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CARACTERIZACAO DO PROCESSO DE DESMINERALIZACAO EM ESMALTE
HUMANO ATRAVES DA TOMOGRAFIA POR COERENCIA OPTICA

Vanessa Freitag Neermann

RESUMO

Este estudo teve como objetivo monitorar longitudinalmente o processo de
desmineralizagdo do esmalte humano, induzido in vitro por biofime de
Streptoccocus mutans, utilizando o sistema de tomografia por coeréncia 6ptica
(OCT). Foram utilizados 15 terceiros molares inclusos, que resultaram em 30
amostras. As superficies vestibulares e linguais (n=30) foram isoladas com verniz
acido resistente exceto uma éarea central de 2x2 mm, onde foi induzida a
desmineralizacdo por biofiime de S. mutans. As amostras foram individualmente
expostas ao S. mutans, este microrganismo foi previamente cultivado em agar BHI
e crescido em caldo Todd Hewitt. O sistema OCT utlizou um led
superluminescente (930 nm), com resolugéo, no ar, lateral e longitudinal de 6,0 um.
O processo de desmineralizacado foi monitorado pelo sistema durante 15 dias: 3
leituras no primeiro dia (a cada 4 horas) e 2 leituras nos dias subsequentes (a
cada 12 horas). A afericdo do pH do meio de cultura foi realizada no momento de
renovacao deste, ao final de cada 24 horas. Concluido o periodo experimental, as
amostras foram avaliadas por microscopia de luz polarizada. As imagens
adquiridas pelo sistema OCT (n=930) foram analisadas pelo software
SRDermaViewer, sendo o coeficiente de espalhamento avaliado numa area de
1mm e 250um de profundidade em funcdo do tempo. A média do pH ao inicio do
experimento foi de 5,11(+0,04) alcancando 6,73(+0,03) ao final. O grau de
desmineralizacdo do esmalte humano induzido neste estudo néo foi possivel de ser

monitorado pelo sistema OCT, visto que a variagdo do pH em muito prejudicou o



processo de desmineralizagéao.
CHARACTERIZATION OF HUMAN ENAMEL DEMINERALIZATION BY OPTICAL

COHERENCE TOMOGRAPHY

Vanessa Freitag Neermann

ABSTRACT

The aim of this study was to verify the demineralization process of human
enamel induced by Streptoccocus mutans biofilm, using the optical coherence
tomography (OCT) system. Fifteen crown molars samples were sectioned,
becoming 30 samples. The smooth surface of the samples were recovered by an
acid resistant varnish except in the central area (2x2 mm), were occurred the
demineralization process. The samples were exposed to S. mutans, this
microorganism was previously cultivated in agar BHI and grew in Todd Hewitt. The
OCT system had a super luminescent led (930 nm), with lateral and longitudinal
resolution of 6.0 um. The demineralization process was monitored by OCT system
for 15 days, 3 measures in the first day (every 4 hours) and 2 measures in the rest
of the experience (every 12 hours). The pH measurement occurred every 24 hour.
When the experimental period has ended, the samples were analyzed by polarized
light microscopy. The images resulted by the OCT system were analyzed by the
SRDermaViewer software, where the scattering coefficient was analyzed in an
area of Imm and 250 um of depth in function of time. The scattering coefficient
was measured in function of time. In the beginning of the experiment, the pH
average was 5.11 (+0.04) reaching 6.73(x0.03) at the end. The demineralization
process of human enamel wasn't possible to be monitor by the OCT, probably the

variation of the pH has harmed the demineralization process.
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1. INTRODUCAO

Ha alguns anos os tratamentos das lesdes de céarie dentaria seguiam a
premissa de remocao de tecido cariado e de porcéo do tecido dental sadio, como
forma preventiva a extensdo da doenca. Os conhecimentos cientificos adquiridos
sobre a etiopatogenia das doencas mediadas por placa foram reconhecidos ao
longo dos anos e em muito contribuiram para acdes profissionais mais
conservadoras’.

Antigamente apenas "tratava-se" as lesdes de carie, hoje em dia busca-se o
diagnostico precoce desta doenca carie e tenta-se controlar os fatores etiologicos
da doenca, prevenindo-se que o individuo venha a apresentar o desenvolvimento
ou recorréncia da patologia®.

No entanto os atuais métodos de deteccdo da cérie ndo sdo muitos
sensiveis a pequenas alteracdes estruturais, que caracterizam o estagio incipiente
da doenca, principalmente quando esta acomete a regido interproximal do dente”.
Assim sendo, surgem constantemente novos métodos auxiliares para detec¢cédo da
lesdo de cérie, no intuito de tornarem-se mais especificos e sensiveis a deteccdo
dessa patologia, ou seja, capazes de identificar pequenas alteracdes estruturais
nos tecidos duros do elemento dentario, antes mesmo de tornarem-se visiveis e
detectar a localizacdo exata dessas alteracdes. Estes novos métodos auxiliardo no
tratamento desta patologia, onde nem sempre o melhor tratamento serd a
dentistica operatoria.

Dentre estes novos métodos, destaca-se a tomografia por coeréncia optica
(OCT - Optical Coherence Tomography), que tem sido desenvolvida pelos ultimos
10 anos como um método ndo-invasivo aplicado no diagndstico de diferentes
doencas, como na area de oftalmologia e dermatologia3. Esta técnica auxilia na
deteccdo e monitoramento de sinais de doencas, por exemplo, a identificacdo e
guantificacdo da espessura da camada de fibras nervosas, que muitas vezes
precede as alteracbes de campo visual e da escavacdo do nervo Optico,

permitindo diagnostico mais rapido e tratamento precoce, com menor risco de
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progresséo do glaucoma.’

Na Odontologia, as técnicas de monitoramento Optico sdo métodos
promissores que muito tem contribuido nas areas de periodontia e cariologia. A
caracteristica nado-invasiva do meétodo permite 0 monitoramento Optico da perda
mineral dentaria, de forma mais especifica e sensivel, antes mesmo da deteccéo
da carie pelos métodos tradicionais. Além disso, resguarda a estrutura do esmalte
dentario essencial a remineralizacdo de lesdes cariosas incipientes, quando o
desafio cariogénico é re-equilibrado por medidas como orientacao de higiene oral e
fluorterapia5, sendo também utilizado no monitoramento da remineralizacdo por
acoes preventivas no tratamento da carie®.

O inicio da lesédo de cérie ocorre porque ha um desequilibrio do desafio
cariogénico, ocorrendo maior perda mineral na camada externa de esmalte, que é
birrefringente devido a organizagcdo dos cristais de hidroxiapatita. As medidas
iniciais do esmalte dental sadio, através da técnica de tomografia por coeréncia
Optica, enfatizam a caracterizacdo da birrefringéncia do tecido®®.0 aumento nas
mudancas de polarizagéo e retroespalhamento causadas pela desmineralizagéo do
esmalte dental tém sido documentados por Varios autores que estudam a
aplicacdo da técnica de OCT em dentes, embora os principios tedricos dos efeitos
de despolarizacdo e espalhamento da luz polarizada incidente ndo estejam bem
definidos®”.

A literatura sobre a técnica de tomografia por coeréncia Optica na
odontologia ainda é restrita. Nao ha trabalhos publicados que demonstrem a
aplicacdo da técnica no monitoramento longitudinal do processo de
desmineralizacdo do esmalte humano. Portanto, este estudo visa monitorar o
desenvolvimento de lesbes cariosas pela técnica de tomografia por coeréncia
optica, buscando determinar o periodo do inicio de desmineralizacdo do esmalte
dental. Este conhecimento poderd auxiliar os profissionais na detec¢do e controle

clinico da doenca cérie.



13

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi utilizar a técnica de tomografia por coeréncia
Optica no monitoramento do desenvolvimento do processo de desmineralizacéo do
esmalte de dentes humanos, quando submetido ao processo de desmineralizacédo

induzido in vitro pelo biofilme de Streptococcus mutans.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O esmalte dentério

O esmalte é um tecido de origem ectodérmica que recobre a coroa
anatbmica do dente, sua espessura varia entre o maximo de 2,5 mm nas
superficies de trabalho até uma borda muito delgada na linha cervical ®.

O tecido clinicamente sadio demonstra dureza e translucidez com aspecto
vitreo, refletindo a cor branco-amarelada da dentina. Possui uma matriz organica e
uma matriz inorganica. A sua matriz organica é reduzida em relacdo a matriz da
dentina, porém sua matriz inorganica constitui a sua maior formacao.®
Estruturalmente o conteddo mineral caracteriza-se por em cristais densamente
agrupados dispostos em prismas, que se estendem da juncdo amelocementaria a
superficie externa do dente, com aproximadamente 5 um de didmetro. Os cristais
estdo separados pelos espacos intercristalinos (microporos) preenchidos por agua
e material organico, conferindo ao tecido vias de difusgo®'**.

Alteracbes na porosidade do esmalte conduzem a mudangas nas
propriedades 6pticas do tecido de forma que gradualmente o tecido torna-se
menos translicido, o que clinicamente pode ser observado como alteraces
esbranquicadas (opacas), caracteristica notavel nas lesdes de carie incipientes. A
translucidez do esmalte relaciona-se ao fendmeno O6ptico, que depende do
tamanho dos espacos intercristalinos. Logo, o contetdo de preenchimento desses
microporos desempenha fundamental participacdo no grau de translucidez
observado. A discreta diferenca entre o indice de refracdo da hidroxiapatita (1,62)
e da agua (1,33) ndo afeta esta propriedade do tecido. Contudo a dissolucao dos
cristais resulta no aumento dos espacos intercristalinos, que ao serem preenchidos
pelo ar por ocasidao da secagem da superficie, confere menor translucidez ao
esmalte, dada a diferenca entre o indice de refracdo da hidroxiapatita e do ar
(1,62x1,0)".
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3.2. Carie dentéaria

A cérie é considerada uma doenca infecciosa, localizada, resultante da acao
de bactérias aderidas a superficie dental, ou pode ser considerada também uma
doenca multi-fatorial”*****%, Como qualquer doenca infecciosa, o processo e a
severidade dependem do desafio microbioldgico, dos mecanismos de defesa do
hospedeiro e das condicdes do meio’.

A carie e a doenca periodontal, provavelmente, sdo as duas doengcas mais
prevalentes relacionadas com a placa bacteriana®. Dependendo da composicéo da
microbiota da placa, esta apresenta potencial para ser cariogénica ou
periodontopatogénica’.

Quando a placa bacteriana consegue crescer sem qualquer disturbio
mecanico, apds a ingestdo de alimentos ricos em carboidratos o pH da placa
decresce a medida que os microorganismos convertem os acgucares em acidos. A
desmineralizacdo ocorrerd enquanto o pH permanecer baixo e o fluido da placa
estiver subsaturado em relacdo ao dente'®. Por outro lado as caracteristicas
protetoras da saliva favorecem a dissolugdo dos acidos da placa, a neutralizacao
desses por um tampéao de bicarbonato e a difusdo de ions célcio e fosfato para o
esmalte™. A placa bacteriana atua como uma membrana de difuséo, influenciando
a passagem de ions para dentro e para fora da superficie de esmalte, diminuindo
a acdo tampao da saliva contra os ataques acidos”’.

O valor do pH critico, no qual a saliva € extremamente saturada no que se
refere a apatita, depende das condi¢cfes de célcio e fosfato na saliva e no fluido da
placa. Esse valor varia em torno de 5,3-5,5 sendo o valor do pH critico do fluido da
placa levemente mais baixo do que o da saliva devido a maior presenca de célcio e
fosfato na placa e no seu fluido. J& a saliva torna-se saturada com relagdo a
hidroxiapatita com o pH na faixa de 5,5-4,5, mas permanece supersaturada com
relagdo a fluorapatita. A lesdo resultante é uma lesdo cariosa na qual a
hidroxiapatita dissolvida se origina da regido subsuperficial do esmalte e a
fluorapatita € formada nas camadas superficiais do esmalte. Como consequéncia,

mais mineralizada ficara a superficie do esmalte e menos ficara o corpo da lesao
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subsuperficial. Com niveis de pH maiores que 6,0 todos os fluidos orais ficam
supersaturados com relagéo tanto a hidroxiapatita quanto a fluorapatita, ocorrendo
a formacéo da apatita®.

O mecanismo de desmineralizacéo e remineralizacado pode ser considerado
como um processo dinamico. Quando o pH da superficie do esmalte € reduzido, a
placa torna-se subsaturada com relacdo a estrutura dentaria, resultando na
dissolucdo do esmalte. Ao contrario, quando o pH é elevado, a placa torna-se
supersaturada resultando na precipitacéo de fons na regido desmineralizadas®’.

A microflora da placa dental é extremamente complexa, pois consiste de
uma grande variacdo de género e espécie de bactérias. Muitas dessas bactérias
sdo capazes de produzir acido através do carboidrato. As bactérias mais
comumente encontradas sao Streptococcus, Actinomyces e Lactobacillus®, porém
a espécie gue desempenha papel primordial nesta patologia € o Streptoccocus
mutans’.

O Streptococcus mutans € um organismo altamente sacarolitico, capaz de
produzir acido de uma grande variedade de carboidratos. Outra habilidade sua € a
producdo de polissacarideos extracelulares, que sdo polimeros de glucose e
enzimas extracelulares responsaveis pela formacdo de glucosiltranferases. Os
glucanos extracelulares sdo responsaveis pela retencdo do S. mutans na
superficie do dente e contribuem para a matriz acelular da placa®. Outra corrente
de pesquisadores acredita que esses microrganismos crescem em condi¢cdes
acidas, ou seja, eles podem ser considerados microrganismos indicadores, pois

eles dominam o ambiente que permanece com pH baixo™.

Portanto a queda do pH provoca a dissolugdo de minerais como o fosfato
de célcio, carbonato e fluoreto, até que a saturacdo seja alcancada. O fluor,
guando presente no meio bucal ou no espaco inter-cristalino, terd um efeito
num pH 5,0 e sdo remineralizados através da formacdo de fluorapatita, sé
sofrerdo dissolugdo novamente quando o pH estiver em torno de 3,0,

Notadamente o flUor, obtido através do uso de dentifricio fluoretado, é
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eficaz na reducdo da progressdo da cérie, ele pode diminuir a profundidade da

7192018 \tilizando Vérias

lesdo e aumentar o conteddo mineral da leséo
modalidades de flaor (solugdo de fluor, selante fluoretado e ionébmero de vidro),
observou-se através do OCT que todos proporcionam algum grau de protecédo a
estrutura dental. Todos os grupos tratados com flior apresentaram um grau menor
de desmineralizacdo quando comparados ao grupo controle, este efeito foi
observado devido a menor refletividade das amostras submetidas ao flior em
relacdo ao grupo controle. Porém a desmineralizacdo foi observada em todos os
grupos, ou seja, o fluor ndo protege completamente o dente da desmineralizacao,
ele reduz a severidade das lesdes *.

A acao remineralizadora do flior ocasiona o aumento de volume mineral de
lesbes cariosas, diminuindo significativamente a refletividade Optica de lesbes
artificiais de carie °. Assim a refletividade das lesdes de mancha branca aumenta
quando o periodo de desmineralizacdo aumenta®. No entanto, a refletividade ndo
diminui significativamente no corpo da lesdo apds a remineralizacdo. E importante
considerar que o corpo da lesdo ndo remineralizou da mesma forma que a
superficie. O mecanismo que pode ter ocorrido € que houve uma reducdo do
tamanho dos poros, porém o seu nimero continuou alto. O corpo da lesao também
pode ndo ter reparado da forma original o arranjo de cristais, devido a perda
mineral substancial. Enquanto que a superficie do esmalte foi restaurada e
reparada de forma similar ao esmalte sadio **.

Os microrganismos presentes em lesdes cariosas, também estédo presentes
em lesbes de esmalte ndo-cavitadas ativas e inativas, conforme foi constatado em
uma pesquisa, na sua maioria sendo cocos e bacilos, podendo se apresentar
sozinhos ou em coldnias. Nas lesfes ativas, mesmo ndo-cavitadas, foram
encontradas bactérias dentro dos tubulos dentinarios e na dentina peritubular.
Observou-se também através da microscopia eletronica de varredura, a presenca
de canais que podem ter possibilitado a entrada das bactérias no interior da
estrutura dentéria. Apesar da microscopia revelar a presenca de bactérias tanto
em lesdes ativas como inativas, ndo determina que estas bactérias estao vivas e

vidveis ao crescimento®.
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Considerando que a céarie gera a perda de mineral na estrutura dental,
pesquisadores avaliaram superficies radiculares e de esmalte através de
microradiografias. Detectaram que a perda mineral e profundidade das lesdes de
carie em ambas superficies foi proporcional ao tempo de desmineralizacdo. No
caso da superficie radicular ocorreu uma rapida desmineralizacdo na primeira
semana seguida de uma diminuicdo na intensidade com o tempo. Isto ocorreu
provavelmente pela composicdo do cemento, que recobre superficialmente a raiz
dental, apresentando alto conteido de agua e menos componente mineral, sendo
facilmente desmineralizado. Entdo apds uma semana a lesdo ja se encontra em
dentina, em que a progressdo da desmineralizacdo € muito mais rapida que no
esmalte, mas menor que no cemento. A dentina apresenta mais contetido organico
e menos conteddo mineral que o esmalte, entdo a mesma quantidade de acido
pode desmineralizar um volume maior na dentina do que no esmalte. Em
contrapartida a matriz organica da dentina pode formar uma barreira entre a placa
e a lesdo superficial da dentina, sendo que esta barreira pode ser responsavel pela
reducéo da progresséo da lesdo na dentina apés a primeira semana®®.

A experiéncia clinica comprova que a dentistica operatoria ndo € o inicio e
nem o fim do tratamento da cérie. Entdo deve-se realizar um tratamento néo
operatorio extensivo ao tratamento convencional, como acfes remineralizadoras,
com o intuito de evitar a recorréncia da carie’. No entanto, para a efetividade das
medidas remineralizadoras € necessario haver um método quantitativo para
monitorar as mudancas ocorridas com o tempo, em relacdo a incorporacao de
mineral pelas lesdes®’. O OCT é um método ndo-invasivo que pode acompanhar
medidas de remineralizacéo do esmalte®.

A microscopia por luz polarizada € uma técnica consagrada para a analise
qualitativa dos processos de desmineralizacdo. Esta técnica foi utilizada para
avaliar a capacidade de materiais restauradores que contém fllor para deter a
formacdo de carie, onde se observou que dependendo da concentracdo de flaor
nesses materiais, é possivel que eles minimizem o processo de desmineralizagao
ao seu redor®,

As amostras submetidas a esta técnica, podem ser imersas em agua ou
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outra substancia, como a quinolina. O resultado da microscopia é praticamente o
mesmo para o0s dois substratos, porém a quinolina permite uma melhor
visualizacdo das lesdes, onde elas apresentam-se mais distintas, provavelmente
devido ao seu indice de refracéo®.

A importancia de um método para avaliar quantitativamente a perda mineral
de um dente, ndo tera utilidade se ndo houver um completo conhecimento das
propriedades opticas do esmalte dental, como refletividade, espalhamento e

interacao luz-tecido®.

3.3 Tomografia por coeréncia optica

As modalidades de diagndstico por imagem como ultra-som, tomografia
computadorizada e ressonancia magnética sdo exemplos de tecnologias que
tiveram um impacto significativo na pesquisa médica e na pratica clinica. A técnica
de tomografia por coeréncia optica (OCT) € uma técnica de imageamento 6ptico,
que pode atingir uma resolucéo espacial até 10 vezes maior que o ultra-som®. Ela
€ baseada em principios de interferometria de baixa coeréncia, € em muitos
aspectos semelhante a técnica de ultra-som, mas utiliza luz ao invés de ondas
acsticas™.

A técnica de OCT para deteccdo de carie € um método ndo-invasivo para
detectar o inicio de lesdes cariosas®. Apresenta vantagens como, por exemplo, a
utilizacdo da luz no infra-vermelho préximo ao invés de radiacéo ionizante (raios-X),
gue é capaz de causar mutagénse. Através desta técnica pode-se obter uma
resolugdo da imagem da estrutura estudada em torno de 10 um com uma
profundidade de penetragéo tl'pica3 de 1,5 mm.

A profundidade de penetracdo da tomografia por coeréncia 6ptica pode
alcancar a juncdo esmalte-dentina, que se encontra aproximadamente 1,6 mm
abaixo da superficie do esmalte e depende fundamentalmente do comprimento de

onda utilizado no laser do sistema®%,

Ndo se sabe ainda qual € o melhor
comprimento de onda a ser utilizado no sistema de OCT, permitindo assim uma

boa penetracdo nos tecidos com uma boa qualidade de imagem31. O processo
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limitante da profundidade de penetracdo o6ptica do OCT é principalmente o
processo de espalhamento da luz em relacdo a sua absor¢éo™.

Para determinar qual o melhor comprimento de onda a ser utilizado no
sistema de OCT, foi realizado um estudo com dois protétipos. Um dos prototipos
apresentava um comprimento de onda de 850 nm e poténcia de 700 uW, enquanto
gue o outro prototipo foi construido com um comprimento de onda de 1310 nm e
poténcia de 140 uW. Os dois prototipos foram utilizados para avaliar estruturas
anatdmicas dentérias. As imagens geradas pelos protétipos foram comparadas a
fotomicrografias, com o objetivo de avaliar o grau de resolugdo gerado por cada
equipamento. O protétipo com comprimento de onda de 1310 nm foi o que
apresentou melhor qualidade de imagem, isto se deve ao fato da maior
profundidade de penetracdo do comprimento de onda no tecido®. Deve-se ter
cuidado ao utilizar um sistema de OCT no visivel ou infra-vermelho préximo,
quando este apresenta 1mm de didmetro de feixe na superficie do esmalte, pois
pode gerar uma deposicdo de energia préximo da jungdo esmalte-dentina, o que
pode ocasionar consequiéncias negativas como gerar uma sub-superficie de
calor®.

A profundidade de penetracdo do OCT também pode variar de acordo com
a topografia do dente. E dificil implementar esta técnica em superficies oclusais
devido a variacdo da penetracao optica e refletividade superficial. As propriedades
épticas podem variar entre os diferentes tipos de lesdes cariosas®. Na carie
oclusal € muito importante realizar o diagnéstico precocemente por causa de sua
prevaléncia e natureza oculta, até elas serem detectadas por radiografias pode ser
muito tarde para um tratamento preventivo, pois a carie pode ja ter atingido a
dentina’.

O sistema de OCT pode ser comparado conceitualmente com a imagem por
ultra-som, visto que as duas técnicas sdo baseadas na medida de "ecos"
provenientes de estruturas presentes nos tecidos medindo o sinal refletido ou
retroespalhado®. A técnica de OCT, ao contrério do ultra-som, ndo necessita de
contato direto com o tecido a ser analisado. Devido a alta resolugcdo de imagem é

possivel realizar diagndstico em tecidos, pois através desta técnica consegue-se



21

obter informagbes morfologicas da area analisada. O OCT apresenta potencial
para ser um meétodo de biopsia Optica, pois consegue em tempo real obter
imagens do tecido analisado sem necessidade de excisdo®. O objetivo desta
técnica é produzir imagens in vivo, capaz de captar imagens qualitativas e
quantitativas dos tecidos vivos™".

A técnica de OCT permite construir imagens para auxiliar a deteccdo de
lesBes de caérie, a identificacdo de fraturas dentdrias e doencas periodontais®* °. A
doenca periodontal envolve mudancas morfologicas que sdo potencialmente
detectadas pelo sistema de OCT. Esta patologia causa primeiramente alteracdes
morfologicas na gengiva e sua progressdo causa a perda de nivel 6sseo. Esta
técnica € um método que permite determinar o nivel de insercdo periodontal,
podendo diagnosticar a doenca periodontal mesmo antes de haver perda de
insercdo detectavel pela sondagem, que € a técnica usualmente utilizada para
detectar a presenca dessa patologia %

OCT € uma interessante técnica alternativa para obtencdo de informacdes
das estruturas dentais e permite detectar precocemente a presenca de cérie, esta
técnica tem o potencial para verificar a localizagcéo e profundidade das lesées®”,
bem como apresenta a capacidade de detectar caries ocultas e secundarias, que
ocorrem na interface dente-restauracdo’. E importante ressaltar que este sistema
€ um grande auxiliar na deteccao das lesbes de carie, porém para este diagnostico
ser correto e eficaz € necesséario que as lesbes estejam hidratadas, pois em
dentes desidratados notou-se um maior espalhamento da luz e menor penetracéo
em profundidade®.

Com o OCT também se pode identificar areas desmineralizadas como
imagens brancas, isso ocorre devido ao espalhamento da luz refletida. Quando a
superficie € remineralizada ha uma reducdo no espalhamento da luz devido ao
preenchimento dos microporos’. O espalhamento depende da interacdo do
comprimento de onda do laser utlizado no sistema de OCT com o tecido
analisado®. Em lesdes de desmineralizagcdo de esmalte, o coeficiente de
espalhamento é relativamente maior que em esmalte sadio®™®®.

As mudancas Opticas em tecido cariado poderdo ser rapidamente
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detectadas pelo sistema de OCT, antes mesmo de que aparecam mudancas
estruturais detectadas pelos métodos tradicionais. O método visual, por exemplo,
ndo é completamente eficaz para deteccdo de caries incipientes na regido
interproximal. Enquanto que as radiografias detectam melhor esta patologia nessas
regides, porém elas sdo bidimensionais e somente detectam alteracdes estruturais
guando ha uma quantidade significativa de alteracdo dos tecidos,
aproximadamente apos 500um de desmineralizacdo™®.

Na juncdo esmalte-cemento observou-se que a desmineralizacdo ocorre em
maior velocidade no cemento, pois o sinal de espalhamento detectado foi menor,
ou seja, houve uma maior penetracdo do sinal na lesdo em relacdo as estruturas
sadias'. No entanto, a imagem apresentada pelos equipamentos utilizados para
deteccdo de caries e defeitos de esmalte, devem apresentar adequado contraste
e brilho da imagem, no objetivo de auxiliar no correto diagnéstico37.

Através dessa técnica foram observados molares humanos, com e sem
carie, recém-extraidos de individuos adultos, que ndo apresentavam histérico de
tratamento com flor, procurando detectar lesdes de carie no esmalte desses
dentes. Observou-se que 0 esmalte que apresentava maior refletividade, era o
dente com cérie. Portanto, a imagem de uma amostra severamente deteriorada
pela lesdo de carie demonstra baixa mudanca de polarizacdo, que pode ser
atribuida a grande perda mineral e resultar na reducdo da birrefringéncia e do
espalhamento. Quando a cor da superficie da lesdo era de marrom a preta,
indicava grande absorcdo, que pode causar decréscimo na profundidade de
penetracdo da luz. Estes fatores sdo importantes para a interpretacdo das
imagens geradas pela técnica de OCT>.

Esta técnica também mostrou-se eficaz no acompanhamento da inibicdo de
lesbGes cariosas, tornando-se uma medida importante para avaliar as diferentes
modalidades remineralizadoras™”.

Um estudo realizado com incisivos bovinos, monitorou opticamente o
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desenvolvimento de carie quando as amostras foram armazenadas em uma
solucéo subsaturada de célcio e fosfato. Os trés primeiros grupos permaneceram
nesta solucdo por 24, 48 e 120 horas, respectivamente. Outros quatro grupos
foram armazenados na mesma solucéo, porém foi adicionado a esta solucéo fldor
a uma concentragdo de 0,1 ppm. Esses grupos restantes permaneceram nesta
solucdo por 24, 48, 120 e 240 horas respectivamente. Apds os periodos de
imersao na solucdo, as amostras foram submetidas ao monitoramento Optico por
espalhamento, onde foram feitas medidas em 10 pontos randomicamente
escolhidos em cada amostra antes e apos a sua imersdo na solucdo. Os autores
observaram que o monitoramento O6ptico da carie, além de ser um método
conservador para determinagao indireta de perda mineral, permite informag&o mais
rapida a respeito do efeito de acdes preventivas no tratamento da céarie”.

O diagnostico de carie requer mais informacdo do que simplesmente a
deteccdo da desmineralizacdo, que tem sido demonstrado com sucesso através da
intensidade e decréscimo da polarizacdo das imagens comuns nas aplicacdes da
técnica do OCT?.

O dentista precisa determinar a severidade da lesdo de carie para

"33 Estudos anteriores tém demonstrado

determinar o tratamento mais adequado
que o OCT sensivel a polarizacdo (PS-OCT) pode produzir imagem e quantificar a
progressdo de lesdes artificiais de caries em superficie de esmalte humano
através da medida da alta refletividade do retroespalhamento e despolarizacéo das

lesbes de carie®.

As imagens geradas pela técnica de OCT sensivel a
polarizacdo apresentam maior contraste em relacdo a técnica tradicional de OCT®.

O sistema de OCT, num futuro préximo, sera uma técnica importantissima
para detectar a céarie de maneira ndo-invasiva, podendo ser utilizado para
complementar os métodos tradicionais de diagndstico, como as radiografias,

evitando assim as radiacoes ionizantes®".
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MATERIAL E METODOS

41 As amostras

Neste estudo foram utilizadas 30 amostras (15 terceiros molares inclusos
extraidos por razdes ortodonticas). Foi descartada a porcdo radicular dos
terceiros molares e aproveitada somente a sua porcdo coronal, a qual foi
seccionada no sulco central no sentido mésio-distal. As superficies vestibulares e
linguais foram limpas através de profilaxia com pedra-pomes e agua destilada.
Apos a lavagem com agua destilada as amostras foram secas e recobertas por
uma camada de verniz acido resistente, exceto numa janela de 2mm x 2mm.

As amostras foram acondicionadas em um cilindro de acrilico, com a
superficie a ser pesquisada voltada para cima. O conjunto cillindro de acrilico e
amostra foi fixado individualmente em uma placa acrilica com 12 pocos (Figura 1).
Posteriormente a placa foi submetida & esterilizacdo por raios-y (Gammacell, 25

kGy, realizada no Centro de Tecnologia das Radiacdes — IPEN/CNEN, SP).

Figura 1: Placa acrilica com 12 pogos.
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4.2 O processo de desmineralizagao

O processo de desmineralizacéo foi induzido por biofilme de Streptococcus
mutans (GS5). O microrganismo foi previamente cultivado em agar BHI (Brain-
heart infusion broth) em condicbes de microaerofilia (10% CO,) por 48 horas, para
individualizacdo das col6nias. Cinco colbnias foram transferidas para 2 tubos
contendo 5 mL caldo Todd Hewitt (Bacto Todd Hewitt Broth, DIFCO, Maryland-
USA) acrescido de 1 ulL de anfotericina B (Cristalia, Itapira-Brasil), os quais foram
incubados em estufa contendo 10% de CO, a 37°C por 16 horas. A suspensao
bacteriana foi ajustada em espectrofotometro a densidade Optica (DOss) de 1,0.
Para determinar o nimero de UFC da suspensdo bacteriana foram realizadas
diluicdes seriadas (1:10) a partir da suspensdo com DOss0=1. Aliquotas de 100 pL
de cada uma das diluices realizadas (10" a 10™) foram semeadas em triplicata
na superficie de agar BHI . As placas foram incubadas em estufa de CO, a 10%
por 48 horas. ApGs este periodo, foi realizada a contagem das UFC por placa e
determinada a média de UFC para cada um dos fatores de diluicdo. Foram
calculados os valores de UFC/ml para cada um dos fatores de diluicdo (UFC/mL =
média x fator de diluicdo x aliquota). Neste estudo, foi padronizado in6culo inicial
de 10° UFC/mL em cada poco.

Os pocos foram preenchidos com 3,5 mL de caldo Todd Hewitt e 35 uL da
suspensédo bacteriana. As placas foram mantidas estaticamente em estufa de CO,
a 37°C durante todo o periodo experimental. O meio de cultura de cada um dos
pocos foi trocado diariamente evitando-se qualquer contato com a janela de
desmineralizacdo. Antes de ser desprezado, realizou-se a afericdo do pH do meio
de cultura. Para monitoramento da pureza da cultura, foi realizado diariamente
coloracdo de Gram de 5 puL do meio a ser desprezado. Este procedimento foi
realizado em pocgos alternados (ex: no dia 02 foi realizado nas fileiras 01 e 03 das
placas, no dia 03, nas fileiras 02 e 04 e assim por diante).A coloracdo de Gram €&
um método comumente usado para visualizar bactérias através de uma lamina em

um microscopio.
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4.3  Monitoramento pela técnica de OCT

O monitoramento do processo de desmineralizacdo foi realizado pela
técnica de tomografia por coeréncia optica. As placas foram retiradas da estufa de
CO, e transferidas para uma capela de fluxo laminar, evitando-se a contaminagcao
das amostras. Todas as medidas foram realizadas no interior da capela e, tdo logo
finalizadas, as placas eram reposicionadas na estufa.

Utilizou-se um sistema de OCT (OCP930SR, Thorlabs) que utiliza um led
superluminescente operando em 930 nm, com resolugdo, no ar, lateral e
longitudinal de 6,0 um, capaz de apresentar até 8 imagens por segundo (Figura 2).
O sistema disp6e uma ponta de prova em fibra Optica capaz de alcancar as
amostras facilmente dentro do fluxo laminar, sem a necessidade de contato entre a

ponta de prova e as amostras.

Figura 2: Sistema de OCT que foi utilizado no experimento OCP930SR (Thorlabs Inc.).

Todas as amostras foram medidas inicialmente antes da exposi¢cdo ao meio

de cultura. O processo de desmineralizagdo foi acompanhado durante 15 dias,
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sendo que no primeiro dia a leitura com o laser foi realizada de 4 em 4 horas
durante 8 horas e nos dias subsequentes a leitura foi a cada 12 horas, coincidindo

com o periodo de troca de cultura, conforme tabela abaixo.

Tabela 1: Tabela com os horarios de medida programados

Medidas dia 01 10:00h, 14:00h, 18:00h
Medidas dia 02-15 08:00h e as 20:00h
Troca de cultura 08:00h e as 20:00h

As imagens foram adquiridas na regido central da janela de exposi¢cao,
gerando imagens da regido exposta ao meio de cultura, foram geradas no
primeiro dia 03 x 30 = 90 imagens e nos dias subsequentes 60 imagens em cada

dia, ao final do experimento temos um total de 930 imagens para avaliar.

4.4 Microscopia por luz polarizada (MLP)

Com o objetivo de observar se houve desmineralizagcdo das amostras,
realizou-se o preparo de algumas amostras aleatérias para que estas fossem
submetidas a microscopia de luz polarizada. As amostras foram seccionadas no
sentido longitudinal no centro da regido desmineralizada, sendo obtida uma fatia de
aproximadamente 500um de cada amostra. Esta foi desgastada manualmente com
o auxilio de lixas d'agua e agua até atingirem uma espessura de 100um. As
amostras foram colocadas em 5% de hipoclorito por uma hora, para a remocgao de
debris. Sequencialmente foram imersas em &gua destilada por 24 horas e
submetidas ao ultra-som por 60 segundos *°.

Os cortes produzidos foram submetidos a analise pela microscopia de luz
polarizada, sendo previamente embebidos em quinolina (indice de refracéo 1,62)
Utilizando uma lente de x20 foram selecionadas as regides que correspondessem
aproximadamente aquelas analisadas pelo OCT. As imagens foram capturadas por

uma camera digital acoplada ao microscépio e processadas pelo programa Image
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45 Anédlise das imagens

As imagens geradas pelo sistema de OCT foram analisadas pelo software
SRDermaViewer, em uma janela de 1mm® e 250um de profundidade. Essas

imagens geraram um coeficiente de espalhamento que foi acompanhado em fungéo

do tempo (Figura 3).

2 SRDermaViewer.vi
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Figura 3: Tela do programa SRDermaViewer utilizado para calculo do coeficiente de espalhamento
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Figura 4: Software desenvolvido especialmente para a andlise das imagens de OCT, onde se pode
escolher varios parametros de andlise, veja texto.

Foi desenvolvido um software pelo Dr. Anderson Zanardi de Freitas,
especificamente para realizar outras analises da imagens geradas pelo sistema de
OCT. Este software permite analisar de forma automatica um conjunto de imagens
geradas pelo OCT, sendo possivel escolher varios parametros de analise:
profundidade desprezada abaixo da superficie, por¢cdo do sinal abaixo da
superficie desprezada em fungcdo de uma porcentagem de atenuacdo do sinal,
profundidade maxima analisada e regido de interesse das imagens. Esse software
leva em consideragéo todos os sinais individuais de OCT que compdem a imagem
e faz uma média aritmética nesta regido, a partir deste sinal médio € realizado um
ajuste linear do logaritmo natural deste sinal fornecendo os coeficientes ajustados.
Entdo, atraves deste software, as imagens foram analisadas em uma janela de
500 pm a partir do centro da amostra, como apresentado na Figura 4, foram
analisados 250 um para cada lado e desprezados 40 um, 70 um, 100 um e 130

um superficiais. O software realiza nesta regi&o uma média de todos os sinais de
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OCT, desde -250 microns a 250 microns em torno da regido central da imagem.
AplGs esta média, o software realiza um ajuste de funcdo do tipo decaimento
exponencial f(x)=A-e**+C, onde B é o coeficiente de extingdo, que foi

analisado. A funcdo apresentou um ajuste exemplar neste experimento.



31

5 RESULTADOS

Cada medida de OCT gerou uma imagem da regido exposta ao meio de
cultura, sendo que no primeiro dia foram geradas 03 x 30 = 90 imagens e nos dias
subsequentes 60 imagens em cada dia, ao final do experimento obteve-se um total
de 930 imagens para avaliar.

A tabela 2 apresenta as médias e desvio-padrdo do pH aferidos nos meios
de cultura. Verificou-se que nos primeiros dias o pH dos meios de cultura
encontrava-se acido (pH em torno de 5,0), porém ao longo do experimento o seu
valor foi elevando-se, chegando a alcancar valores proximos a 7,0 como observado

nos dias 5 e 6.

Tabela 2: Média de pH das amostras ao longo do experimento

Tempo Média pH Desvio Padréo
D2 511 0,04
D3 5,38 0,17
D4 5,74 0,11
D5 6,26 0,33
D6 6,71 0,35
D7 5,11 0,02
D8 5,22 0,12
D9 5,73 0,39
D10 6,18 0,38
D11 6,58 0,33
D12 6,76 0,21
D13 6,62 0,28
D14 6,61 0,19

D15 6,73 0,30
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Pode-se visualizar a evolucdao do pH durante o experimento através da

Figura 5.
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Figura 5: Evolugdo do pH ao longo do experimento

A partir do dia 5 foram visualizados contaminantes na cultura, pois através
da coloragdo de Gram visualizamos colonias de estafilococos, fato que coincidiu
com a elevacdo do pH acima do nivel critico de desmineralizacdo 5,5. Esta
contaminacdo nos forcou a preparar um novo indculo e praticamente reiniciar o
experimento no dia 6 (120 horas), evidenciada pela descontinuidade da Figura 5.
ApoOs 24 horas, o pH foi reduzido a 5,0 mantendo-se proximo a este valor até o dia
8 (168 horas). A partir do dia 9 observou-se continua elevagéo do pH, inviabilizando
satisfatorio processo de desmineralizacéo.

O coeficiente de espalhamento foi medido diariamente durante todo
experimento, sendo que no primeiro dia foram realizadas 3 medidas e nos dias
subsequentes duas medidas diarias com intervalo de 12 horas entre elas. A média

do coeficiente de espalhamento em funcdo do tempo de exposi¢cdo a cultura de
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bactérias, calculado sem desprezar o sinal proveniente da superficie das amostras
pode ser visualizada na Figura 6, juntamente com a evolucdo do pH do meio de

cultura.
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Figura 6: Coeficiente de espalhamento médio para todas as amostras em fungdo do tempo de
exposicdo a cultura de bactérias, calculado sem desprezar o sinal proveniente da superficie das
amostras, e média do pH do meio de cultura aferido ao longo do experimento.

A figura acima representa a média do coeficiente de espalhamento de todas
as amostras em funcdo do tempo, sem que o sinal na superficie das amostras
fosse desprezado (Z0). E importante salientar que as amostras foram transferidas
do poco para uma plataforma de leitura, onde eram posicionadas sempre na
mesma posi¢ao. Portanto a imagem captada pelo OCT para uma mesma amostra,

era realizada sempre na mesma posigao.
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Figura 7: Coeficiente de espalhamento médio para todas as amostras em funcdo do tempo de
exposicdo a cultura de bactérias, calculado nas condicBes analisadas de descarte de sinal
proveniente da superficie das amostras de 40 e 70 um abaixo da superficie.
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Figura 7: Coeficiente de espalhamento médio para todas as amostras em fungdo do tempo de
exposicdo a cultura de bactérias, calculado nas condi¢cbes analisadas de descarte de sinal
proveniente da superficie das amostras de 100 e 130 pm abaixo da superficie.

As analises das imagens realizadas pelo software desenvolvido para este
experimento, geraram coeficientes de extingdo em fungdo do tempo. Foram
realizadas analises desprezando O um, 40 um, 70 um, 100 um e 130 um de sinal
de OCT abaixo da superficie das amostras, para cada andlise com x superficial
desprezado, foram realizadas analises e estdo consolidadas nas Figuras 7 e 8.
Foram realizados diferentes analises, pois acreditava-se que o sinal do OCT
proveniente da superficie, ou seja, em contato com o ar, poderia interferir no
resultado do coeficiente analisado. Nota-se atraves das Figuras 7 e 8, que o
comportamento geral de todas as analises realizadas foi 0 mesmo. Nestas Figuras
€ possivel visualizar uma elevacao inicial do coeficiente de espalhamento, que pode
ter ocorrido em funcdo de as amostras inicialmente apresentarem-se desidratadas

e apoOs o seu contato com 0 meio de cultura, houve uma re-hidratacéo.
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No dia 6 (150 horas), onde o experimento foi praticamente reiniciado devido
a contaminacdo das amostras, observa-se uma nova queda no pH do meio de
cultura e ha também uma diminuicdo do coeficiente de espalhamento até o dia 11
(275 horas). Esta diminuicdo do coeficiente de espalhamento é o resultado
esperado neste experimento, porém ela ndo se manteve até o final, pois houve
uma nova contaminacdo das amostras, que ocasionou uma nova elevacao do pH.
O periodo em que houve a diminuicdo do coeficiente de espalhamento, foi o
periodo em que houve pequena desmineralizacdo do esmalte dental.

Imagens adquiridas pelo equipamento de OCT de uma mesma amostra em
diferentes momentos do experimento sdo representadas na Figura 8, inicio do
experimento, e na Figura 9, ao ultimo dia do experimento. Nas figuras a seguir é
possivel observar que ndo houve mudanca estrutural visivel no esmalte, as

imagens inicial e final sdo praticamente iguais.

Ar

Esmalte

Figura 8: Amostra visualizada através do OCT - inicial
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Ar

Esmalte

Figura 9: Amostra visualizada através do OCT - final (15 dias)

Visualmente ndo foi possivel identificar alteracfes na estrutura do esmalte,
por esse motivo faz-se necessaria uma analise mais quantitativa, como o calculo
do coeficiente de espalhamento aqui utilizado.

A imagem da figura 10 € de uma amostra submetida a microscopia e a
figura 11 é de uma amostra submetida a microscopia por luz polarizada ao final do
periodo experimental, a fim de comprovacdo de que houve desmineralizacdo. A
seguir pode-se observar pequena desmineralizagcdo de duas amostras. A faixa
escurecida representa o processo de desmineralizacdo ocorrido na superficie do

esmalte.
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Superficie externa do
esmalte

Pequena
desmineralizac&o

Figura 10 : Amostra visualizada através da microscopia.

Superficie  externa
do esmalte

Pequena
desmineralizacéo

Figura 11: Imagem de amostra submetida a microscopia por luz polarizada.

Na Figura 12 pode-se observar uma amostra submetida & microscopia de
luz polarizada, onde o traco branco indica a faixa onde houve pequena

desmineralizacdo do esmalte.



Pequena
desmineralizacéo

Esmalte

Figura 12: Imagem de amostra submetida a microscopia de luz polarizada.
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6 DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados nao corresponderam ao esperado

inicialmente, baseado nos resultados encontrados na literatura ja citada® >

67212131 A andlise da Figura 5 permitiu inferir que a variacdo do pH pode ter
influenciado de forma definitiva o processo de desmineralizacdo. O fato da amostra
ser retirada de seu meio de cultura para realizar as medidas, também pode ter
perturbado a eficiéncia do biofilme na desmineralizacdo do esmalte. A remocéao da
amostra do poco para a plataforma de leitura ocasionou a contaminacao por
estafilococos, contribuindo para o aumento do pH de 5,0 (dia 6) a 6,75 (dia 15). A
contaminacdo encontrada no dia 5 foi muito prejudicial para o experimento como
um todo, pois este foi praticamente reiniciado, envolvendo novo preparo das
culturas e das amostras. Na Figura 6 podemos observar uma diminuicdo do
coeficiente de espalhamento a partir de 150h (dia 6) até 275h (dia 11), que é o
resultado esperado, entretanto o pH voltou a subir e o coeficiente de espalhamento
manteve-se constante a partir desse momento. A Figura 7 apresenta o
comportamento para o coeficiente de espalhamento em fungdo do tempo para as
diferentes formas de analise. Podemos observar que o valor absoluto do
coeficiente de espalhamento é alterado pela metodologia de célculo, mas seu
comportamento geral permanece o mesmo. A forma de calculo do coeficiente de
espalhamento, ou seja, a regido escolhida para o calculo, pode ser melhorada.
Novas metodologias de andlise podem ser implementadas, por exemplo,
calculando a area sob a curva do sinal de OCT, ou o processamento de imagens,
subtraindo das imagens posteriores a imagens inicial, para esse método ser eficaz,
todas as tomadas de dados devem ser realizadas exatamente na mesma posicéo,
e para isso deve-se modificar o desenho experimental. Entretanto como o objetivo
€ poder aplicar essa metodologia na rotina da clinica odontolégica, deve-se manter
0 procedimento o mais simples possivel.

Como a profundidade de penetracdo do OCT pode ser alterada devido a

topografia do dente®, preconizou-se utilizar neste trabalho, somente as superficies
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vestibulares e linguais das amostras, tentando assim obter o maximo de
penetracao do sinal de OCT.

As amostras escolhidas foram justamente selecionadas por ndo possuirem
qgualquer contato com fldor, pois varios estudos demonstram a capacidade
remineralizadora do flior e a necessidade de um pH mais acido para que ocorra a

dissolucdo mineral da estrutura dentaria’'%*>%

, 0 que poderia dificultar o processo
de desmineralizacdo deste experimento.

Os resultados iniciais achados neste experimento ndo foram semelhantes
aos resultados da tese (Freitas, A.Z., 2007)36, provavelmente por este trabalho ter
sido realizado em dentina radicular, que apresenta estrutura mais suscetivel a
desmineralizacdo em relacdo ao esmalte. Portanto ndo se pode esperar que 0S
resultados sejam semelhantes, mesmo com o0 experimento sendo realizado no
mesmo intervalo de tempo, pois esmalte e dentina sdo substratos diferentes.

Varios autores que utilizaram a técnica de OCT para visualizar o processo
de desmineralizacdo dental, corroboram com o fato de esta técnica ser efetiva

para captar pequenas alteracdes estruturais®>>"*3%,

No entanto, neste
experimento, provavelmente pela elevacdo do pH ocorrida, ndo se observou a
alteracao estrutural esperada.

A microscopia por luz polarizada € uma técnica consagrada para a
visualizacdo de estagios iniciais de desmineralizacdo®®, por este motivo esta
técnica foi utilizada nesta pesquisa, para comprovar 0s nossos resultados. Apesar
do processo de desmineralizacdo ter sido observado pela microscopia de luz
polarizada, as modificacdes estruturais do esmalte ndo foram suficientes para
serem detectadas pelo sistema de OCT, conforme pode ser observado nas
figuras, Figura 8, Figura 9 e Figura 10. Esse resultado comprova a hipétese do
processo de desmineralizagdo ter sido prejudicado por algum fator externo,

movimentag&o das amostras por exemplo.
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7 CONCLUSOES

Mediante as condicdes experimentais deste estudo, ndo foi possivel
monitorar a desmineralizacdo do esmalte humano pelo sistema de OCT, visto que

a variacao do pH em muito prejudicou o processo de desmineralizacéo.
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