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Neste trabalho, sdo estudadas, in vitro, as altera¢bes no compo-
nente inorganico da dentina, ap6s utilizacao de tratamentos da
superficie, para receber restauragido: condicionamento acido e
irradiacao com laser de Er:YAG 3Hz-12]. Quinze dentes bovi-
nos higidos foram seccionados paralelamente a face vestibular
para exposi¢ao da dentina. A superficie exposta de cada amos-
tra foi dividida, esquematicamente, em quatro regides distin-
tas: Grupo controle — condicionamento com acido fosférico a
37%; Grupo I — laser de Er:YAG 80m], 153 pulsos; Grupo II
—laser de Er:YAG 120m], 103 pulsos; Grupo III — laser de Er:
YAG 180m], 70 pulsos. Os grupos foram avaliados quanto aos
teores de calcio e fosforo da estrutura dentdria, pré e pds-tra-
tamento, por meio da técnica analitica de microfluorescéncia
de raios-X por energia dispersiva (ED-XRF). O tratamento
por acido fosférico apresentou desmineralizagdo da dentina,
favorecendo o procedimento restaurador, e o com laser de Er:
YAG, maior variacdo estequiométrica do teor mineral.

Palavras-chave: Dentina. Desmineralizagio.
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1 Infroducdo

O objetivo fundamental na maior parte
dos procedimentos restauradores é unir duas
superficies ndo-similares: a estrutura dental mi-
neralizada e o material restaurador (MACARI
et al., 2002). Em 1955, Buonocore introduziu
a técnica do condicionamento acido, que pro-
moveu a unido mecdanica entre restauragoes de
resina acrilica e superficies de esmalte tratadas
(BUONOCORE, 1955).

Em geral, os fosfatos de célcio ocorrem em
calcificacdes normais e patologicas. Costuma-se
classifica-los pela razdo molar Ca/P, pois a hidro-
xiapatita dos tecidos biolégicos duros apresenta
variac¢do desse valor, dada pelo grau de minerali-
zacao de tais tecidos.

A dentina é caracterizada como composto
biologico de uma matriz de coldgeno preenchida
com cristalitos de hidroxiapatita com tamanhos
submicrométricos-nanométricos, calcio-deficien-
tes e ricos em carbonatos dispersos entre cilindros
ocos paralelos, hipermineralizados de tamanho
micrométrico, pobre em colageno (tibulos denti-
narios contendo dentina peritubular). A compo-
sicdo quimica da dentina tem aproximadamente
50% de volume mineral, 20% de dgua e 30% de
matriz organica, embora possa mudar com a po-
sicdo do dente e até mesmo dentro de um tnico
dente (NAKABAYASHI, 1992).

Outra caracteristica da dentina é a presen-
¢a da camada de sujeira que se forma na superfi-
cie ap6s instrumentagdo, que oclui a entrada dos
tubulos dentindrios e diminui a permeabilidade
dentinaria em até cerca de 90% (SOARES et al.,
2007). A smear layer compde-se de restos de ma-
téria organica e inorganica produzidos pela redu-
¢do ou instrumenta¢io da dentina, do esmalte ou
do cemento. E composta de hidroxiapatita e col-
geno alterado, sendo a superficie externa formada

por colageno desnaturado e geleificado.

Gordan et al. (1998) relatam que condicio-
nadores usados com os atuais agentes adesivos
sdo geralmente designados para remogdo da ca-
mada de sujeira e desmineralizacao da superficie
dentinaria. Quando a dentina é condicionada, a
superficial é desmineralizada, expondo rica area
organica, primariamente o coldgeno. Atualmente,
um dos passos operatorios alternativos para o tra-
tamento dentindrio é o uso da irradiacdo com la-
ser Er:YAG, que vem sendo estudado nao somente
para preparo cavitario e remogao de tecido caria-
do, mas também no condicionamento de esmalte e
dentina (ODA; OLIVEIRA; LIBERTI., 2001).

O laser de Er:YAG apresenta banda de emis-
sao centrada em 2.94um, que coincide com a
maior banda de absorcio da dgua. Essa energia
emitida é eficientemente absorvida pela hidro-
xiapatita e tem demonstrado ser mais efetiva que
outros sistemas para remogio de tecidos dentais
duros (CEBALLOS et al., 2002; HOSSAIN et al.,
2001). Pequenas alteracbes de temperatura tém
sido relatadas (KELLER; HIBIST, 1990), espe-
cialmente quando o laser é utilizado em conjunto
com um spray de dgua. Diversas caracteristicas do
tecido dentinario irradiado pelo laser de Er:YAG
sdo consideradas vantajosas para adesio da resi-
na a dentina, incluindo a formag¢do de substrato
com superficie microscopicamente rugosa sem
desmineraliza¢do, tubulos dentindrios abertos
sem produ¢io de camada de sujeira e esteriliza-
¢do da superficie dentinaria (CEBALLOS et al.,
2002). Estudos prévios da irradiagdo da dentina
com laser de Er:YAG por Espectroscopia Raman
revelaram que seu contetdo mineral e organico foi
mais alterado com o uso de altas energias de pulso
(22,9 J/cm?) (SOARES et al., 2007).

Diante dos fatores que interferem no proces-
so de adesdo e formacdo da camada hibrida na
dentina, como uso de lasers para condicionamen-
to, surge a necessidade da utilizacdo de técnicas

de microanalise ndo-destrutivas que permitam
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obter dados mais precisos sobre as alteragdes na
dentina. Desse modo, foi escolhida a técnica de
analise quimica semiquantitativa de fluorescéncia
de raios-X. Estudos recentes utilizaram a técni-
ca de fluorescéncia de raios-X para estudar, por
exemplo, a mineralizacdo da dentina com novos
compostos bioativos (NARHI et al., 2002), com o
objetivo de avaliar o conteudo quimico de lesdes
de cérie na dentina (ARNOLD et al., 2003) e a
nanoinfiltra¢io da forca de adesio resina-dentina
(HASHIMOTO et al., 2004).

Neste estudo, analisaram-se, por espectro-
metria de fluorescéncia de raios-X, os efeitos do
processo de condicionamento da dentina por 4ci-
do fosférico e laser de Er:YAG para preparar a su-
perficie para restaura¢do. Em razdo da crescente
dificuldade de obter dentes humanos, optou-se
pela utilizacao de dentes bovinos. Algumas van-
tagens dos espécimes bovinos sdo o tamanho da
coroa dental, a maior espessura do esmalte e da
dentina e, especialmente, a possibilidade de conse-
guir grande nimero de dentes em curto espago de
tempo, uma vez que estudos in-vitro requerem nu-

mero significante de dentes humanos extraidos.

2 Obijetivos

Neste trabalho, tem-se como objetivo estudar,
in vitro, as alteragdes quimicas nos componentes
inorganicos (Ca e P) da dentina bovina, ap6s trata-
mento por irradia¢ao laser de Er:YAG com baixas
densidades de energia. A técnica de microanalise
utilizada é a Espectrometria de Fluorescéncia de
Raios-X por Energia Dispersiva (ED-XRF).

3 Metodologia

Para realizacido deste estudo, foram utiliza-

dos quinze dentes incisivos bovinos higidos, e sua
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producdo seguiu os principios éticos das diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisa envolven-
do animais, conforme Resolucdo no 196/96, do
Conselho Nacional de Saude, sendo aprovada pela
Comissdo de Etica em Pesquisa da Universidade do
Vale do Paraiba, sob o niimero A073/CEP/2007.

3.1 Preparacdo das amostras

Osdentes foram extraidos, manipuladoselim-
pos no Laboratério de Espectroscopia Vibracional
Biomédica do IP&D, sob adequada paramentacdo
(luvas, mdscara, gorro, avental e 6culos de pro-
te¢do), conforme as precaugdes universais e nor-
mas de biosseguranca do Ministério da Saude. A
limpeza dos dentes foi realizada com curetas pe-
riodontais (7/8 Duflex®); também foram polidos
com pedra-pomes e dgua, utilizando-se escovas de
Robinson (Viking® — KG Sorensen) em baixa rota-
¢do, montadas em micromotor (LB100®-Beltec), e
lavados, em seguida, com 4dgua destilada.

Para o processo de descontaminacdo, os
dentes foram limpos e armazenados em solu¢ao
aquosa contendo timol a 0,1%, em geladeira, a 9°
C, por uma semana; em seguida, lavados em dgua
corrente, por 24 horas, para remo¢ao dos tragos
de timol. Quinze dentes incisivos bovinos higidos
foram seccionados paralelamente a face vestibular,
com um disco de diamante, para expor a superfi-
cie da dentina. Apds o corte, as sec¢des dos dentes
foram polidas e tratadas por ultra-som e imersas
em agua destilada, por cinco minutos, para remo-
¢do de detritos aderidos a superficie a ser anali-
sada. A seqiiéncia de tratamento da amostra esta
ilustrada na Figura 1.

A superficie de cada amostra foi separada
em quatro regides distintas (Figura 2a), as quais
receberam quatro diferentes tratamentos para
condicionamento da dentina: Grupo controle
- condicionamento com 4cido fosférico a 37%
por 15 seg.; Grupo I - laser de Er:-YAG 80m],
3Hz, 12], 153 pulsos; Grupo II — laser de Er:-YAG



120m]J, 3Hz, 12], 103 pulsos; Grupo III — laser
de Er:YAG 180m]J, 3Hz, 12], 70 pulsos (Figura
2b). As amostras foram avaliadas pela técnica de
Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X por

energia dispersiva (ED-XRF).
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Figura 1: Seqiiéncia da preparac¢do das
amostras dos dentes bovinos

Fonte: Os autores.

3.2 Andlise das amostras

As superficies das amostras pré e pOs-trata-
mentos de preparagdo da dentina por condiciona-
mento com 4cido fosforico e por irradiagio com
laser de Er:-YAG foram submetidas a andlise por
fluorescéncia de raios-X. A andlise quimica por
fluorescéncia de Raios-X por energia dispersiva
(ED-XRF) foi realizada em espectrofotometro da
marca Shimadzu, modelo EDX-1300, e a superfi-
cie da amostra, analisada longitudinalmente por
dispersao de energia da radiagao proveniente de
um tubo de Rh, posicionado a 90° e acoplado a
um sistema computadorizado. A amostra foi ir-
radiada com feixe de raios-X de raio de 50pm.
Foram feitas varreduras em trés pontos de cada
regido estudada, e o tempo de leitura, estipula-
do em 100s por ponto. A contagem da radiacao
foi feita por um detector semicondutor de Si (Li),

refrigerado por nitrogénio liquido. A tensdo e a

®)

Figura 2: Fotografia digital da superficie de uma
amostra de dentina bovina (a) antes e, (b) apos
os tratamentos de superficie

Fonte: Os autores.
corrente do tubo foram ajustadas em 15 kV, com
ajuste automadtico da corrente.

A amostra foi colocada na cidmara, e a su-
perficie de corte, irradiada com raios X (esmalte e
dentina exposta). A Figura 3 mostra o equipamen-
to de ED-XREF utilizado.

Foi utilizado como referéncia de calibragdo o
reagente de hidroxiapatita estequiométrica sintéti-
ca, marca Sigma-Aldrich, grau de pureza 99.99%
(Ca,HO,,P

1373
adas no método dos parametros fundamentais, e

). As condi¢oes analiticas foram base-
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Figura 3: Espectrometro de Fluorescéncia de
Raios-X por Energia Dispersiva (micro EDX 1300
Shimadzu)

Fonte: Os autores.

as varidveis para o cilculo da férmula quimica,
estabelecidas para os pesos relativos de cdlcio (Ca)
e fésforo (P), tendo sido utilizado o elemento oxi-
génio (O)como balan¢o quimico. O elemento hi-
drogénio (H) nao foi considerado no balanco total
de massa, uma vez que sua massa é equivalente a
0,1% do peso total da hidroxiapatita. A calibra-
¢do de energia foi feita, utilizando-se os padrdes
internos do equipamento, e a correcdo, efetuada
pelo célculo da energia de transigdo eletronica k
do elemento Al (1,487 kEv).

A proporcdo entre os elementos Ca e P (Ca/
P) presentes nas amostras foi calculada pela razio
dos pesos relativos, determinados por leitura dire-
ta no equipamento, cujo software fornece os da-
dos a partir do célculo de conversdo da intensida-
de relativa das energias de transi¢ao dos raios-X,
caracteristicos dos elementos, para os respectivos
teores de porcentagem de peso no tempo determi-
nado de varredura. Como a varredura foi feita em
trés pontos distintos de cada 4rea tratada, com
dois espectros de fluorescéncia por ponto (1 para
Ca e 1 para P), foram lidos 12 pontos por amos-
tra, correspondentes a 24 espectros e totalizando
180 pontos medidos e 360 espectros.

Os dados foram transferidos para uma pla-

nilha, com a finalidade de efetuar os cdlculos
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estatisticos, utilizando-se o valor da média e des-
vio-padrio dos teores de Ca e P de cada drea tra-
tada. A analise estatistica foi feita pelo método
de ANOVA para verificar o grau de significan-
cia de 95%. Foram executados testes post-hoc,
por Comparacio Multipla de Tukey-Kramer,
para comparar as dreas tratadas. O teste de
Kolmorogov e Smirnov constatou a distribuicao

normal dos dados.

4 Resultados e discussdo

A Figura 4 mostra os espectros ED-XRF das
regides GC, GI e GII e GIII de uma amostra trata-
da. A energia de transi¢do K experimental do ele-
mento Ca de 3,689keV (Figura 4a), enquanto para o
elemento P é 2,010keV (Figura 4b). Os valores teo-
ricos para tais transi¢des sdo 3,691keV e 2,013keV,
para os elementos Ca e P, respectivamente.

A medida experimental média da propor¢io
Ca/P do padrio utilizado foi 1,68, com desvio-pa-
drio de 0,05. A relagdo Ca/P calculada (tedrica)
para estequiometria da hidroxiapatita utilizada é
1,67. A Tabela 1 apresenta os valores dos teores

minerais médios de Ca e P de cada regido tratada.

[pasani O Tepanaa P

Figura 4: Espectro de fluorescéncia de raios-X
por dispersdo de energia para uma amostra de
dente bovino: (a) Ca, (b) P; GC (azul escuro), Gl
(vermelho), Gll (verde) e Glll (azul claro)

Fonte: Os autores.



Tabela 1: Média e desvio-padrdo das
porcentagens do componente Calcio, Fésforo
e da relagao Ca/P obtidos por fluorescéncia
de raios-X, antes (Normal) e apés (Tratado) o
tratamento da superficie da dentina

GRUPO Cdlcio (% peso)  Fésforo (% peso) Proporgdo Ca/P
Normal Tratado Normal Tratado Normal Tratado

6 23,19 19,43 1,71 8,88 1,98 2,25
(+4,06)* (£3,78)* (£1,84)* (¢2,30)* (x0,08)* (+0,28)*

6l 24,04 22,40 12,28 11,63 1.95 1,90
(£3,54) (x422) (+1.42) (¢1,87) (£0,07) (0,12)

el 24,00 25,61 12,25 12,80 1.95 1,98
(£3,83) (£515) (£1.63) (x216) (£0,07) (0,13)

sl 23,69 24,01 12,07 12,10 1,96 1,96
(x3.87) (£587) (1,59) (¢2,82) (x0,08) (+0.17)

*Diferenca estatisticamente significante entre normal e
fratado.
Fonte: Os autores.

Por meio dos resultados da andlise por fluo-
rescéncia de raios-X, verificou-se que, apds o trata-
mento da superficie, apenas as amostras do grupo
de controle (GC) sofreram reducio estatisticamen-
te significativa dos componentes Calcio (P<0,05),
Fosforo (P<0,05) e da relacao Ca/P (P<0,001),
como mostrado no grafico da Figura 5.

Como esperado, nota-se decréscimo da rela-
¢do mineral da regido tratada com 4cido fosforico
para os componentes calcio e fosforo. Entretanto,
para os grupos irradiados nao ocorreu alteragio
significativa desses valores. Esse fato pode ser
explicado pela energia utilizada do laser (12]).
Soares e colaboradores (2007) avaliaram, por
Espectroscopia FT Raman, as variagoes dos com-
ponentes organicos e inorganicos da dentina huma-
na e concluiram que as energias do laser, maiores
(15]) que as utilizadas neste estudo, provocaram
maior desmineralizagdo que o condicionamento
acido. No entanto, os autores também verificaram
significante desnatura¢do da dentina (alteracio do
colageno) para as densidades de energia mais altas
(180m]). Essa desnaturacdo é extremamente dele-
téria para o procedimento adesivo.

O mapeamento da superficie da amostra em
cada grupo de tratamento apontou maior unifor-

midade quimica no grupo controle (GC), tanto
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Figura 5: Teor médio de minerais nas regides
tratadas de dentina bovina: GC-Grupo controle;
Gl - tratamento laser Er.-YAG 80mJ; Gll - 120mJ;
Glll - 180mJ; (a)Ca e (b) P

Fonte: Os autores.

para o calcio (Figura 6) quanto para o fosforo
(Figura 7). Na area referente aos grupos I e II, ob-
servaram-se pontos isolados com redugdo da con-
centragdo desses elementos. Para o grupo III, ha
regides mais desmineralizadas que outras e menor
uniformidade na distribui¢io dos componentes,

quando comparado com os outros grupos.

5 Conclusoes

O tratamento mais efetivo para condiciona-
mento destinado a dentina para procedimentos
adesivos € o acido, pois provocou maior desmine-
ralizacao (remocao dos minerais) e uniformidade

da distribuicdo quimica dos componentes inorga-
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Figura 6: Resultado do mapeamento por
fluorescéncia de raios-X de uma amostra do grupo
A com os subgrupos de tratamento: GC (A), Gl (B).
GllI (C), Glll (D) para o componente Calcio

Fonte: Os autores.
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Figura 7: Resultado do mapeamento por
fluorescéncia de Raios-X de uma amostra do
grupo A, com os subgrupos de tratamento GC
(A), Gl (B). GllI (C), Glll (D) para o componente
Fosforo

Fonte: Os autores.

nicos da dentina do que as areas irradiadas a la-
ser. Uma proposta € utilizar o laser para remogao
de lesdes e, em seguida, o condicionamento 4cido
para preparar a superficie para melhor adesio do

material de restauracgio.
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Evaluation of changes on
dentin mineral components
after surface preparation for
adhesive restoration by X-ray

fluorescence

The main purpose of this study was to evalu-
ate, in-vitro, the effects of acid etching and Er:
YAG laser irradiation (120 m], 3 Hz) on dentin
mineral component for restoration. Fifteen
healthy bovine incisors teeth were sectioned
and the surfaces were divided, schematically, in
four different areas for treatment: etching with
37% phosphoric acid (Control group-CG); Er:
YAG laser 80m], 153 pulses (Group I); Er:YAG
laser 120m]J, 103 pulses (Group II), and Er:YAG
180m]J, 70 pulses (Group III). The samples were
analyzed before and after the treatments by X-
Ray fluorescence spectrometry. The acid etching
treatment of the surfaces reduced significantly
the mineral component of the dentin. The Er:
YAG laser treatment of the surfaces with 180
m] affected the hydroxyapatite stoichiometry.

Key words: Demineralization. Dentine.
Hydroxyapatite. Laser. X-Ray Fluorescence.
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