a lavagem com a pasta, medida pela
espectroscopia de Raman.

A aplicacdo do ciclo erosivo mostrou em ambas as técnicas que o acido citrico contribui para a perda
mineral e promove alteragdes morfoldgicas na superficie do esmalte. Nas amostras do grupo A, o efeito
erosivo verificado ultrapassou a capacidade protectiva tanto do verniz de flior como da saliva humana
aplicada nestas amostras. No entanto, o efeito protetor do fldor presente no verniz ndo foi predominante
como esperado. J&, para amostras do grupo B a saliva mostrou ser muito eficaz na inibigdo da erosdo

acida.
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7.2 Perspetivas Futuras

Em relacdo aos trabalhos futuros as sugestfes encontradas seriam:

o Aumentar a frequéncia de exposicdo ao ciclo erosivo de modo, a explorar o desgaste mineral
em funcdo da frequéncia de contacto com substancias &cidas.

e Explorar o efeito protetor da saliva independentemente dos efeitos do verniz de fldor e da pasta
dentifrica;

e Ter conhecimento acerca do nivel de ingestdo do flior dos doadores das amostras durante o
desenvolvimento do dente de modo, a melhorar a analise dos altos teores de fllor obtidos em
algumas amostras. Isto pode ser através da analise de flior no sangue no momento da extracao
do dente;

e Realizacdo de mais estudos utilizando varios tipos de vernizes em que varie o0 tempo de contacto
com o esmalte. Explorar a influéncia da temperatura para a capacidade protectiva do flior
presente no verniz;

e Realizagdo do estudo ja com a gaiola de Faraday montada de modo, a verificar diferengas na

contagem da carga.

A realizagdo do presente estudo procurou dar resposta aos objetivos propostos no capitulo 1 como
também, permitiu concluir que as aplica¢fes de produtos topicos de flior sdo seguras uma vez que, nao
provocam a desmineralizacdo, mas sim, fornece uma protecéo aos dentes evitando a formacéao da carie
e da erosdo dentéria. As analises pelas trés técnicas analiticas mostraram na préatica que sao fundamentais
para uma analise completa das altera¢cBes morfologicas e estruturais do dente. No entanto, ainda sdo
varios estudos que podem ser realizados melhorando a aplicacdo das técnicas analiticas no estudo do
dente.
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Apéndice A

Desenhos da gaiola de Faraday feitos com recurso do SolidWorks.

Figura A.1- Desenho em 3D da gaiola de Faraday.

Figura A.2- Desenho em 3D do conjunto gaiola de Faraday e canh&o de
eletroes.
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Apéndice B

Resultados das concentracdes de fosforo e sddio das amostras do grupo B obtidos pela técnica PIGE
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Figura B.1- Comparacao da concentragéo de sodio em wg/g entre diferentes fases do tratamento das amostras

do grupo B.
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Figura B.2 - Comparacéo da concentracdo de fésforo em pg/g entre diferentes fases do tratamento das
amostras do grupo B.
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Apéndice C

Poster apresentado no XXXIX Congresso Anual da SPEMD-2019, nos dias 18 e 19 de Outubro de
2019. Este poster foi aceite para o Prémio Congresso SPEMD.

Incorporagao de flior no esmalte apds aplicagio de verniz com
fluoreto de sodio

Categoria: Investigagdo

Autores: Kateline Dias, lulian Otel, Micaela Fonseca, Sofia Pessanha, Jodo Silveira®,
Anténio Mata

InctHulbec: F s 1 & Teomologls da Uniwercldsds Nova de Lichoa, Faouldsds de Clémols
# Teonologla da Univemsidads Nova de Lichoa, Universidade Eurcpela, Faouldade g CHnola &
Teanalogla da Universidade Nova de Lichoa, F de e Medizin 2 Univercidade de
Lisboa, Faculdade de Medioina Dendaria da Universidade de Lisboa

Areas de interesses Bloiogla Oral e do Desenvoivimentio, Garoiogia, Farmacologia § Terap&utica § Towiooiogia,
Maierals Dentirios, Zalva

Objetives

Este estudo in vt teve comao objectivo avallar oz efelos. da apicagio de um vemiz, utiizado no atament da
senshbilidhde dentaria, &m amostras de esmaibe dentario: (1) na incorporaplo de fidor alraves da bonica
nuciear de PIGE (Parfcie Induced Gamma-Ray Emission], (2) na desmineralizagho atraves de p-espetroscona
de Raman & [3) na composiglo siementar por XRF Muorescéncia de mios-X),

Matsriale & matodoc

Foram ulizadas 20 amosTas de esmalbe dentno slesionizsdas em 2 grupss. As amostras de gnaps A foram
tratadas com um vemiz confendo 5% de filor (Frofiuoride Vamish, VDCO] & uma pasty de dentes o
frucretada. As amosiras do grupo B foram sujsitas apenas A escovages com pasta ndo fuoretada.

As amostras foram analisadas com as tecnicas de PIGE, p-Raman & XRF antes & apts a apicagio do vemtz
Entre as aplkcaglies, as amostras form conservadas em salia artificial,

A andlise por PESE fol realizads o aceierador sietostation Tandem de 3MY. Fol utizado um febre de prosSes
a 32 Me¥ realzando medigles em 1 @ 2 ponfos por amostra. A andlise por Raman %ol realzds num
ezpetrimetn confocal p-Raman oom fonte de leser diodo de TES nm nealrando mediples sm 10 pomios por
amosira, de modo & determinar a razio de despolarizsciio da banda de aiongamento simétrico do fosfaio (960
o) O resuBados de FIGE cbtidos encontram-se expressos como ppm (pie de f0or no esmalte, a razlo de
despolarzacio de pRaman enconta-s: expressa em unidades arbiraras e oS resulados de XRF
enconfram-se expressos em % da composiglo elementar do esmaite (pipl. O deste £ de student, cne-way
AMNCVA & Tukey posl hoc foram utlizados conforme apropriado & o nivel g significinda estabistica fol
estabeierido em T=(,05.

Rescufadoc

O matio de despolarzsclo no gropa A, antes & apés a aplicaglo do vemiz, diminuiu de forma estatisboaments
signficativa (p=0,015). No grupo B, apesar de a diersngs nfio sar significativa (p=0,114), regista-se uma
i=ndéncia de sumento de orientaclo oistaing da hidroxispatite. A apicagio do vemiz ro grapo A, resuitou
num aumenio de fdor no esmalie supericial de forma significativa (p=0,001] comespondenda 2 uma dfenerga
meédis de 34 58%. Reolatvaments ao conteddo siementar de ciklo & fasforo verficou-se um auments
signiicativo no grupo A, (p=0,006 & p=0,008 nespecivamenie].

Conolucles

A ullEs dio verniz com fluonetn de stdlo results no sumenio da concentraglo de foor, caick, Ssfoo =
ol cristaling do esmaks dentanio.

Figura C.1- Poster apresentado no XXXIX Congresso Anual da
SPEMD-2019.
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Evaluation of protective effect of dental varnish in human
enamel using non-destructive spectroscopic techniques

5. Peasanhas:, J. M. Slwelrass, | Otelse, V. Mantelgas®, K. Diask, ). Cruzes, V. Vessllenkoeb, A P
Josue™®, A Mala®=, H. Luls®, M. Fonsecate*
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Figura C.2- Poster apresentado na conferencia Colloquium Spectrocopicum
Internationale XLI no México.

Poster apresentado na conferéncia Colloquium Spectrocopicum Internationale XLI no México, de 9
a 14 de Junho de 2019.
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