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Avaliacao “in vitro” da acio do laser randémico no

esmalte dental bovino

Edilene Boldrini

RESUMO

O laser randdémico que difere do laser convencional por ndo possuir uma cavidade Optica,
ocorrendo em meios altamente difusos e cujo mecanismo de emissdo laser é o multiplo
espalhamento da luz em microcavidades que se autoformam nestes meios, tem sido observado em
varios materiais com pelo menos uma dimensdo nanomeétrica, incluindo alguns tecidos humanos
entre eles o tecido dsseo, o tecido intestinal e o renal, sendo emitido quando estes tecidos séo

infiltrados com um corante laser ativo e submetidos a um laser de bombeio.

Os objetivos deste trabalho foram verificar “in vitro” a viabilidade da emissdo de laser
randomico no esmalte dental bovino quando infiltrado pelo corante laser ativo rodamina 6G; e se 0
sinal emitido pelo laser randémico € capaz de diferenciar desorganizacdo tecidual, sendo que os
parametros verificados foram o limiar de acdo laser e o estreitamento espectral das linhas de

emissao.

Sendo um estudo inédito, detectou-se pela primeira vez a ocorréncia de laser randémico no
esmalte dental bovino, sendo que este ocorreu com uma energia de bombeio de 1,3 mJ, tendo sido
emitido tanto pelo tecido dental sadio como pelo demineralizado, podendo os estreitamentos dos
picos de emissdo laser randdmico virem a ser, potencialmente, utilizados como sensiveis
detectores de mudancas estruturais em dimensGes nanométricas entre elas as lesGes de cérie

incipientes.
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Evaluation “in vitro” random laser action in bovine enamel

Edilene Boldrini

ABSTRACT

The random laser differs from conventional laser for not having an optical cavity, occurring
in highly diffuse medium and the mechanism of laser emission is the multiple scattering of light
forming microcavities in the media, has been observed in various materials with nanometric scale,
including some human tissues as bone tissue, kidney and intestinal tissue. By infiltrating these
tissues with a dye laser active and exciting them with a pump laser, the random laser emission is

observed.

Our objectives were to verify “in vitro” if the bovine enamel is likely to emit random laser
when infiltraded by the dye laser active rhodamine 6G; and if the emitted random laser is able to
differentiate tissue disorganization. The parameters evaluated were the threshold laser and the

narrowing spectra.

Being an unpublished study, we detected for the first time the occurrence of random laser
in bovine enamel, and this occurred with pump energy of 1.3 mJ, having been obtained by both the
health and demineralized dental tissue. Therefore, the narrowing of the random laser emission
peaks come to be potentially used as sensitive detectors of structural changes in nanometers

dimensions including for incipient caries lesions.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a odontologia tem se beneficiado com o desenvolvimento de novos
equipamentos e novas técnicas para o diagndstico precoce de muitas patologias da mucosa oral
como tumores malignos e também de outras menos agressivas, porem de grande importancia para
a satide bucal como as lesdes de cérie incipientes e que ndo permitem acesso 6ptico direto*. Novos
equipamentos também tém sido desenvolvidos assim como novas técnicas para opera-los,
objetivando o tratamento das vérias patologias nas diversas areas odontoldgicas onde se destacam

as terapias com lasers de alta e baixa intensidade de poténcia®.

No que diz respeito as técnicas de diagnostico, isso tem sido possivel gragas ao estudo do
espectro de fluorescéncia de alguns materiais que possuem a propriedade fisica de re-emitir a luz
que lhes foi incidida em forma de luminescéncia. O uso desta técnica, ndo se limita somente a area
de diagnostico, mas também tem sido usada em dentistica restauradora para o estudo de
distribuicdo e penetragdo de sistemas adesivos na estrutura dental e de alguns compésitos **°, bem
como para andlise de micro-infiltracdo e fendas na interface dente—restauracdo com o auxilio de
algumas substancias marcadoras ou corantes organicos que possuam a propriedade de

fluorescéncia®.

Na area da nanotecnologia as pesquisas estdo avancando no desenvolvimento de
equipamentos diagnosticos que possam ser de auxilio nas ciéncias da vida. Entre eles estdo
recentes pesquisas sobre a possibilidade da amplificacdo do sinal luminoso do feixe emitido por

alguns tecidos biolégicos, caracteristica de laser randdmico "®.

Possuindo os mesmos principios de funcionamento do laser convencional, o laser
randémico difere deste por ndo possuir uma cavidade dptica. Ocorrendo em meios altamente
difusos, o mecanismo responsavel pela emissdo laser € o maltiplo espalhamento da luz ao longo de
canais por onde esta € amplificada apresentando ainda interferéncias construtivas. Em analogia ao
laser convencional estes canais sio denominados “microcavidades” °. A acdo laser randémica tem
sido observada em varios materiais dentre eles: os pds semi-condutores, filmes finos nano-
estruturados, certos polimeros, corantes laser e ceramicas'®**2. Tem sido também demonstrado
que os lasers randdmicos possuem caracteristicas Unicas espectrais'®, temporais™* e de ordem

pratica 2%,



Por se tratarem de microcavidades formadas aleatoriamente a direcionalidade da luz néo é
mantida**. Uma vez que o caminho percorrido pela luz através dos elementos espalhadores esta
fortemente relacionado as propriedades estruturais do meio de ganho randémico, o seu espectro de
emissdo quando coletado através de um espectrébmetro, pode ser utilizado para se extrair

informag®es estruturais de amostras de certos materiais bioldgicos "2,

Alguns tecidos malignos, por exemplo, apresentaram outras linhas de emisséo laser
randémico quando comparadas as linhas emitidas pelos tecidos indenes de um mesmo 6rgao®.
Uma excelente aplicacdo do laser randdmico na area biomédica seria a sondagem das
caracteristicas e propriedades estruturais de tecidos bioldgicos singulares tais como o tecido 6sseo
que € um nanocomposito constituido por uma fase mineral (cristais de hidroxiapatita), e uma
matriz organica (proteinas do colageno)™, cujos espectros de emissédo também apresentam linhas
de emissdo laser randémico diferentes para 0 bombeio incidente em diferentes regides da amostra,
0 que sugere um possivel método diagnostico capaz de sondar os mecanismos de pré-fratura 6ssea

ainda em escala nanométrica’.

Por ser o tecido dental composto por uma fase mineral de dimensbes nanoescalares
constituida pelos cristais de hidréxiapatita e por uma matriz organica’®, pode-se esperar que o laser
randoémico, seja passivel de ser emitido por ele e eventualmente possa apresentar outras linhas de
emissao quando da ocorréncia de sutis desorganizacdes teciduais, como a carie dental, quando esta

se encontrar ainda em nivel nanoescalar, diferenciando-a do tecido sadio.

Essas novas investigacGes podem nos levar, eventualmente, a uma técnica de diagnéstico
por imagem em tecidos dentais, bem como em outros tecidos bucais que apresentem pelo menos
uma dimensao nanometrica, podendo identificar varias patologias de forma extremamente precoce,

prevenindo um dano possivelmente irreparavel no futuro.

Por constituir-se de uma investigacdo cientifica, cujo objetivo € a verificacdo de
comportamentos nunca antes investigados em relacdo a interagdo da luz com o esmalte dental, no
presente trabalho foi utilizado um corante laser ativo, a rodamina 6G, ndo compativel com estudos
“in vivo”, porém os resultados aqui obtidos podem nos levar a utilizagdo futura de meios lasers

liquidos os quais sejam compativeis com estudos no esmalte dental humano.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo verificar, “in vitro”, se o esmalte dental bovino ¢é
passivel de emitir laser randémico e se a acdo do laser randémico emitido é capaz de diferenciar

desorganizacdo tecidual, sendo que os parametros verificados foram:
1- A capacidade de difuséo do corante laser ativo rodamina 6G no esmalte dental.
2- O limiar de acdo laser.
3- O estreitamento espectral da linha de emissao

4- Os detalhes do espectro



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Laser convencional e laser randdmico

Os lasers convencionais sdo dispositivos que utilizam processos que amplificam o sinal
luminoso e consistem de um meio ativo que é local onde ocorre a emissdo, € um conjunto de
espelhos que possibilitam a retroalimentacdo da luz para que o feixe luminoso possa ser
continuamente amplificado (Figura 1). O feixe laser emitido nestas condi¢fes possui propriedades

Unicas como frequéncias de emissdo mais estreitas quando comparado com outras fontes como

lampadas ou velas, sendo que sua intensidade também é muito maior. Possuem alto grau de
16,17

colimacéo, sendo que podem ser obtidos pulsos de curta duragédo

Figura 1. Laser convencional. O meio ativo laser é posicionado entre dois espelhos sendo que um deles é
parcialmente reflexivo. O meio ativo quando submetido ao feixe de bombeio ou qualquer outra fonte de excitac&o,
emite radiacdo laser pelo espelho parcialmente transmissor a partir do momento que as perdas do sistema se tornarem
maiores que 0s ganhos.

No laser randdmico a cavidade convencional é substituida por elementos espalhadores que
juntamente com o0 meio de ganho levam a uma emissdo estimulada de radiacdo. Assim, ndo
existem espelhos, ha somente a fonte de excitacdo e 0 meio ativo para a obtencdo da emissdo laser.
Apesar do efeito do laser randdmico ter sido descrito teoricamente por Letokhov'® em 1967, sua

emisséo s6 foi observada experimentalmente por Gouedard et al *°

em 1993, utilizando um po de
cloreto de neodimio hidratado (NdCL36H,0), através da observacdo do estreitamento espectral
(figura 2(a) e (b)) e emisséo de pulsos com curta duracdo. Foi observado nos experimentos com o

laser randémico que o multiplo espalhamento da luz ndo funciona como um mecanismo de



retroalimentacéo, na verdade, o que ocorre nesses meios é a permanéncia da luz no material por
tempo suficiente para que a amplificagdo seja eficiente. Assim, o sinal ndo é refletido como seria
entre dois espelhos e sim espalhado centenas de vezes antes de sair do meio*? de forma que os

ganhos se tornem maiores que as perdas no sistema o que vem a ser o principio de uma emissdo

laser (Figura 2(c)). Sendo o espalhamento da luz um efeito totalmente aleatério, utiliza-se o termo
13,20

randomico para descri¢do desse tipo de emisséo laser
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Figura 2: Caracteristicas do laser randdmico. (a) Perfil espectral da emissdo do laser randdmico para
microaglomerados de ZnO; (b) Distribuicdo da intensidade de emissdo para 0 mesmo composto; (c) Esquema de uma
emissdo de laser randémico. H. CAO, (2005).

Na area biomédica, Polson e Vardeny® (2004), submeteram amostras de tecido intestinal e
renal humanos, infiltrados com o corante laser ativo rodamina 6G ao bombeio com um laser de
Nd:YAG, operando no comprimento de onda de 532 nm, cuja largura do pulso foi de 100 ps e a

taxa de repeticdo de 100 Hz e descobriram que os tecidos malignos apresentavam muito mais



linhas de emissdo de laser randdmico quando comparados aos tecidos indenes de um mesmo
orgéo.

J& na éarea de diagndstico em ortopedia as propriedades 6sseas microescalares vém sendo
intensamente estudadas visando uma melhor compreensdo dos mecanismos que levam as
deformacdes e fraturas em termos de plasticidade. No entanto os mecanismos de danos que
precedem as fraturas e as deformacdes sdo ainda relativamente inexplorados, em parte devido as
atuais limitacGes técnicas que visam estudar as propriedades estruturais 6sseas a nivel nanoescalar
de uma forma ndo destrutiva’. A propagacdo da luz no tecido 6sseo pode ser fortemente
influenciada pelo espalhamento multiplo, podendo potencialmente resultar em algum grau de
confinamento da luz. Assim, os espectros de emissdo de um laser randdomico podem ser
extremamente sensiveis as sutis mudancas ou flutuacdes do indice de refracdo da nanoestrutura das
microcavidades sseas autoformadas’. Como primeiro passo para testar essa viabilidade para as
caracteristicas do tecido 6sseo, Q. Song et al.” (2010), demonstraram a acio laser randdmica para
esse tecido infiltrado com o corante laser ativo rodamina 800 em DMSO ou etanol, bombeado por
um laser de Ti:Safira no comprimento de onda de 690 nm, largura do pulso de 100 ps e taxa de
repeticdo de 1 KHz e demonstraram também a viabilidade de que o estreitamento dos picos de
emissdo laser possam, potencialmente, serem utilizados como sensiveis detectores de mudangas

estruturais em dimensdes nanometricas (Figura 3).

800 b
12.0k»( )
T I
= 2 9.0k
() ] |
i . ®
.-9 U 6-0k'
%) ‘» |
c c
po 9 3.0k}
= =
sm - . et A - — - e DU | | — - il ¥ -~ i - A Po—— e
715 720 725 730 735 740 715 720 725 730 735 740
Comprimento de onda Comprimento de onda

Figura 3 (a) Espectro de emissdo do corante laser ativo (rodamina 800); (b) Espectros de emissdo de laser randémico
para diferentes posicionamentos da de uma amostra de tecido dsseo. Q. Song et al, Randon lasing in bone tissue, 2010.



Extrapolando os resultados obtidos para o laser randdnico em tecido 6sseo podemos
esperar grande probabilidade dos tecidos dentais humanos (esmalte e dentina), também emitirem
laser randdmico quando submetidos a um meio de ganho altamente desordenado como o corante
laser ativo rodamina 6G, uma vez que as caracteristicas do esmalte dental e dentina humana

assemelham-se muito as do tecido dsseo™®.

3.2 O esmalte dental

O esmalte dental é uma estrutura acelular sendo a camada mais superficial e visivel do
6rgdo dental bem como a mais mineralizada e a mais dura do corpo humano. Quando clinicamente

sadio, apresenta-se translcido, refletindo a cor branca amarelada da dentina subjacente™.

Compondo-se aproximadamente por 95% de material mineral, 2% de material organico e

3% de 4gua em peso 2%

, 0 seu contetdo mineral é constituido principalmente por cristais de
apatita firmemente unidos cujo distanciamento um dos outros é dado através de finos espacos
intercristalinos os quais sdo preenchidos por dgua e material organico constituido em sua maioria
por proteinas e lipideos® (Figura 4). A matriz organica do esmalte é reduzida em relagdo & matriz

organica da dentina, sendo predominantemente formado pela matriz inorganica®.

Figura 4: Corte transversal de cristais de hidroxiapatita no prisma de esmalte humano. Os cristais estdo densamente
arranjados e séo de forma irregular (aproximadamente x 168.000, MEV), De Frazier, P.D.: J. Ul-trastruct. Res. 22: 1,
1968).

Os finos espacos intercristalinos formam poros que permitem a passagem de pequenas

moléculas como écido latico e também fons como hidrogénio e calcio®, assim esses microporos

preenchidos por agua e material organico conferem a esse tecido vias de difusao 2272,



O indice de refracdo do esmalte dental é de 1,64 para o comprimento de onda de 532 nm
quando envolto por agua, conferindo-lhe sua translucidez caracteristica®. Os cristais de apatita
encontrados no esmalte sdo semelhantes a hidroxiapatita mineral, porém apresentam inclusdes de
carbonato, sddio, fluor, magnésio, potassio, cobre, cloro, ferro, manganés, enxofre, chumbo, e

outros fons que fazem da apatita biolégica uma forma impura da hidréxiapatita mineral*>%.

Os cristais de hidroxiapatita que tem como formula [Ca;o(PO4)s(OH).], possuem em média
50 nm de largura em corte transversal e mais de 100 nm de comprimento, sendo reunidos
repetitivamente numa organizacdo de aproximadamente 1000 cristais que originam os prismas de
esmalte®® (Figura 5). Cada cristal ¢ circundado por uma camada de agua firmemente ligada a qual
pode ser removida apenas quando o esmalte é aquecido a 600 °C, isso porque a assimetria e a
grande area superficial dos cristais de hidroxiapatita conferem um forte campo elétrico que atrai
fons e moléculas eletricamente carregados, entre eles a 4gua®. As proteinas que integram a

estrutura do tecido sdo a enamelina e amelogenina 3.

(b)

Substancia
interprismética
(*“cauda” do prisma)

Prisma

Bainha do prisma

Figura 5: Prismas de esmalte: (a) Em lamina descalcificada (microscopia Optica de luz polarizada). (b) Microscopia
eletrénica de varredura — MEV, aproximadamente x 100.000. (c) Corte descalcificado de esmalte humano de um
germe dentério. Os prismas que sdo cortados transversamente lembram escamas de peixe (S.N. BHASKAR; 10?3,
Edicéo, 1989).

Subjacente ao esmalte dental encontra-se a dentina, tecido conjuntivo avascular,
mineralizado, especializado, que forma o corpo do 6rgdo dental, suportando e compensando a

fragilidade do esmalte 333

, sendo recoberta pelo esmalte em sua porcao coronaria e pelo cemento
em sua porcao radicular. Na superficie interna delimita a cavidade pulpar, onde se aloja a polpa

dentéria *># (Figura 6).
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Figura 6: Esquema do 6rgdo dental humano. O esmalte dental é suportado e sua fragilidade compensada pela dentina

subjacente. (Mariana Araguaia, graduada em biologia- Mundo Educacéo).

Constituindo a maior massa do dente e lhe dando forma, a dentina é caracterizada como

sendo um tecido duro com tdbulos em toda sua espessura *>?***. Parecendo-se muito com 0 0550,

conforme pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7: Formacéo, mineralizacdo e maturacdo de alguns tecidos mineralizados. (S. N. BHASKAR, p. 55, 102

Edicéo, 1989).
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3.3 Etiologia e mecanismo da doenca cérie

H& milénios, o homem deixou de viver exclusivamente da natureza, quando modificou, de
alguma maneira, a forma natural dos alimentos. Neste momento gerou-se um desequilibrio da
biodiversidade bucal e o processo de desmineralizacdo e remineralizacdo, em condi¢des néao
naturais, favoreceu o desenvolvimento de leses na estrutura dentéaria chamadas de cérie dental. E
importante considerar que na situa¢do de equilibrio produzida por essa biodiversidade, a carie
dental ¢ inexistente, devendo, por isso, ser considerada anormal®®.

A cérie dental é uma doenca multifatorial que ocasiona a perda de minerais dos tecidos
duros dentais (esmalte, dentina e cemento), e é dependente do biofilme bacteriano e de
carboidratos fermentéaveis ***’. A producdo de acido pela microbiota cariogénica ocasiona a perda

de célcio e fosfato dos tecidos mineralizados levando & sua destruic&o®.

Resumidamente os principais fatores responsaveis pela doenca cérie sdo quatro e ocorrem
concomitantemente, sendo eles: a placa bacteriana ou biofilme dental; um substrato que ofereca
nutrientes para essas bactérias; um hospedeiro suscetivel (esmalte, dentina) e o tempo de interacéo

entre esses trés fatores® (Figura 8).

tempo

dente suscetivel

cérie

dieta

microrganismos

Figura 8: Fatores responsaveis pela doenca carie: o tempo, dente suscetivel, a dieta e microorganismos. OLIVEIRA
LIMA, J. E.; 2007.
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A carie dental é um processo dinamico no qual ha a alternancia de perda e ganho de
minerais, sendo uma doenca que ndo se limita a uma regido e que tem como sinal clinico a

destruicao localizada dos tecidos duros, ou seja, a lesdo de cérie®.

3.4. Alesdo de carie em esmalte

O estégio inicial de uma leséo de cérie é chamado de “mancha branca” sendo caracterizado
por uma dissolucédo parcial do esmalte promovida pelos acidos presentes no meio oral. A leséo

branca aparece clinicamente devido & mudanca do indice de refracéo pela perda mineral® .

Alteracdes na porosidade do esmalte conduzem a mudancas nas propriedades Opticas do
tecido de forma que gradualmente o tecido torna-se menos transltcido, o que clinicamente pode

ser observado como alteragdes esbranquicadas (opacas), caracteristicas notaveis nas lesdes de cérie
28,40

, com mostrado na Figura 9.

incipiente

Figura 9: Lesdo de carie incipiente em esmalte dental humano (lesdo de mancha branca). MATOS, A. B.; TURBINO,
M. L.; MATSON, E. Efeitos das técnicas de microabrasdo no esmalte. Estudo em microscopia de varredura.
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A translucidez do esmalte relaciona-se ao fendBmeno éptico que depende do tamanho dos
espacos intercristalinos. O conteddo de preenchimento desses microporos desempenha
fundamental participacdo no grau de translucidez observado. A discreta diferenca entre o indice de
refracdo da hidroxiapatita (1,64) e da agua (1,33), para a luz no comprimento de onda do visivel,
ndo afeta esta propriedade do tecido. Contudo a dissolugéo dos cristais resulta no aumento dos
espacos intercristalinos, que ao serem preenchidos pelo ar, por ocasido da secagem da superficie,
confere menor translucidez ao esmalte devido a maior diferenca entre o indice de refracdo da

hidroxiapatita e o do ar que é aproximadamente 1,0 2,

Na lesdo de mancha branca o conteudo mineral do esmalte estd diminuido e sua
organizacdo estrutural modificada com o aumento do conteudo orgéanico e resisténcia fisica
reduzida. A superficie do esmalte ndo é absolutamente lisa apresentando mindsculas ondulagdes

devido as estrias incrementais de Retzus™*.

Sua superficie ondulada apresenta indmeros
microporos que se comunicam com 0S espagos existentes entre os cristais que compdem 0s
prismas de esmalte *> “°. Nos espacos intercristalinos circula o liquido adamantino que hidrata os
cristais e leva os ions da superficie do esmalte para o seu interior promovendo alteraces
bioquimicas e estruturais o0 que justifica a sua remineralizacdo através de substancias quimicas
aposicionadas em sua superficie. Por outro lado, com a permanéncia dos fatores agressivos, 0s
microporos aumentam muito de tamanho e os cristais ficam tdo delicados e desorganizados que a

superficie do esmalte cede e as cavidades surgem naturalmente®.

Todas essas modificacOes de reducéo do volume dos cristais e aumento dos microporos do
esmalte estdo ocorrendo abaixo da camada superficial do esmalte. Assim a lesdo de mancha
branca € composta por uma camada superficial altamente mineralizada, com espessura aproximada
de 20 um a 50 um e por uma camada subsuperficial, com perda mineral de aproximadamente 20%
a 50% em profundidade chamado “corpo da lesdo” #°. As lesBes de mancha branca s&o divididas

em quatro zonas bem distintas como mostrado na Figura 10.

1- A zona transllicida que é a mais interior a lesdo tendo aproximadamente 40 um de

espessura®, possui indice de refracdo similar ao do esmalte podendo ser examinada somente
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através de cortes longitudinais ao corpo da lesdo. E caracterizada por uma perda mineral de 1,25%

e um pequeno nimero de grandes porosidades™.

2- A zona escura, que varia muito em tamanho e apresenta perda mineral em torno de 6%
Seus poros apresentam menor tamanho, porém estdo presentes em maior porcentagem (5% a
10%).

3- O corpo da lesdo, que representa uma perda mineral ao redor de 24% sendo a maior zona
da lesdo de mancha branca®®. E caracterizada por 25% a 50% de porosidades, com grande

destruicdo de tecido e, eventualmente, cavitagoes.

4- A zona superficial , € a camada mais externa da lesdo de mancha branca, apresentando
espessura média de 20 um a 100 pm, sendo mais espessa nas lesdes inativas e mais fina nas lesdes
ativas. A porosidade nesta zona é de aproximadamente 1% a 2%, muito semelhante ao tecido

higido, sendo que esta camada persiste até o momento da cavitagio®.
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Figura 10: Lesdo de cérie incipiente (mancha branca). (a) Radiomicrografia: camada superficial da mancha branca e o
corpo da lesdo mais interiormente na subsuperficie (b) Esquema. (Lindi, 1966).

As Figuras 11(a) e 11(b) mostram respectivamente o aspecto do esmalte dental sadio e
com lesdo de mancha branca respectivamente através da analise por microscopia eletronica de
varredura (MEV).
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Figura 11: (a) Aspecto da superficie de esmalte dental humano sadio (aumento de 1200 x, MEV); (b) Aspecto inicial
de lesdo de mancha branca (aumento de 1200 x MEV). MATOS, A. B.; TURBINO, M. L.; MATSON, E. Efeitos das
técnicas de microabrasdo no esmalte. Estudo em microscopia de varredura.

Diante do exposto a respeito do laser randémico bem como das caracteristicas do esmalte e
da carie dental, pode-se esperar que os tecidos dentais, sejam passiveis de investigacfes sobre a
possibilidade da formacdo de microcavidades, com emissdo e deteccdo de laser randémico,
podendo este, potencialmente, vir a ser uma forma de diagndstico para sutis mudangas nas

nanoestruturas do esmalte dental.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Procedimento experimental

Neste estudo foram utilizadas 20 amostras de incisivos bovinos, higidos, lavados e
higienizados, sem aquecimento e sem uso de reagentes quimicos para evitar alteracdes nos
componentes organicos do esmalte tendo sido excluidos os elementos dentais que apresentavam

trincas, manchas ou qualquer outro tipo de defeitos.

Estudos “in vitro”, tém demonstrado que 0 esmalte humano e bovino apresenta
comportamento similar em condicdes de desmineralizacdo e remineralizacio®, e mais
recentemente foi mostrado que a dentina bovina pode substituir a humana em modelos “in situ”,
que avaliam desafios cariogénicos*. A vantagem de se usar dentes bovinos e ndo humanos é que

eles sdo mais faceis de serem obtidos e manipulados®”.

As amostras constituiram-se de cortes transversais feitos em cortadeira Isomet Low
Speed Saw (BUEHLER), com lamina em forma de disco (Diamond Wafering Blade, Séries 15 HC
diamond, 10,2 cm dia x 0,3 mm, n°. 4244), constantemente irrigados por dgua (Figura 12 (a)). Os
cortes foram feitos na coroa dental utilizando-se o seu terco médio, nas dimensGes de
5,0 mm por 10,0 mm. Desta forma as amostras apresentavam o esmalte e a sua dentina subjacente.
Foram mantidas em “eppendorfs”, individualizadas e umidificadas com algodao e 4gua deionizada
a5 °C, conforme mostrado na (Figura 12 (b)),

(a) (b)

Figura 12 (a) Cortadeira Isomet Low Speed Saw (BUEHLER), montada com lamina em forma de disco (Diamond
Wafering Blade, series 15 HC diamond, 10.2 cm Dia x 0,3 mm, n°. 4244; (b) Amostras dentais bovinas em
“eppendorf”,para armazenamento da amostra a 5°C.
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Num primeiro momento as amostras foram submetidas ao processo de desmineralizagdo
através da aplicacdo de &cido fosférico a 37% (marca Villevie), por 12 horas na superficie do
esmalte dental bovino, para a formacdo de desorganizacdo tecidual como mostrado na
Figura.13 (a), e foram utilizadas para o estabelecimento dos parametros referentes ao corante laser
ativo rodamina 6G (CysH31N,03Cl), que é o corante organico que foi usado neste experimento,
(Figural3 (b)).

(a)

Figural3 (a) Processo de demineralizacdo do esmalte bovino; (b) Corante laser ativo rodamina 6G a 0,0037% em
volume em etileno glicol. (10 M).

Estas amostras piloto possibilitaram também que fosse estabelecido o melhor arranjo,
alinhamento de espelhos, lentes e outros componentes referentes ao laser de bombeio, bem como a
definicdo dos componentes, fibras e arranjos necessarios para a coleta dos sinais das emissdes a
serem levadas ao espectrémetro, cuja finalidade é mostrar graficamente o possivel sinal e emissao
de laser randémico e também para o osciloscépio responsavel pela visualizagdo do perfil temporal

da referida emissao.

Num segundo momento, caso fosse verificada a ocorréncia de emisséo de laser randémico
para essas amostras piloto, as demais amostras deveriam ser submetidas a um modelo de ciclagem

de pH para formag&o de uma lesdo de mancha branca " 3. Os modelos de ciclagem de pH foram
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desenvolvidos para avaliar a perda mineral e ganho mineral que ocorrem naturalmente no

ambiente bucal, podendo simular o processo de cérie, entre outras coisas**.

Os espécimes piloto foram entdo imersos na solucdo de corante laser ativo rodamina 6G a

0,0037% em volume, (10 M), tendo o etileno glicol como solvente **°

, por um periodo que foi
determinado experimentalmente, pois ndo existiam dados na literatura a esse respeito. Como o
diametro da molécula da rodamina 6G é 1,24 nm®, esperava-se que esta se difundisse

uniformemente no esmalte dental através de suas microporosidades.

O experimento foi entdo iniciado testando-se a capacidade de difuséo do corante laser ativo
rodamina 6G em etileno glicol, nos tecidos dentais e objetivando o estabelecimento de sua

concentragdo Otima.

4.1.1. Amostras utilizadas

4.1.1.1. Amostras dentais submetidas a simulagdo de lesdo de cérie incipiente

em solucdo desmineralizante.

Num primeiro experimento piloto foram usadas quatro amostras de dentes bovinos (cedidas
pela Prof. Dr2. llka Tiemy Kato). As amostras mediam 2,0 mm por 2,0 mm, sendo que duas delas
apresentavam esmalte dental higido e as outras duas apresentavam simulacdo de les&o cariosa que
foram formadas por meio da imersdo das amostras em solucdo tampédo de acetato subsaturado
(2 mL/mm?), por 32 horas & 37°C. A solucdo desmineralizante foi preparada com tampao de
acetato 0,05 M contendo: 1,28 mM Ca; 0,74 mM P; 0,03 ugF/mL em pH 5,0 * Como
bacteriostatico foi adicionado 4,3 mmol/Ltimol *’. No preparo desta solucdo foram utilizados &cido
acético (CH3COOH), nitrato de célcio [Ca (NO3)], potassio hidrigenofosfato (KH,PO,) e fluoreto
de sodio (NaF) (Merck KGaA, Germany).

As quatro amostras, foram imersas na solucdo de corante laser ativo rodamina 6G a

0,0037% em volume em etileno glicol, (concentracéo de 10™ M), conforme experimento realizado

45
l.

por de Matos et al.™ , mostrado na Figura 14.
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(a) (b)

Figura 14 Amostras de esmalte dental bovino. (a) Amostra higida; (b) Amostra submetida a solugdo demineralizante,
(solugdo tampéo de acetato subsaturado 2,0 mL/mm?, por 32 horas a 37°C).

As amostras permaneceram imersas por 4 horas e meia, sendo que esse tempo foi
arbitrério. Tanto o esmalte como a dentina ficaram expostos a solucdo e ao serem retiradas e secas,

apresentaram-se coradas na parte dentinaria e praticamente sem coloragdo no esmalte.

4.1.1.2. Amostras dentais submetidos a ataque acido

Num segundo experimento, foram utilizadas cinco amostras de dentes bovinos de

5,0 mm por 10,0 mm. Sendo dividas da seguinte forma:

- Uma amostra de esmalte higido e ndo lixado;

- Uma amostra de esmalte higido e lixado;

- Uma amostra de esmalte desmineralizado e nédo lixado;
- Uma amostra de esmalte desmineralizado e lixado;

- Uma amostra casada e lixada, ou seja, metade da area da amostra 25mm? de esmalte

desmineralizado e os outros 25 mm? de esmalte higido.

As amostras desmineralizadas tiveram como objetivo simular uma grande desorganizagao
tecidual para uma comparagdo entre os sinais emitidos. Essas amostras ndo representam
simulacdes de mancha branca, uma vez que nédo se constituem modelos que mimetizem a perda e

ganho mineral que ocorre naturalmente no meio bucal.

A amostra casada teve como objetivo a observacdo dos espectros emitidos pelo tecido

dental higido e o desmineralizado na mesma amostra. Caso estes espectros apresentassem
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diferengas significativas poderia ser viavel a utilizagido deste método para o diagndstico de caries

incipientes.

A principio resolveu-se lixar parte das amostras (Silicon Carbide Grinding Paper, 2500
BUEHLER e Microcut Silicon Carbide, Wet or Dry, P 4000 BUEHLER — USA), para obter-se
uma superficie o mais plana possivel, pois se acreditava que o sinal do cone de retroespalhamento
ficasse mais colimado para superficies planas, considerando que uma superficie rugosa causa
espalhamento adicional do feixe retroespalhado. Outra razdo para o lixamento das amostras foi
descartar a possibilidade que o corante laser ativo rodamina 6G ndo se difundisse o suficiente em
profundidade, uma vez que a lesdo de mancha branca é subsuperficial, o que foi reproduzido nas
amostras submetidas a solucdo demineralizante (secdo 4.1.1.1), porém néo nas descalsificadas com
acido fosforico a 37%, uma vez que ndo se constituem em amostras com simulacdo de carie

através de modelos estabelecidos cientificamente.

A seguir, toda parte dentinéria de todas as amostras foram recobertas com um verniz
resistente a acido (esmalte de unha Impala Tech — Laboratério Avamiller de cosméticos Ltda), e
recobertas com cera Utilidade Wilson, (Polidental Ind. & Com. Ltda), (Figura 15). Foram entéo
imersas em solucdo de rodamina 6G, na mesma concentragdo de 10* M em etileno glicol, pelo
periodo de 4 horas e meia, quando entdo foram retiradas e secas com papel absorvente. As
superficies do esmalte dental de todas as amostras mostraram-se levemente corados nas suas

bordas mais externas.

Figura 15: Amostra dental bovina, recoberta com verniz resistente a &cido e recoberta com cera utilidade Wilson.
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4.1.1.3 Amostras dentais submetidas a ataque acido alterando-se a concentracdo e o

tempo de imerséo em solucdo de rodamina 6G em etileno glicol.

Num terceiro experimento, j& com alguns parametros estabelecidos, optou-se por fazer uma
solucdo saturada do corante laser ativo rodamina 6G a 0,1% em volume em etileno glicol

(2,6x10° M%), como mostrado na Figura 16.

(a) (b)

(d)

Figura 16: Manipulacdo do corante laser ativo rodamina 6G. (a) P6 de rodamina de dimensdo nanométrica. (b)
Balanca de precisdo. (c) Etileno glicol pré anélise, Mono. (d) Solucdo saturada de rodamina 6G a 0,1% em volume
em etileno glicol (2,6 x 107 M).

Foram utilizadas amostras com as mesmas caracteristicas das utilizadas na secao 4.1.1.2.
sendo que, nesse caso toda parte dentinaria de todos os espécimes foi envolvida com cera nimero
7 (Epoxiglass Ind. & Com. de Produtos Ltda.), pela a técnica de enceramento progressivo
(Figura 17 (a)). Nessa técnica a cera € derretida em lamparina para fins odontoldgicos, através de
um instrumento gotejador e aplicada na amostra a fim de impedir difusdo da rodamina 6G através
de suas bordas (como possivelmente tenha ocorrido com a cera utilidade), de forma que a difusédo
se desse somente pela superficie dental. Cada um dos espécimes foi entdo colocado em
“eppendorfs” individuais de 2,0 ml, preenchidos com a solu¢cdo saturada de rodamina 6G

(2,6x 10°M), (Figura 17 (b)) e armazenados em temperatura ambiente e no escuro®.
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Figura 17 (a) Amostra envolta em cera n°7; (b) Amostras armazenadas individualmente em “eppendorfs” contendo
solugdo de rodamina 6G a 2,6 x 10°M em etileno glicol.

Ao serem retirados apds 96 horas, os espécimes foram lavados em agua corrente (0 que ndo
foi feito anteriormente), e secos com papel absorvente. Observou-se que 0s espécimes nao lixados
submetidos ou ndo a desmineralizagdo apresentavam-se completamente corados pela solucdo de
rodamina 6G. Ja os espécimes que foram lixados incluindo a parte descalcificada da amostra
casada, coraram muito pouco ou nada, conforme pode ser observado na Figura 18. Os espécimes
voltaram para solucdo de rodamina 6G e permaneceram nas condi¢fes citadas acima até completar

uma semana de imersao.

Figura 18:. A esquerda amostras de esmalte dental bovino com e sem desmimeralizacio e néo lixadas. A direita
amostras de esmalte dental bovino com e sem desmineralizacdo lixadas. Acima, amostras desmineralizadas.
Submetidas ao corante laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10° M em etileno glicol, aps 94 horas de imerséo.
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Ao final de sete dias de imersdo no corante as amostras foram novamente retiradas da
solucdo, lavadas e secas com papel absorvente e mostraram uma maior difusdo do corante no
esmalte dental. A amostra casada e lixada que havia corado muito pouco se mostrou agora

bem corada no lado higido do esmalte e pouco corada no lado desmineralizado (Figura 19).
I
—

Figura 19:. A esquerda amostras de esmanlte dental bovino com e sem demineralizagdo. No meio, amostra casada e
lixada (com e sem demineralizagio). A direita amostras de esmalte bovino lixadas com e sem desmineralizagio.
Submetidas ao corante laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10° M, em etileno glicol, ap6s 7 dias de imersao.

4.1.2. O arranjo experimental

Em lasers randémicos, a emissao retroespalhada da amostra é comumente observada de
forma que possa ser identificada alguma amplificacio desta ***4. Neste experimento o feixe laser
de bombeamento utilizado foi gerado pela cavidade fabricada pela empresa Sino-Laser (Pequim,
China), caracterizada como sendo um laser de Nd:YAG (6xido de itrio aluminio dopado com
neodimio), de A=1064 nm, sendo que foi escolhido o SH (Segundo harmoénico), desde laser de

A=532 nm, o qual se situa na banda de absor¢do da rodamina 6G como observado na Figura 20.

O espectro de absorcdo da rodamina 6G, Figura 20(a), foi obtido utilizando um
espectrometro (modelo Cary 5000 - marca Varian), sendo que uma gota da solucdo de rodamina
6G a 0,1% em etilenoglicol foi colocada entre duas laminas de microscépio e submetida a
varredura para os varios comprimentos de onda. O espectro de emissao, Figura 20(b), foi obtido

com um fluorimetro cuja abertura da fenda de excitacdo foi de 3,0 mm e a de detecgédo de 2,0 mm.
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Figura 20: Caracteristicas espectrais do corante laser ativo rodamina 6G. (a) Espectro de absor¢do da amostra, uma
gota da solucdo foi colocada entre duas laminas de microscopio e submetida ao espectrémetro Carry 5000; (b)
Espectro de emissao da amostra obtido através de um fluorimetro.

O cristal de Nd:YAG (1 mol%), presente na regido central do moédulo (Figura 21) é
bombeado transversalmente por meio de 12 diodos laser dispostos radialmente a 120 graus em
torno do bastdo com um total de 1200 W de poténcia. A emissdo laser no comprimento de onda
de 1064 nm é obtida ap6s a utilizacdo de uma cavidade de Fabry-Peérot (ressonador plano-paralelo
possuindo um espelho HR1064 - alta refletividade - em uma de suas extremidades e sendo que sua
outra extremidade permite 20% de transmissdo para essa banda). A largura do pulso foi de 9,0 ns e

a energia variou até 1,5 mJ por pulso, sendo que a taxa de repeticdo foi de 10Hz.

Figura 21: Cristal de Nd:YAG (1 mol%)

A presenca de estados tripleto com longa vida para decaimento é reconhecido como o

principal fator limitando a “performance” de lasers de corante e colocando restricdes ao uso da

46,48

fonte de bombeio a ser utilizada com estes meios . Em virtude das caracteristicas do nivel
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tripleto, existe sob condi¢cdes da excitacdo uma depopulacdo do estado singleto no nivel
fundamental e a possibilidade de absorcdo de nivel tripleto-tripleto®. Estes efeitos negativos
aumentam com a duracdo do tempo de bombeio. Logo o ideal é utilizar pulsos curtos, mas

intensos, como no caso de lasers chaveados.

Uma possibilidade para geracdo de lasers chaveados € a utilizacdo de absorvedor saturavel.
Neste experimento foi utilizado o absorvedor de Cr**:YAG com 50% de transmiss&o. Desta forma

foi possivel a obtencdo de um pulso com curta duracéo, cerca de 9,0 ns de duracdo, Figura 22(a).

Um cristal de KTP (KTiOPQ,) tipo 2 (descreve o tipo de casamento de fase realizado,
nesse caso e-0-e), com ajuste de fase critico e 10 mm de comprimento foi posicionado extra
cavidade para fazer a dobra de frequéncia do bombeio, obtendo-se assim o A=532 nm, Figura
22(b). Um méximo de 1,5 mJ por pulso foi obtido em 2=532 nm, com poténcia pico de bombeio
de 0,2 MW.
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Figura 22: Caracteristicas feixe de bombeio. (a) Perfil temporal do pulso chaveado medido com osciloscépio de 1
GHz e 5 GS/s e detector PIN com 160 ps de tempo de subida; (b) Perfil espectral para 0 mesmo pulso.
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A Figura 23 apresenta todo o arranjo montado para obtencao do laser de bombeio.

R
E.;,peih;'b

Espelho
HR1064 | ‘

- A
Cristal KTP
2 y 20% Trans.

Modulo
bombeio [k
Figura 23: Arranjo do laser de bombeio.

A conversdo do A=1064 nm em A=532 nm nao ¢ perfeita, por esta razdo foi utilizado um
separador harmonico para que apenas 0 A=532 nm fosse utilizado no bombeio (Figura 24(a)).
Anteriormente a amostra foi posicionada uma lente convergente com foco de 20 mm (Figura
24(b)). A Figura 24(c) mostra o detalhe da emissdo do A=532 nm.

Figura 24: (a) Separador harmonico; (b) Lente convergente com foco de 20mma; (¢) Emissdo do A = 532nm
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Apbs o bombeio, a luminescéncia retroespalhada do meio altamente dispersivo foi
separada do feixe de bombeio utilizando-se um separador de feixes (Figura. 25 (a) e (b)) (espectro

pode ser observado na Figura 26(a). Em seguida foi analisada:

- Espectralmente: utilizando-se um espectrometro Ocean Optics, Modelo: HR4000, com
resolucdo espectral de 3,5 nm para fibra optica com 200 um e de 0,3 nm para fibra optica com
5,0 um de diametro de nucleo. Detectando comprimentos de onda no intervalo 235-750 nm
(Fig 27(a) e (b)).

- Temporalmente: utilizando um fotodetector de Silicio com resolu¢do de 1,0 ns e um
osciloscopio da Lecroy, Modelo WaveRunner Xi com resolucdo de 1,0 GHz e 5,0 Gs/s (Figura
27(c)).

Em frente ao sistema de deteccdo foi posicionado um filtro dicrdico para que somente a
emissdo retroespalhada da amostra fosse transmitida (transmissividade para comprimentos de onda

acima de 550 nm), Figura 26(b) e (c). A Figura 28 apresenta um esquema deste arranjo.
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Figura 25: (a) Separador de feixes utilizado para coleta da radiagdo retroespalhada. (b) Detalhe no arranjo.

100

80

533,41

(a)

Grafico de transmisséo
do separador

450

500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

(c)

700

Transmissao (%)

100

(b)

50 1

Gréfico de transmissédo
do filtro F1

500 600
Comprimento de onda (hm)

700

Figura 26: (a) Espectro separador de feixe. (b) Espectro de transmissividade do filtro dicréico. F1. (c) Foto do filtro.
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Figura 27: (a) Espectrémetro da Ocean Optics, modelo HR 4000, resolucdo espectral de 3,5 nm para fibra
Optica com 100 um de diametro de nucleo e 0,3 nm para fibra éptica com 5,0 um de didmetro de nicleo, para detecéo
de comprimentos de onda entre 235nm a 750 nm; (b) Acoplado ao computador; (c) Osciloscdpio Lecroy, modelo
WaveRunner Xi, resolucéo de 1,0 GHz e 5,0 GS/s.
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Figura 28: Esquema do arranjo utilizado nos experimentos.
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5. RESULTADOS

5.1. Ocorréncia de laser randémico com elementos espalhadores em solucéo corante

laser ativo.

Primeiramente foi feito um experimento para verificacdo da emissdo de laser randémico da
solugdo de rodamina 6G a 10* M em etileno glicol , utilizando-se 10° cm™ de particulas de rutila
(TiOy), com tamanho da particula de 100 nm, como centros espalhadores, para obtencdo de laser
randomico e evidenciacdo de que o laser de bombeio tem a possibilidade de ser utilizado nos
experimentos, além de apresentar um resultado semelhante ao que seria esperado com as amostras
dentais®. A solucdo foi colocada em cubeta de cristal de quartzo e bombeada com o SH do laser
de Nd:YAG, Figura 31 (a).

A Figura 29 apresenta o espectro obtido do laser randémico. Para comparagao é possivel
observar que a emissao é bem mais estreita (FWHM = 3,92 nm) que a de fluorescéncia (FWHM =
50 nm, Figura 20 (b)).
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Figura 29: Espectro da emissao de laser randémico pela solugdo de rodamina 6G a 10 M em etileno glicol com rutila
(TiO,), como centros espalhadores.
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Além disso, reproduziu-se o experimento anterior substituindo a rutila por um p6 de
esmalte dental bovino como centros espalhadores com o objetivo de evidenciar que os cristais de
hidroxiapatita tém a capacidade de funcionar como o meio difuso espalhador para a ocorréncia de

laser randdmico no esmalte dental bovino.

O po6 de esmalte dental (Figura 30 (a)) foi obtido através do desgaste de cinco amostras
dentais bovinas com broca de tungsténio (Modelo Maxicut n°® 251 — GX 060, Meisinger,
Germany), montada em peca de md@o em micromotor de baixa rotacdo (KAVO INTRAmatic 181
DBN, KAVO DO BRASIL). Para este experimento foi utilizado 2,85 x 10** cm™ espalhadores de
hidréxiapatira na solugéo de rodamina 6G a 10™ M em etileno glicol, que ao ser excitada pelo laser
de bombeio, emitiu laser randémico conforme pode ser visto na. Figura 30 (b), o que corrobora

com a hipdtese de que os cristais de hidroxiapatita “in natura” também funcionem como elementos

espalhadores.

(b)
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Figura 30: Caracteristicas do p6 de esmalte dental bovino. (a) P6 obtido com broca de tungsténio (modelo Maxicut
n° 251, Meisinger-Germany), montada em peca de mdo em micromotor odontolégico (Kavo INTRAmatic 181 DBN,
KAVO DO BRASIL, Ind & Com.); (b) Emiss&o de laser randdémico pela solugéo de rodamina 6G a 10 M em etileno
glicol com p6 de esmalte dental bovino.
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5.2. Primeiras tentativas de verificacdo da acdo do laser randdmico para o esmalte

dental bovino.

As amostras citadas na se¢do 4.1.1. foram entdo, montadas na plataforma da cavidade “sino
laser” sobre um bloco de cera pegajosa (Cera Utilidade Wilson, Polidental Ind. & Com. Ltda), para
serem bombeadas perpendicularmente pelo SH do laser de Nd:YAG. Primeiramente foram
testadas as amostras da secdo 4.1.1.1., sendo que estas emitiram fluorescéncia aparentemente
devido a grande penetracdo da rodamina 6G na dentina destas amostras.

Por esta razdo utilizamos as amostras maiores da secdo 4.1.1.2. e cobrimos a parte
dentinaria com a cera pegajosa. O detalhe do bombeio pode ser visto pela Figura 31(b).

A Figura 31(c) apresenta o momento do bombeio da amostra pelo A=532 nm, e a Figura
31(d) o detalhe da emisséo de fluorescéncia da amostra. A Figura 32 apresenta o grafico obtido de
florescéncia da amostra de dente higido e lixado. Para obtencdo deste espectro foi necessario
aproximar a fibra Optica quase de frente & amostra, visto que a fluorescéncia era muito fraca,

eliminando a possibilidade de coletar um sinal retroespalhado.

(a)

(c)

Figura 31: (a) Emissdo de fluorescéncia pela rodamina 6G a 2,6 x 10° M em etileno glicol; (b) Posicionamento da
amostra dental na plataforma do arranjo; (c) Bombeio da amostra pelo A=532 nm; (d) Emisdo de fluorescéncia pela
amostra dental infiltrada com rodamina 6G.
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Figura 32: Espectro de fluorescéncia da amostra de esmalte higido e lixado infiltrado com o corante laser ativo
rodamina 6G a 10™*M em etileno glicol

Como a intensidade de fluorescéncia era muito fraca, decidiu-se aumentar o tempo de
imersdo das amostras e a concentracdo do corante laser ativo, secdo 4.1.1.3. Dessa forma,
utilizando a amostra de dente higido sem lixar, a mais corada (Figura 19), obtive-se um sinal de
florescéncia muito mais intenso e por isso conseguiu-se coletar o sinal retroespalhado, conforme
pode ser observado pela Figura 33. A Figura 34 apresenta uma comparacdao entre 0s sinais
obtidos por esta amostra e o obtido com a amostra com baixa concentracdo de rodamina, a

intensidade foi normalizada para que fosse possivel ver as diferencas nos espectros.
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Figura 33: Espectro de fluorescéncia retroespalhada na amostra de esmalte dental higido e sem lixar, infiltrada com
solugdo ddo corante laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10 M em etileno glicol.
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Figura 34: Espectros de fluorescéncia, comparativo para as diferentes concentragdes do corante laser ativo rodamina
6G em etileno glicol. Preto: O sinal foi retroespalhado. VVermelho: O sinal foi coletado muito préximo a amostra.
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Através de um alinhamento do sistema de deteccdo foi possivel determinar variacbes no
espectro retroespalhado por esta amostra, conforme podemos notar pela Figura 35. Nesta figura é
possivel observar que para posicdes diferentes de inclinacdo do sistema de deteccao (fibra optica),

sinais singulares foram obtidos.

1,0

—— Pulso observado a 45°
—— Pulso observado a 30°

0,84

0,64

0,41

Intensidade normalizada

0,2+

0,0

560 580 600 620 640
Comprimento de onda (nm)

540

Figura 35: Espectros dos sinais emitidos pela amostra dental higida e sem lixar, infiltrada com solucdo do corante
laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10° M em etileno glicol, para diferentes posicionamentos da amostra na plataforma
do arranjo do laser de bombeio.

Num primeiro momento, supds-se que estes sinais singulares obtidos espectralmente
pudessem ser provenientes de microcavidades formadas no meio altamente espalhador, sugerindo

emissdo de laser randémico.

Entretanto, apos reproduzir-se esta metodologia para outras amostras, inclusive amostras
desmineralizadas (Figura 36), verificou-se que este padrdo se repetia e estava vinculado a
dependéncia do sistema de deteccdo com a inclinacéo do filtro (F1) posicionado em frente a fibra

Optica.

Como pode ser observado pela Figura 37 o sinal detectado pelo espectrometro deve ter
sido modulado pelo perfil de transmissividade do filtro dicroico, principalmente pelo fato das

singularidades nos graficos obtidos coincidirem com a regido limite da curva de transmissividade



36

deste (Figura 26(b), transmissao filtro), o que vem corroborar com a hipéOtese desses sinais

gerados terem ocorrido devido um problema relativo ao filtro.
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Figura 36: Sinal detectado ao utilizar amostra desmineralizada.
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Figura 37: Espectro de emissdo da amostra dental higida. Destaque para emissdo em 548 nm, presente para
determinadas inclinagdes do filtro dicroico (F1).
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Para eliminacdo desta modulacdo no sinal detectado proveniente do filtro, uma
possibilidade seria substitui-lo por um filtro absortivo ou por um com transmissdo a partir dos
540 nm (e ndo nos 550 nm como o filtro atual). Entretanto, optou-se apenas em rotacionar o filtro

atual numa outra inclinacéo no intuito de praticamente eliminar este sinal.

5.3. Acdo do laser randémico no esmalte dental bovino.

Decidiu-se entdo fazer um novo grupo de amostras, pois as antigas ja estavam muito
ablacionadas pelo laser de bombeio. O grupo foi similar ao anterior, somente que desta vez, todas
as amostras foram secas com ar comprimido a pressao de 90 psi, por 5,0 minutos antes de serem
imersas na solucio de rodamina 6G a 2,6 x 10 M em etileno glicol, de forma que néo restasse
nenhuma agua no interior do tecido dental. Por motivo semelhante, as amostras ao serem retirada
da solucédo apds o periodo de uma semana, foram lavadas e novamente secas com ar comprimido a

90 psi de pressdo por 5,0 minutos sendo que esses tempos foram arbitrarios.

Até entdo, todos estes experimentos tinham sido feitos com fibra optica multimodo de
200 um (Figura 38 (b)), de diametro de ndcleo, que possui uma resolugdo de 3,4 nm e que nao
possibilita a captacao dos sinais de forma a se visualizar detalhes espectrais. Sendo assim, optou-se
por aproximar os componentes do arranjo: fibra, lente, filtro, e amostra dental ao foco, de forma a
captar o sinal retroespalhado com maior intensidade e poder ser utilizada uma fibra Optica
multimodo com 50 um (Figura 38 (c)) ou uma monomodo com 5,0 um de diametro de nucleo

(Figura 38 (a)), que possuem uma resolucédo de 1,0 nm e 0,3 nm, respectivamente.

Entretanto, o sinal continuou fraco para estas fibras com maior resolucédo, de forma que
somente captacdo de ruido foi conseguida. Assim, todos os demais experimentos continuaram

sendo feitos com a fibra de 200 pm com resolucéo de 3,4 nm.
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(a) (b)

Figura 38: Fibras 6pticas: (a) Monomodo de 5,0um de didmetro de nucleo, resolucdo de 0,3 nm; (b) Multimodo
de 200 um de diametro de ndcleo, resolucdo de 3,4 nm; (c¢) Multimodo de 50 um de didmetro de nucleo,
resolucdo de 1,0 nm.
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A Figura 39 mostra 0 novo arranjo com aproximacgdo dos componentes.

Figura 39: Novo posicionamento dos componentes do arranjo do laser de bombeio. Aproximacédo da fibra dptica,
filtro, lente convergente e amostra dental ao foco.

As amostras, secas com ar comprimido, foram posicionadas na plataforma do novo arranjo,
e ao serem bombeadas com o laser de Nd:YAG, emitiram laser randoémico. A Figura 40 (a), (b) e
(c) apresenta os espectros de laser randdmico obtidos para uma amostra dental higida e sem lixar
em diferentes posicdes desta. A Figura 40 (d) mostra o perfil espacial do laser randémico emitido.
Na parte central desta emissdo destaca-se um sinal mais intenso, caracteristica de emissdo
coerente, e outro mais largo e menos intenso ao seu redor, caracteristica de espalhamento

incoerente.

A Figura 41 apresenta os espectros de laser randdémico obtidos ao se bombear uma
amostra descalcificada e ndo lixada. Do ponto de vista espectral, ndo existem elementos que
possam diferenciar a emissao de uma amostra sadia de uma descalcificada, embora ambas emitam

laser randémico com diferentes estreitamentos de linha.
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Figura 40: Emissdo de laser randémico pela amostra dental bovina higida e sem lixar, infiltrada com o corante
laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10 M em etileno glicol em diferentes posicdes desta; (a) FWHM = 19,54 nm;
(b) FWHM = 8,12 nm; (c) FWHM = 5,74 nm; (d) Perfil espacial do laser randémico emitido por esta amostra.
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Colocou-se também duas amostras da se¢do 4.1.1.1., uma higida e uma submetida a

solucdo desmineralizadora, lixadas na solucéo corante laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10° M

em etileno glicol pelo periodo de 15 dias. Os espectros obtidos podem ser visualizados na

Figura 42. Notou-se nos experimentos que o sinal emitido por ambas foi menos intenso e 0

espectro mais largo, caracteristicas possivelmente relativas a obliteracdo dos microporos do

esmalte dental devido ao processo de lixamento das amostras.
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Figura 42: Emissao de laser randdémico das amostras lixadas e infiltradas com o corante laser ativo rodamina
6G a 2,6 x 10° M em etileno glicol por 15 dias. (a) Descalcificada, FWHM = 25,81 nm; (b) Higida, FWHM =
26,27 nm.
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6. DISCUSSAO

Sendo um estudo inédito, a possivel deteccdo de laser randémico em tecido dental tendo
como meio espalhador os cristais de hidrdxiapatita e como meio de ganho o corante laser ativo
rodamina 6G em etileno glicol, ndo possui metodologia pré-estabelecida.

No presente trabalho os experimentos piloto foram iniciados a partir das metodologias
utilizadas na literatura para deteccdo da emissdo de laser randémico com o corante laser ativo

rodamina 6G, utilizando rutila (TiO5), como centros espalhadores®**.

Dos estudos piloto realizados pdde-se concluir que a rodamina 6G a 2,6 x 10° M em
etileno glicol, tem a capacidade de difundir-se no tecido dental bovino, sendo que 4 horas e meia
foram o suficiente para que sua infiltracdo ocorresse no tecido dentinério, uma vez que este possuli
estrutura canicular apresentando alto grau de permeabilidade, assim certas substancias podem
penetra-lo atingindo a polpa > Sua composicdo é semelhante a0 0sso humano em relagdo a

porcentagem de conteido mineral e de substancias organicas >

sendo que o tecido 0sseo emite
laser randdmico quando submetido ao corante laser ativo rodamina 800 em DMSO como foi

demosntrado por Q. Song et al’.

O esmalte dental é o tecido mais mineralizado e mais duro do corpo humano, sendo
constituido por cristais de hidroxiapatita firmemente unidos cujo distanciamento uns dos
outros se da por finos espagos intercristalinos e tendo sua matriz organica drasticamente
reduzida em relacio & dentina >%% Por ser formado predominantemente por matriz inorgénica
era esperado que a difusdo do corante laser ativo rodamina 6G no esmalte dental fosse

dificultada, apesar deste apresentar graus de difusibilidade 2°2"%,

A difusao de particulas de uma substancia é uma funcédo da temperatura, viscosidade
do fluido, do tamanho das particulas e da concentracdo destas. A difusdo explica o fluxo de
moléculas de uma regido de concentracdo mais alta para uma de concentracdo mais baixa. O

resultado da difusdo é uma gradual mistura de materiais*.

Embora o peso molecular da rodamina 6G seja elevado (479,08 g/mol), em relagdo ao
perdxido de hidrogénio (34 g/mol), que se difunde quase que prontamente no esmalte dental,

o diamétro da particula de rodamina 6G é de 1,24 nm*® e a partir do momento que foi
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aumentada a concentracdo deste corante laser ativo em etileno glicol de 10™ M para
2,6 x 10° M e concomitantemente aumentado o tempo de imers&o dos espécimes na solucao,
esta passou a difundir-se no esmalte dental sadio e no desmineralizado bem mais

homogeneamente.

Com o tempo de imersdo de 96 horas a difusdo do corante laser ativo rodamina 6G
pode ser muito bem visualizada, porém ainda assim as amostras de esmalte dental que foram
lixadas, quer seja este esmalte sadio ou desmineralizado, apresentaram-se muito pouco

coradas e de forma heterogénea como pode ser observado na Figura 18.

Aumentando-se o tempo de imersao dos espécimes na solucdo de rodamina 6G a
2,6 x 10° M em etileno glicol para 7 dias, observou-se um nitido aumento da infiltracdo do
corante em todas as amostras como mostrado na Figura 19. Para a amostra casada que foi
lixada, pode-se observar nitidamente a diferenca de impregnacdo do corante para o lado

mineralizado e para o demineralizado, que foi muito pouco.

Pdde-se observar que todas as amostras que foram lixadas, tanto as de esmalte higido
como desmineralizado apresentaram-se pouco ou quase nada coradas, sendo que a amostra
desmineralizada lixada foi a que menos difundiu o corante. Isso talvez possa ter ocorrido
devido a formacdo de esfregaco de particulas de esmalte que obliteraram 0s microporos
dificultando a infiltracdo do corante. O lixamento foi feito para impedir que a superficie
rugosa dental interferisse na informacdo contida no cone de retro-espalhamento. Porém,
como este apresentou-se bem definido no experimento, Figura 40 (d), mesmo com
superficies ndo lixadas e como ndo é o objetivo do presente trabalho verificar a influéncia da
rugosidade de superficie no cone de retroespalhamento, optou-se pela investigacdo de laser

randémico somente nas amostras que nao foram lixadas.

Nos primeiros experimentos, notou-se picos de emissdo caracteristicos da
fluorescéncia retroespalhada, cujo espectro para determinados posicionamentos da amostra na
plataforma mostrou-se singular, como pode ser observado na Figura 35, diferindo bastante do
espectro do sinal emitido quando a concentragdo de rodamina 6G era a 6tima mas captada em
outro local da amostra onde se conseguiu detectar somente fluorescéncia, como mostrado na
Figura 33. Podemos observar que para dois posicionamentos diferentes da amostra na
plataforma, diferentes emissdes com estreitamento espectral bastante sugestivo de emissdo de

laser randémico puderam ser coletados, porém, estudando-se detalhadamente as propriedades
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do filtro utilizado concluiu-se que estes espectros se davam nédo devido a emissdo de laser
randémico mas devido as propriedades Opticas do filtro que, devido ao seu “coating” formava
estes estreitamentos espectrais proximos ao comprimento de onda de 548 nm e portanto muito

proximo do limite de transmissividade de filtro, como pode ser visto na Figura 26 (b).

As amostras dentais do segundo grupo foram secas com ar comprimido a 90 psi de presséo
antes e depois de serem imersas na solugdo de rodamina 6G a 2,6 x 10° M em etileno glicol, com
a finalidade de que toda agua presente dentro do esmalte dental evaporasse, uma vez que esta
poderia estar interferindo nos resultados esperados por obliterar os microporos e impedir a livre
penetracdo do corante. Por motivo semelhante, as amostras ao serem retiradas da solugdo apos o
periodo de uma semana, foram lavadas e novamente secas com ar comprimido a 90 psi de pressédo,
por 5,0 minutos, com o objetivo de que todo o etileno glicol presente dentro do tecido dental
evaporasse. O etileno glicol é um alcool cujo indice de refracdo para o comprimento de onda de
532 nm é de 1,43 sendo que o indice de refracdo do esmalte é de 1,64. Com a evaporacdo do
etileno glicol os locais da amostra dental, antes ocupados por ele, foram preenchidos por ar, cujo
indice de refracdo é 1,0. Aumentando-se a diferenca entre os indices de refracdo entre ambos, um
maior nimero de canais de amplificacdo do sinal luminoso foi gerado, devido a diminuicdo do
livre caminho médio percorrido pela luz, o que fez com que o ganho fosse suficiente para a

ocorréncia de laser randdmico.

A verificacdo dos detalhes dos espectros de emissdo de laser randdmico ficaram
limitados pelo sistema de deteccdo quanto as fibras Opticas utilizadas na coleta do sinal. O
ideal é que fosse utilizada fibra dptica monomodo de 5,0 um de diametro de nicleo, com
resolucdo de 0,3 nm para melhor observagdo de detalhes espectrais (Figura 38(a)), porém a
quantidade de luz captada nesta fibra de menor didmetro mostrou-se insuficiente para a
deteccdo de sinal. Entdo optou-se por utilizar uma fibra multimodo de 200 um de diametro de
nucleo com resolucdo de 3,5 nm, sendo que conseguiu-se a detec¢do de laser randémico,

porém sem detalhes mais refinados dos espectros.

No intuito de observar-se os espectros mais detalhadamente e com a possibilidade de
se conseguir identificar alguma diferenca entre o esmalte sadio e o desorganizado, optou-se
por aproximar os componentes do arranjo. Porém, ndo se conseguiu detectar os sinais
provenientes da emisséo retroespalhada, embora mais intensa, com uma fibra multimodo de
50 um de didametro de ndcleo e resolucao de 1,0 nm. Este sistema de dete¢do ndo possibilitou

a obsevacdo dos espectros de laser randémico como esperado, entdo foi dado sequéncia aos
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experimentos utilizando-se a fibra dptica de 200 um com a qual foi detectado a agédo de laser

randdémico em esmalte dental bovino.

6.1. Sugestdes para trabalhos futuros

1- Verificar temporalmente a emissédo de laser randomico acoplando concomitantemente a
fibra dptica ao espectrdmetro e ao osciloscépio, objetivando a analise temporal das emissfes

juntamente com a andlise espectral.

2- Verificar as diferencas desta analise para o tecido dental sadio e desorganizado.

3- Pesquisar melhorias para o sistema de deteccdo para verificacdo de detalhes espectrais das

emissdes de laser randdémico pelo tecido dental, objetivando-se uma &nalise matematica.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

1- O corante laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10° M em etileno glicol teve a capacidade de
difundir-se no esmalte dental bovino quando as amostras ficaram imersas nesta solucéo por

um periodo de sete dias, em temperatura ambiente e no escuro.

2- O processo de lixamento da amostras interferiu na difusdo do corante. Amostras lixadas
higidas ou descalcificadas mostraram pouca infiltracdo do corante laser ativo rodamina 6G a

2,6 x 10 M em etileno glicol.

2- O esmalte dental bovino infiltrado com o corante laser ativo rodamina 6G a 2,6 x 10° M
em etileno glicol, com ou sem desorganizacdo tecidual por desmineralizacdo, emite laser

randémico quando bombeado pelo SH do laser de Nd:YAG.

3- A emissdo de laser randdmico pelo esmalte dental bovino infiltrado com o corante laser
ativo rodamina 6G a 2,6 x 10> M em etileno glicol, deu-se com energias de bombeio de 1,3

mJ.

4- O laser randdmico emitido pelo esmalte dental infiltrado com um corante laser ativo, tem a
potencialidade de vir a ser um sensivel detector de mudancas morfolégicas dos tecidos

dentais.
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