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RESUMO

Existe um grande interesse no micro-processamento por laser de biomateriais
e tecidos biolégicos desde a disponibilidade de tecnologia de lasers de pulsos
ultracurtos. A possibilidade de ablacionar tecidos com minimo dano térmico e
mecanico € atrativa em Odontologia para a definitiva substituicdo de rotatérios
convencionais. A parte disso, a utilizacio de dentes humanos em pesquisas cientificas
tem sido diminuida, com a substituicdo de amostras de origem bovina, de mais facil
obtencdo, tendo seus resultados extrapolados para a natureza humana. A maior parte
das pesquisas realizadas até hoje sobre a ablacdo por pulsos na escala de
femtossegundos sdo geralmente baseados na variacdo de parametros relacionados a
fonte de radiacdo laser, mas nunca a natureza do tecido alvo e seus constituintes.
Nesse estudo buscamos avaliar como o estado de hidratacdo do tecido irradiado
influencia o proprio processo de ablacdo, além de buscar diferencas entre os
comportamentos de substratos humanos e bovinos. Oitenta (80) amostras de dentes,
metade humanos, metade bovinos, subdivididos em esmalte e dentina, foram
utilizadas nesse trabalho. As amostras foram desgastadas para obtencdo de uma
superficie plana do tecido-alvo e separadas em quatro grupos de hidratacao.
Quantificacdes da desidratacdo sofrida no preparo de amostras em cada grupo foram
realizadas. Cinco niveis de poténcia, diferentes para esmalte e dentina, indo desde
200 mW a 1W, de um laser com uma taxa de repeticdo de 1kHz e pulso de saida de
70 fs, com trés tempos de exposicdo, foram aplicados na superficie dos substratos
com incidéncia perpendicular. Uma analise do didametro da borda da microcavidade
ablacionada possibilitou verificar o comportamento do limiar de ablacdo de tecidos
duros dentais com os diferentes niveis de agua estrutural. O limiar de ablacao foi
calculado com base no didmetro da microcavidade. A dependéncia também do
didmetro da extensdo dos danos térmicos em dentina foi relacionada com a
desidratacdo dos substratos, onde observamos uma forte dependéncia com a
hidratacdo. Microscopia Eletrébnica de Varredura também foi utilizada, no intuito de
perceber variacbes morfolégicas nas bordas das microcavidades. Verificou-se um
aumento no numero de microfraturas para uma maior desidratacdo, além de uma
diminuicdo no limiar de dano térmico. Os resultados nos levaram a propor o papel que
a agua exerce na estrutura do esmalte e da dentina e também possibilitou encontrar
diferencas entre substratos humanos e bovinos. Um maior entendimento do processo
de ablacdo foi alcancado, bem como a possibilidade de estabelecé-lo como uma

possivel ferramenta para a compreensao de propriedades microscépicas de materiais.
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ABSTRACT

There is a growing interest in laser micro-machinning of biomaterials and
biological tissues since the availability of ultrashort pulsed laser technology. The
possibility of ablating tissues with minimal thermal or mechanical is attractive in
Dentistry for the definite replacement of conventional rotary drills. Besides that, the
utilization of human teeth in scientific researches has been diminished, with the
substitution by bovine origin samples, of easier obtaining, having its results
extrapolated to human nature. Most existing studies until present days about
femtosecond time-scale pulsed ablation are in general based on the variation of
parameters exclusively from the laser radiation source, but never related to the nature
of the target tissue and its constituents. In this study we aim to evaluate how the
hydration state of irradiated tissue influences the ablation process itself, as well as
search for differences between human and bovine substrates behavior. Eighty (80)
teeth samples, half human, half bovine, subdivided into enamel and dentin were used
in this work. The samples were worn so as to have a plane surface of the target tissue
and separated into four hydration groups. Quantifications of dehydration suffered
during samples preparation in each group were made. Five Power levels, different to
enamel and dentin, ranging from 200 mW to 1W of a 1 kHz repetition rate and 70fs
output pulsed laser, with three exposition times, were applied at the substrate surface
with perpendicular incidence. An analysis of the ablated microcavity edge diameter
made possible the verification of dental hard tissues ablation threshold behavior with
respect to different structural water levels. The ablation threshold was calculated based
on the laser spatial intensity distribution. Also, the diameter of the thermal damages
extension behavior in dentin was related to the dehydration of the substrates, where we
observed a strong hydration-dependent behavior. Scanning Electron Microscopy was
also used, objecting the perception of morphological variations at microcavity edges. A
raise on the number of microcracks to a higher dehydration was verified, as well as a
decrease on the thermal damage threshold. The results led us to propose the role
played by water on enamel and dentin structures and also made it possible to find
differences between human and bovine substrates. A higher understanding of the
ablation process was achieved, as well as the possibility to establish it as a viable tool

to comprehend the microscopic properties of materials.



Capitulo 1: Introducao Geral

1.1 - A ablacéo de tecidos duros dentais a laser so b uma
perspectiva historica

O estudo de aplicagbes de Lasers em diversas areas da Saude teve seu inicio
guase que contemporaneo com o surgimento do Laser em 1960. Com base nas
propriedades de uma fonte de energia extremamente nova, era possivel a busca e
proposicdo de solucdes para antigos problemas em diversos ramos de aplicagbes
biol6gicas, além das tecnolégicas. Na Odontologia existe a necessidade do
melhoramento dos procedimentos odontolégicos onde haja uma maior preservacéo da

qualidade, quantidade e caracteristicas dos tecidos sadios.

Embora o Laser tenha surgido em 1960, como concebido por Theodore
Maiman [1], a idéia basica a respeito do mecanismo de emisséo de radiagdo por tras
de seu funcionamento é algo bem mais antigo, o0 mecanismo de emisséo estimulada
de radiacao, proposto por Albert Einstein em 1917 [2]. Nesse trabalho, Einstein propde
a existéncia de uma condigédo (chamada de inversdo de populagéo) capaz de causar a
emissdo de fotons em condicdo de coeréncia (comprimento de onda e fases
idénticas). Quando um meio sob esta condicdo tivesse seus atomos excitados em um
nivel de energia que ndo o fundamental, e fosse atingido por um féton de energia
ressonante com o par de niveis de energia em gue ocorresse tal inversao, o féton, ao
invés de absorvido, forcaria o &tomo excitado a emitir um foton de igual energia e

mesma fase.

A idéia foi rejeitada inicialmente por grande parte da comunidade cientifica da
época por exigir a existéncia da condicdo de inversdo de populacdo. A condi¢cdo de
inversdo de populacdo dizia que era possivel manter mais atomos nos estados mais
altos de energia, com uma fonte de excitacao externa, do que no estado fundamental.
Os Fisicos naquela época acreditavam que a distribuicdo de populacdo nos niveis

eletrbnicos dos atomos seguia uma distribuicdo do tipo Boltzmann. A saber:

N, _ —(E -
WO_ g; X (E' EO%BT : (1.1)

onde:
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N, é a quantidade de elétrons no i-ésimo nivel de energia;
N, é a quantidade de elétrons no estado fundamental;

0, é a degenerescéncia do i-ésimo nivel de energia;

E, é a energia do i-ésimo nivel de energia;

E,€é a energia do estado fundamental;

k; € a constante de Boltzmann

T é a Temperatura associada aquele estado, medido na escala Kelvin

Segundo essa distribuicdo, havendo mais elétrons no estado excitado do que
no fundamental, teremos que o quociente do lado esquerdo da equacao sera maior
que 1. Assim, uma distribuicdo desse tipo faria com que, ao supor que tal condicdo
fosse possivel, as temperaturas associadas a tal estado assumiriam valores negativos,

0 que ndo € permitido na escala Kelvin [3].

Por conta disso, a idéia de produzir luz segundo essas -carateristicas
permaneceu adormecida por anos, e nesse tempo, 0 uso de cavidades ressonantes
para a amplificacdo de ondas sonoras cresceu em seu lugar. A técnica de produzir tais
cavidades ressonantes foi evoluindo, de forma tanto tedrica quanto experimental. Foi
entdo que esses esforcos culminaram na producdo do primeiro Maser (Microwave
Amplification by Stimulated Emission of Radiation) por Charles Townes em 1955 [4].
Em 1958, o proprio autor, juntamente com A.L. Schawlow, desenvolveu a teoria que
permitiria a execucdo e operacao de um Maser que amplificasse frequéncias opticas
(que inicialmente foi chamado de Optical Maser) [5]. Foi entdo que Theodore Maiman,
seguindo as recomendacfes de Townes, conseguiu por fim fazer operar o primeiro
Optical Maser, ou simplesmente Laser (do inglés Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation — Amplificacdo de Luz por Emisséo Estimulada de Radiacdo). O
Laser, cujo meio ativo era composto por um cristal de Rubi, emitia na regido de 694,3
nm e operava no modo pulsado [6]. O fato de o primeiro laser em operacgéo ter a sua
saida pulsada nao foi a toa, uma vez que é necessaria uma quantidade muito menor
de energia de excitacdo para que seja desenvolvido um laser de saida modulada do
gque uma saida continua. Hoje em dia é sabido que essa caracteristica depende muito

fortemente da estrutura de niveis de energia atdmicos dos meios ativos em questéo.

A partir de entdo, uma série de estudos foi desenvolvida buscando diversas
aplicacdes para esse novo tipo de fonte de energia. Tal busca ndo s6 prossegue até

os dias de hoje, como ja estabeleceu o Laser como propulsor de avancos em diversas
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areas de Tecnologia (Optica N&o-Linear, Telecomunicac¢des, o campo da Informacéo
Quantica, tecnologias de aplicagcbes Aero-Espaciais, criacdo, desenvolvimento e
processamento de novos materiais, entre outros) como nas areas ligadas as ciéncias
da vida (Botanica, Agronomia, Oncologia, Oftalmologia, Fisioterapia, etc). Na

Odontologia néo foi diferente, sendo as primeiras pesquisas publicadas em 1964.

O primeiro registro de aplicacdo de radiacdo laser em tecido dental foi o
trabalho publicado por Goldman et. al. em 1964 [7]. Nesse estudo, 0s autores avaliam
0 impacto que a radiacdo laser tem em tecido cariado, seguindo uma cadeia de
experimentos que vinham sendo realizados em o0sso. Os estudos mostraram que
materiais absorviam mais radiacdo quando estes eram coloridos, em comparacao aos
gque nao eram. O estudo, que teve como fonte de excitagdo um laser de Rubi mostrou,
pela primeira vez, a seletividade da absorcdo de substratos duros dentais pela
radiagcdo laser. Outras propriedades avaliadas foram a temperatura do dente apés a
irradiacdo e o tamanho das cavidades formadas quando o laser era focalizado ou néo.
A ablagdo promovida em tecido cariado por tal laser mostrava-se mais profunda
quando o laser era focalizado e maior, mas menos profunda, quando o laser era

irradiado sem focalizacao.

Por ablacdo entendemos um processo de remocdo de material de forma
indireta, ou seja, pelo uso de algum artificio. No contexto das aplicagfes bioldgicas,
entenderemos por ablacdo o processo onde ha remocgédo de material organico por uso

de uma substancia quimica ou Laser.

Ainda no ano de 1964, Stern e Sognnaes realizaram um estudo que envolvia a
interacdo de um mesmo tipo de Laser em tecido dental [8]. A descricdo do processo
de ablagéo é relatada através da formacao de uma “nuvem” de material expelido com
a acao da radiacédo laser. O tecido ndo ejetado, apos andlises, mostrou uma variagao
na sua birrefringéncia sob transmisséo de luz polarizada. Esse resultado sugeriu, pela
primeira vez, que o esmalte sofre alteragcbes cristalograficas quando irradiado com

laser.

Ainda utilizando o laser de Rubi, no trabalho de Peck et.al. [9], esmalte e
dentina foram irradiados com o mesmo intuito do trabalho anterior. No entanto, foi
nesse estudo que, além de serem verificadas mais fortemente as mencionadas
variages cristalogréficas provocadas pela agdo do laser, foi visto que a dentina
quando irradiada apresenta diferentes zonas de abrangéncia do dano térmico. S&o

definidas para a interagdo com esse tipo de laser trés zonas de extensdo de danos. O
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namero de zonas pode variar um pouco, bem como os seus limites, a depender das

atribuicdes de cada autor e do laser utilizado (danos distintos).

Esses dois dltimos trabalhos, como dissemos, foram o ponto inicial de uma
intensa pesquisa no campo dos beneficios que poderiam ser atingidos através dessa
mudanca cristalografica. Os métodos utilizados vao desde a luz polarizada ja
mencionada, até analises espectroscopicas, passando por métodos de cristalografia
convencional (Difratometria, por exemplo). Hoje em dia é conhecido o fato de que as
mudancgas cristalogréficas provocadas através da interacdo de tecidos duros dentais

com lasers, em geral, produzem tecidos mais resistentes a acao bacteriana [10].

O esmalte e a dentina humanos sédo formados em sua maioria por
Hidroxiapatita, além de agua e material organico. A Hidroxiapatita € um mineral que
possui caracteristicas cristalinas. Sua molécula, de féormula Ca;o(PO,)sOH se organiza
formando uma célula unitaria do tipo hexagonal. Essas células se organizam formando
cristais de tamanhos especificos para cada substrato. Nessa estrutura mista,
encontram-se geralmente outros radicais substituintes na molécula original. O que ja
se sabe nos dias de hoje, € o fato que a agéo laser age como uma espécie de
instrumento catalisador de reacdes, onde radicais se recombinam formando outros
compostos e até cristais onde as células unitarias se organizam de outra forma (altera
a fase cristalografica). E exatamente essa nova configuracédo de atomos (em primeiro
nivel) e moléculas (em segundo nivel) que faz alterar todas as propriedades quimicas
guando o novo tecido encontra-se em ambiente 4cido (dos alimentos ou produzido por

agentes bacterianos), tornando-os mais resistentes a quebra das novas ligacges.

Existe uma imensa quantidade de estudos que buscam aplica¢cbes da radiacéo
laser em Odontologia. Além da prevengdo de carie com a aplicagédo laser (fazendo
parte da Odontologia Conservadora), temos os estudos em torno da remocdo
propriamente dita (ablac&o) de tecido cariado; estudos de Odontologia Restauradora,
onde € estudada a melhora da adesdo de substratos em dentina apds a irradiacédo
Laser; ablacdo de tecido pulpar com o intuito de limpar, higienizar e preparar a
cavidade pulpar para tratamento endodéntico, entre varios outros. A maioria deles
possui uma abordagem puramente clinica do problema, onde as possiveis hipoteses
basicas que regem o0s processos e resultados observados ndo sdo sempre levantadas

ou guestionadas.

J& ao final da década de 60 outros tipos de Lasers, que ndo o de Rubi, haviam
sido confeccionados e estavam disponiveis comercialmente, como o Laser de Nd:YAG

(cristal sintético de itrio e Aluminio, do grupo mineral das “granadas”, dopado com ions
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de Neodimio) e CO, e, por sua vez, foram testados como alternativas de promover o
processo de ablacao de tecidos duros dentais. Os estudos publicados, por sua vez, ja
demonstravam que tais lasers ndo se mostravam como uma boa alternativa clinica,
uma vez que a irradiacdo desses lasers em esmalte e dentina gerava um extremo
dano térmico, fazendo com que o aquecimento atingisse a camara pulpar com
elevacbes na temperatura da ordem ou superiores a 5,5%C. Esse aguecimento
produziria danos irreversiveis ao tecido pulpar, inaceitaveis clinicamente. As suas
aplicacdes em Dentistica, entdo, seguiram na area de aplicagdes tecnoldgicas, como
as aplicacdes em préteses. Mais tarde, outras aplicagdes foram encontradas, como o

clareamento dental e a fotopolimerizag&o de resinas compostas para restauracao.

Com o tempo, outros lasers surgiram, como os Lasers de Er:YAG e Ho:YAG
(cristal de YAG dopado com Erbio ou H6lmio). O Laser de Er:YAG possui um
comprimento de onda de emissao da ordem de 2,9 um enquanto que o de HoImio é da
ordem de 2,1 pm. O primeiro deles opera em um comprimento de onda de emissdo
gue se situa numa regido de alta absorcao linear da agua, presente em todos o0s
substratos dentais. No segundo deles, por conta de a ressonancia com a absorcéo da
agua ser muito menor, a maior parte do processo ablativo era promovida via excitacao

térmica.

Pelo fato de os Lasers anteriores terem demonstrado um alto aquecimento e de
se conhecer os limites aceitdveis que este poderia ocorrer, as aplicacdes que se
seguiram na tentativa de ablacionar os tecidos duros com esses lasers, eram
baseadas nas aplicacbes no modo pulsado (onde o tecido teria a possibilidade de
relaxar termicamente), com taxas de repeticdo baixas (da ordem de 1 até 20 Hz). Em
alguns casos, o uso de um spray ou jato de agua era aplicado, com o intuito de
promover um maior resfriamento da superficie irradiada, além de aumentar a absor¢ao

local do laser promovendo uma maior taxa de ablacéo.

Com a alta absorcdo da energia diretamente pela dgua presente nos tecidos
duros dentais, um mecanismo diferente de ablac&o foi evidenciado. Esse acoplamento
direto da energia irradiada fazia a 4gua aquecer-se rapidamente, fazendo com que ela
rapidamente atingisse o ponto de vaporizacdo. Essa rapida vaporizacdo da agua
estrutural era responsavel pela criacdo de micro bolhas de vapor por entre a estrutura
cristalina do substrato, que atingia uma pressao elevada, causando micro-explosées
na regido focal do tecido irradiado. Essas micro-explosdes séo responsaveis pela
ejecdo descontrolada de pequenos pedacos de tecido na regido de interacéo,

promovendo uma alta taxa de ablacdo, taxa essa atraente no sentido de substituir os
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instrumentos clinicos rotatérios convencionais, usados pela maioria dos dentistas em

tratamentos endodénticos [11].

No entanto, as mesmas micro-explosdes lesionavam o tecido adjacente a
regido de dano que ndo foi ejetado, que foi visto através da formacdo de micro-
fraturas. A formacédo dessas fraturas € extremamente indesejavel clinicamente por dois
fortes motivos. O primeiro deles é que a formacdo de micro-fraturas torna o tecido
adjacente a cavidade formada um ambiente propicio para o alojamento e a
consequente proliferagdo de bactérias que promovem a desmineralizacdo dos
substratos (formacgéo de céries). O segundo motivo que sustenta a ndo-aplicabilidade
clinica é que, as mesmas micro-explosées e consequente formag¢do de micro-fraturas,
geram um extremo dano mecéanico e formacdo de ondas de choque. Essas fortes
perturbaces mecanicas sdo percebidas pelo paciente através das terminacdes
nervosas que se prolongam desde a polpa até os tubulos dentinarios da dentina,

gerando uma grande dor ao paciente em qualquer aplicacao clinica.

Esses mesmos lasers foram aprimorados nos anos que se seguiram, com
cavidades ressonantes melhor elaboradas, gerando pulsos cada vez mais curtos. A
principio esses novos Lasers foram testados fortemente por uma série de autores e,

mais uma vez, nenhum sucesso foi obtido.

Foi apenas na década de 90, com o surgimento de Lasers pulsados com
pulsos chamados de ultracurtos, que a ablacdo de tecidos duros dentais pareceu ter
um imenso avanco. As primeiras analises, baseadas em micrografias obtidas via
microscopia eletrdnica, mostraram que tais lasers produziam uma cavidade em
esmalte e dentina com uma qualidade extremamente superior aquelas que eram
conhecidas com a aplicacdo de outros lasers. As micrografias revelaram uma extrema
precisdo da ablacdo, com a completa integridade das bordas e a auséncias de danos
térmicos e mecénicos. Estudos posteriores mostraram que a origem desse novo tipo
de perfil de tecido ablacionado tinha base em processos de origem eletrénica que

ocorrem no tecido quando irradiado no regime de pulsos ultracurtos.

O processo de ablacdo nesse regime acontece a partir da formacédo de um
plasma induzido na superficie irradiada do tecido. Esse plasma por sua vez é gerado a
partir de um processo de ionizacdo em avalanche. O mecanismo acontece da seguinte
forma: as moléculas do tecido s&o ionizadas pela irradiacéo laser pelo fato de o campo
local induzido pela sua presenca ser da ordem dos campos eletrostéticos que mantém
0s atomos unidos. O elétron que é liberado a partir dessa ionizagdo mantém-se na

regido focal, adquirindo mais energia incidente e ganhando altas velocidades o seu
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choque com as moléculas do tecido produzem a ionizacdo e consequente liberacdo de
mais um elétron. Esses dois novos elétrons sdo excitados pela irradiagédo laser que
continua presente, arrancando mais dois elétrons. O processo de ionizacdo segue
entdo um processo de avalanche, acumulando uma grande quantidade de elétrons na
regido focal, formando o plasma. Esse plasma possui, no caso, um coeficiente de
absorcdo muito maior que o do tecido alvo propriamente dito. Por acumular uma
grande quantidade de energia incidente, o plasma transfere essa energia para as
moléculas do tecido, que provoca a quebra de ligagbes intermoleculares e a ejecédo

das mesmas.

A maior parte da energia que o plasma transfere para as moléculas €, no caso,
utilizada para a eje¢do das moléculas do que para a quebra das ligacdes. Também
vemos que, pela natureza do processo, existem dois mecanismos distintos de
ionizagdo: um que é dado pela absorcao direta da energia do feixe pelos elétrons e um
gue ocorre do impacto que esses elétrons sofrem com as moléculas do tecido. O
primeiro deles € o que prevalece nos primeiros instantes da irradiacdo, quando a
densidade de elétrons estd em formagdo. Quando essa densidade torna-se

expressiva, 0 segundo processo de ionizagcado por impacto comeca a dominar.

A natureza do processo de ablacdo induzida por plasma €, nesse caso,
predominantemente eletrénica. Por conta da minimizacdo de qualquer processo de
origem térmica, as caracteristicas do tecido remanescente ap0s a irradiacdo € de
qualidade altamente superior em comparagdo com qualquer outro Laser: a remocao
tecidual € controlada, vista através de uma absoluta integridade das bordas das
microcavidades geradas, com auséncia de tecido que tenha sofrido fusdo seguida de
ressolidificacdo (mantendo a integridade quimica dos tecidos). Outra caracteristica
também observada é a diminuicdo do limiar de ablacdo no regime de pulsos
ultracurtos. Isso pode ser visto como uma vantagem por conta de ser necessaria uma
menor quantidade de energia para promover a ablacdo. E ainda mais: a combinacéo
dessas duas caracteristicas gera uma vantagem combinada, que é a de ser possivel a
aplicacdo de taxas de repeticbes maiores que 0s outros lasers sem 0 risco de
aquecimento e, dessa forma, promover ablacdo em taxas de remocéo tecidual ainda

maiores que 0s outros lasers comerciais convencionais.

N&o demorou muito até que as primeiras aplicacbes fossem propostas em
pesquisas clinicas Odontolégicas. A que recebe maior atencdo e mais imediata pelo
gque viemos discutindo, € certamente o uso do laser na ablacdo de tecido sadio e/ou

cariado como motivacdo de substituicdo dos instrumentos rotatérios convencionais por
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laser. No entanto, 0 sucesso dessa aplicabilidade s6 ndo foi ainda atingido por um
forte motivo: mesmo as taxas de ablacdo sendo altas em comparagcdo com outros
Lasers, elas ainda sdo muito baixas em comparaco a instrumentac&o clinica atual. E
nesse ponto especial que a maior parte das pesquisas com preocupacao clinica vem

se ocupando até os dias atuais.

Alguns pontos importantes precisam ser colocados a respeito do processo de
ionizacdo nessa escala temporal. Como no regime de pulsos ultracurtos o intervalo de
interagdo é muito rapido, processos de origem térmica ou hidrodindmica ndo mais
acontecem, dando lugar a processos de origem eletrénica. Isso acontece pelo fato de
um pulso dessa regido de operacéo ter um intervalo de duragdo muito menor do que
gualquer processo de relaxacdo energética caracteristico, como a transferéncia de
energia elétron-ion e o tempo caracteristico de relaxacdo térmica, proibindo assim a
ocorréncia de movimentagdes ibnicas. Os atomos ndo tém tempo suficiente, durante o
intervalo de interacdo, para transferir energia para os atomos vizinhos por meio de
vibragbes de rede. Com isso, ficam também proibidos os processos de ionizagéo
termidnica. Assim, o processo de absor¢cdo multi-fotdnica torna-se mais provavel de

ocorrer, nesse caso, provocando a ionizagcdo em avalanche.

A quantidade de fotons que sdo absorvidos é diferente para cada tipo de
molécula e pode ser descrita através de uma lei de poténcia do tipo |" (onde n é o

nimero de fétons e |" é a intensidade). Outra caracteristica importante é que o
aumento da poténcia do laser ndo significa necessariamente que a densidade de
elétrons continue crescendo. Como o plasma € um estado fisico que apresenta alta
reflectdncia quanto maior for a energia acumulada, h4& um ponto critico onde o
aumento da poténcia incidente passa a diminuir a absorcéo de energia pelo plasma,
favorecendo a reflecténcia no local. Isso pode ser verificado pela dependéncia da
profundidade da cavidade formada em materiais ablacionados como funcdo da
poténcia incidente, que néo € linear. Esse efeito € conhecido como Shielding Effect.
Em algumas aplica¢Bes clinicas, como na Oftamologia, ele pode ser utilizado como
mecanismo de controle de entrada de luz em regides do globo ocular onde a radiacéo

poderia causar danos irreversiveis.

A maior parte dos estudos que verificam, tanto teoricamente como
experimentalmente, as propriedades da ablagéo induzida por plasma em tecidos duros
dentais sdo baseadas no calculo de algumas quantidades fisicas. As mais
importantes, e, portanto, mais abordadas, sdo o limiar de ablacdo (ou simplesmente o

limiar de formacdo do plasma ionizante) e a energia absorvida pelo plasma. Com
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relacdo ao limiar de ablacdo, uma série de medidas foi realizada e duas caracteristicas
devem ser bem evidenciadas aqui. Uma delas é o fato de que, com relagdo a largura
do pulso incidente, o limiar de ablacdo apresenta um valor que cresce como funcdo da
largura temporal do pulso. Esse fato € importante para percebermos que estando na
condicdo de irradiacao por pulsos curtos, o limiar de ablagéo € menor, o que resulta na
necessidade de imprimir menos energia incidente para produzir danos semelhantes a
ablacdo promovida por outros tipos de Lasers de pulsos mais longos. Outra

caracteristica importante é a de que o limiar de ablacdo apresenta uma dependéncia

caracteristica com a largura do pulso (7) do tipo V%, onde a largura temporal do
pulso. Ambas as caracteristicas sdo bem representadas no grafico da figura abaixo,
retirada do trabalho de Perry et. al.,, onde os dados obtidos sédo para solidos

dielétricos, como a silica fundida e o fluoreto de calcio [12].
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Figura 1.1: Valores de limiar de dano (ablagcdo) como fun¢&o da largura de pulso, observadas

para irradiacao de silica fundida em 1053 nm (circulos) e 825 nm (tridangulos), e para fluoreto

de calcio (CaF,) em 1053 nm. As linhas sdlidas sdo os ajustes para a dependéncia de rt'z.

Os experimentos do gréfico acima foram realizados com materiais dielétricos.
Em tecidos duros dentais, que também sdo materiais dielétricos, a mesma
dependéncia ja havia sido observada anteriormente, inclusive a situagdo em que a
dependéncia com a largura do pulso tende a se linearizar para larguras de pulsos mais
curtas. A extrapolagdo dos dados é devida aos materiais estudados possuirem
propriedades eletrénicas semelhantes aos tecidos duros dentais. A maior parte do

gréfico mostra a clara dependéncia do limiar de ablacdo com a raiz quadrada da
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largura de pulso, exceto pela parte inferior da curva, onde observamos um
distanciamento do ajuste. Esse desvio pode estar ligado a processos de outra
natureza, a saber, processos térmicos e eletrdbnicos com niveis de ocorréncia distintos
a depender da regido da escala temporal da largura de pulso. Estudos semelhantes

foram realizados por outros autores [13,14].

Os primeiros modelos teoricos para estudar a ablagdo induzida por plasma
surgiram primeiramente para modelar a formacdo de plasma induzido pela presenca
do Laser em sdlidos em geral [15], proposto por Bloembergen em 1974. A ablacdo
induzida por plasma tem a sua base na condicdo de Optical Breakdown, condi¢do
limiar onde um plasma é gerado e mantido por meio de irradiacdo de laser na regiao
infravermelha, visivel e ultra-violeta. No entanto, um processo analogo ocorria em
materiais dielétricos quando estavam sujeitos a altos campos elétricos, chamado de
Electrical Breakdown, nesse caso, o plasma era gerado via aplicagdo de campos
elétricos muito intensos. Esse processo ja era bastante conhecido e j& havia modelos
tedricos que o descreviam matematicamente [16,17]. Esse trabalho apresentou pela
primeira vez que a ionizagdo em avalanche era o principal mecanismo responsavel
pela condicdo de breakdown. Além disso, ele previu uma dependéncia sistematica do
limiar de geracdo de plasma com a largura de pulso. Anos depois, dados
experimentais obtidos confirmaram as predicdes do modelo proposto [18]. No grafico
da figura 1.1, € mostrado o limiar de ablacdo, e este é, por sua vez, 0 mesmo que o
limiar de formacdo de plasma, ou seja, experimentalmente a condicdo de Optical

Breakdown apresenta a mesma dependéncia com a largura de pulso. O desvio do

comportamento geral de T”Zpode ter a sua explicacdo que no caso de pulsos
ultracurtos, os mecanismos de geracdo de plasma sdo diferentes daqueles para

pulsos longos.

Outros modelos matematicos foram propostos [19,20], mas todos eles
possuiam  sérias  inconsisténcias com  algumas  situacdes  conhecidas
experimentalmente. Uma dessas inconsisténcias estava relacionada a n&o reproducao
correta dos valores do limiar de ablacdo quando o campo incidente tinha um valor
proximo desse limiar. Todos 0os modelos funcionavam bem apenas quando o campo
elétrico local incidente era muito maior do que o limiar. Outra situacéo era a de que 0s
modelos dificilmente reproduziam uma correta dependéncia do limiar de ablacdo com
respeito a duracdo do pulso, para varios valores desse parametro com os lasers

disponiveis na época.
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Foi apenas em 1994 que um modelo proposto por Niemz [21] pareceu resolver
0s problemas relacionados a reproducdo dos resultados. Ndo apenas ele explicou
dados anteriores, como também previu corretamente o comportamento da largura de
pulso em outras regides que ainda ndo haviam sido bem exploradas e conhecidas na
época, como o Laser de pulsos ultracurtos aplicado em tecidos duros dentais. Os
detalhes a respeito desse modelo matematico em especial, estudado no intuito de
explicar os resultados obtidos neste trabalho, serdo delegados ao capitulo 2 desta

dissertacéo.

Um detalhe importante a respeito do modelo de Niemz se encontra no fato de
que alguns parametros que surgem em suas expressfes sdo mostrados apenas como
parametros sem conexdo com o tecido alvo. Embora o modelo explique perfeitamente
0s comportamentos experimentais observados, ele ndo se preocupa com a busca da
origem microscopica real de cada um desses termos. Para uma descricdo mais
precisa desse fendbmeno é preciso conhecer o processo de ablacdo induzida por
plasma (ou o préprio “Optical Breakdown”) mais profundamente, além do papel que o
tecido alvo desempenha no mecanismo de interacdo propriamente dito. Até os dias de
hoje, todas as pesquisas realizadas em ambos os campos, tedrico e experimental,
basearam-se no estudo da ablacéo frente a variacdo de parametros de irradiacédo. Até

hoje o tecido alvo foi visto de forma imutavel durante o experimento.

No entanto, realizacbes experimentais de outros autores [22] mostraram que 0S
substratos duros dentais podem sofrer algumas simples varia¢cdes por conta de outros
tipos de tratamento, que ndo a radiagdo. Um exemplo é a desidratagcdo sistematizada
de substratos duros dentais por meio de um tratamento térmico convencional, que faz
com que moléculas de agua incorporada a estrutura dos substratos, se desprendam
formando um tecido com outras propriedades. Nesse caso, a perda de agua (ou a

diminuicdo no grau de hidratacao) deve ter

Outro fato, ainda de grande importancia, € o de que a escassez de amostras de
dentes humanos na maioria das pesquisas realizadas tem sido acentuada nos ultimos
anos, pelo fato de uma maior quantidade de técnicas da Odontologia Conservadora
ser mais difundida. Essa maior escassez levou um grande grupo de pesquisadores a
utilizar amostras que fossem provenientes de outras origens animais, mais comumente
bovinas, para realizarem suas pesquisas. Nesse caso, os resultados obtidos para essa
nova classe de amostras sdo geralmente extrapolados para a realidade humana. A
depender da caracteristica sendo analisada, substratos dentais bovinos e humanos

possuem caracteristicas muito distintas [22]. No caso da ablacdo promovida por Laser

20



em tecidos duros dentais, pela grande influéncia de caracteristicas térmicas,
mecanicas e quimicas no perfil do dano provocado a partir da irradiacéo, acreditamos
gue sejam evidenciadas discrepancias no comportamento de substratos duros dentais

irradiados. Aa causas dessas discrepancias podem ser diversas.

Por tudo que ja discutimos nas linhas anteriores acreditamos muito fortemente,
que as propriedades dos tecidos irradiados, bem como a ablagédo propriamente dita,
ocorreriam de forma bem diferente quando um sistematico processo de perda de agua
estrutural fosse aplicado, além do fato de que as diferentes origens animais, as quais
estdo associadas propriedades quimicas e estruturais distintas, terem o mesmo

impacto durante a ablacéo.

Assim, nos propomos a estudar o processo de ablacdo induzida por plasma,
promovida através da acdo de pulsos ultracurtos com substratos duros dentais
(esmalte e dentina, humanos e bovinos) quando estes sofrem alguma desidratacdo

7

sistemética. O objetivo aqui € entender as propriedades da ablacdo induzida por

plasma por outro aspecto que ndo o da variacdo de parametros exclusivamente
ligados a radiacdo. Pretende-se também inferir, com base nos mesmos resultados, o

papel exercido pela dgua na estrutura de substratos dentais e como ela se relaciona

com os outros componentes do tecido alvo. Além disso, com base em trabalhos ja
citados da literatura [21], a investigagdo com substratos de diferentes origens animais

procurara evidenciar a diferenca entre dentes humanos e bovinos de forma que

possamos contestar, pelo menos no ambito da ablacdo, a extrapolacdo de alguns

dados obtidos com dentes bovinos para os dentes humanos.

Portanto, no capitulo que segue desta dissertacdo, apresentaremos o modelo
matematico que nos serviu de embasamento tedrico para entender e discutir sobre o
processo de ablagdo induzida por plasma em varios niveis, o modelo de Niemz,
propondo uma interpretacdo a respeito da natureza de alguns dos parametros que

surgem de suas equacgoes.

De posse desse conhecimento, partiremos para o capitulo 3 deste texto que
descreverd todos os procedimentos experimentais realizados (desidrata¢do, ablagcéo
em diferentes niveis de hidratacdo e microscopia eletrénica de varredura), bem como
a apresentacdo dos resultados obtidos e as respectivas discussdes e interpretacdes
dos mesmos. Por fim, no ultimo capitulo, apresentaremos em detalhe todas as
conclusdes que foram possiveis de se obter a respeito dos nossos resultados
experimentais, definindo a partir delas, as possiveis perspectivas em torno do nosso

trabalho, com o intuito de execu¢édo em futuro proximo.
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Capitulo 2: A ablacao de tecidos duros
dentais por lasers de pulsos ultracurtos

2.1 - Introducéao

No capitulo anterior vimos que o processo de ablacéo de tecidos duros dentais,
promovido através da interacdo com radiacdo Laser, assim como a interacdo com
outros tecidos, € um processo que vem sendo investigado desde a década do
surgimento das primeiras cavidades laser. Um grande interesse foi estabelecido nesse
tipo de interacdo Laser-tecido com o intuito de estabelecer novos tratamentos e

aplicagBes, promovendo novas perspectivas em ambiente clinico.

No entanto, a grande parte dos trabalhos realizados e publicados até os dias
de hoje, dirigiu-se ao problema apenas de uma forma mais descritiva e qualitativa da
interacdo do que necessariamente teorica [1-4]. Essa gama de resultados discutiu
amplamente aspectos importantes da interacdo Laser-tecido duro dental, como por
exemplo, aspectos morfolégicos do tecido apos a irradiacdo através de técnicas de
microscopia (formag&o de dominios em cristais fundidos e re-solidificados, integridade
das bordas, etc), as evidéncias de danos térmicos e mecanicos em dentina e esmalte,
os célculos de taxa e limiar de ablacdo, entre outros. Todas essas investigacfes
preocuparam-se com um ou todos esses aspectos e, em alguns casos, foram feitos
tratamentos comparativos entre uma variedade de lasers (continuos, pulsos longos,

pulsos curtos, etc).

Como ja discutimos anteriormente, o processo de ablacdo pode ocorrer de
varias maneiras. Uma delas € a formacdo de bolhas de pressédo seguido de micro-
explosfes, que causam extremos estresses mecanico e térmico, com ejecdo de
material de forma desordenada e descontrolada. A segunda delas, a ablacdo induzida
por plasma, € um processo que ocorre de forma controlada com a formacdo de um
plasma localizado (gerado por ionizacdo em avalanche) que se mantém absorvendo a
energia dos pulsos incidentes, transferindo-a para as moléculas presas ao tecido
fazendo com que elas se ejetem pela quebra das ligacdes intermoleculares e o ganho
de energia cinética [5]. Este segundo processo acontece por mecanismos eletrénicos,
com pouca geracdo de danos térmicos e mecanicos. O primeiro desses processos €

mais comum em interacdo de substratos dentais com lasers de pulsos considerados
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longos (micro e nanossegundos), intervalo onde predominam processos de origem
térmica, como a ionizagdo termidnica. Os lasers de pulsos curtos (regido dos
picossegundos) estdo numa regido considerada intermediéria, produzindo geralmente
ambas as espécies de ablacdo, ou seja, coexistem 0s processos de origem térmica e
eletrdnica. Para os lasers de pulsos ultracurtos (femtossegundos) os processos de
origem eletrénica passam a predominar por conta de processos de ionizagdo ultra-

rapidos, como a absor¢éo multifotbnica [6].

Como também foi mencionado, a ablacdo de substratos duros dentais por
lasers de pulsos curtos (picossegundos) deixou de ser uma alternativa no sentido de
promover ablacdo, pois para aplicagdes clinicas, os danos térmicos e mecéanicos sao
produzidos numa escala considerada intoleravel. Assim, os lasers de pulsos
ultracurtos tém se mostrado como alternativa superior na ablacdo controlada de
tecidos duros dentais, com o beneficio da interacdo nesse regime diminuir o limiar de

ablacéo, sendo necesséaria menos energia para a remocao tecidual [7].

Os primeiros esforgos tedricos para descrever e reproduzir dados obtidos
empiricamente foram iniciados por Molchanov [8] e Bloembergen [9] ainda na década
de 70, numa tentativa de descrever o processo de formacdo do plasma, com um
modelo matemético que pudesse reproduzir valores conhecidos empiricamente do
limiar de ablag&o (nesse caso, o limiar de ablacdo e o limiar de formacéo do plasma
s80 0s mesmos, pois a ablagdo sé se inicia quando o plasma é formado). Com o
tempo, outros modelos surgiram, mas todos eles possuiam problemas semelhantes.
Uma das maiores dificuldades desses modelos era a reproducédo de valores de limiar
de ablacdo quando a energia incidente estava préxima do limiar. Todos os modelos
apenas originavam resultados satisfatorios para os casos onde a energia incidente
estava muito acima da condicdo de limiar. Além disso, novas dimensdes temporais da
largura de pulso foram obtidas com o passar dos anos, por conta do avanco da
producdo de novas cavidades ressonantes. Isso fez com que tais modelos ndo mais
conseguissem contemplar os resultados obtidos experimentalmente, como por
exemplo, a dependéncia do limiar de ablacdo com a largura de pulso. Atualmente,
apenas um modelo matematico proposto por Niemz [10] conseguiu resolver de uma

vez essas duas questodes.

Neste capitulo vamos nos ater a descricdo do modelo de Niemz, teoria utilizada
como inspiracdo para a proposicao, desenvolvimento e discussdo dos resultados

obtidos experimentalmente na execucao deste trabalho.
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2.2 - Ablacéo Induzida por Plasma: Absor¢cédo no mode lo de Niemz

Nesta secdo vamos descrever o modelo matematico que nos serviu como base
para a proposi¢do do nosso trabalho e na analise de nossos resultados. O modelo de
Niemz € um modelo matematico atual que resolve os problemas mais importantes dos
modelos anteriores, que descreveram o0 que chamamos de “Laser Induced Optical
Breakdown”. Um desses problemas € a reproducédo de resultados empiricos do limiar
de ablacdo quando a energia incidente é proxima desse limiar. A maioria dos modelos
anteriores funciona bem apenas quando tais energias sdo muito distantes umas da
outras. Além disso, o0 modelo de Niemz mostra a dependéncia do limiar com as
distintas escalas temporais obtidas atualmente, com uma correta dependéncia de t*?

encontrada em varios resultados publicados na literatura [11].

2.2.1 - Coeficiente de absorcao do plasma gerado po  rradiacéo laser

O processo de formacdo de plasma gerado por laser é fundamentado num
processo de interacdo de radiacdo eletromagnética com a matéria, gerando um
processo de ionizacdo em avalanche. O conjunto de elétrons livres por sua vez
prossegue interagindo com o0s pulsos incidentes e o plasma com o tecido alvo.
Portanto, para iniciar a nossa descricdo do processo de interagdo, partimos das

conhecidas equagdes de Maxwell:

— 0B
OxE=-—— .
ot : 2.1)
— 9D —
DXH‘ﬁ"'lf : 2.2)
0D = p, ; (2.3)
OB =0 . (2.4)



Nesse caso, p; € a densidade de carga elétrica livre por unidade de volume,

enquanto que j, é a densidade de correntes elétricas livres, ambas com relagéo ao

—_ — —

plasma. Aqui, os vetores E,B,D e H s&o referentes ao campo incidente. Como
estamos tratando de uma onda eletromagnética, os campos elétrico e magnético da

onda incidente sao imediatamente dados por:

E(7,t) =Ec;exp(ia1— ik j) 25)
H(Ft) = ﬁ(;exdi at —ik D?) | .
onde:

Eo € a amplitude do vetor campo elétrico da onda incidente;

z

HO € a amplitude do vetor campo magnético da onda incidente;
& é afrequéncia angular;
k é o vetor de onda, na direc&o da propagacao;

I é o vetor posicao.

Além disso, esses vetores sdo diretamente relacionados aos vetores D

(deslocamento elétrico) e B (inducdo magnética) através de relacdes bastantes
conhecidas do eletromagnetismo. Considerando que a permeabilidade magnética
relativa do tecido seja u = 1 (meio ndo magnético) essas relacdes ficam estabelecidas

comao:

B=u,H 2.7)

: (2.8)
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onde;:

& é a constante dielétrica do meio onde a luz se propaga. Nesse caso, 0 plasma;

&, € a constante dielétrica do vacuo;

M, € a permeabilidade magnética do vacuo.

Assim, temos a forma dos quatro campos envolvidos nas equacdes de
Maxwell. Prosseguimos entdo substituindo cada uma dessas quatro formas de campo

nas respectivas equacoes de Maxwell. Trabalhando separadamente cada um dos
termos temos:

—

0 . —
(X E =4ty ==iap,H

DxE:DX[EOexme—ﬁD?)J:—iEXE

ou seja:

kxE = H (2.9

Trabalhando de forma semelhante com a equacdo de Maxwell para o campo
magnético (equacgdo 2.2), chegamos a relacdo a seguir:

e

EXH :—QEEOE+iUE (2.10)

—_—

onde fizemos uso da lei de Ohm, em que jf =0E. se nés substituirmos a equacao

2.9 na equacao 2.10, chegamos a igualdade mostrada na relacéo seguinte:

b (@ wr )
kx(kxE)_ _?‘9""(:28 E , (2.11)
0

2 -1, . . .
na qual C° = (,uoé‘o) é a conhecida forma da velocidade da luz na teoria de Maxwell.
Sabemos também, da mesma teoria, que as ondas eletromagnéticas sado ondas
transversais, ou seja, que o vetor de onda Kk, gue nos da a direcdo de propagacgéo da
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onda, é perpendicular aos vetores do campo elétrico e magnético (k [(E =0). Assim,
resolvendo a equacao 2.11 com o uso de uma simples identidade vetorial, chegamos a

seguinte forma para o modulo do vetor de onda:

k2 :ﬁ g_ii
2 oE, 2.12)

O termo entre parénteses da equacdo 2.12 € o que chamamos de fator

dielétrico complexo:

gug—ia
CE, (2.13)

Sabemos da otica convencional que a relagdo de dispersdo classica (que
relaciona frequéncia com vetor de onda) da origem a uma relacdo que envolve o

indice de refracdo linear da seguinte forma [5]:

k=—n
C

onde n é o indice de refracdo linear. Nesse caso, n é real para o caso onde ndo ha
absorcdo linear. Quando a absorcéo esta presente, sabe-se que este processo esta
ligado a parte imaginaria do indice de refracdo. Assim, a expressdo acima toma a

forma a seguir:

k:%(n+ic7) (2.14)

onde, agora, n é apenas a parte real do indice de refracéo linear e a'é o indice de
absorcdo. Elevando essa expressdo ao quadrado e relacionando-a a equacgao 2.12,

chegamos a seguinte igualdade:

=2 O
(n+|a) =& Iafo (2.15)

As expressbes apresentadas nesta secdo servem para descrever a absorcao

linear de um meio geral. Para descrever a absor¢cdo de energia incidente pelo plasma
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gerado, precisamos conhecer o coeficiente de absorcdo. No entanto é possivel

relaciond-lo ao indice de absor¢do, que apresentamos aqui. A partir de agora,
também, usaremos o indice “pl” para designar que estamos tratando de parametros
propriamente ditos do plasma. Para chegarmos a tal coeficiente de absorgéo, partimos

da Lei de Beer-Lambert [6], dada por:
| =1, exr(— a, Z) (2.16)

onde:

| é aintensidade da luz apés propagar por uma distancia z;
Ioé a intensidade da luz incidente, na posi¢éo z = 0;
z é adistancia percorrida pela luz incidente;

a,, € o coeficiente de absorcao linear do plasma.

Essa lei, obviamente, pode ser aplicada a qualquer meio genérico. Aqui
estamos interessados apenas na direcdo de propagacéo (dire¢do z) onde tal absorcéo
€ experimentada. Ao mesmo tempo, a Intensidade do campo incidente pode ser dada

por:

| = %gocE2 = %EOCEg expl2i(at —kz)]

| =1,exp[-2ikz] (2.17)

O que chamamos de |,inclui a amplitude do campo somada a contribuigdo

temporal. Fazendo analogia direta com a equacao 2.16, achamos que:

a, = —2Im(k) (2.18)

ou seja, o coeficiente de absorcdo é uma relacdo direta com o vetor de onda. Ao
mesmo tempo sabemos que a parte imaginaria de k esta relacionada ao indice de

refracdo através da equacao 2.14. Por substituicao direta achamos que:

pl (2.19)
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Trabalhando a equacéo 2.15 podemos ainda estabelecer a seguinte relacao:

a, = ‘ilm(‘fl) (2.20)
nc
Para obter uma forma analitica para &€ necessario obter uma forma para &

Isso pode ser conseguido se resolvermos a equacdo geral de movimento de um

elétron presente no plasma [6]. Essa equacédo é dada por:

d?x dx ~ _
i Sres + My, pm +mapX = —eE (2.21)

onde V. é a taxa de colisdo elétron-ion, M, é a massa do elétron e €¢é a carga do

elétron. Também poderiamos incluir o termo de colisdo entre elétrons, mas esse termo

ndo é significativo para o presente caso. O termo proporcional a Xé nulo, pois como
estamos tratando de um plasma, os elétrons estdo livres. Podemos, por uma

substituicdo de varidvel, reescrever a expressao anterior como:

—

—

o, #
m, gt +my,V, = —€E (2.22)

onde usamos a velocidade do elétron V,como a derivada temporal da posi¢do do

mesmo. Aqui utilizamos uma simplificacdo: tomamos o fato de que o elétron é forcado
a oscilar na mesma frequiéncia do campo incidente. Por conta disso, a dependéncia,

ao menos temporal, da posicéo e velocidade do elétron deve possuir uma contribuicdo

do tipo e'“*. Assim, chegamos a seguinte expressao:

o e _
Ve =~ E (2.23)

) rT‘e(l/ei + I C())

Assumindo que, como todos os elétrons estdo sujeitos ao mesmo campo, eles

devem se movimentar aproximadamente na mesma direcdo, a corrente total dos

elétrons livres |, deve apresentar a seguinte forma:
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" mb. +ic) -
Assim:
E'=c- | Ne2 =&—i i
ey (v, +i) v, +iw) B

onde definimos uma grandeza que chamamos de “frequéncia de plasma” definida por:

Ne’
Wy =—— (2.26)

P
EoM

Racionalizando o denominador da equacao 2.25 podemos reescrevé-la como:

a)zl . ax‘);vei

p
- i
Vita? Vi + o (2.27)

E=€&

Onde queriamos chegar. Assim, podemos substituir a parcela imaginaria dessa
Ultima expresséo na equacao 2.20 para encontrar coeficiente de absorcdo do plasma.

Dessa forma chegamos a expressao final para o coeficiente de absorcao:

V. C()2|

a., =——& p
pl 2 (2.28)
ncvz +o

Podemos ainda usar uma ultima simplificacdo de que, como geralmente as

freqliéncias Opticas sdo muito altas (da ordem de 10 a 10' Hz) o termo de

w? predomina no denominador da express&o. Assim, por fim, temos:

]
pl nc of (2.29)

32



Pela forma da expressao acima podemos perceber que a absor¢do linear do
plasma é uma funcdo da freqiiéncia incidente e que ela deve ser maior na regido do

infravermelho.

Podemos ainda deduzir outra propriedade a partir dessa expressao. Como a
taxa de colisdo elétron-ion (V,;) esta, como o proprio nome sugere, ligado a colisdo de

um elétron com um ion, ela deve ser diretamente proporcional a N e, pela expressao

para a freqiéncia de plasma, deduzimos que:
a , ON?
pl (2.30)

ou seja, a absorcdo linear do plasma é uma funcdo quadratica da densidade
volumétrica de elétrons presentes no plasma e assim, a absor¢do € uma funcdo nao-
linear da energia absorvida. Este fato esta de acordo com o fato de,
experimentalmente, ter sido observada um forte aumento da absor¢cdo da energia
incidente a partir de certo momento. Esse momento € associado a formacédo do
plasma e a energia incidente responsavel € a energia de limiar de formacédo de

plasma.

Essa alta absorcéo que é experimentada pela formacao do plasma faz com que
grande parte da energia seja armazenada localmente. Essa situacdo pode nos levar a
uma situacdo de saturacdo da absorcéo, ou seja, 0 plasma se torna, a partir de um
ponto critico, impossibilitado de absorver mais energia. Nesse caso, a maior parte da
energia incidente hos momentos posteriores é refletida e o plasma passa a bloquear
toda luz do feixe, agindo como uma espécie de ‘escudo’. Esse efeito € conhecido
como “plasma shielding” (shield = escudo) e, em algumas aplicacdes bioldgicas, ele é
tomado como um mecanismo de seguranca, hdo permitindo a passagem de luz em
regibes onde danos sao indesejaveis. Bons exemplos do uso desse mecanismo de

controle sdo algumas cirurgias oftalmolégicas baseadas no uso de lasers.

Seguimos, entdo, para a descricdo do comportamento temporal do plasma
gerado pela presenca do laser. O calculo a seguir, parte central do modelo de Niemz,
€ onde sera mostrada a dependéncia do limiar de ablacdo com a largura de pulso.
Essa dependéncia é de fundamental importancia para entender as origens dos dados

obtidos experimentalmente ao longo dos anos.
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2.3 - Ablacéo Induzida por Plasma: perfil temporal da densidade de
elétrons

Como dito anteriormente, o limiar de ablacdo foi talvez o parametro mais
estudado quando tratada a ablag&o induzida por plasma em tecidos duros dentais.
Experimentalmente foi demonstrada uma dependéncia do limiar de ablagdo com a raiz
quadrada da largura de pulso, para tecidos irradiados na regido dos nano e
picossegundos. Essa dependéncia, até 1992, foi estabelecida como uma lei de

poténcia empirica, idéia estabelecida por Koechner [11].

z

Nesse atual modelo € possivel demonstrar tal dependéncia a partir de
principios bésicos fundamentais. Para isso, € proposta uma equacdo diferencial
simples para demonstrar o comportamento temporal do plasma gerado, como veremos

a seguir.

2.3.1 - Fundamentagdo matemética

Para iniciarmos a fundamentacdo do problema, relembramos que a interacéo
com o tecido duro gera um plasma localizado por meio de ionizacdo em avalanche.
Nesse caso, 0s elétrons permanecem no volume focal absorvendo energia do feixe

incidente.

Dessa forma, a partir do momento em que a densidade inicial de elétrons é

formada, alguns fendmenos podem ocorrer no intervalo entre dois pulsos. Entre eles:

* Novos elétrons séo excitados e agrupados ao plasma,;
« Elétrons pertencentes ao plasma podem escapar do volume focal e;

« Elétrons podem ser reabsorvidos pelo tecido adjacente ao plasma gerado.
Cada um desses termos, entdo, tem uma contribuicdo para a dindmica de

criagdo e manutencao da densidade de elétrons livres do plasma. No modelo proposto

por Niemz, a equacao que descreve essa dindmica tem a seguinte forma:
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kil A IBN(t)—d\I(t)—J/NZ(t) (2.31)

onde:

N(t)é a densidade de elétrons livres do plasma

[ € o termo que designa a ionizagéo em avalanche

0 é o termo que designa a fuga de elétrons do volume focal

yé o termo que designa a reabsorcédo de elétrons pelo tecido

O termo de ionizacdo em avalanche (B) é o termo gerador de elétrons (termo
de fonte), representando os elétrons que sao liberados via ionizacdo em avalanche. O
termo de difusdo dos elétrons () € o termo que representa a perda de elétrons pela
sua simples fuga do volume do plasma, ou do volume focal, onde o plasma se localiza.
O dultimo termo (y) trata dos elétrons que, apos liberados pela ionizacao,
eventualmente sdo reabsorvidos pelas moléculas ja ionizadas do tecido. Como apenas
ao primeiro termo é atribuido um fendbmeno que contribui no sentido de aumentar o
namero de elétrons, apenas este termo possui um sinal positivo associado a ele, tendo
as outras contribuicbes tomadas como negativas (perdas).

Aqui, vemos que o termo de reabsor¢cdo dos elétrons (termo de colisdes
inelasticas, como também pode ser chamado) tem uma dependéncia com o quadrado
da densidade de elétrons. Isso se deve ao fato que para tal processo ocorrer,
precisam ser gerados dois portadores de cargas elétricas: uma € o elétron absorvido
pelo ion da matriz e o outro é o elétron liberado para o surgimento do ion absorvedor.
Por conta disso ainda podemos escrever a equacdo 2.31 de outra maneira. Se
tomarmos a reabsorcdo de elétrons pelo tecido adjacente como um processo inverso
ao de ionizacdo em avalanche, podemos dizer que o plasma é gerado via uma

ionizacdo em avalanche reduzida:

dl:—t(t) = AN (t)—d\l(t) (2.32)

onde;:

B =pB-IN(t) (2.33)
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€ o termo de avalanche reduzida. Essa forma de apresentar a equacao da evolucdo
temporal da densidade de elétrons € apenas mais didatica que a primeira, servindo
apenas para demonstrar a natureza de alguns processos. Para chegar aonde

pretendemos, trabalharemos a partir da primeira forma, da equacgéo 2.31.

Seguimos entdo com uma substituicdo de variavel na equacdo 2.31. Se

chamarmos a fungéo u(t) =1/ N(t), temos que:

dN du _ y\l1_o

du dt uu u (2.:34)

ou seja, desenvolvendo:

_+(:B_5)U_y:0 (2.35)

Por conta disso, essa nova equacgdo € uma equagao diferencial ordinaria (EDO)

linear de primeira ordem. E possivel resolver essa equacio com a ajuda de um fator

integrante c(t)de tal forma que o definimos como:

at C(t)u(t)] = yclt) (2.36)
Assim, prosseguimos multiplicando por c(t) os dois lados da equacéo 2.35 e

desenvolvemos o termo de derivagdo da equagdo 2.36, de forma que possamos

comparar os termos de cada uma delas. Fazendo isso achamos uma equacédo

diferencial para c(t)que, ao ser resolvida, nos da que:

oft) = exd [ (8- )t +C

0

(2.37)

De posse da forma desse fator integrante € possivel obter uma expresséo para

a funcéo u(t):
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t

ult)=e j,@ o)dt' |Fu(0)+ | ex tj(ﬁ—d)dt" dt’

0

E, por fim, temos que a densidade de elétrons é imediatamente:

1 t ' (2.38)
+ylexp ||B-0)dt" |dt’
N ieq o)

Essa expressdo para a densidade de elétrons é definitiva, mas ainda néo
mostra a dependéncia com a largura de pulso. O que acontece é que para que tal
dependéncia surja, a equacao para a densidade de elétrons precisa ser resolvida para
diferentes casos, 0 que varia cada um dos limites de integracdo. Podemos dividir as
situagbes em duas bem distintas: durante o intervalo de irradiacdo de um pulso e no
intervalo entre pulsos. Para o caso que pretendemos estudar, da interacdo com pulsos
ultracurtos, a poténcia de pico € extremamente alta, o que faz com que a situacdo de
“Optical Breakdown” seja atingida durante a interagcdo com o pulso, sendo assim, a
primeira situacdo € a que descreve melhor os fenbmenos envolvidos nessa escala

temporal.

2.3.1.1 - Processo de formacgéao e manutencdo do plas ma: intervalo de
interacao

Antes de resolvermos diretamente a expressdo da densidade de elétrons livres
para esse caso, € necessario fazer algumas consideracdes e aproximacdes béasicas,
gue ndo irdo contra 0s nNossos objetivos. A primeira delas é a de que tomaremos o
pulso com um perfil temporal semelhante a uma funcdo impulso unitério, assim, o

termo de ionizagdo em avalanche S toma um perfil temporal semelhante, onde sua

amplitude é diretamente proporcional a intensidade do campo incidente |,
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n, ,sel0<stsr

B = -
0 , outrasregloes (2.39)

onde T é a largura temporal do pulso incidente. Aqui, o termo /7é tomado como uma
probabilidade de ionizacdo. Estamos contando apenas ionizagfes que ocorrem de
forma linear, porque sendo A teria termos proporcionais a outras poténcias de |,.

Assumimos também a existéncia de elétrons iniciais, que séo liberados naturalmente
por o material estar a uma temperatura acima do zero absoluto. Assim, resolvemos as
integrais envolvidas na expressédo para a densidade eletrénica, chegando a:

N(t)= N,

e(lg_a—)t

1+ 270 Y No [eﬁ - l] (2.40)
B-0

onde simplificamos a notagdo N, = N(O). Definimos um parametro Sque chamamos

de quociente limiar, definido por:

s=1|n NL(t) - e(ﬂ—J)t

No 1+ Y No [lo-ox ]
B-5

=(B-J)t-In| 1+ —E’T}[e(ﬁ“’)t =l

(2.41)

A condicéo para que ocorra o que chamamos de “Optical Breakdown” € que o
termo de fonte de elétrons, a ionizagdo em avalanche 3, deve ser muito maior que 0s
outros termos, como O de fuga de elétrons. Assumindo que essa condicdo seja
atingida ao final do intervalo de interacdo com o pulso (de forma que toda a energia
dele seja aproveitada unicamente para isso), ao atingir a condicdo de “Optical

Breakdown” a populacao de elétrons deve estar saturada. Ou seja:

dN(t) _
T =0 | (2.42)

t=r
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Partindo entdo dessas condi¢cdes, podemos realizar algumas expansoes,

chegando a uma forma mais compacta do parametro “s”:

(2.43)

yN
s=(8-0)r-In 1+~
Expandindo novamente em série de Taylor o termo logaritmico, chegaremos a
uma equacdo em termos de B, 8, s e t. A equagdo pode ser resolvida em termos

dessas trés quantidades, chegando a uma expressdo como a que segue:

_s+|n2—0,5+ s+|n2—0,52+er
2r 2r 2r (@49

B-0

Nesse momento definimos algumas quantidades. Os parédmetros de fuga de
elétrons e de colisdo inelastica serdo substituidos por suas respectivas taxas pelas

seguintes relacdes:

Td e N 7 (2.45)

onde 14 e 1. Sd0, respectivamente, 0s tempos meédios caracteristicos de difusdo e
colisdo inelastica dos elétrons. Conhecemos o fato de que Bloembergen em 1974

estimou o valor do quociente limiar s como tendo um valor aproximado

—1nf Ny (©) -
5= In( " /\lo) ~18. Por conta disso, o termo (In2 — 0,5), de valor aproximado a

0,19, é de uma ordem de grandeza cerca de cem vezes menor que s. Assim, podemos

desprezéa-lo diante de s e escrever que:

2
g =S, |[sY, 1,1
th o 271 21, T, (2.46)

c

que € a expressao para a Poténcia de limiar. Para expressar a Fluéncia de limiar, ou

seja, a energia depositada durante a irradiacdo por unidade de éarea, é preciso

multiplicar a poténcia de limiar pelo intervalo de tempo de interacdo. Esse intervalo
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nada mais € do que a largura do pulso incidente, como foi definido anteriormente para

0 caso estudado. Assim, temos a expressao para a Fluéncia de Limiar, dada por:

2
,7|: —E + E + L + L
"2 \W2) o2, 1, (2.47)

Cc

Ou seja, a fluéncia de limiar apresenta uma dependéncia com a largura de

pulso do tipo t*?

, como queriamos demonstrar. Algumas simulacfes tedricas foram
realizadas [7] com o intuito de obter a dependéncia tanto da poténcia quanto da
fluéncia de limiar em diferentes regimes temporais. Essas simulagcfes séo feitas com
bases em valores pré-definidos para as constantes 14 € 1.. As simulagdes mostram que
a poténcia de limiar possui uma dependéncia do tipo t™ e a fluéncia de limiar do tipo t*,
onde 0,4 < x < 0,6. E fato que os valores pré-definidos das constantes de difusdo de
elétrons e colisdo ineldstica podem aumentar ou diminuir o intervalo onde esse
comportamento se apresenta, mas 0s experimentos mostram uma série de resultados
que confere com as simulagdes, para tecidos irradiados por lasers operando na regido
de nano e picossegundos. Em regides como a de femtossegundos a dependéncia é
bem diferente segundo as mesmas simulagBes. O gréfico gerado a partir dessa
simulacdo € mostrado a seguir na figura 2.1 e pode ser facilmente comparado com os
dados experimentais do gréfico da figura 1.1, do capitulo anterior. Nesse grafico &
possivel perceber que o0 modelo matematico, com os respectivos valores tomados na
execucdo da simulacdo, apresenta um comportamento muito semelhante aos dados

experimentais apresentados no grafico do capitulo anterior, excetuando-se a Ultima

faixa (regido de microssegundos e mais longos) ndo mostrada no referenciado grafico.

Para regibes onde a largura temporal do pulso é muito pequena, 0s termos
dependentes de t na equagdo 2.47 tornam-se muito despreziveis em relagdo aos
termos dependentes do parametro de limiar (s). Como s é constante, a funcédo nkFy,
tende a um valor fixo para a faixa de valores correspondente aos pulsos ultracurtos (t

< 1ps).

Por conta de o valor de t. ser algumas ordens de grandeza menor que Ttg4, a0
passo que T aumenta de valor, a razdo de 1t/ 2t. do radical torna-se mais

representativa com relagéo a s?/ 4 do que a razéo 1/ T4 € em relagio a s / 2. Assim, o
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termo pertencente ao radical, com uma dependéncia do tipo 1% predomina em

relacdo ao termo linear, mostrado pela faixa central do gréfico.

Numa dltima etapa, quando a largura temporal do pulso incidente torna-se
comparavel a 14, 0s dois termos dentro e fora do radical que dependem da largura de
pulso tornam-se expressivos em relagdo aos termos constantes. No entanto, estando
o termo de colisbes inelasticas dentro do radical, ele cresce mais lentamente que o
termo linear em t. Assim, apds a regido dos microssegundos, o limiar de ablacdo

tende a se comportar linearmente com a largura de pulso, como mostrado no gréfico.

100fs  4ps Bus 300us

nkF
MEwn

—
k. [ e e mi S —— " a—

Figura 2.1: Simulagéo realizada para calculo de densidade de energia (Fluéncia) como funcao

da largura de pulso (Equacéo 2.47).

No entanto, mesmo a dependéncia de pardmetros de limiar como funcéo da
largura de pulso para regibes de pulsos ultracurtos ainda estar em processo de
investigacdes, nosso trabalho enfoca outra questdo ndo contemplada pelo mesmo
modelo. No modelo de Niemz, a natureza que h& por tras de cada um dos parametros
envolvidos na equacéo 2.31 (B, 6 e y) ndo esta bem definida. O termo de ionizacdo em

avalanche B mostra uma forte dependéncia para o tipo de material ablacionado, além
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de apresentar comportamentos distintos para larguras de pulso diferentes. Isso é
esperado uma vez que esse termo esta ligado a probabilidade de ionizagéo, que por
sua vez esta ligada a energia de ionizacdo, quantidade que varia para cada tipo de
molécula que compde os materiais em geral. Essa dependéncia pode ser vista através
de dados experimentais colhidos do valor de n, que se relaciona com p através da
equacao 2.39. Os dados da tabela 2.1 a seguir foram colhidos de trabalhos de varios

autores, devidamente referenciados.

Material alvo Referéncia Largura de pulso n (J/em?)*
Agua destilada Docchio et. al. [12] 30 ps 6,0

Zysset et. al. [13] 40 ps 2
Vogel et . al. [14] 30 ps 1

Cornea Stern et. al. [15] 1 ps 16

. ,2
,3
,2

Lente Vogel et . al. [17] 30 ps 2,7

Vitreo Vogel et . al. [17] 30 ps 3,8

Tabela 2.1: Comparacéo de valores experimentais da probabilidade de ionizagéo n.

Alguns resultados experimentais demonstram clara discrepancia entre os
autores quando séo tratados tecidos animais. Nao apenas os valores variam muito de
um para outro como também o comportamento geral parece ndo apresentar certa
coeréncia. Ao aumentar a largura de pulso, para um mesmo tecido/material, o valor de
n cresce para alguns autores e para outros, diminui. Acreditamos que tal discrepancia
esta intimamente ligada a heterogeneidade dos materiais bioldgicos ou dos meios
estudados até hoje, mesmo quando preparados e armazenados de forma semelhante.
A heterogeneidade pode ser vista ndo apenas em termos da composi¢cao quimica do
tecido/material alvo, mas também nas suas formas de organizacdo em diferentes

fases cristalogréficas, no caso de materiais solidos.
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Pretendemos aqui propor uma sutil mudanca na descricdo desses parametros,
em especial a ionizacao avalanche B. Essa mudanca nos permitird explicar alguns dos
resultados que obtivemos experimentalmente, da ablacdo de tecidos duros dentais por
lasers de pulsos ultracurtos. Em nosso caso, tal mudanca é fundamental para
entender a variacao do limiar de ablacdo quando variamos a quantidade de agua que

compdem os tecidos duros dentais que compdem as matrizes inorganicas.

2.4 - Alionizagdo em avalanche como funcdo dos comp  onentes
teciduais: proposicao

Os tecidos duros dentais, esmalte e dentina, alvo de nossas investigacoes,
possuem peculiaridades que o diferenciam de materiais sélidos em geral, naturais ou
sintéticos: eles sdo compostos em grande parte por uma matriz inorganica de origem
mineral (Hidroxiapatita) e, embebido em sua estrutura, sdo encontrados materiais de
origem organica (fiboras de coladgeno, tracos de acucar, etc) além de agua. Essa
estrutura faz com que, frente ao que foi posto no final da secdo anterior, os tecidos
duros dentais apresentem uma estrutura ndo apenas heterogénea na sua composi¢cao
como bastante variada na disposi¢cdo organizacional dos seus componentes. As
pequenas variacfes locais que possam existir na composicdo de material biologico e
agua podem variar a forma como a fase cristalina da Hidroxiapatita se apresenta
(tamanho dos cristais, parametros de rede, entre outros). A Hidroxiapatita € um
mineral que se apresenta na forma de células unitarias hexagonais. Nas tabelas 2.2 e
2.3 sdo mostradas as informacgfes de composi¢cdo de cada um dos substratos e seus

respectivos parametros de rede, respectivamente [18,19,20].

% em volume % em peso % em volume % em peso

Tabela 2.2: Composi¢do em volume e peso de esmalte e dentina.
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Eixo - a (nm 0,944 0,942
Cristalinidade 70-75 33-37
Razao molar (Ca/P) 1,63 1,61

Tabela 2.3: Caracteristicas da rede cristalina presente em esmalte e dentina. A Cristalinidade é
medida através de médias de espalhamento e o tamanho dos cristais determinados através do

valor médio entre duas seces transversais dos mesmos.

Vemos que algumas propriedades cristalograficas modificam-se muito
fortemente frente a variagdes estruturais. O tamanho dos cristais, por exemplo, é muito
maior em esmalte do que em dentina. Acreditamos que isso se dé ao fato de a dentina
possuir uma maior quantidade de agua (12 vezes em propor¢cfes de peso) e material
organico (9 vezes mais) faz com que a parcela cristalina do tecido fique mais diluida,
com a quebra de um maior nimero de ligacdes intermoleculares entre as moléculas,

resultando na formacgéo de cristais de dimensGes menores do que em esmalte.

Como discutido anteriormente o termo 3 de ionizagdo em avalanche esté ligada
a probabilidade de ionizacéo, que por sua vez, depende da energia de ionizacdo da
molécula em questdo. Assim, para materiais (ou tecidos) compostos por mais de um
tipo de molécula, como no caso de esmalte e dentina, temos que a energia de
ionizacao é tida como uma composicdo das energias de ionizacdo das moléculas que

0 compdem, separadamente.

Nosso intuito aqui é fazer uma releitura sobre a natureza do paréametro de
ionizacdo em avalanche B. Para isso, partimos de uma definicdo para a probabilidade
de ionizacdo com relagdo a energia de ionizacado de certo tipo de molécula, como

sendo:




Il = exp[_Ki Ei] : (2.48)
onde E; € a energia de ionizacdo para a i-ésima espécie molecular e k; é apenas uma

constante de proporcionalidade. Assim:
B =141 =l expl-KE] , (2.49)

Para um caso como o do esmalte e da dentina, em que os diferentes tipos de
molécula que compde o tecido se encontram em diferentes proporcbes, podemos
imaginar que haja uma fracéo f; para cada uma delas, que funciona como uma espécie
de peso estatistico, de forma que a ionizacdo em avalanche B € vista como um

somataério dessas contribuicoes:

S 15
B = _Z f = |OZ fi, | (2.50)

uma vez que o somatdrio das fragbes dos componentes deve ser a unidade. O termo 3
da equacao acima € o mesmo que foi definido por Niemz na equacgéo 2.31. A equacgéo
acima é definitivamente mais completa no sentido de promover uma descricdo da

natureza do termo de ionizacdo em avalanche sob um carater mais fundamental.

Nos estudos experimentais e teoricos realizados até hoje nédo foi necessério
que tal termo de ionizacdo em avalanche fosse desmembrado nas suas possiveis
contribuigcbes. Uma vez tomado o tecido como um todo, apenas o B total foi suficiente
para entender o processo de ablagdo induzida por plasma. No entanto, devemos
lembrar que para todos os experimentos realizados até hoje, no caso da ablacéo
promovida por lasers de pulsos curtos e ultracurtos, apenas os efeitos ligados a
variagdo de parametros da cavidade laser foram investigados. Até 0 nosso
conhecimento, estudos que variassem parametros do tecido alvo, como a fracdo dos
componentes, ndo foram realizados. Com certeza, uma vez que tal estudo seja
realizado, a descricdo da forma como fizemos serd de extrema importancia para a

analise dos resultados.

Neste trabalho nos propusemos a investigar a influéncia da variacdo de

guantidades ligadas a tecidos duros dentais, em especial a composi¢cdo de agua, na
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ablacao promovida por um laser de pulsos ultracurtos, na regido dos femtossegundos.
Essa investigacdo teve como motivacdo basica um maior entendimento do proprio
mecanismo de interacdo, a ablacdo induzida por plasma. Além disso, é possivel, a
partir dos resultados coletados, obter conclusdes a respeito do papel da agua na
estrutura microscopica dos tecidos duros dentais. Esse papel mostra-se em
propriedades como a variagdo do limiar de ablacdo frente a variagdo na sua
composicao quimica. Dessa forma, a ablacdo promovida pela interacdo com pulsos
ultracurtos pode também ser vista como uma ferramenta de analise de propriedades

microscopicas de materiais de interesse clinico ou tecnolégico.

No préximo capitulo vamos investigar e analisar o problema da ablagéo
induzida por plasma sob uma abordagem experimental, com relagdo as mudancas na
composicdo quimica do tecido alvo. Amostras de diferentes origens animais e
diferentes substratos, sob a acdo de pulsos ultracurtos em varias poténcias e tempos
de exposicdo serdo estudadas. A teoria base deste capitulo, juntamente com a
mudanca que propomos, sera utilizada para explicar os resultados obtidos através de

analises distintas.
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Capitulo 3: Influéncia de niveis de
hidratacao na ablacao de tecidos duros

dentais por lasers de pulsos ultracurtos

3.1 - Introducgao

Nos capitulos 1 e 2 dessa dissertagdo discutimos sobre as propriedades e
caracteristicas de tecidos duros dentais ablacionados por lasers de pulsos ultracurtos.
Vimos que existem parametros de irradiacdo que quando variados mudam as
caracteristicas do processo ablativo, como a poténcia média, tempo de exposicao,
densidade de energia (Fluéncia) depositada nas amostras e, principalmente, a largura
temporal do pulso incidente. A exposicdo dos substratos dentais a regimes e
combinacfes distintas desses parametros de irradiacdo pode ditar, por exemplo, o
perfil do diametro da borda da cavidade formada, a profundidade, forma e distribui¢cao
espacial do volume ablacionado, a morfologia e caracteristicas histolégicas do tecido
subjacente a cavidade além da existéncia, extensdo e caracteristicas de zonas
afetadas no entorno da cavidade devido a efeitos térmicos e mecanicos. Essa
discusséo baseou-se no que ja se conhece da literatura especializada além de alguns

modelos tedricos preliminares.

Vimos também que o uso de lasers pulsados nas regifes de nano (10°) e
picossegundos (10*%) para a ablacdo de substratos dentais ndo sdo alternativas
interessantes para aplicacdes clinicas. A deposicdo de energia pelo laser nessas
condicBes possui um tempo de interacdo com as moléculas que compdem o tecido
bastante longo e, aliado a alta absorcdo dos comprimentos de onda que s&o
geralmente emitidos por tais fontes, passam a favorecer principalmente 0os processos
térmicos (ocasionados em grande parte pela absor¢do linear) em detrimento de
processos eletrbnicos (como a absorgdo néo-linear e/ou multifotdnica). Dessa forma,
sdo gerados uma série de danos térmicos e mecanicos altamente indesejaveis ou até
mesmo inaceitaveis clinicamente. Esses danos, por sua vez, podem ser minimizados
utilizando-se lasers pulsados de largura temporal na regido dos femtosegundos (10™°).

Nessa escala temporal os processos eletrénicos sdo muito mais expressivos que
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processos térmicos, fazendo com que as moléculas sejam rapidamente ionizadas e o

processo de ablacdo ocorram devido a formagéo de um plasma localizado.

Existe um grande interesse e esforco de pesquisadores em se aplicar lasers
em vérias areas da Odontologia e, nesse sentido, a ablacdo de tecidos duros dentais a
laser se estabelece como uma alternativa na substituicdo dos instrumentos rotatérios
convencionais. Algumas caracteristicas que surgem dessa interacdo sdo conhecidas
em parte e, ainda assim, as que o sdo estdo relacionadas apenas as variacdes dos
parametros da luz incidente, mostrando pouca relagdo com 0s componentes das
matrizes organicas e inorganicas do material biolégico alvo. A relacdo entre taxas de
ablacédo, limiar de ablacdo, existéncia e extensdo de zonas afetadas termicamente,
entre outras propriedades, nunca foram sequer exploradas como funcdo das

proporcdes de 4gua presentes no tecido alvo.

No atual capitulo, pretendemos analisar experimentalmente os efeitos da
interacdo de substratos dentais com um laser operando na regido de femtosegundos e
suas variacbes em diferentes niveis de hidratac@o/desidratacdo. Estudamos o
processo ablativo e suas variagbes como fungdo dos pardmetros de irradiacdo
(poténcia e tempo de exposicdo, etc.), bem como a da composicao dos tecidos, em
especial, a quantidade de agua estrutural presente nos substratos. Utilizamos em
nosso estudo amostras de origem humana e bovina a fim de estudar efeitos ablativos
em esmalte e dentina sob diversas condicbes de hidratacdo. Através de analises
conhecidas e pré-estabelecidas na literatura foi possivel analisar propriedades como o
limiar de ablacdo, de dano térmico, e mecéanico. A caracterizacdo das zonas afetadas
no entorno das cavidades também foi realizada e relacionada com o nivel e/ou
dindmica de hidratacdo a qual os substratos foram submetidos. A avaliacdo das
variacbes morfolégicas do tecido irradiado e a sua relacdo com o grau de hidratacéo
tecidual também foi analisado através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
Todas essas analises foram relacionadas aos conteudos discutidos teoricamente no
capitulo 2 e pretendem demonstrar qual a relacdo da agua com a matriz cristalina da
Hidroxiapatita, e como ela age na mudanca de propriedades térmicas, mecanicas e

eletrébnicas de tecidos duros dentais.
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3.2 — Aquisicao, preparo e armazenagem das amostras

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Alagoas, Campus A.C. Simdes em Maceid, Alagoas, sob protocolo n°
23065.021438/2008-38 (Anexo A) e segue, portanto, as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa, envolvendo seres humanos e animais, conforme

Resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Foram utilizadas neste experimento amostras de dentes bovinos sem raiz
(incisivos centrais permanentes), obtidos junto a Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Alagoas através de colaboracdo com o professor Milton
Fernando de Andrade Silva (Laboratério de Cariologia), e amostras de dentes
humanos (molares e pré-molares) extraidos por indicagdo ortodbntica, obtidos e
doados pelo cirurgido Buco-Maxilo-Facial Paulo José Morais da Silva (CRO-AL n°
379). O termo de doagdo requerido pelos termos do comité de Etica encontra-se na
sessao de anexos. Os dentes, apds serem extraidos, tiveram 0s resquicios de tecido
periodontal removidos com o uso de uma lamina de bisturi. Apds essa etapa, as
amostras tiveram a sua porcao radicular cortada com um disco de Carburundum
(Dentorium International Inc., NY, EUA) em baixa rotagcdo, abaixo da juncdo amelo-
cementéaria e perpendicular ao eixo do dente. A camara pulpar foi esvaziada com o
uso de limas endoddnticas e um tratamento anti-séptico, com pedra pomes em po foi
realizado para evitar quaisquer proliferacdes bacterianas. As amostras foram por fim
lavadas em agua corrente e imersas em agua destilada até o momento do preparo. A
figura 3.1 esquematiza uma sec¢do transversal de um dente humano sadio com as

suas divisoes.

Para que pudéssemos obter uma incidéncia perpendicular em todas as
irradiacdes, as amostras obtidas anteriormente foram desgastadas manualmente com
0 uso de lixas de carbeto de silicio em granulacdo crescente (100, 180, 240, 320, 400
e 600). Para as amostras onde a dentina ou o esmalte seria planificado, tomamos
cuidados distintos. Para as amostras onde o esmalte seria 0 alvo, tomamos o cuidado
de obter um maximo de planificacdo sem muito se aproximar da juncdo amelo-
dentinaria. Para aquelas onde a dentina seria o0 alvo de nossos estudos, tomamos o
cuidado de obter uma superficie planificada desse substrato satisfatéria sem que
houvéssemos atingido a porgéo profunda da dentina (dentina radicular) que é sabido

possuir estruturas e composi¢éo distintas daquela proxima a jungcdo amelo-dentinaria.
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Feito isso, as amostras foram novamente lavadas em agua corrente e armazenadas

em agua destilada até o momento do uso.

Dente Normal
Esmalte -
“~
Dentina —
i . Coroa
dapolpa T — Linha da
| Gengiva
Cements | Riiz
Canﬂ oo\ ' o B ?‘—I Liggmentcn
da raiz . Lo penodontal
Ef: . l' -"{ ..':?‘—: Dlaae
reb 4o SRS L glweolar

Figura 3.1 — Secdao transversal de dente humano sadio e suas vizinhangas. A juncédo amelo-
cementaria € onde o esmalte e o cemento unem-se e o eixo do dente é definido como a linha

central paralelo ao corte transversal mostrado na figura.

Nesta etapa, realizamos dois estudos distintos com relagdo a perda e re-
incorporacgéo de 4gua e um estudo sobre a influéncia desses processos na ablacéo de
tecidos duros dentais, realizado com um laser de femtossegundos. Os primeiros
estudos servem de base de orientacdo para a execucéo do terceiro e trata unicamente
da capacidade que os substratos duros dentais possuem de perder e reabsorver agua
na sua estrutura durante tratamento térmico convencional. O terceiro experimento
preocupou-se com as caracteristicas do processo de ablacdo em amostras tratadas
nas condi¢cBes observadas nos dois primeiros experimentos. Além disso, analisamos
nossas amostras por meio de Microscopia Eletrénica de varredura, onde pretendemos
evidenciar as variacGes morfoldgicas da acdo Laser nos diversos niveis de hidratacdo
que estudamos. Os detalhes de cada uma dessas etapas estdo mostrados nas

subsecdes que seguem, seguidas de seus respectivos resultados experimentais.
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3.3 - Estudo de desidratacéo e re-incorporacdo de a gua por
substratos dentais

Nesse experimento pretendemos quantificar de formas distintas a capacidade
que as amostras preparadas tém de perder agua presente em sua estrutura e, por

ventura, reincorporar. Dessa forma procedemos como apresentado a seguir.

3.3.1 - Materiais e Métodos

Foram utilizadas trés (3) amostras de dentes bovinos e trés (3) amostras de
dentes humanos para esse estudo, preparadas e obtidas segundo explicado
anteriormente. As amostras tiveram suas raizes extraidas passando apenas pelos
processos eventuais de exodontias e pelo processo de assepsia. O intuito nesse caso
era o de verificar como o dente pode perder agua como um todo. As amostras foram
retiradas da agua destilada, e toda a superficie externa além da cavidade pulpar foi
secada com a ajuda de um jato de ar, para que fossem retirados os excessos de agua

e ndo gerasse um erro na medida.

Apds essa etapa, as amostras foram pesadas numa balanca analitica de
precisdo (Marte®, precisdo de 1 . 102 g, figura 3.2) e em seguida colocadas numa
estufa a 60C. As amostras foram pesadas a cada hora por um tempo total de 10
horas. Feito isso, as amostras foram retiradas da estufa e deixadas em temperatura
ambiente por 30 minutos. As amostras entdo foram novamente pesadas e em seguida
foram colocadas num recipiente com &gua destilada, a fim de que elas
reincorporassem agua a sua estrutura. As amostras foram novamente pesadas de
hora em hora até a quarta hora. A cada medida, as amostras foram secas com um jato
de ar de forma que 0 excesso de agua adsorvida na superficie fosse removido. Apos a
guarta hora, as amostras continuaram imersas em agua destilada por um tempo longo,
por mais 13 horas, de forma que a incorporacédo de agua atingisse um valor indicando

uma saturacdo na incorporacao de agua.

Os graficos obtidos a partir dos resultados foram gerados no programa Origin®

e analisados, como veremos mais adiante na se¢éo de resultados.
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Figura 3.2 — Balanca analitica de precisdo (Marte®)

3.3.2 — Resultados e discussoes

Seguindo os métodos apresentados, coletamos os pesos das amostras e 0
peso perdido a cada hora foi convertido em um percentual do peso inicial, quando as
amostras estavam imersas na armazenagem. Ao peso inicial foi atribuido o peso
percentual de 100 %. Fazendo isso, obtivemos os resultados mostrados a seguir nos
graficos das figuras 3.3 e 3.4 para as amostras de origem bovina e humana,
respectivamente. As linhas servem apenas para guiar 0 comportamento, ndo

correspondendo a um ajuste de curva propriamente dito.

Temos que o comportamento das duas origens animais durante o tratamento
térmico inicial (estufa) foi bastante semelhante. As amostras de ambas as origens
perderam em média 6 % do seu peso inicial. A principio grande parte dessa perda
deve ser atribuida a perda de agua presente na estrutura do dente, em ambos 0s
substratos (esmalte e dentina), uma vez que trabalhamos com as amostras inteiras e

0s substratos ndo foram separados.
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Figura 3.3 — Percentual de peso perdido durante a desidrata¢do, e ganho na incorporacéo via

imersao em agua destilada de amostras de dentes bovinos inteiros sem raiz.
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Figura 3.4 — Percentual de peso de amostras de dentes humanos como funcao do tempo de

tratamento (desidratacéo e re-incorporacao).

No entanto, é interessante observar que, apesar do longo tempo de imersao

em 4gua destilada para a re-incorporacdo de agua a estrutura do dente, observamos
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que tal incorporacdo apresentou um comportamento de saturacdo, mas o patamar de

saturacdo néo correspondeu ao peso inicial da amostra.

Além disso, percebe-se uma leve variacdo na quantidade de 4gua re-absorvida
com relacdo as origens animais das amostras: para as amostras de origem bovina
obteve-se uma recuperacdo de aproximadamente 4,5 % dos 6 % inicial perdidos,
enquanto que as amostras humanas re-incorporaram aproximadamente 4 % desse
valor. Ainda assim, tal discrepancia encontra-se dentro do erro experimental, o que

nos faz concluir que ambas as origens animais tiveram comportamento semelhante.

Com relacdo ao primeiro dos aspectos mencionados da re-incorporacdo de
agua, podemos atribuir a ndo recuperacdo total do peso perdido durante a
desidratacdo em estufa ao fato de que tal tratamento inicial pode expelir outras
espécies quimicas que estejam incorporadas a estrutura interna do dente. E sabido o
fato de que tanto o esmalte quanto a dentina possuem uma alta porosidade o que
permite possuir adsorvidos nas suas estruturas internas, por exemplo, gases que
compdem a nossa atmosfera (O,, N,, CO,, Ar, etc). Esses quatro gases mencionados
além de serem os mais abundantes na atmosfera também possuem massa maior do
gue a molécula de 4gua. Como durante a imersao em 4gua destilada apenas esta &
reincorporada, podemos ter uma discrepancia na recuperacdo do peso inicial. Essa
hipétese mesmo que vélida, ndo deve ser a Unica responsavel pela discrepancia
observada, pois ainda assim a agua possui uma densidade muito maior do que
gualquer gés, o que compensaria tal fato. Nesse caso nos resta apenas atribuir a ndo
recuperacao total de peso a um processo irreversivel de perda de agua intersticial
presa em estruturas profundas de esmalte e dentina. Existe ainda a agua estrutural,
presa nos cristais de Hidroxiapatita. Esse tipo de agua incorporada ndo pode ter se
desprendida durante o nosso tratamento térmico, uma vez que ela sé pode ser
liberada em temperaturas préximas a 1270C, ponto d e ebulicdo da Hidroxiapatita. A
agua intersticial, entdo desprendida a 60C, ndo dificilmente sédo re-incorporadas a
matriz mineral dos substratos, causando o comportamento observado. A curva de
rapida saturacdo observada nos mostra que mesmo com a extrapolacdo da
gquantidade de horas de imersdo, ndo apenas tal re-incorporacdo é mais lenta como

também irreversivel.

Partimos entdo para o segundo de nossos experimentos iniciais, sobre a
dindmica da incorporacdo de &agua de substratos duros dentais em diferentes

condicbes de hidratacao.
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3.4 - Dindmica de desidratacdo e re-incorporacdo de  agua em
tecidos duros dentais

Essa investigacdo teve como intuito estudar a desidratacdo e reincorporacao
de &gua pelas amostras de dentes sob diferentes formas de preparo e
acondicionamento. Com base no estudo anterior foram definidos quatro (4) grupos de
hidratacdo diferentes que, segundo a maneira como foram preparados, teriamos
amostras com graus distintos de hidratacdo. Os detalhes de como cada grupo foi

estabelecido estéo discutidos nos métodos a seguir.

3.4.1 - Materiais e Métodos

Nesse experimento utilizamos 18 amostras de dentes humanos (molares e preé-
molares) e 18 de dentes bovinos (incisivos centrais permanentes) obtidos segundo os
mesmos protocolos anteriores. Essas amostras foram preparadas seguindo todas as
etapas definidas na seg¢do 3.2.1. Ao realizar tais processos, definimos uma
metodologia propria para a divisdo das amostras em quatro distintos grupos de
hidratacdo. Definimos tais grupos segundo as formas de preparo e acondicionamento
das amostras, uma vez que n&o existe documentada na literatura qualquer

metodologia pré-estabelecida para tal. Os quatro grupos foram entéo definidos como:

Grupo 1 — Hidratados: amostras totalmente submersas em &agua destilada até o

instante da irradiacéo.

Grupo 2 — Umedecidos: amostras em contato com gaze umedecida com agua
destilada, acondicionadas em um recipiente fechado por 15 horas. O
acondicionamento em recipiente fechado serviu para minimizar a perda de agua para

a atmosfera ambiente.

Grupo 3 — Secos: amostras secas com jato de ar e expostas a atmosfera ambiente por
24 horas.

Grupo 4 — Ultra-secos: amostras levadas a estufa a 60C por 5 horas.

As formas de preparo, assim, definiram o teor de agua presente na estrutura de
cada uma das amostras. Em cada um desses grupos temos amostras que foram

planificadas tanto de esmalte quanto de dentina, com trés amostras em cada
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subgrupo, para que fosse possivel a realizacdo de médias. Todas as amostras foram
pesadas em uma balanga analitica de precisdo e as perdas percentuais de peso foram
calculadas e associadas a cada um dos grupos, de forma que pudesse servir de base
de dados para nosso ultimo estudo. Todas as amostras, antes do preparo estavam
totalmente imersas em 4gua destilada, para armazenamento. A essa condigéo,
idéntica ao que chamamos de grupo dos substratos hidratados “Hidratados”,
atribuimos a hidratagdo méaxima de 100%. Todas as perdas de agua presentes nos
outros grupos foram calculadas em relacdo a esse grupo, s6 sendo necessario o

preparo de amostras nos trés grupos restantes.

Dessa forma, partimos para a apresentacdo dos resultados obtidos nessa
etapa da abordagem experimental.

3.4.2 — Resultados e discussbes

Com relacao ao segundo estudo que realizamos, a respeito da perda de agua
frente aos diferentes métodos de preparacdo dos niveis de hidratacdo que definimos,
ou seja, as diferentes dindmicas de desidratacdo, mostraremos primeiramente tabelas
relacionando a perda de peso obtida na preparacdo das amostras. Lembramos que
atribuimos ao grupo Hidratado a condigdo de méximo peso da amostra - 100%.

Substratos Umedecidos Percentual de peso

inicial (%)
Esmalte Bovino 99,72094 0,06257

Esmalte Humano 99,96248 0,03795

Tabela 3.1: Percentual médio em peso de amostras de dentes humanos e bovinos

apos tratamento (Umedecidos).



Substratos Secos Percentual de peso

inicial (%)
Esmalte Bovino 97,49523 0,30744

Esmalte Humano 98,84603 0,05686

Tabela 3.2: Percentual médio em peso de amostras de dentes humanos e bovinos

apos tratamento (Secos).

Substratos Ultra-Secos Percentual de peso inicial Erro
(%)
Esmalte Bovino 95,90363 0,12759

Esmalte Humano 97,58207 0,20364

Tabela 3.3: Percentual médio em peso de amostras de dentes humanos e bovinos

apos tratamento (Ultra-Secos).

Analisando a tabela 3.1 vemos que entre os grupos Hidratados e Umedecidos
(100% da &gua existente) existe uma grande proximidade nos valores de percentual
de massa apds o preparo nos grupos. Isso nos diz que a dindmica de desidratacdo
gue escolhemos ndo foi adequada o suficiente para trata-lo como um grupo de
hidratacdo da forma como imaginamos. Na mesma tabela podemos perceber valores
de percentual médio pouco acima de 100%. Esses valores devem ser ignorados por
estarem dentro do erro experimental. Esse tipo de comparacdo € importante no
sentido que, como ndo ha na literatura qualquer experimento que estude os efeitos
dessa variacdo na composicao de agua em amostras de tecido biologico, portanto ndo
existe qualquer metodologia definida para preparo das amostras ou até mesmo,
comparacdo dos resultados. Assim, os métodos escolhidos para classificacdo das

amostras no nosso trabalho também esta sob andlise e teste.
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J4 com relacdo ao grupo dos substratos Secos (Tabela 3.2), vemos um
decréscimo mais significativo no peso percentual médio das amostras. A desidratacdo
promovida pela condi¢cdo de preparo proposta pra esse grupo de hidratagdo esta em
torno de 2% do peso. Em se tratando de esmalte, essa perda é significativa no sentido
de haver uma quantidade menor de 4gua em comparagdo com a dentina, uma vez que
ambos o0s substratos tiveram uma perda percentual de seu peso bastante semelhante.
Esse fato € importante para ser ressaltado, pois era esperada uma maior perda de
agua no tecido dentinario do que no de esmalte. Uma possivel explicacdo para esse
comportamento é a de que, como as amostras apenas foram desgastadas até a
obtencdo de uma superficie de dentina, a perda de dgua néo foi significativa para a
amostra como um todo, onde todo o dente, mesmo retirada a sua porcao radicular,
estava coberto ainda pela camada de esmalte. Para que essa perda se apresentasse
de forma mais discriminante para a dentina, seria necessaria a separacdo dos

substratos em blocos de esmalte e dentina.

Além disso, as amostras de origem bovina apresentam uma tendéncia a maior
perda de agua do que as de origem humana. Essa maior perda é esperada segundo
resultados conhecidos da literatura especializada [5] que relata a perda muito maior de
agua em esmalte bovino do que no humano. Na mesma referéncia, a dentina bovina
sofre uma maior desidratacdo que o esmalte, mas nesse caso, assim como discutido
h& pouco, o comportamento do esmalte tende a predominar nessa medida frente a
condicdo das amostras. E possivel que, localmente na regido de dentina exposta, o

percentual seja diferente.

Por fim, o grupo que chamamos de Ultra-seco (Tabela 3.3) apresenta, uma
desidratacdo ainda mais expressiva com relacdo a todos os substratos estudados.
Vemos, como esperado, um decréscimo no peso das amostras devido a desidratacéo
muito maior nas amostras de origem bovina (média em torno de 5%) do que nas
amostras de origem humana (média em torno de 3%). Um fato também esperado é
que, olhando para cada origem animal separadamente, a perda de agua foi sempre
maior em dentina do que em esmalte para esse grupo de hidratagcdo em especifico.
Como o preparo das amostras nesse grupo envolve um mecanismo que for¢a a saida
de agua de forma muito mais rapida, a dentina como possui uma maior porcentagem
em peso desse componente, apresentou uma tendéncia da agua se desprender da
estrutura do substrato mais rapidamente. Esse comportamento, ao contrario, ndo foi
observado no grupo dos substratos ditos secos, pois a forma de preparo das amostras

envolvia uma perda de agua muito mais lenta, fazendo com que a perda, analisada em
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termos de porcentagem, se mantivesse a mesma tanto para esmalte como para

dentina, em amostra de mesma origem animal.

No entanto, as quantificacdes mostradas acima serviram apenas como guia ha
distribuicdo de grupos de hidratacdo. Uma medida da perda de &gua para um calculo
gquantitativo necessitaria que os substratos fossem separados e cortados em blocos,
para ndo haver mistura no comportamento de substratos diferentes e uma possivel

contaminacédo dos resultados.

Por fim, seguimos com o estudo com respeito a ablacdo de substratos duros
dentais promovida por um laser de pulso ultracurto, que é o tema central de que trata

esta dissertacao.

3.5 - Ablacéo de tecidos duros dentais promovida po  r lasers de
pulsos ultracurtos.

Esse experimento tem como objetivo estudar como a hidratacdo ou
desidratacdo de substratos duros dentais pode influenciar nas caracteristicas do
processo de ablacdo (remoc&o de material) provocada pela irradiacdo de substratos
duros dentais por um laser pulsado de largura temporal na regido dos
femtossegundos. Através da andlise de tais propriedades, podemos inferir sobre qual

€ 0 papel da 4gua incorporada na matriz mineral de tais substratos.

Diante dos experimentos anteriores, escolhemos uma metodologia do
experimento anterior para provocar a perda de agua nos substratos duros dentais.
Essa metodologia nos fornece uma condicdo mais estavel do estado de hidratacdo
dos substratos que iriamos irradiar, por conta dos longos tempos de preparo e lenta
perda de 4gua. Assim, utilizamos a metodologia apresentada a seguir para promover a

ablacao das amostras.

3.5.1 - Materiais e Métodos

Nessa etapa utilizamos 40 amostras de dentes humanos (molares e pré-
molares) e 40 de dentes bovinos (incisivos centrais permanentes) obtidos segundo os

mesmos protocolos anteriores. Essas amostras foram preparadas seguindo todas as

61



etapas definidas na se¢do 3.2.1. As quarenta amostras de cada grupo animal foram
separadas e tratadas segundo os quatro grupos definidos no experimento anterior
(hidratados, umedecidos, secos e ultra-secos), restando 10 amostras em cada grupo.
Essas dez amostras foram subdivididas em metade de esmalte (que tiveram uma face
planificada de esmalte) e metade de dentina (que tiveram uma face planificada de

dentina). Organizamos essas informag¢des num organograma, cComo a seguir:

40

Amostras
1
[ 1 | 1
10 10 10 10
Hidratado Umedecido Seco Ultra-seco
5 5 5 5 5 5 5 5
Esmalte Dentina Esmalte Dentina Esmalte Dentina Esmalte Dentina

A diviséo foi igual tanto para as amostras de origem humana quanto para as de
origem bovina. A seguir as amostras foram irradiadas usando o Laser de pulsos
ultracurtos, usando a infra-estrutura dos laboratorios do Grupo de Otica do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo. O Laser utilizado (Coherent, Palo
Alto, CA, EUA) operou no regime Q-Switched e de travamento de modos. Esse Ultimo
gerava os pulsos de menor escala temporal, da ordem de 70 fs, que eram distribuidos
num trem de pulsos gerado pela modulacdo Q-Switch. A taxa de repeticao do laser (ou
seja, o inverso da distancia temporal entre dois trens de pulso) era de 1 kHz. Seu
comprimento de onda era de (800 + 1) nm. O sistema laser utilizado aparece abaixo

na figura 3.5 seguido do esquema experimental que aparece na figura 3.6.

Figura 3.5 — Laser de Ti:Safira (largura de pulso: 70 fs)
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Figura 3.6 — Aparato experimental para ablacionar tecidos duros dentais.

O aparato experimental da figura 3.6 consistia de um feixe laser, com as
caracteristicas ja mencionadas, que levado por um conjunto de espelhos passa por
uma lente, onde é focalizado na amostra. Nesse caminho foi colocada uma “p@”
acoplada a um motor de passo, usados para conter o feixe (“shutter”) e deixa-lo incidir
na amostra em intervalos de tempo definidos através de uma rotina computacional que
controlava o motor de passo. Além disso, as amostras foram posicionadas de forma
gque sua face planificada fosse incidida a 90°e est avam presas a um transladador xyz,
de forma que pudéssemos fazer varias irradiacdes em diferentes pontos da face

planificada.

Com relacéo as caracteristicas da fonte, estudamos os efeitos da variacdo de
dois parametros de irradiacdo: poténcia média e tempo de exposicdo. Escolhemos trés
valores de tempo de exposicdo: 5s, 10s e 15s. Esses valores foram estabelecidos
segundo referéncia [6]. Com relacdo a poténcia média, foram escolhidos cinco valores
distintos onde para Dentina e Esmalte esses valores eram diferentes entre si. Para as
amostras onde a superficie de esmalte seria irradiada, escolhemos os valores de
poténcia iguais a: 200mw, 400mw, 600mwW, 800mW e 1W. Para as amostras onde a
dentina seria irradiada, fixamos os valores de: 200mwW, 400mwW, 600mwW, 670mW e
730mW. Fizemos dessa forma por conhecer o fato de que esse laser quando aplicado
em dentina, humana ou bovina, causava danos térmicos muito evidentes acima de 600
mW, o que nos obrigou a variar a poténcia mais lentamente a partir desse nivel. Dessa

forma tivemos 15 irradiacbes em cada uma das 80 amostras. Os pontos irradiados
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foram distribuidos e organizados nas amostras quase sempre da seguinte maneira
(figura 3.7):
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Figura 3.7 — Organizacéo dos pontos irradiados na superficie das amostras irradiadas.

Em algumas amostras ndo foi possivel alocar todos os pontos irradiados da
mesma maneira ou em alguns casos extremos foi impossivel alocar tais pontos em
amostras extras. Isso ndo se tornou de fato um problema pois, contando com o fato de
gue temos 5 amostras em cada subgrupo justamente para realizar-se médias das
medidas posteriores, nesses casos extremos apenas contamos com o fato de realizar
média com um numero menor que 5, nunca fazendo tal processo com um valor menor

do que 4 pontos.

As amostras ap0s serem irradiadas foram mantidas em ambiente seco e longe
do alcance de luz solar. A superficie de todas as amostras foi observada num
microscopio Otico convencional. Com uma objetiva de magnificagdo 10 vezes, no
mesmo microscopio realizamos captura de imagens da superficie de cada uma das
cavidades geradas com o auxilio de uma camera CCD (Charge-Coupled Device)
ligada a um computador. A imagem capturada foi posteriormente analisada por uma
rotina computacional desenvolvida em MatLab® de forma que fosse possivel calcular
os didmetros de cada uma das microcavidades, além da extensdo das zonas afetadas
em dentina. Toda essa etapa foi realizada utilizando a infra-estrutura do Laboratorio de

Biofotonica do mesmo Grupo de Optica, ja mencionado.

Analisamos o didmetro da microcavidade pelo fato desta quantidade ser uma
medida indireta do limiar de ablacdo do material irradiado. Podemos ver isto através

da figura 3.8 a seguir.
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Figura 3.8 — Esquema de relacdo entre a distribuicdo gaussiana de intensidade de um feixe

Laser com o limiar de ablagéo.

O Laser que utilizamos possuia um feixe de saida com um perfil espacial de
intensidade que € gaussiano (modo TEMy) em relagéo a variavel radial. Ao incidir em
uma das faces planificadas das amostras, o feixe inicia o processo de cavita¢cdo onde
o perfil inicial da ablacdo € uma borda de formato circular. O raio inicial desse circulo
(ou o diametro) tem relagcdo direta com o limiar. O didmetro marca a posicdo que
divide o regime onde ha ablagédo (interno a cavidade) e onde ndo h& (além da borda).
Tendo posse da distribuicdo radial de intensidade do feixe incidente, a intensidade
correspondente ao raio da distribuicdo igual ao raio da microcavidade é a propria

intensidade de limiar de ablagdo. Podemos entéo escrever isso da seguinte forma:

2

lth :IO.eX _2—0)5 3.1)

onde:

I, €aintensidade de limiar;
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|, € aintensidade no centro da distribui¢&o;
D é o diametro da microcavidade;
,€é a cintura do feixe, ou seja, o raio da distribuicdo do feixe (no foco) onde a

intensidade cai a 1/e* da intensidade no centro da distribuig&o.

E possivel também obter o limiar de ablacdo a partir de outros métodos, a
saber, a extrapolacao dos pontos de um grafico do diametro versus intensidade para o

ponto onde o ajuste toca o eixo das abcissas (diametro nulo).

Y

A seguir, entdo, mostramos os resultados referentes a ablacdo de tecidos

duros dentais por um laser de pulsos ultracurtos.

3.5.2 — Resultados e discussoes

As figuras 3.9 a 3.12 a seguir mostram exemplos das imagens obtidas atraves

de microscopia 6ptica convencional que utilizamos para fazer a leitura dos diametros.

Figura 3.9 — Esmalte Bovino Hidratado irradiado (1W, 5s).
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Figura 3.10 — Dentina Bovina Hidratada irradiada (730 mW, 5s).

Figura 3.11 — Esmalte Humano Hidratado irradiado (1W, 5s).
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Figura 3.12 — Dentina Humana Hidratada irradiada (730 mW, 5s).

As poténcias mostradas aqui sdo as maiores possiveis para cada um dos tipos
de substrato. Percebe-se, como sabiamos anteriormente de resultados publicados de
outros autores [6], que o esmalte € mais resistente a danos de origem térmica do que
a dentina, sendo inclusive o motivo de termos estabelecido poténcias mais baixas para
as irradiacdes realizadas em dentina. Aqui também ja pode ser observada a existéncia
de quatro zonas afetadas para irradiagcdes de mais alta poténcia em dentina. Elas sédo
definidas como: Z1 (zona onde ocorreu ablacdo), Z2 (regido de carbonizacdo —
escura) Z3 (regido de dano térmico brando — amarelada) e Z4 (regido ndo afetada).
Percebemos entdo uma figura completamente diferente do perfil de dano promovido

em esmalte e dentina surgindo da aplicacédo de pulsos ultracurtos.

A diferenca desse perfil de dano certamente tem fundagdo nos tempos de
relaxacao térmica que, por sua vez, tem fundacéo na composi¢cdo quimica e estrutura
dos tecidos duros dentais. A variacdo que foi promovida no teor de agua estrutural dos
tecidos duros também faz variar diretamente a composi¢do quimica dos tecidos duros
dentais e provavelmente, suas estruturas internas. Mais adiante mostraremos o0s
resultados dos nossos estudos com relacdo a extensao das afetadas como funcao do

teor de hidratacéo dos tecidos.

J& é possivel observar pelas figuras algumas diferencas entre tecidos de
origem humana e bovina frente a ablagdo promovida pelo laser de femtossegundos,

como a extensdo das zonas afetadas e a formagéo de microfraturas. Especificamente
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para dentina, percebemos uma diferenca na extensao do dano térmico, sendo este
mais expressivo em dentina humana do que em dentina bovina. Cada uma dessas
peculiaridades sera discutida a partir de agora, através das leituras realizadas e a
comparacdo através dos graficos. As discussdes com respeito a formacdo de
microfraturas seréo delegadas para a discussao das micrografias eletronicas.

Também realizamos capturas de imagens, com o mesmo sistema o6ptico, da
lateral da cavidade formada com o intuito de registrar a distribuicdo espacial da
mesma. Esse registro, diferente daquele do didmetro, ndo teve como objetivo a
medida da profundidade da cavidade. Da forma como as amostras foram preparadas
para a ablagdo, sem qualquer estrutura de suporte fixa (como a inclusdo numa resina
acrilica, por exemplo), tornou impossivel que o desgaste lateral gerasse um corte
plano e paralelo ao eixo da cavidade. A transformac¢do das imagens obtidas em
valores numéricos da profundidade poderia conter muitos erros. Dessa forma nos
limitamos a estudar o perfil espacial do dano e as caracteristicas das microcavidades
obtidas. Abaixo, nas figuras 3.13 e 3.14 temos um exemplo de cavidade formada em
dentina para duas poténcias diferentes. O desgaste lateral foi realizado com lixas de
Carbeto de Silicio.

Figura 3.13 — Dentina Bovina Ultra-seca irradiada (200 mW, 10s).
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Figura 3.14 — Dentina Bovina Ultra-seca irradiada (600 mW, 5s).

Aqui vemos que o perfil espacial da cavidade formada é aproximadamente
cilindrico. Ndo mostramos, mas para o esmalte, a cavidade formada é semelhante a
da figura 3.13 (sem dano térmico). Esse tipo de perfil espacial ja era esperado por um
motivo simples: o plano focal do nosso aparato experimental foi fixado na superficie
gue irradiamos, de forma que esta recebesse a maior intensidade possivel. Ao passo
gue a cavidade comeca a se formar, o plasma induzido na superficie prossegue para o
interior da mesma, cavitando o tecido. Nesse caso, 0 plasma que inicialmente possui
um volume de elétrons livres iniciais, ao caminhar para o fundo da cavidade, passa a
se deslocar em relacdo ao foco do aparato experimental, que se mantém fixo. Assim, a
intensidade decresce nesse sentido, fazendo com que elétrons percam energia e
passe a escapar desse volume, ou recombinarem-se. O plasma entdo prossegue na
formacdo da cavidade com um numero cada vez menor de elétrons, até o momento

em que a intensidade toma um valor aguém do limiar, parando a formagé&o desta.

Outro fator que contribui para a diminuicdo do didmetro da microcavidade
durante a irradiacdo € o efeito conhecido como plasma shielding effect. Esse efeito
nos diz que a partir do momento que o plasma é formado, existe um grande aumento
na absor¢cdo da energia depositada pelo laser. O esse aumento na absorcdo local
possui um limite de saturacdo. Com o aumento da energia depositada, ou da Fluéncia
(energia depositada por unidade de area), ndo podendo o plasma absorver mais
energia, h4 um aumento na reflectancia do plasma gerado, até o ponto onde quase
toda energia € refletida e ndo mais absorvida, agindo como uma espécie de escudo a
radiacdo incidente. (shield = escudo)
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Um ponto importante que pudemos observar é que, quando os danos térmicos
estdo ausentes, a distribuicdo da cavidade tem um perfil de um cilindro com uma
parece lateral mais ingrime do que quando tais danos estdo presentes. Isso se deve
ao fato que, nos primeiros instantes, a energia incidente provoca dois tipos diferentes
de danos. Nesse caso, como a energia estd sendo “gasta” de formas diferentes, a
energia gasta pra ablacionar o tecido tende a decair mais rapidamente do que quando
0 dano térmico estd ausente. Assim, percebe-se uma inclinacdo maior da parede da
cavidade nos primeiros instantes. Apés certo instante, quando a intensidade fora do
foco atinge um valor aquém do limiar de dano térmico, a cavitacdo prossegue sem
causar dano algum, sendo toda energia absorvida usada para provocar ablacéo.
Vemos que assim, a inclinagdo da parede da cavidade muda em relacédo aos primeiros
instantes, tomando um perfil mais suave, que faz atingir uma maior profundidade.
Podemos também ver, e explicar pelos mesmos motivos acima citados, que a
cavitacdo € mais profunda quando outros mecanismos de interacdo ndo estdo
presentes. Nesse caso ndo podemos exemplificar isso ao compararmos as figuras
anteriores, pois o tempo de exposicdo das duas irradiacbes € diferente (2 vezes)
acompanhado da poténcia, também diferente (3 vezes).

Os gréficos das figuras 3.15 e 3.16 a seguir tratam da dependéncia do diametro

da cavidade com relacdo a poténcia média incidida, em substratos humanos

hidratados, para fins de comparacao entre esmalte e dentina.

Substratos Humanos Hidratados - 5s
22
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Figura 3.15 — Didmetro como funcéo da Poténcia média do laser, comparando substratos

(humanos, t = 5s).
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Substratos Humanos Hidratados - 10s
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Figura 3.16 — Diametro como fungdo da Poténcia média do laser, comparando substratos

(humanos, t = 10s).

Nos graficos das figuras 3.15 e 3.16 é possivel perceber que o didmetro da
cavidade formada em ambos os substratos cresce com a poténcia incidente. Esse
comportamento é perfeitamente plausivel com o fato de que a distribuicdo espacial de
intensidade do laser (gaussiana) torna-se mais larga com o aumento da energia do
feixe. Tendo cada um dos substratos um valor de limiar fixo, uma vez que estamos
tratando substratos no mesmo nivel de hidratacdo, o laser ao atingir a superficie com
uma distribuicdo mais larga de intensidade, consegue espacialmente ablacionar uma

maior quantidade de material.

E conhecido da literatura o fato de que o limiar de ablagdo é uma quantidade
gue varia segundo alguns parametros de irradiacdo como a largura de pulso e o
comprimento de onda, além das caracteristicas inerentes ao proprio tecido alvo. Nesse
caso a variavel em questdo, a poténcia média, ndo tem efeitos sobre o valor do limiar
de ablacdo. Dessa forma, o crescimento observado tem ligacdo apenas com o

alargamento da distribuicdo espacial de energia do feixe gaussiano do laser utilizado.

Pode-se também perceber que para esse nivel de hidratacdo o didmetro da
cavidade tende a ser o mesmo para ambos os substratos. Isso nos diz que o limiar de
ablacdo ndo varia quando os corpos de prova estdo imersos totalmente em &gua
destilada, ou seja, no maximo grau de hidratacdo. Nesse caso podemos imaginar que

localmente durante a irradiagcdo, as proporgdes entre os componentes dos substratos
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estavam mais semelhantes. Isso é verdade para substratos mais secos, como

veremos mais adiante.

Outro aspecto que pode ser observado nessas figuras é que o tempo de
exposicdo ndo exerce qualquer influéncia sobre o valor do didmetro da cavidade
formada. Isso é também plausivel com o fato de estarmos olhando para o didametro da
cavidade na superficie, e nesse caso, esse didmetro inicial é formado nos primeiros
instantes da irradiacdo. O intervalo de exposi¢cdo do corpo de prova ao feixe laser tem
a sua influéncia observada em outras caracteristicas como o volume de material
ablacionado ou a profundidade da cavidade. Tais caracteristicas ndo foram objetos de

nosso estudo e, portanto, ndo a analisaremos aqui.

Podemos apresentar graficos semelhantes para o0s substratos bovinos
hidratados irradiados nas mesmas condi¢cdes. Sao eles os graficos das figuras 3.17 e
3.18. Todas as caracteristicas mencionadas para os substratos humanos ocorrem
para as bovinas. Ou seja, para a mesma condicdo de extrema hidratacédo, tanto a
dentina quanto o esmalte bovinos possuem valores muito préximos de limiar de

ablacéo, além das outras caracteristicas mencionadas.

Substratos Bovinos Hidratados - 5s
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Figura 3.17 — Didmetro como funcéo da Poténcia média do laser, comparando substratos

(bovinos, t = 5s).
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Substratos Bovinos Hidratados - 10s
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Figura 3.18 — Diametro como fungdo da Poténcia média do laser, comparando substratos

(bovinos, t = 10s).

Também fazemos graficos semelhantes, com a mesma base de dados para
comparar substratos de diferentes origens animais, ou seja, comparar os diametros de

substratos humanos e bovinos. Essa comparacao € mostrada nas figuras 3.19 e 3.20.
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Figura 3.19 — Diametro como func¢do da Poténcia média do laser, comparando origem animal

(esmalte, t = 5s).
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Figura 3.20 — Diametro como funcgdo da Poténcia média do laser, comparando origem animal

(dentina, t = 5s).

Nesses dois graficos, para esse grupo de hidratacdo onde a absorcdo de agua
€ a mais alta possivel, podemos perceber que em geral o didmetro da cavidade
ablacionada tanto de esmalte quanto de dentina tende a ser o mesmo para diferentes
grupos animais. Assim, da mesma forma que anteriormente, podemos atribuir aqui
semelhantes valores de limiar de ablagdo para esmalte e dentina de diferentes origens
animais quando seus corpos de prova encontram-se totalmente submersos em agua

destilada até o momento da irradiagéo.

A situacédo torna-se diferente quando tratamos dos substratos mais secos, ou
seja, aqueles cuja forma de preparo envolvia a secagem natural (sob atmosfera
ambiente) ou forcada (na estufa) dos corpos de prova. Os graficos das figuras 3.21 e
3.22 nos mostram a diferenga no comportamento entre substratos humanos e bovinos

na condicdo de hidratac&do dos substratos ultra-secos.

Podemos observar que para os substratos humanos ultra-secos, esmalte e
dentina parecem possuir valores de limiar de ablacdo, mais uma vez, iguais ou muito
préximos, pois os diametros das cavidades geradas a partir da irradiacdo com laser de
femtossegundos tém o0s mesmos valores. Nesse caso, no0s podemos dizer que,
comparando com os graficos dos substratos humanos hidratados, as amostras
perderam sistematicamente uma propor¢do de agua igual. Podemos afirmar isso, pois
nos gréficos das figuras 3.15 e 3.17, os valores dos didmetros também s&o iguais, nos

dizendo que mesmo localmente, tal fenbmeno ocorre.

75



Substratos Humanos Ultra-Secos - 5s
22

®  Esmalte
204| e Dentina

18 %

’g 16
u") -

o

o 14 %

o 1 ¢

© 124 ®

5 ¥

8

[a) 10

T T T T T T T
200 400 600 800 1000

Poténcia (mW)

Figura 3.21 — Didmetro como fun¢éo da Poténcia média do laser, comparando substratos

(esmalte, t = 5s).
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Figura 3.22 — Didmetro como fun¢éo da Poténcia média do laser, comparando substratos

(esmalte e dentina, t = 5s).
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Neste ultimo grafico € possivel perceber o nitido distanciamento entre o0s
valores de didmetro de cavidade ablacionada em esmalte e dentina bovinos quando
tratamos de substratos ultra-secos. O grafico nos diz indiretamente que, nessas
condi¢des, o limiar de ablagéo para o esmalte € maior que o limiar em dentina, pois 0s
valores de didmetro sdo menores que 0s de dentina para todas as poténcias. Esse
comportamento, que difere totalmente dos substratos de origem humana, baseando-se
também nos gréficos ja apresentados para o grupo de amostras “hidratadas”, pode
estar relacionado os diferentes estados finais ap6s a perda de agua para os dois
diferentes substratos. Como nos gréficos das figuras 3.16 e 3.18 os valores para
ambos os substratos s&o iguais, podemos admitir que o esmalte bovino perde uma
maior quantidade de agua que a dentina bovina, baseado em nossas hip6teses. Essa
suposicdo esta de pleno acordo com dados encontrados na literatura [5] onde em
experimento semelhante ao nosso primeiro realizado, esse € exatamente o
comportamento observado para substratos de origem bovina. No mencionado trabalho
as amostras foram tratadas de formas diferentes, o que parece néo influenciar nesse

caso especificamente.

No grafico da figura 3.22, o mais importante que deve ser ressaltado em
comparacdo ao grupo dos substratos hidratados, é que o valor do limiar de ablacdo
diminui & medida que a quantidade de agua no tecido € diminuida. Essa diminuicdo
pode ainda ser vista de outra forma, montando graficos do didmetro da borda da
microcavidade como funcéo do nivel de hidratacdo. Podemos fazer isso se utilizarmos
os valores mostrados nas tabelas 3.1 a 3.3. Mesmo o valor mostrado em tais tabelas
ndo corresponderem exatamente a um valor confidvel para o0 substrato
separadamente, como discutimos, 0 uso desses valores nos serve para mostrar

gualitativamente o comportamento do didmetro que estamos falando.

Os graficos das figuras 3.23 e 3.24 a seguir mostram os diametros das bordas
das microcavidades em substratos humanos e bovinos, irradiados em 200 mW e 5s de
tempo de exposicdo. A escolha dessa poténcia e tempo minimos se deve ao fato de
minimizarmos outros efeitos (como térmicos). Além disso, utilizamos apenas os dados
contidos nas tabelas dos substratos secos e ultra-secos, uma vez que os substratos
umedecidos apresentaram comportamento de desidratacdo muito semelhante ao

grupo de substratos hidratados.

Nestes graficos, ficam ndo apenas evidenciado o decréscimo do diametro
ablacionado (ou o aumento do limiar de ablacdo) com a retirada de aguas das

estruturas internas dos substratos, como também percebemos uma pequena diferenca
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de comportamento entre a dentina humana e bovina, como mostraremos ainda

posteriormente em outros graficos.
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Figura 3.23 — Didmetro como fun¢éo da desidratacdo de substratos dentais humanos.
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Figura 3.24 — Didametro como fun¢éo da desidratacdo de substratos dentais bovinos.

z

Esse dado, embora seja absolutamente novo da forma como é aqui
apresentado, pode ser explicado correlacionando-o com outros dados e modelos

matematicos publicados na literatura. Na referéncia [1] é possivel ver que os valores
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de limiar de ablacdo para dentina, esmalte e para um cristal de Fluoropatita sintético,
crescem exatamente nessa ordem (0,3; 0,6 e 0,8 J/cm?). Sabe-se que a dentina e 0
esmalte sdo formados em sua grande maioria por cristais de Hidroxiapatita, além de
agua e componentes organicos. A propor¢cdo em volume desses trés componentes
para o esmalte &€ de 88% mineral (Hidroxiapatita na sua maioria), 10% agua e 2%
material organico, e, para a dentina, essa composi¢do é de 50% mineral, 25% &gua e
25% material organico [2]. Quando trata-se da propor¢cdo em peso, esses valores sdo
de 97% mineral, 1% de 4gua e 2% de material organico para esmalte e 70% mineral,
18% material organico e 12% de &gua para a dentina [3]. O cristal de Fluoropatita é da
mesma familia de minerais (apatitas) que a Hidroxiapatita, com a substituicdo de um
radical de hidroxila por um de Fllor, ou seja, tem-se basicamente a mesma estrutura
do cristal de Hidroxiapatita compondo 100% de toda estrutura. Nesse trabalho, o
decréscimo no valor do limiar estd diretamente ligado ao crescimento da nao-

homogeneidade do material.

Propomos aqui que, o crescimento de nao-homogeneidade nada mais € do que
uma conseqiiéncia da maior presenca de agua na estrutura de tais substratos. A
presenca de &gua na matriz mineral dos substratos deve diluir as ligacbes
intermoleculares entre as células unitarias de Hidroxiapatita tornando o tecido menos
homogéneo e mais difuso, com cristais de Hidroxiapatita de menor tamanho. Assim,
temos um namero menor de ligac6es por unidade de volume a serem quebradas. Essa
diluicdo da matriz mineral pela presenca de agua facilita, portanto, a remocdo de um
namero maior de componentes teciduais por conta da diminuicdo do numero de
ligacbes que mantém os cristais coesos. Facilitando-se a acdo do plasma localizado
na remocao tecidual, produz-se como resultado a diminuicdo do valor do limiar de

ablacao, que nada mais é do que a minima energia necessaria para iniciar a ablacéo.

Mais ainda, propomos que tal raciocinio pode ser facilmente estendido ao caso
estudado aqui. Na condicdo das amostras do grupo ‘“ultra-seco”, que foram
desidratadas em estufa, temos que um mesmo substrato (esmalte ou dentina) perdeu
uma quantidade de agua tal que fez variar as proporcdes entre Hidroxiapatita e a
matriz organica, além de fazer tais componentes ficarem mais unidos e coesos,
possivelmente aumentando o tamanho dos cristais. 1sso fez surgir no meio um ndmero
maior de ligacdes intermoleculares. Esse numero maior de liga¢des dificultou a acao
do plasma localizado gerado a partir da acdo do laser de femtosegundos. Como
resultado percebe-se um valor mais elevado de limiar de ablacdo, visto através da
diminuicdo efetiva do valor do didmetro inicial da cavidade formada e, portanto, do

volume de tecido ablacionado.
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Podemos ainda relacionar esses fatos a proposicdo apresentada no capitulo 2
dessa dissertagéo, a respeito do modelo de Niemz [4], onde é relacionado o limiar de
ablacéo a parametros de ionizacdo em avalanche. Por raz6es de recapitulacdo, abaixo
escrevemos novamente a expressao final da Fluéncia de limiar como fungéo de
parametros pré-estabelecidos, para a situacdo de a formacgéo de plasma se da durante

o intervalo de interag&o do pulso com o tecido:

2
S S 4 T
MR =5l 5] Yot —
2 2 2T, T, (3.2)

c

Onde:

s: razdo limiar, proposta por Bloembergen ;

1. largura temporal do pulso;

1. tempo médio de colisdo e reabsorcao do elétron;
14: tempo médio de difusdo do elétron;

n: probabilidade de ionizacdo

Segundo esse modelo, “s” € um pardmetro chamado “razdo limiar”’, que
depende diretamente do parametro de taxa de ionizacdo em avalanche (B), como

mostrado no capitulo anterior:

s=(8-0)r—In| 1+ X Ne

- (3.3)

O processo de ionizacdo em avalanche se da em algumas etapas.
Primeiramente as moléculas que compdem o tecido absorvem energia através de um
processo nao linear de absor¢cdo multi-fotdnica. Os elétrons por sua vez liberados
(com velocidade baixa) continuam a absorver energia eletromagnética proveniente do
feixe, adquirindo altas velocidades. Por fim, tendo adquirido altas velocidades, esses
elétrons colidem com as moléculas ainda presas ao tecido arrancando mais um
elétron, ionizando-as. Os elétrons em baixa velocidade continuam a absorver a
energia do laser, recomecando o processo. O plasma ionizante passa a acumular a
energia incidente do feixe e passa a transferir essa energia para as moléculas do

tecido. Essa transferéncia de energia faz com que as ligagbes entre elas sejam
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gquebradas e a energia adquirida via essa transferéncia, transforme-se em energia

cinética e elas sejam ejetadas da cavidade formada.

A nossa hip6tese apresentada anteriormente pode também ser vista e
analisada sob este panorama. A desidratacdo, como dissemos, fara com que as
moléculas de Hidroxiapatita figuem mais coesas em sua estrutura. A perda de agua
fara aumentar o nimero de ligacdes intermoleculares entre 0s componentes restantes.
Com isso, mais energia proveniente do plasma precisa ser transferida para que uma
molécula, agora mais coesa, tenha todas as suas ligagfes intermoleculares entre o0s
componentes teciduais. Assim, a perda de agua forga um aumento no valor da energia

adquirida a partir da excitacdo (que mantém o plasma energizado) para que haja

ablagdo. O aumento dessa energia, por sua vez faz aumentar o valor de 77F, , que é a

energia minima necesséria para o desligamento e a ejecao das moléculas.

Além disso, ao diminuir as proporcdes de agua, estamos automaticamente
aumentando as proporcdes da parcela cristalina (Hidroxiapatita) e da parcela organica.
Sendo essas Ultimas moléculas maiores, sdo mais faceis de serem ionizadas,
aumentando a probabilidade total de ionizag&o. Isso por sua vez faz crescer o fator de
ionizagdo em avalanche que por fim aumenta o parametro de limiar. Uma vez
aumentado o valor de s, temos um maior valor da Fluéncia de limiar pela equacéo 3.2.
E bem provavel que haja contribuicio dessas duas hipoteses para o aumento do limiar

com a diminui¢éo do teor de agua.

No entanto, tal suposicdo parece se mostrar de forma contraria aos dados do
experimento realizado com relacdo a perda de 4gua em diferentes dinamicas de
hidratacéo, mais especificamente com os dados da tabela 3.3. L4 é mostrado que as
amostras desgastadas até a dentina tém seu peso diminuido com relacdo aquelas em
gque o esmalte foi planificado. Isso pode ser explicado de maneira que, como na nossa
metodologia ndo foi promovido um isolamento entre os dois substratos, mesmo com a
superficie de dentina exposta, ainda havia uma grande quantidade de esmalte por
todo o restante da amostra. Assim, como a perda de agua nesse experimento esta
relacionada a uma medida do peso da amostra como um todo, a desidratacdo do
esmalte pode ter predominado sobre o comportamento que achamos ter sido
unicamente da dentina. Na mencionada referéncia, os substratos foram devidamente
separados, ndo contendo uma contaminacdo dos resultados pela presenca de outro
substrato. Com base na andlise dos graficos do didmetro, podemos entdo concluir que

o0 comportamento local de cada um dos substratos foi diferente, ndo sendo possivel
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relacionar a diminuicdo ou aumento do limiar com as perdas calculadas nas

mencionadas tabelas que confeccionamos.

Também em comparacdo com o0s mesmos gréficos citados, € possivel
perceber o decréscimo no valor do didmetro com relacdo aos substratos bovinos
hidratados. Tal padrdo observado é geral para qualquer substrato de qualquer origem
animal e serve ainda mais para corroborar nossa hipétese, relacionando o aumento ou
decréscimo do limiar de ablacdo apenas na presenca de maior ou menor quantidade
de 4gua. Os valores absolutos desses limiares nas ditas condigfes é que terdo ligacdo
direta com a natureza do tecido alvo irradiado, e ndo a sua variacdo frente a

hidratacéo.

Tanto na referéncia citada como em nossos resultados, é possivel perceber
unicamente através de caracteristicas do tecido ablacionado que existe uma enorme
diferenca de comportamento observado entre esmalte e dentina quando comparamos
diferentes origens animais. Esse dado reforca alguns dos argumentos do citado
trabalho, que diz que tais diferencas entre os substratos humanos e bovinos sédo
cruciais na execucao de pesquisas cientificas. E sabido o fato de que dentes bovinos,
por sua mais facil obtencdo, ou ainda pela dificuldade na obtencdo de amostras de
dentes humanos (consequiéncia de técnicas de Odontologia conservadora), séo
amplamente utilizados em pesquisas cientificas. Nesse caso os resultados s&o
imediatamente extrapolados para substratos humanos. Aqui nos cabe afirmar que para
efeitos de hidratacdo e desidratacdo, bem como a ablacdo de tais substratos em

regime de femtossegundos, tal extrapolacdo ndo pode ser realizada.

Podemos, assim como realizamos anteriormente, mostrar um grafico
comparando as diferencas entre os substratos de distinta origem animal, para o grupo
dos substratos ultra-secos. Tais graficos sdo mostrados a seguir nas figuras 3.25 e
3.26.

Explorando esses dois graficos é possivel ver que o esmalte humano e o
esmalte bovino possuem um valor de limiar de ablagdo semelhante, novamente, assim
como foi visto no gréfico da figura 3.19. Isso nos diz que, o limiar de ablacdo do
esmalte varia de uma mesma quantidade para ambas as origens animais, a perda de
agua nesse caso para o esmalte foi semelhante nos dois casos. Esse dado ndo condiz
com os dados apresentados na referéncia [5], contrariando o que dissemos
anteriormente. Acontece que, nesse caso especifico nossas amostras foram tratadas

de forma absolutamente diferente e esse preparo parece ser crucial para as amostras
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de origem humana, pois, como vimos, 0s substratos de origem bovina se comportam
de forma coerente com tais dados.
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Figura 3.25 — Diametro como funcgdo da Poténcia média do laser, comparando origem animal

(esmalte, t = 5s).
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Figura 3.26 — Didmetro como fun¢éo da Poténcia média do laser, comparando origem animal
(dentina, t = 5s).
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J& para o caso da dentina, quando comparadas as de origem humana e
bovina, o comportamento é diferente para ambas quando comparamos com o gréfico
da figura 3.21. A dentina de origem bovina, nesse caso, parece perder menos agua
gue a de origem humana, vista através de um menor didmetro para este Ultimo. Mais
uma vez aqui, os dados ndo se apresentam de forma coerente com dados
apresentados na referéncia citada acima [5], mostrando mais uma vez que o preparo
dessas amostras de distintas formas dita a dindmica de perda e re-incorporacdo de
agua. Isso é esperado quando imaginamos que estando os substratos ainda unidos,
tanto a perda quanto a re-incorporacdo de 4gua € dificultada devido a agua precisar

atravessar um caminho maior por entre o corpo de prova.

Podemos ainda resumir todos esses resultados calculando diretamente os
limiares de ablagéo através da equacdo 3.1. Esses dados sdo mostrados tanto no
gréfico da figura 3.27 quanto na tabela 3.4. Esses valores de limiar foram calculados
utilizando os valores do didmetro das irradiacdes realizadas com poténcia incidente de
200 mW e tempo de exposicdo de 5 segundos, conhecendo-se a cintura do feixe
incidente. Escolhemos esse ponto por termos certeza de que 0s danos térmicos eram
altamente diminuidos, utilizando a menor poténcia e o menor tempo de exposicao.
Para facilitar a visualizacdo, os dados referem-se ao logaritmo da razdo entre a

Intensidade de Limiar (Iy) e a Intensidade incidente (lo).
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Figura 3.27 — Dependéncia do Limiar de Ablacdo com a desidratacdo, onde: EH —

Esmalte Humano, DH — Dentina Humana, EB — Esmalte Bovino e DB — Dentina Bovina.
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EH DH EB DB

_ - 8,38549 - 10,94452 - 10,88889 - 6,85381

Umedecidos

_ -5,6352 - 6,02128 - 6,76594 -10,50347

Ultra-secos

Tabela 3.4 — Limiar de Ablacao [In (I/lp)] de todos os substratos em varios niveis de

hidratacéo, onde as siglas sao as mesmas do grafico da figura 3.27.

O gréfico da figura 3.27, assim como os gréficos anteriores como funcdo da
desidratacao, ndo aparece o ponto relacionado ao grupo dos substratos umedecidos,
onde os resultados ndo foram todos precisos. Em todos os grupos o limiar de ablacéo
cresce em relacdo a desidtratacdo dos substratos, num geral, exceto para a dentina
bovina que apresenta comportamento fora do padrdo, Esses dados, por sua vez,

reafirmam tudo que foi posto anteriormente.

Por fim, seguindo a mesmos preceitos dos graficos das figuras 3.23 e 3.24,
mostramos a seguir nas figuras 3.28 e 3.29 gréficos correspondentes as zonas de
dano térmico em dentina (humana e bovina) como fungéo da desidratacdo. Os graficos
correspondem as zonas Z2 e Z3, ou seja, as zonas escurecidas de dano térmico

intenso, e a amarelada de dano térmico brando, respectivamente.
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Figura 3.28 — Didmetro da zona de dano térmico Z2 como funcédo da desidratacéo.
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Figura 3.29 — Diametro da zona de dano térmico Z3 como funcéo da desidratacéao.

Podemos perceber pelos graficos que ambas as zonas se comportam de forma
bem semelhante. Os graficos mostrados correspondem a danos causados pela
irradiacdo da dentina a 800 mwW por 10s. Como para ambas as zonas o
comportamento € 0 mesmo, sugerimos que a natureza do dano (térmico) € que
comanda este perfil. Além disso, vemos que em ambas os gréficos, dentina humana e
bovina se comportam de forma distinta. A dentina humana sofre um aparente
decréscimo do dano térmico, contrastando com a dentina bovina, que apresenta por

sua vez um aparente crescimento.

E sabido da literatura que dentina humana e bovina apresentam estruturas bem
distintas. Um exemplo dessas diferencas sao as disposi¢cdes e diametros dos tubulos
dentinérios. Por conta disto, a agua deve estar arranjada de forma distinta por entre
suas estruturas, resultando em dinamicas distintas de perda de agua. Por exemplo,
maiores perdas de agua podem ocorrer na regido de dentina superficial do que na
dentina profunda em uma das origens animais e o contrario na outra, resultando nos
comportamentos contrastantes. Esse comportamento traz a tona, mais uma vez, que
0s substratos dentais humanos e bovinos, especialmente a dentina, ndo podem ser

comparados por completo.

Assim posto, partimos agora para a Ultima de nossas analises, onde micrografias
eletrbnicas foram obtidas dos tecidos irradiados pela técnica de Microscopia Eletrénica
de Varredura. Essa técnica nos permitiu analisar as variagdes morfolégicas sofridas

durante a irradiacdo das amostras nos diferentes estados de hidratacao.
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3.6 - Microscopia Eletrbnica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura € uma poderosa ferramenta de andlise
de microestruturas de diversos tipos. No caso da ablacdo promovida pela agéo Laser,
pretende-se evidenciar as variagbes morfoloégicas e estruturais sofridas pelos
substratos duros dentais sujeitos a radiagdo. Tais variagdes nos guiardo no sentido de
verificar a presenca de diferentes tipos de interagcbes como as térmicas e a formacéao

de ondas de choque (danos mecanicos e formacgdo de micro-fraturas)

As formas de preparo das amostras sdo diversas e dependem da sua natureza.
Para o caso de dentes humanos e bovinos usamos a metodologia apresentada a

seguir.

3.6.1 - Materiais e Métodos

Realizadas as irradiacdes descritas no experimento anterior e, completado os
registros e andlises com relacdo a este mesmo, escolheu-se uma entre as cinco
amostras de cada subgrupo final das amostras descrito no organograma apresentado,

tanto para amostras humanas quanto para bovinas, totalizando em 16 amostras.

As amostras foram desidratadas em crescente graduacao alcodlica. Foram
levadas em solucdes de alcool etilico a 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%
(&lcool absoluto). ApGs essa etapa, as amostras foram entdo levadas a uma estufa a

37 onde permaneceram por 12 horas.

Por fim, as amostras foram metalizadas recebendo uma camada de ouro. O
intuito desse procedimento é o de produzir condutividade elétrica, dando vazdo aos

elétrons provenientes do feixe do microscépio, melhorando a resolucéo das imagens.

As amostras foram levadas ao microscopio eletrénico de varredura (LEO 440, 10
kV e 100 pA). Escolhemos trés magnificagbes distintas onde a menor delas captou
cavidade como um todo (magnificagéo variavel) e as seguintes eram especificamente
de 5000 e 8000 vezes. Uma vez que nosso intuito era avaliar apenas o efeito da
hidratacdo no processo ablativo, escolhemos uma Unica poténcia e tempo de
exposicdo para observar. O tempo de exposicdo escolhido foi de 10s para uma
poténcia média de 200 mW, em todas as amostras. Esses valores foram assim

determinados porgue apenas para essa poténcia € que nao foram observados danos
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térmicos visiveis muito evidentes, garantindo que as interacdes do tipo eletrdnicas

fossem no minimo as mais predominantes.

Assim sendo, sdo mostrados a seguir cada um dos resultados que obtivemos

seguindo os procedimentos e analises acima mencionados.

3.6.2 - Resultados e Discussoes

Comecando pelo esmalte dos grupos Seco e Ultra-seco, nas figuras 3.30 e
3.31 sdo mostradas as microcavidades dos substratos Secos, comparando as
diferentes origens animais que trabalhamos. Ambas as cavidades foram captadas para
uma mesma poténcia (200 mW) e um mesmo tempo de exposicéo (10s) de forma que

fossem minimizadas as interacdes térmicas e mecanicas.

E possivel observar, nessas duas figuras, que a ablagdo promovida pelo Laser
de femtossegundos é extremamente precisa, demonstrando uma grande definicdo das
bordas das microcavidades para ambos os substratos. Tal observacao esta de acordo

com algumas das referéncias bibliograficas mencionadas anteriormente.

EHT=10 .88 kV W= 15 nn ‘Mag= 1.89 K X
10un  p— Photo No.-1898 Detector= SE1

Figura 3.30 — Microcavidade de Esmalte Bovino Seco (200 mW, 10s).
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EHT=10.00 kV 16 mn “Mag= 2.96 K X
3pn —~ Photo No.-1864 Detector= SE1

Figura 3.31 — Microcavidade de Esmalte Humano Seco (200 mW, 10s).

A definicdo das bordas é um indicativo de auséncia, ou forte minimizacao, de
efeitos de origem térmica. A difusé@o de calor para os tecidos vizinhos nao é suficiente
para que a Hidroxiapatita atinja o seu ponto de fusdo, ajudando a manutencdo do
delineamento da cavidade. Observamos também nas figuras a presenca de “texturas”
espalhadas pela borda da cavidade. Essa estrutura € formada por material que fora

expelido durante a ablacéo para o exterior da cavidade, la se fixando.

Porém, vemos uma variacdo nesses dois substratos, com relacdo a formacéao
de micro-fraturas. Observamos que 0 esmalte de origem bovina apresenta tais
formac@es, o que ndo se aplica para o de origem humana. O mesmo acontece para 0s
substratos de origem Ultra-seca, como podemos constatar nas figuras 3.32 e 3.33. Ou
seja: pode-se afirmar que o esmalte bovino, frente ao processo de desidratacao, torna-
se mecanicamente mais fragil do que o esmalte de origem humana, levando-se em
conta que, sob a atuacdo de um laser de pulsos ultracurtos, ha a formacdo de ondas
de choque proveniente do surgimento de um plasma localizado de grandes
propor¢cdes. Na seqiéncia também mostramos as micrografias obtidas para os
mesmos substratos, pertencentes ao grupo Hidratado (figuras 3.34 e 3.35).
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EHT=18.88 kU  WD= 15 mn
18pm Photo No

EHT =18 .88 kV 13 mn
16um Photo N

Figura 3.33 — Microcavidade de Esmalte Humano Ultra-seco (400 mW, 10s).
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15 mm
Photo No.=1898

WD= 11 mn

Figura 3.35 — Microcavidade de Esmalte Humano Hidratado (200 mW, 10s).
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Nas micrografias das figuras 3.34 e 3.35, pode-se observar que tanto o esmalte
bovino quanto o humano apresentam iguais caracteristicas: ablagdo precisa, com
delineamento das bordas, auséncia de danos térmicos e, por fim, a auséncia de micro-
fraturas em ambos. Com isso, podemos afirmar que a formacdo de micro-fraturas nos
substratos analisados ndo depende apenas da origem animal do tecido alvo, mas esta
também intimamente ligada a presenca de 4gua nos substratos, ou seja: a variagdo no
teor de dgua na composicdo da matriz dos substratos faz variar ndo apenas o limiar de

ablagdo como também o limiar de danos mecanicos.

Sugerimos aqui que tal fendmeno possua uma explicacdo baseada em
algumas hipéteses ja apresentadas. Como propomos anteriormente, a desidratacdo da
matriz dos tecidos duros dentais faz com que as moléculas que os compdem fiquem
mais coesas, aumentando o valor médio de ligagdes intermoleculares. Supomos que
tal mudanca na disposicdo das moléculas do tecido mude a freqUéncia principal (ou as
frequéncias) de oscilacdo da rede cristalina do substrato como um todo. J& foi
observado por outros autores, que a interagdo com lasers pulsados na regido dos
femtossegundos, gera ondas de choque que se propagam pelo tecido alvo. Assim, é
possivel que a variacdo da frequéncia natural de vibracdo da rede cristalina,
provocada pela retirada ou acréscimo de agua estrutural, faca esta atingir valores
préximos a frequéncia das ondas de choque formadas pela presenca do plasma. A
aproximacao dos valores dessas duas frequéncias geraria na rede cristalina uma
condicdo de ressonancia, que, fatalmente, levaria a disrupcdo da prépria rede,

formando assim as micro-fraturas observadas.

Quando as mesmas amostras séo vistas sob uma maior magnifcagéo, maiores
detalhes podem ser observados a respeito da morfologia do tecido irradiado, que
comprovam a minimizacdo de danos térmicos da aplicacdo de Lasers de pulsos
ultracurtos para promover a ablacéo. Abaixo, nas figuras 3.36 e 3.37 sdo apresentadas
as micrografias das amostras de esmalte humano e bovino hidratados, irradiados em
baixa poténcia (200 mW e t = 10s). Os simbolos na figura séo: (estrela branca) —

porcao externa da microcavidade e (estrela preta) — interior da microcavidade.

Como é sugerido por varios autores, a interacao por lasers de femtosegundos
ndo produz danos térmicos significativos. Portanto, € sugerido que ndo houve qualquer
fus@o e ressolidificacdo das paredes de esmalte. No entanto, a superficie de esmalte
nao alterada ndo € a que observamos na porc¢édo interna da microcavidade. Existe uma
grande quantidade de material ejetado durante o processo de ablacdo que nao

possuiu durante o processo, energia suficiente para sair completamente da cavidade.

92



= mn ag= 5.00 KX
Photo No.-1p99 Detector= SE1

Figura 3.36 — Microcavidade de Esmalte Bovino Hidratado (200 mW, 10s).

WD= 12 1
Photo No.=1 Detector= SE1

Figura 3.37 — Microcavidade de Esmalte Humano Hidratado (200 mW, 10s).

Esse material por sua vez se aloja na parede da microcavidade, recobrindo os

prismas de esmalte ndo alterados. Assim, é sugerido que abaixo dessa camada de
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material ejetado encontre-se uma parede de esmalte com todas as suas
caracteristicas estruturais. Processos térmicos que gerariam a fusdo e a
ressolidificagdo dos prismas de esmalte devem ocorrer para poténcias mais altas,
como é mostrado em alguns dos trabalhos aqui ja citados [6]. O nosso interesse aqui,
no entanto, foi o de avaliar como a morfologia do esmalte e da dentina quando estes
sofriam um processo de desidratacao.

Assim, mostramos a seguir, na figura 3.38, as micrografias de esmalte ultra-

seco quando irradiado.

b Ly
EHT=16 .88 kV WD= 13 mn Mag-=
2pn — Photo No.-1861 Detector= SE1

Figura 3.38 — Microcavidade de Esmalte Humano Ultra-seco (200 mW, 10s). Magnificacdo de

8000 vezes. As setas brancas mostram a formacéo de dominios esféricos.

Nesta figura podemos perceber os prismas de esmalte evidenciados nas paredes das
microcavidades. Com relacdo aos trabalhos encontrados na literatura, os prismas de
esmalte ndo se apresentam em nossas micrografias como de costume, 0 que nos leva
a sugerir que boa parte do material ejetado durante a ablacdo se acumulou nas
paredes das microcavidades, recobrindo os prismas [6]. Ainda sim, ndo existe uma
mudanca substancial da orientacdo ou do tamanho dos prismas durante a ablac&o no
regime de femtossegundos quando os substratos foram desidratados. 1sso nos leva a
crer que ndo ha uma variacao cristalografica forte apés o preparo e a irradiacéo nesse

regime.
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O perfil do interior da microcavidade, nesse caso, apresenta diferencas com
relacdo aos substratos hidratados. Na figura acima, aparecem pela primeira vez a
formacdo de dominios esféricos na parede interior da microcavidade. Essa formacéo
esférica é bastante tipica de quando h& processos de fusdo e ressolidificacdo do
esmalte quando irradiado. Neste caso, a agua estrutural presente naturalmente nos
substratos dentais parece realizar um importante papel da dissipacdo de calor pela
amostra. A auséncia dela, mesmo em baixas poténcias, faz aparecer processos
térmicos que naturalmente s6 ocorrem para as poténcias mais altas. Daqui entéo,

podemos inferir que a quantidade de 4gua estrutural ndo varia apenas o limiar de dano

ablativo como também aumenta o dano térmico no tecido alvo. Esse fato aqui

mencionado ja era esperado como resultado da microscopia eletrénica, uma vez que
pudemos perceber a olho nu durante a execucdo dos experimentos, que o dano

térmico aumentava quanto mais desidratado o substrato se encontrasse.

Podemos sugerir aqui, com base no que j& foi discutido em relagéo ao limiar de
ablacdo que, uma vez que este aumenta a partir de um processo de desidratagéo, a
energia acumulada pelo plasma passa a ser transferida para o tecido subjacente
através de outros tipos de interacdo com respostas temporais mais lentas, como as
interacBes térmicas. E esse aumento na energia transferida por outros canais de
interacdo que deve provocar a maior evidéncia desse tipo de dano. Outra hip6tese que
pode explicar esse fato é que o proprio processo de desidratacdo altera o limiar de

dano térmico, assim como o de dano ablativo.

Com relacdo a dentina humana e bovina, também colhemos as micrografias
para os mesmos valores de poténcia analisados. Nas figuras 3.39 e 3.40 vemos as

micrografias para a dentina bovina irradiada em 400 mW.

Podemos perceber em ambas as micrografias que a integridade das bordas é
mantida também em tecido dentindrio. A boa definicdo das bordas, como dito
anteriormente em relacdo ao esmalte irradiado, € uma boa evidéncia de que o dano
térmico € minimizado mesmo para a dentina seca, sustentando o fato de que nesse
regime, 0s processos de origem eletrbnica predominam fornecendo uma boa

preparacdo da cavidade, interessante para aplicacfes de cunho clinico.
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" EHT=10.88@ kV

-

Figura 3.39 — Microcavidade de Dentina Bovina Hidratada (400 mW, 10s). Magnificacéo de
1170 vezes.

EHT=18.6@ KV  WD= 14 nn Mag
10m Photo No.=11@1 Detector= SE1

Figura 3.40 — Microcavidade de Dentina Bovina Seca (400 mW, 10s). Magnificagdo: 1170

vezes.
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Devemos chamar atencéo aqui para o fato de que, quando a dentina sofre um
processo de desidratacdo, o nUmero de micro-fraturas cresce. Esse fato também foi
verificado para a dentina humana. Nesse caso, a formacdo de micro-fraturas parece

demonstrar uma dependéncia inversamente proporcional ao teor de agua estrutural.

Algo semelhante foi visto também nas amostras de esmalte, apresentadas
anteriormente, em que a formacédo de micro-fraturas se mostrou dependente do grau

de hidratagdo da amostra.

Por fim, também pudemos observar que os fenbmenos gerados no esmalte,
como a presenca de material ejetado nas paredes das microcavidades, bem como a
formacao de dominios esféricos para amostras ultra-secas, também foram observados
na dentina, tanto humana quanto bovina. Nesse caso, esses fendbmenos geram em
dentina outras implicacBes de interesse clinico. E o que podemos ver nas proximas

micrografias, mostradas nas figuras 3.41 e 3.42.

EHT=1@.80 KV WD= 11 mm
1pm ~ Photo No.=1888 Detector= SE1

Figura 3.41 — Microcavidade de Dentina Bovina Umedecida (200 mW, 10s).
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EHT=18.88 KV WD= 12 mn Mag= 8.00 K X
1pm ~ Photo No.=1895 Detector= SE1

Figura 3.42 — Microcavidade de Dentina Bovina Ultra-seca (200 mW, 10s).

Na figura 3.41 é possivel perceber, assim como no esmalte, que o interior da
microcavidade ficou recoberto de material ejetado que ndo possuia energia suficiente
para alcancar o exterior da mesma. Nesse caso, a ablacdo promovida nesse regime
cria 0 que chamamos de smear layer. Como a dentina possui na sua formacgéo
estruturas conhecidas como tabulos dentinarios, estes ultimos acabaram por se tornar,
total ou parcialmente, obliterados pelo material ejetado, se tornando nesses pontos o
gue chamamos de smear plug. Esse fato pode ser desejavel em aplicac6es de cunho
clinico, onde a irradiacdo laser pode além de promover a ablacdo, garantir que a
sensibilidade causada pela exposicdo dos tubulos dentinarios seja diminuida. Da
mesma forma, assim como em esmalte, pudemos observas ha dentina ultra-seca
(figura 3.42) a formacao de dominios esféricos durante a irradiacdo, o que sugere a
alta temperatura local atingida, causando a fusdo e ressolidificacdo dos substratos

dentais em regimes na diminuicao do teor de agua estrutural.

Dessa forma, podemos concluir aqui todas as nossas discussdes a respeito
dos resultados obtidos experimentalmente neste trabalho. Passaremos entdo ao
capitulo final, onde teceremos todas as conclus@es que podemos tirar daqui de nossas
analises, além de apresentar as perspectivas futuras para a continuidade e possivel

completeza das investigacoes.
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Capitulo 4: Conclusdes e Perspectivas

Nesse capitulo final nos deteremos a apresentar as conclusdes tiradas durante

a execucao dos experimentos e das analises apresentadas no capitulo anterior.

Como primeira conclusdo, podemos dizer que o processo de desidratacdo dos
substratos duros dentais € um processo irreversivel. Tanto para os substratos de
origem animal, como para os de origem humana, o processo de desidratacdo gerou
uma perda percentual de massa dos corpos de prova que, ao ser levados para a re-
hidratacdo, a massa inicial nunca foi atingida para todos eles. O processo de re-
hidratacdo, por sua vez, ocorre de forma distinta para cada uma das origens animais,
mostrando uma diferenca entre elas nos valores médios de desidratacdo observados.
Ainda assim, a diferenga apresentada entre tais valores médios de re-hidratagédo

encontra-se dentro do erro experimental, o que aproxima oS comportamentos.

No entanto, alguns dados encontrados na literatura e discutidos anteriormente
mostram comportamentos distintos entre substratos humanos e bovinos, quando
esmalte e dentina sdo tomados separadamente. Quando os substratos ndo podem ser
separados, cCOmo No NOSSO caso, espera-se um comportamento geral da desidratacdo
semelhante, embora acredita-se que a perda de agua localmente se dé como nos

resultados estudados de outros autores.

Quando as amostras foram preparadas de diferentes formas na separacédo dos
grupos, percebemos que o grupo de amostras umedecidas se apresentou muito
semelhante ao grupo dos hidratados, para todos os substratos. Mas os substratos
secos e ultra-secos apresentaram o comportamento esperado. E possivel que todos
esses comportamentos sejam muito diferentes quando o0s substratos sejam
devidamente separados um do outro, sem que o0 comportamento de um possa
influenciar no outro. Os dados, da forma como obtivemos, apresentam a superposi¢ao
dos comportamentos. A formacdo dos grupos de hidratacdo, nesse caso, serviu para
nos guiar nas condicbes que iriamos irradiar. Como ndo encontramos qualquer
registro de um estudo baseado no teor de agua presente nesses substratos, ndo havia

gualguer metodologia estabelecida, estando a nossa também estava sujeita a testes.
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Com relacdo ao diametro da borda das cavidades ablacionadas, uma série de
conclusdes pode ser obtida. Inicialmente, o esmalte dental, tanto humano quanto
bovino, apresenta uma maior resisténcia a danos de origem térmica do que a dentina,
0 que podemos dizer pelo limiar de ocorréncia de dano térmico, que € maior em

esmalte que em dentina.

O dano em dentina, quando ocorre devido a aplicacdo de poténcias mais altas,
no uso de pulsos ultracurtos, estende-se em quatro zonas diferentes entre si, sendo
elas: Zona 1 (ablagdo, microcavidade), Zona 2 (dano térmico intenso, zona
escurecida), Zona 3 (dano térmico brando, zona amarelada) e Zona 4 (material ndo
atingido). Em aplicacdes de outros tipos de lasers, apenas trés dessas zonas séo

geralmente observadas, como constatamos em nossa pesquisa bibliogréfica.

A formacdo de uma cavidade com distribuicdo espacial aproximadamente
cbnica evidencia um decaimento da intensidade do laser logo apés o inicio da
formacao da cavidade, diminuido aos poucos a densidade eletrénica do plasma com o
afastamento do plano focal. Efeitos de saturacdo do plasma (plasma shielding)

também podem ter contribuido na diminui¢cdo da energia absorvida localmente.

Quando ha a ocorréncia do dano térmico em dentina, a cavidade formada
mantém o perfil cénico, porém com declividades bem distintas nas bordas da
microcavidade. Isso pode ter explicacdo na diminuicdo da energia efetivamente

disponivel para promover a abla¢édo dos tecidos duros dentais.

Esmalte e Dentina, tanto humanos quanto bovinos, apresentam um valor para
o limiar de ablacdo muito préximo um do outro, quando estdo numa condicdo de

hidratacdo maxima.

O tempo de exposicdo é uma quantidade que afeta apenas o volume da
microcavidade, mas nao o limiar de ablacdo, como pudemos constatar através da nao

variancia do didmetro com relacéo a essa quantidade.

Quando um mesmo substrato, de mesma origem animal, € comparado com
relacdo a hidratagdo do corpo de prova, o limiar de ablacao_cresce a medida que o
teor de agua diminui. Podemos concluir a partir desse fato, que a agua estrutural dos
substratos dentais penetra na estrutura dos cristais de Hidroxiapatita, quebrando as
ligacdes intermoleculares e relaxando as tensdes do meio que a abriga. Isso, em
comparacdo com outros resultados experimentais pode nos sugerir que o tamanho
dos cristais de Hidroxiapatita sejam maiores quanto maior for a desidratacdo. Uma das

perspectivas futuras do nosso trabalho € a possivel realizacdo de medidas de natureza
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cristalografica, para confirmar as nossas hipéteses. A perda de dgua gera no substrato
um acréscimo no valor médio de ligagfes intermoleculares por molécula, exigindo uma
maior energia a ser transferida pelo plasma gerado para a quebra das mesmas e
ejecdo das moléculas. Outra possivel explicacdo pode estar simplesmente na
diferenca do plasma gerado a partir da ionizacdo da hidrixiapatita e da agua. A
realizacdo de medidas de natureza cristalograficas confirmativas pode contribuir na

melhor descri¢do do fenbmeno que nds observamos.

Esmalte e dentina bovina costumam se comportar de formas diferentes entre
si, e também cada um deles em relagcdo aos substratos de origem humana. Essas
conclusdes podem ser tiradas com base nas varias andlises que fizemos, desde a
perda e re-incorporacdo de 4gua até as analises das micrografias eletrbnicas, como
também a andlise do limiar através do didametro da borda. Essa distin¢cdo era esperada
pela andlise dos nossos resultados quando comparados também com resultados
publicados na literatura (Maristela et. al.). Nossos dados confirmam ainda mais que a
depender da caracteristica que estiver sendo avaliada, os dados obtidos para dentes
bovinos ndo podem ser extrapolados para humanos. Portanto, para estudos com
interesses de aplicabilidade clinica na promocdo de ablacdo por lasers de pulsos

ultracurtos, apenas dentes de origem animal humana é que deve ser utilizado.

Algumas conclusdes podem ser também relatadas com base unicamente nas

micrografias eletrénicas. Seriam elas:

A evidéncia de que a aplicacdo de lasers de pulsos ultracurtos em substratos
duros dentais gera danos térmicos e mecéanico extremamente diminuidos, com uma
integridade das bordas e paredes da microcavidade, sem qualquer material fundido.
Isso nos confirma o conhecido fato de que esse tipo de laser é uma alternativa

superior em aplicac¢des clinicas.

Os danos mecanicos, como a formacdo de micro-fraturas, sdo caracteristicas
diferentes ndo apenas para as diferentes origens animais como também parece ser
uma funcgéo do teor de hidratagdo das amostras. Esse fendmeno pode ter origem no
seguinte fato: a aproximacdo das moléculas e reorganizagdo causadas pela
desidratacao (previstas na hipotese que propomos para explicar as variagdes do limiar
de ablacdo com o teor de agua estrutural) deve deslocar a freqiéncia normal de
oscilagdo das moléculas do cristal de Hidroxiapatita. Esse deslocamento pode
aproximar os valores das frequiéncias naturais com a da onda de choque presente pela
atuacao do plasma. Isso criaria uma disrup¢ao por conta da aproximacao da condicdo

de ressonancia. Uma perspectiva futura desse trabalho também é a realizacdo de
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medidas nesse sentido (analisar as ondas de choque bem como as frequéncias

naturais de vibracdo da estrutura cristalina).

A desidratacdo mais expressiva de todos os substratos dentais faz promover,
gquando irradiados, a formac&do de dominios esféricos, tipicamente de tecido fundido e
ressolidifacdo, mesmo em baixas poténcias. Essa evidéncia de danos térmicos mostra
que a agua, além de um meio facilitador de ablacdo, gera quando embebida na
estrutura cristalina de substratos duros dentais, uma diminuicdo no limiar de dano
térmico e/ou a retencdo de uma maior energia pelo plasma gerando geracéo local de
calor. Essas hipéteses precisariam ser verificadas da mesma forma, podendo ser
colocada como uma também perspectiva futura deste trabalho. Além disso, mesmo no
maior nivel de desidratacdo, os prismas de esmalte parecem manter as suas
orientacbes espaciais originais, embora recobertos de material ejetado nas paredes

das microcavidades.

N

A exposicdo da dentina a radiacdo laser de pulsos ultracurtos gera uma
microcavidade onde nas suas bordas acumula-se material que ndo teve forca
suficiente para ser ejetado para o exterior da mesma. Esse acumulo de material
ejetado oblitera os tubulos dentinérios. Essa obliteracdo (criando o que € chamado de
smear plug) pode ser util em aplicagbes clinicas, onde o preparo da cavidade
protegeria as terminacdes nervosas localizadas nos préprios tubulos, diminuindo

assim a sensibilidade durante o tratamento.

Como esperado, os resultados que obtivemos puderam comprovar que o0
processo de ablacdo induzida por plasma apresenta uma forte dependéncia com a
composicdo dos tecidos duros dentais. Isso ndo nos fornece apenas um maior
conhecimento a respeito dos mecanismos de interagdo envolvidos na aplicacdo de
lasers ultracurtos em tecidos biolégicos como também coloca o processo de ablagéo
induzida por plasma como uma ferramenta para a obtencao indireta de caracteristicas
microscopicas de materiais. E possivel também concluir, a partir dos nossos
resultados, que o processo de ablacdo quando aplicado clinicamente, deve responder
de forma distinta para cada tipo de dente. As diferencas nas composicées quimicas
(como concentracdo de odontoblastos em dentina), além do diferente contato que
cada dente tem com o ambiente externo (influenciando na sua hidratac&o), pode variar
as caracteristicas da ablacdo promovida por lasers ultra-curtos, sendo crucial mais

estudos da forma como foi aqui delineado.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
'COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceid — AL, 30/08/2007

Senhor (a) Pesquisador (), Maria Tereza de Aratijo
Vanderlei Salvador Bagnato
Francisco de Assis Martins Gomes Rego Filho

O Comité de Btica em Pesquisa (CEP), aprovou Ad Referendum em 14/01/2008
e com base no parecer emitido pelo (a) relator (a) do processo n°® 021438/2808-38 sob
lo titulo Interacio Laser-tecide dental, de sua autoria, vem por meio deste
1 instrumento comunicar sua aprovagdo com base no item VIIL13, b, da Resoluc8io n°
1 196/96.

Outrossim, recomendamos a observincia do que consta na folha de rosto com
respeito ao cumprimento dos prazos para entrega de relatérios, bem como o
atendimento da referida Resolugiio da CONEP/CNS, quando for o caso (*).

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposicéio dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas
éticos e exigéneias contidas nas Resolugdes supra referidas.

(*) Areas tematicas especiais
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PARECER CONSUBSTANCIADO

Protocolo: 2306502 1H458/200838
Q3065. (1438 [00R-38

Tituto: Interacio Laser-tecido dental.

Data de Bntrada no CEP: 02/1/2008
Projeto deRiBIE: Mestrado

Orientadora do Projeto: Profa. Dra. Maria Tereza de Aratjo. Crientando: Francisco de Assi
Gomes Rego Filho. Pesquisador Participante: Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato.

instituto: Universidade Federal de Alagoas: instituto de Fisica (Mestrado). Grupo de Fibras Opticas
Nio Linear. (Projeto de Mestrado)

Sumario do Projeto:
O Projeto de Pesquisa em questfio pretende estudar a influéneia da incorporagio de 4gua e/ou
desidratagio de Bsmalte e Dentina, humanos e bovinos, na taxa de ablagio promovida por um Laser de
pulsos ultra-curtos (fentosegundos). Pretende-se estudar como 2 taxa de ablacio responde as
caracteristicas do tecido (hidratagio), bem como as caracteristicas da radiagio, onde serfio estud
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por volta de quatro parmetros de irradiagho distintos. Pretende também estudar processos ter
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ndo térmicos em tecido dental. Medir o limiar de energia para remogio controlada de tecido dental ¢
investigar a adesdo de resina dos dentes e problemas de infiltragdio. Serdo coletados por doagfo 20
dentes bovinos e 20 dentes humanos.

Comentérios: O projeto estd bem elaborado ¢ atende aos requisitos das normas com pesquisa com
animais e pesquisa com seres humanos. Contém critérios de inclusdo e exclusio, calculo da amostra ¢

metodologia detalhada, com revisio de literatura e toda documentagio exigida pela Resolugdo
CNS/196/96.

Portanto, solicitamos ao Comité de Etica em Pesquisa que considere o projeto em pauta aprovado.

Salve melhor entendimento, €55¢ € n0OSSO parecer.

Data da Reunido:
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