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RESUMO

Considerando a composi¢ao quimica do esmalte dental, especialmente o contetdo de
carbonato que apresenta maior relacdo com a prevencao de cérie, e a escassez de
estudos empregando laser de femtosegundo, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar as alteragcdes quimicas e morfoldgicas do esmalte irradiado com laser de
femtosegundo com parametros subablativos, por meio de espectroscopia Raman,
Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) e Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Foram utilizados dentes incisivos bovinos recém-extraidos para a
obtencéo de 30 espécimes de esmalte (5mm X 5mm). A composi¢cdo quimica da
amostra controle foi analisada por meio de espectrometria Raman para aquisi¢ao do
espectro de absorcdo, sendo delimitadas as areas sob as bandas de carbonato e
fosfato. Esta andlise foi utilizada para avaliacdo da alteracdo na composi¢cdo quimica
da amostra apos airradiacdo. A irradiacao dos espécimes foi realizada com o sistema
laser Ti:Safira (Libra S, Coherente), modo pulsado no regime de femtosegundos
(aproximadamente 70 fs) e modo focalizado (distancia focal de 20 cm), poténcia média
1 W, e tempo de exposicdo de 15 segundos. Apods a irradiacdo, as areas sob as
bandas de absorcéo de carbonato e fosfato foram delimitadas em cada espécime. Os
dados de espectrometria Raman foram analisados por meio do teste t de Student
(a=5%). Comparando os espectros dos espécimes irradiados com os néo irradiados,
0s resultados mostraram um aumento significante do valor das areas para os picos de
fosfato e uma reducéo significante do valor da area para o pico do carbonato e para a
razdo carbonato/fosfato. As andlises em MCVL e em MEV, respectivamente, ndo
revelaram alteracdo estrutural na subsuperficie e alteragbes morfoloégicas na
superficie do esmalte irradiado. Concluiu-se que a irradiacdo com laser de
femtosegundo utilizando parametros subablativos promoveu uma reducdo do
conteudo de carbonato e da razdo carbonato/fosfato, sem alterar a estrutura e a

morfologia do esmalte dental.

Palavras-chave: Femtosegundo; Raman; MCVL; MEV;



ABSTRACT

Chemical composition of dental enamel has a great relationship with the prevention of
caries. The objective of the present work was to evaluate the chemical and morpho-
logical changes of femtosecond laser-irradiated enamel with subablative parameters
using Raman spectroscopy, confocal laser scanning microscopy (CLSM), and scan-
ning electron microscopy (SEM). Bovine incisor teeth were used to obtain 30 enamel
specimens (5mm x 5 mm). The chemical composition of the control sample was ana-
lyzed by Raman spectrometry to acquire the absorption spectrum, delimiting the areas
under the carbonate and phosphate bands. This analysis was used to evaluate the
change in the chemical composition of the sample after irradiation. The specimens
were irradiated (IRR) with a Ti:Sapphire laser system (pulsed and focused modes,
femtosecond regime 70 fs, average power of 1 W and exposure time of 15 s). After
irradiation, the areas under the carbonate and phosphate absorption bands were de-
limited in each specimen. Raman spectrometry data were analyzed using Student’s t-
test (a = 5%). By comparing the spectra of the IRR and non-irradiated (NI) specimens,
the results showed a significant increase in the area value for the phosphate peaks
and a significant reduction in the area value for the carbonate peak and the car-
bonate:phosphate ratio. CLSM and SEM analyses did not reveal structural alterations
in the subsurface nor morphological alterations in the IRR enamel surface, respec-
tively. It was concluded that femtosecond laser irradiation using subablative parame-
ters reduced the carbonate content and the carbonate/phosphate ratio without altering

the structure and morphology of the dental enamel.

Keywords: confocal laser scanning microscopy, Raman spectrometry, scanning elec-
tron microscopy;
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1. INTRODUCAO

As lesbes de cérie em esmalte séo resultados de sucessivos ciclos de
desmineralizacdo e de reprecipitacdo de minerais presentes na saliva
(remineralizagc&o), como os ions célcio e fosfato (KASSEBAUN et al. 2015; AOBA,
2004). Tais desmineraliza¢des, quando tratadas precocemente, podem regredir sem
causar nenhum prejuizo a estrutura dental (FEATHERSTONE, FONTANA e WOLFF,
2018; BRADSHAW e LYNCH 2013).

Frente a dificuldade de controlar os processos de desmineralizacdo do esmalte
dental, novas tecnologias vém sendo estudadas, como o emprego da irradiagdo com
lasers de alta intensidade. Lasers de alta intensidade tém sido utilizados no esmalte
dental com parametros subablativos para a prevencéo e paralisacao de lesdes de ca-
rie (FORMAINI et al. 2014). A irradiacdo do esmalte dental com os lasers de COg, Er
(érbio),Cr:YSGG (6xido de gadolineo, escandio e itrio dopado com cromo e érbio),
Er:YAG (laser de granada de itrio-aluminio dopado com érbio) e Nd:YAG (laser de
granada itrio aluminio dopada com neodimio), quando empregados com finalidade
preventiva, modifica a morfologia e as propriedades fisicas do esmalte incluindo fuséo,
recristalizacdo e derretimento dos cristais de hidroxiapatita (FORMAINI et al. 2014;
TAVARES et al. 2012). O objetivo de modificar a estrutura quimica e cristalina do
esmalte dental é favorecer a estabilizacdo dos ions calcio e fosfato por meio da
reducdo significativa do conteddo de material organico intercristalino, agua e
carbonato (substancia que confere maior solubilidade a hidroxiapatita), aumentando a
resisténcia do tecido & desmineralizacdo (CORREA-AFONSO et al. 2012).

Os lasers de alta intensidade podem ser empregados no modo continuo ou
pulsado. Ambos séo capazes de inibir a progressdo de carie, sendo o0 modo continuo
menos utilizado, pois oferece maiores riscos para o uso in vivo pelo aumento de
temperatura na superficie e maior propagacdo para o interior do tecido dental,
diferentemente do modo pulsado que permite que haja um relaxamento térmico entre
um pulso e outro, diminuindo a propagacao de calor para as camadas internas do
tecido (CHEN et al. 2016). No entanto, a irradiacdo no modo pulsado convencional
com pulsos de curta duracdo gera uma forte onda de choque térmico, podendo
acarretar danos as superficies dos tecidos dentais, tais como rachaduras e fissuras
(BEHEROOZIBAKHSH, 2018). Consequentemente, os efeitos positivos da irradiagéo

na resisténcia acida do esmalte seriam diminuidos, pois a presenca de rachaduras e
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fissuras tornaria a superficie de esmalte mais suscetivel a difusdo de microrganismos
e acidos presentes no fluido do biofilme dental (BEHEROOZIBAKHSH, 2018).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de lasers de pulsos ultra-curtos, como o
laser de femtosegundo, tem resultado em um interesse crescente em aplicacoes
odontoldgicas devido a sua capacidade de ablacao precisa e eficaz com auséncia de
dano colateral ao tecido proveniente de ondas de choque térmico (CHEN et al. 2015).
Como a duracéo de pulso de um laser de femtosegundo é menor do que o tempo de
relaxamento térmico dos tecidos, dentina ou esmalte sdo ionizados antes que a
difusdo térmica ocorra, restringindo a geracéo de efeitos térmicos (Petrov, Pecheva e
WALMSLEY, 2018). Em estudos preliminares de ablacdo minimamente invasiva de
esmalte e dentina utilizando laser de femtosegundo, diferentes parametros de
irradiacao foram testados para a escolha de parametros 6timos para a ablacdo em
gue ndo foram obtidos danos colaterais nem superaquecimento do tecido dentario
(CHEN et al. 2016, PETROV, PECHEVA e WALMSLEY, 2018).

Entrentanto, existe uma escassez de estudos relatando a utilizacdo de laser de
femtosegundo no esmalte dental com parametros subablativos para a prevencao e
paralisacdo de lesbes de carie. Nesse sentido, 0 conhecimento sobre a composi¢ao
guimica e a morfologia do esmalte dental irradiado com laser de femtosegundo é

significativo para o desenvolvimento de estudos sobre prevencédo de carie.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, os efeitos da irradiagédo do laser
de femtosegundo com parametros subablativos sobre a composicdo quimica,
estrutura e morfologia do esmalte dental.
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3.MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

O fator em estudo foi Tratamento do Esmalte em 2 niveis (A. Laser
femtosegundo; B. Sem tratamento). A amostra do estudo foi composta por 30
espécimes de esmalte, os quais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos (n=15),
resultantes dos niveis do fator em estudo. A varidvel de resposta quantitativa foi
alteracdo quimica do esmalte, avaliada por meio de espectroscopia Raman. As
variaveis alteracdo estrutural subsuperficial do esmalte e alteragcdo morfologica
superficial do esmalte foram avaliadas qualitativamente por meio de microscopia

confocal de varredura a laser e microscopia eletrénica de varredura, respectivamente.

Preparacéo dos espécimes

Os procedimentos de preparacdo dos espécimes foram realizados no
Laboratorio Pré-Clinico de Odontologia do UNICEP. Foram utilizados 30 dentes
incisivos bovinos (obtidos em um dnico frigorifico - Frigorifico Mondelli, Bauru — SP),
apos aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - Protocolo CEUA n°
9745050419 — (documento em anexo).

Os dentes obtidos foram lavados com agua corrente e detergente anidnico e
limpos por meio de raspagem ultrassonica e profilaxia com pedra-pomes e agua, com
escova tipo Robinson em baixa rotacdo. Os dentes foram entdo mantidos em um
recipiente tampado contendo solucéo de timol a 0,01%, em refrigerador, para evitar o
crescimento de fungos.

Para a preparacdo dos espécimes, inicialmente 0s incisivos tiveram suas
coroas e raizes separadas por meio de uma secc¢éo localizada a 1 mm abaixo da
juncéo amelocementaria com um disco flexivel diamantado dupla face montado em
peca reta e micromotor odontolégico de baixa rotacdo. As coroas dentais foram
seccionadas nos sentidos mésio-distal e vestibulo-lingual, de modo a serem obtidos
blocos retangulares com dimensdes de 5 mm x 5 mm. As superficies de esmalte dos
blocos foram polidas manualmente utilizando discos de lixa d’agua (granulacées 600
e 1200) e discos de feltro com pastas de diamante 0,3 ym e 0,05 ym. Entre a aplicagéo
das lixas e das pastas de alumina, as amostras foram lavadas com agua deionizada

por 1 minuto. No final do polimento, a limpeza das amostras foi realizada por imersao
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em cuba ultrassdnica por 10 minutos para remocdo de eventuais debris das
superficies.

Com o objetivo de delimitar a &rea a ser irradiada, etiquetas adesivas com
dimensbes de 3 mm x 3 mm foram posicionadas sobre a superficie de esmalte dos
espécimes com auxilio de pinga e explorador. Os espécimes assim preparados foram
distribuidos aleatoriamente em 2 grupos (n=15) de acordo com o tratamento realizado

nas superficies de esmalte.

Tratamentos do esmalte

A. Laser de femtosegundo (irradiado): a irradiagdo foi realizada com o
sistema laser Ti:Safira (Libra S, Coherente) pulsado no regime de
femtosegundos (aproximadamente 70 fs), com comprimento de onda de 801
nm, operando a uma taxa de repeticao de pulso constante de 1 kHz no modo
focalizado (distancia focal de 20 cm). A superficie da area de esmalte
exposta do espécime foi posicionada perpendicularmente ao feixe de laser
no seu foco e irradiada com poténcia de 1 W, energia por pulso de 1 mJ e
tempo de exposicao de 15 segundos. O sistema laser utilizado pertence ao
Laboratério de Inovacdes Tecnologicas Optrénicas para Oftalmologia e
Agricultura (LIO2A), do Grupo de Optica do IFSC-USP.

B. Sem tratamento (ndo irradiado): controle.

Andlise por espectrometria Raman
As superficies de esmalte expostas foram analisadas por meio de
espectroscopia Raman no espectrometro da Ocean Optics (Inc., Dunedin, FL, USA),
com excitacdo por laser de diodo (A=785 nm) e resolucéo espectral de 11 cm™. As
medidas foram feitas com excitacdo na poténcia de 400 mW, 5 segundos de aquisicéo
e 3 aquisi¢cdes, com o espectro final sendo a média de cada uma destas trés medidas.
Todos os espectros foram tratados utilizando rotina de processamento em
MatLab utilizada para tal fim. Esta realiza a seqguinte lista de processos para cada
espectro:
e Remocdao de ruidos para suavizacdo da curva;
e Remocao de curva de base com uso de polinomial de ordem seis;
e Remocao de oscilagdes de segunda ordem no interior das curvas;

e Definicdo dos picos de interesse;
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e Plot de Lorentziana com maximo no pico de interesse;
e Célculo da &rea de cada pico de interesse;
e Célculo daintensidade de cada pico de interesse;
e Célculo da é&rea total do espectro.
Os picos selecionados para andlise (Paolillo et al. 2019) foram:
e 438 nm - Pico relacionado ao fosfato modo vibracional v2 PO43 na
hidroxiapatita
e 582 nm — Modo vibracional v4 PO4 na hidroxiapatita
e 960 nm — Alongamento vibracional simétrico dos ions fosfato (modo
vibracional v1 PO4- na hidroxiapatita)
e 1070 nm — Pico do carbonato CO3?
Também foi feita a analise da razdo carbonato/fosfato (1070 nm/960 nm), por
meio da analise da razao entre os valores obtidos para os picos de ambos.
Os dados foram primeiramente separados de acordo com cada grupo (Irradiado
— IRR - e Na&o Irradiado- NI). Além disso, foi retirada a média dos espectros (M).
Também foi feita a organizacéo dos dados obtidos para as areas gerais dos espectros,
com as médias para cada grupo, assim como em relagao as areas e intensidades de
cada um dos picos de interesse (razdo carbonato/fosfato 1070/960), através da

analise da razao entre os valores obtidos para os picos de ambos.

Andlise em microscopia confocal de varredura a laser

A microscopia confocal de varredura a laser foi utilizada para avaliar a extensao
da alteracdo estrutural na subsuperficie do esmalte apds a irradiacdo com laser de
femtossegundo. Para isso, o espécime foi fixado com cera pegajosa em uma placa de
acrilico a fim de ser realizada uma seccéao longitudinal no centro da area delimitada
com um disco diamantado dupla-face montado em peca-reta de baixa rotacéao,
resultando em duas metades. Uma das metades foi utilizada para a realizacdo de
microscopia confocal de varredura a laser e a outra metade foi destinada para
observacao da morfologia superficial em microscépio eletrénica de varredura.

As metades destinadas a microscopia confocal de varredura a laser foram
incluidas em blocos de resina acrilica para serem obtidos cortes longitudinais com 1
mm de espessura, 0s quais foram posteriormente polidos com lixas d’agua de granu-

lacdo 600 e 1200 e feltro com pasta de alumina de 1 ym, e em seguida limpos em
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cuba ultrassonica por 5 min para remocéao de residuos. Os cortes foram posicionados
em laminas de microscopia e levados ao microscépio confocal de fluorescéncia (Zeiss,
modelo LSM 780 invertido) pertencente ao Laboratério Multiusuario de Microscopia
Confocal do Grupo de Optica do Instituto de Fisica de S&o Carlos — USP, com
excitagcdo de laser de Argonio com comprimento de onda de 488 nm, e lentes objetivas
de 10x e 20x de aumento. Para avaliar a alteracdo na subsuperficie do esmalte, foram
observadas as imagens resultantes das diferencas nos sinais fluorescentes emitidos
pelo esmalte irradiado quando comparados ao tecido sem irradiacdo (CHINELATTI et
al. 2017, RADLANSKI et al. 2001).

Analise da morfologia superficial em microscopia eletronica de varredura (MEV)

As analises da morfologia superficial em microscopia eletrénica de varredura
foram realizadas em cinco espécimes dos grupos irradiado e néo irradiado. O preparo
dos espécimes para MEV consistiu, primeiramente, de limpeza por imersdo em cuba
ultrassénica por 10 min, e posteriormente desidratacdo por imersdo sequencial em
solucdes de alcool etilico com concentragcdes crescentes, sendo em alcool etilico 25%
por 20 minutos, 50% por 20 minutos, 75% por 20 minutos, 90% por 30 minutos e 100%
por 60 minutos. ApOs essa etapa, as amostras foram armazenadas em estufa a 70 °C
por 12 horas. Por fim, as amostras foram metalizadas recebendo cobertura de ouro
para serem observadas em microscopio eletrénico de varredura (Philips XL-30 FEG)
pertencente ao Laboratério de Caracterizacdo Estrutural do Departamento de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sdo Carlos, com aumento de
4000x, sendo registradas as areas mais representativas das alteracbes morfolégicas

da superficie do esmalte dos espécimes irradiados e néo irradiados.

Anélise dos dados

Os dados obtidos pelas analises de espectrometria Raman foram submetidos
a analise estatistica por meio do teste t de Student ndo pareado, com nivel de
significancia de 5%, utilizando o software de analise estatistica SPSS. As imagens
obtidas por meio das avaliacbes de microscopia confocal de varredura a laser e

microscopia eletrénica de varredura foram analisadas qualitativamente.



20

4.RESULTADOS
Espectrometria Raman

Os espectros Raman obtidos possibilitaram a identificacéo de picos referentes
aos compostos caracteristicos do esmalte dental PO42 v1, PO4s3v2, POs3v4, CO37?
v1. Emtodos os espécimes foi identificada a presenca dos grupos fosfato e carbonato.
Foi possivel identificar trés modos vibracionais referentes ao grupo fosfato, sendo PO4
3v1em 960 nm, PO43v2 em 438 nm e PO43 v4 em 582 nm. Para o carbonato, apenas
um modo vibracional foi identificado em 1070 nm (CO3s2v1).

Os espectros apds processamento seguiram o formato como indicado na
Figura 1, na qual pode-se observar o espectro de um espécime do grupo irradiado

processado, assim como as quatro Lorentzianas plotadas sob os picos de interesse.

Figura 1: Espectro ja processado com quatro picos de interesse destacados para
cada espécime.
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Além das 5 curvas apresentadas, foram obtidos para cada espectro os valores
de area e intensidade de cada pico, assim como a area total do espectro. Os valores
podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores obtidos para o espectro de cada espécime

Espectro 11 Area Total: 108939,3

Espécime 06 438 nm 582 nm 960 nm 1070 nm
Area 3464607 1544245 8968729 1056972
Intensidade 175,7642 114,5989  754,7708  59,87771

Fonte: Proprio autor

Os espectros foram analisados através da comparacdo das medias dos dois

grupos irradiado (IRR) e nao irradiado (NI). A Figura 2 apresenta as diferencas entre

eles.

Figura 2: Média dos espectros e picos para os grupos IRR e NI.

Medias dos espectros e dos picos de interesse para os grupos IRR e NI
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Fonte: Proprio autor

Para melhor visualizacdo, os picos apresentados na Figura 2 aparecem em
destaque na Figura 3.
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Figura 3: Destaque dos picos de interesse apresentados na Figura 2.
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Também foram calculadas as médias para os picos escolhidos e os valores

obtidos para as areas e intensidades podem ser observados na Tabela 2 e na Figura

4: Areas dos picos e totais para os grupos IRR e NI além da raz&o entre os grupos.
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Tabela 2: Valores médios obtidos para area e intensidade dos picos de interesse dos

grupos irradiados e nao irradiados

Pico 438 nm 582 nm 960 nm 1070 nm

Grupo Irradiado N&o irradiado | Irradiado  N&o irradiado | Irradiado N&o irradiado | Irradiado Né&o irradiado
Area 7199944* 6839137 1874794,71 1905279 10808357,94* 10379849 1319260,556* 1388109
Intensidade | 220,3193 211,8616 135,4812 135,1924 918,5372 886,564 73,8593 75,0856

No sentido horizontal: * Indica diferenga estatisticamente significante entre as médias das areas dos picos de interesse dos grupos

irradiados e ndo irradiados (teste t de Student, p < 0,05). Fonte: Proprio autor.

Analisando as &reas dos picos de interesse, nota-se um aumento significante

(p<0,05) do valor das areas para os picos de fosfato 438 nm e 960 nm quando

considerados os espectros dos grupos irradiados com os nao irradiados. Para o pico

de fosfato 582 nm n&o houve alteracdo significante (p>0,05) nos valores das areas

dos grupos irradiados e néo irradiados. Para o pico do carbonato (1070 nm) houve

reducéo significante (p<0,05) do valor da area do grupo irradiado quando comparado

ao grupo nao irradiado.

Conforme apresentado na Figura 4: Areas dos picos e totais para 0S grupos

IRR e NI além da raz&o entre os grupos., observou-se uma reducao nos valores das

areas correspondentes para a razao carbonato/fosfato (1070 nm/960 nm); ndo houve

alteracao significante para a area total.



24

Figura 4: Areas dos picos e totais para os grupos IRR e NI além da raz&o entre os

grupos.
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Além disso, na analise dos resultados das intensidades apresentados na Figura
5, pode-se observar aumento na intensidade dos picos em 438 nm e 960 nm.

Figura 5. Intensidade dos picos para os grupos IRR e NI além da razao entre os
grupos.
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Microscopia confocal de varredura a laser

As imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser indicaram
que nado houve alteracao estrutural na subsuperficie do esmalte irradiado (Figura 6.A),
pois nao foram identificadas diferengas nos sinais fluorescentes emitidos pelo esmalte

irradiado quando comparados ao tecido sem irradiacédo (Figura 6.B).

Figura 6. Imagens representativas em microscopia confocal de varredura a laser dos
cortes longitudinais dos blocos de esmalte. (A): Subsuperficie do esmalte irradiado
com laser de femtosegundo; (B): Subsuperficie do esmalte nao irradiado. Nao sao
observadas diferencas nos sinais fluorescentes emitidos pelo esmalte irradiado

guando comparados ao esmalte nédo irradiado. e. esmalte; d. dentina.

Fonte: Préprio autor

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As micrografias selecionadas como representativas da superficie dos
espécimes de esmalte avaliados sdo apresentadas na Figura 7, A-B. As imagens
correspondentes ao esmalte nao irradiado (Figura 7. A) mostram uma superficie de
morfologia homogénea, predominantemente densa e lisa, tipicas de esmalte sadio.

Os espécimes de esmalte irradiado com laser de femtosegundo (Figura 7. B)
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apresentaram caracteristicas semelhantes e ndo foram observadas alteracdes
morfolégicas significantes, fato que pode ser constatado pela auséncia de
microtrincas e areas de fusdo, além de nenhum grau de desorganizacdo na superficie

dos prismas.
Figura 7: Micrografias representativas em MEV das superficies de esmalte no

aumento de 4000x. (A). Superficie do esmalte ndo irradiado; (B). Superficie do

esmalte irradiado com laser de femtosegundo.
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Fonte: Proprio autor
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5.DISCUSSAO

A ablacéo do esmalte por lasers de femtossegundo tem sido demosntrada por
véarios autores (CHEN et al. 2016, Chen et al. 2015, LOGANATHAN et al. 2021, LE,
BERTRAND e VILAR 2016, YUAN et al. 2017), porém ndo h& uma caracterizacéo
detalhada das superficies irradiadas com laser de femtosegundo empregando
parametros subablativos, uma vez estudos anteriores demonstraram a capacidade
dos lasers de alta poténcia com parametros subablativos de tornar o esmalte dental
mais acido-resistente (FORNAINI et al. 2014, CHAN et al. 2017, GERALDO-
MARTINS, LEPRI e PALMA-DIBB 2013, TAVARES et al. 2012, CORREA-AFONSO
et al. 2012, BEHROOZIBAKHSH 2018). O papel da irradiacdo a laser na prevencéo
da carie tem sido amplamente estudado com foco no aumento da resisténcia a carie
causada por uma diminuicdo na taxa de desmineralizacdo do esmalte (GERALDO-
MARTINS, LEPRI e PALMA-DIBB 2013, TAVARES et al. 2012). Sendo assim, 0
objetivo do presente trabalho foi determinar as modificacdes quimicas e estruturais do
esmalte induzidas pela irradiacdo com laser de femtosegundo empregando
parametros subablativos, o que poderia indicar se este tratamento seria uma
estratégia favoravel para a prevencao de lesdes de carie inicial. A analise por meio de
espectroscopia Raman tem sido utilizada para a caracterizacdo da estrutura
guimica/molecular do esmalte dental e tem se mostrado cada vez mais importante
devido a sua elevada especificidade bioquimica (WENTRUP-BYRNE et al. 1997,
AOBA 2004), FEATHERSTONE, FONTANA, WOLFF 2018). Em andlises realizadas
em esmalte, o pico localizado em 960 nm tem sido atribuido ao grupo fosfato vl e o
pico presente em 1070 nm tem sido atribuido modo vibracional 1 do grupo carbonato
(carbonato do tipo B).

Estudos utilizando hidroxiapatita, tem sugerido que mesmo pequenos niveis
de alteracdo na composicao quimica (por exemplo substituicdo por carbonato) podem
induzir alteracGes na largura e na posicdo dos picos presentes no espectro Raman,
principalmente no caso dos modos v 1 e v 3 do fosfato (PENEL et al. 1998). Da
mesma forma, as intensidades dos picos carbonato e fosfato tém exibido valores
maiores atribuidos a superficie externa do esmalte, enquanto intensidades menores
tém sido encontradas nas por¢des mais internas do esmalte, indicando uma reducgéo
no grau de cristalinidade da hidroxiapatita (XU et al. 2012). Altera¢cbes ocorridas nas

intensidades dos picos presentes no espectro Raman tém sido, ainda, associadas a
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alteracdes na orientagao dos cristalitos do esmalte (TSUDA e ARENDS 1997). Neste
estudo, de acordo com os resultados obtidos pela analise de espectroscopia Raman
do esmalte irradiado com laser de femtosegundo, foi possivel identificar os picos
caracteristicos do esmalte dental em todos os espécimes. Os espectros do tecido
irradiado mostraram um aumento de intensidade dos picos na regido de 960 nm,
referente ao fosfato v1, e na regido de 438 nm, referente ao fosfato v3, e, ainda uma
reducéo na intensidade do pico na regiao de 1070 nm, referente ao carbonato.

Além disso, estudos que realizaram andlise quimica por meio de
espectroscopia Raman do esmalte irradiado com diferentes tipos de laser mostraram
uma diminuicdo no teor de carbonato e, consequentemente, um aumento da
resisténcia acida do esmalte (TSUDA e ARENDS 1997, ELLIOT 1973, HEWKO et al.
2008). Considerando a quimica subjacente as lesGes de carie inicial em esmalte, uma
teoria que explica a preservacao da area subsuperficial na zona de carie € o baixo
teor de carbonato do esmalte, ja que se acredita que o carbonato tenha um efeito
desestabilizador (ELIOTT, 1973). O carbonato, embora seja um precursor da
hidroxiapatita, pode causar defeitos no cristal, se encaixa mal na rede cristalina e gera
mais apatita soluvel em acido (SPIZZIRRI et al. 2012). No presente estudo, os
resultados da analise por espectroscopia Raman mostraram que houve uma
diminuicdo do contetdo de carbonato na superficie do esmalte irradiado com laser de
femtosegundo quando comparado ao esmalte nao irradiado, 0 que,
consequentemente, pode ter um papel na reducao de sua dissolucéo, prevenindo a
carie do esmalte.

Além disso, a razédo carbonato/fosfato tem sido considerada um indicador da
susceptibilidade do esmalte ao ataque acido durante o processo de formacao da carie
(AKKUS, KARASICK e ROPERTO 2017, CAVALLI et al. 2018). A diminuicao da razao
carbonato/fosfato tem sido encontrada na andlise do esmalte submetido a
desmineralizacdo em comparacéo ao esmalte sadio (BARRERA-ORTEGA et al 2020,
CAVALLI et al. 2018).

A andlise das areas dos picos de interesse revelou um aumento significante do
valor das areas para os picos fosfato 438 nm e 960 nm dos espécimes irradiados. As
intensidades relativas dos picos referentes ao fosfato tém sido associadas a
cristalinidade do cristal apatita, de maneira que quanto maior a organizacgéo do cristal,
maior a intensidade destes picos. Da mesma maneira, uma diminui¢ao na intensidade

dos picos fosfato foram encontradas em lesdes de céarie inicial no esmalte (CAVALLI
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et al. 2018). Os aumentos observados nos valores de &rea dos picos fosfato referentes
ao esmalte irradiado com laser de femtosegundo podem ser um indicativo de que

houve uma melhora na organizacado da fase cristalina do esmalte apds a irradiacéo.

Para a prevencgéo da desmineraliza¢cdo do esmalte dental, a luz laser deve ser
fortemente absorvida e convertida de forma eficiente em calor sem causar danos
estruturais aos tecidos subjacentes ou circundantes, com a vantagem de alterar a
composic¢do ou diminuir solubilidade de tecidos duros dentais (YUAN et al. 2017). O
microscopio confocal de varredura a laser é capaz de identificar o sinal fluorescente
emitido pela estrutura dentaria, possibilitando a visualizacado das caracteristicas do
esmalte dental e a variacdo do conteddo mineral (CHINELATTI et al. 2017,
RADLANSKI et al. 2001, AL-OBAIDI 2020). As imagens obtidas por microscopia
confocal de varredura a laser indicam que ndo houve alteracdo na subsuperficie do
esmalte irradiado com laser de femtosegundo, pois ndo foram identificadas diferencas
nos sinais fluorescentes emitidos pelo esmalte irradiado quando comparados ao

esmalte ndo irradiado.

De acordo com a avaliagdo morfologica por MEV realizada no esmalte dos
espécimes dos grupos irradiado e néo irradiado, foi observado que a irradiacdo com
o laser de femtosegundo ndo promoveu alteragbes no esmalte. As imagens
correspondentes ao esmalte irradiado apresentaram caracteristicas semelhantes ao
esmalte nao irradiado, mostrando uma superficie de morfologia homogénea,
predominantemente densa e lisa, com auséncia de microtrincas, areas de fusao,
rugosidades e sem desorganizacdo na superficie dos prismas. Essas caracteristicas
sdo compativeis com o arranjo dos cristais da rede cristalina da superficie do esmalte
e com o0 aumento da cristalinidade do tecido. Somado a auséncia da rugosidade
superficial, reduz a aderéncia do biofiime dental e pode ser considerada uma
caracteristica de prevencéo. Sabe-se que a presenca de trincas, areas de rugosidade
e prismas expostos na superficie do esmalte podem agir como pontos de fragilidade,
promovendo areas mais susceptiveis ao ataque &cido, favorecendo a
desmineralizacdo em profundidade das trincas, além de serem considerados locais
favoraveis para o acimulo de bactérias cariogénicas (RODRIGUES-VILCHIS et al.
2011).
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O presente estudo néo realizou testes para avaliar se a solubilidade do esmalte
em meio acido foi comprometida. Relatos da literatura sugerem que o aumento de
carbonato esta relacionado com o aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento
de lesBes de carie e erosdo dental (XU 2012, SPIZIRRI et al. 2012). Baixos niveis de
carbonato tém sido associados a menor solubilidade e maior resisténcia ao ataque
acido produzido pelo processo de formacédo da carie (TSUDA e ARENDS 1997). O
presente estudo observou alteragdes significativas nos indices de carbonato e fosfato
entre os grupos avaliados. Apesar disso, mais estudos sdo necessarios para avaliar
se as alteracBes no conteudo de carbonato e fosfato apresentadas pelo presente
estudo séo suficientes para promover alteracdes na solubilidade do esmalte em meio

acido.
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6.CONCLUSAO

A irradiacdo do esmalte dental com laser de femtosegundo com parametros
subablativos promoveu uma reduc¢do significativa do contetdo de carbonato e da
razao carbonato/fosfato, sem alterar a estrutura e a morfologia do tecido dental.
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Abstract

Chemical composition of dental enamel has a great relationship with the prevention
of caries. The objective of the present work was to evaluate the chemical and mor-
phological changes of femtosecond laser-irradiated enamel with subablative parame-
ters using Raman spectroscopy, confocal laser scanning microscopy (CLSM), and
scanning electron microscopy (SEM). Bovine incisor teeth were used to obtain
30 enamel specimens (5 x 5 mm?). The chemical composition of the control sample
was analyzed by Raman spectrometry to acquire the absorption spectrum, delimiting
the areas under the carbonate and phosphate bands. This analysis was used to evalu-
ate the change in the chemical composition of the sample after irradiation. The speci-
mens were irradiated (IRR) with a Ti:Sapphire laser system (pulsed and focused
modes, femtosecond regime 70 fs, average power of 1 W and exposure time of 15 s).
After irradiation, the areas under the carbonate and phosphate absorption bands
were delimited in each specimen. Raman spectrometry data were analyzed using Stu-
dent's t-test (a = 5%). By comparing the spectra of the IRR and non-irradiated
(NI) specimens, the results showed a significant increase in the area value for the
phosphate peaks and a significant reduction in the area value for the carbonate peak
and the carbonate:phosphate ratio. CLSM and SEM analyses did not reveal structural
alterations in the subsurface nor morphological alterations in the IRR enamel surface,
respectively. It was concluded that femtosecond laser irradiation using subablative
parameters reduced the carbonate content and the carbonate/phosphate ratio with-
out altering the structure and morphology of the dental enamel.

KEYWORDS
confocal laser scanning microscopy, Raman spectrometry, scanning electron microscopy

Lynch, 2013; Buzalaf, Pessan, Hondrio, & ten Cate, 2011;
Featherstone, Fontana, & Wolff, 2018).

Caries disease Is still very prevalent in underdeveloped and develop-
ing countries and is the result of successive cycles of demineralization
and reprecipitation of minerals present in saliva (remineralization),
such as calcium and phosphate ions (Aoba, 2004; Kassebaum
et al, 2015). When treated early, such demineralizations can regress
without causing any damage to the dental structure (Bradshaw &

Due to the difficulty of controling the enamel demineralization pro-
cesses, new technologies have been studied, such as the use of irradiation
with high-ntensity lasers, which have been used in dental enamel with
subablative parameters for the prevention and control of caries lesions
(Fornaini, Brulat, Milia, Rocl, & Rocca, 2014). When used for preventive
purposes, the irradiation of dental enamel with CO,, ErCrYSGG, ErYAG

Mieresc Res Tech. 2021;1-10.
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and Nd:YAG lasers modifies the enamel morphology and physical proper-
ties, induding melting, recrystallization, and melting of hydroxyapatite crys-
tals (Fornaini et al, 2014; Chang et al., 2017; Geraldo-Martins, Lepri, &
Palma-Dibb, 2013; Tavares, de Eduardo, Burnett Jr, Boff, & de
Freitas, 2012). The objective of modifying the chemical and crystalline
structure of dental enamel i to favor the stabilization of calcium and phos-
phate ions by significantly reducing the content of intercrystalline organic
material, water, and carbonate, increasing tissue resistance to demineraliza-
tion (Corréa-Afonso, Bachmann, Almeida, Corona, & Borsatto, 2012).

Highrintensity lasers can be used either in continuous or pulsed
mode. Although both can inhibit the progression of caries, the continuous
mode is less used as it offers greater risks for in vivo use due to the
increase in the surface temperature and greater propagation inward the
dental tissue. On the other hand, the pulsed mode allows a thermal relax-
ation between one pulse and another, reducing the heat propagation into
the tissue inner layers (Chen, Li, Sun, Wang, & Lii, 2016). However, irradi-
ation in the conventional pulsed mode with short pukes generates a
strong thermal shock wave, which can cause damage to the surfaces of
dental tissues, such as cracks and fissures (Behroozibakhsh, Shahabi,
Ghavami-Lahiji, Sadeghian, & Nazari, 2018). Consequently, the positive
effects of iradiation on the acid resistance of the enamel would be
reduced since the presence of cracks and fissures would make the
enamel surface more susceptible to the diffusion of microorganisms and
acids present in the dental biofilm fluid (Behroozibakhsh et al., 2018).

In recent years, the development of ultra-short pulse lasers such
as the femtosecond laser has resulted in an increasing interest in den-
tal applications due to its accurate and effective ablation ability with
no collateral tissue damage from thermal shock waves (Chen
et al., 2015). As the pulse duration of a femtosecond laser is shorter
than the thermal relaxation time of the tissues, dentin or enamel is
ionized before the occurrence of thermal diffusion, restricting the
generation of thermal effects (Petrov, Pecheva, Walmsley, &
Dimov, 2018). In preliminary studies of minimally invasive enamel and
dentin ablation using femtosecond laser, different irradiation parame-
ters were tested to choose optimal parameters for ablation with no
collateral damage or overheating of the dental tissue (Behroozibakhsh
et al, 2018; Chen et al., 2015; Chen et al., 2016; Petrov et al., 2018).

However, few studies report the use of femtosecond laser in den-
tal enamel with subablative parameters for the prevention and control
of caries lesions. In this sense, it is essential to analyze the chemical
composition and morphology of femtosecond laser-irradiated dental
enamel for the development of studies on caries prevention. There-
fore, the objective of this work was to evaluate in vitro the effects of
femtosecond laser irradiation with subablative parameters on the
chemical composition, structure, and morphology of dental enamel.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Experimental design

The factor under study was enamel treatment in two levels:
(a) laser femtosecond irradiation and (b) no treatment. The study

sample consisted of 30 enamel specimens, which were randomly
divided into two groups (n = 15}, resulting from the levels of the
factor under study. The quantitative response variable was enamel
chemical change, evaluated by Raman spectroscopy. The enamel
subsurface structural change and the enamel superficial morphologi-
cal change variables were qualitatively evaluated using laser scan-
ning confocal microscopy and scanning electron microscopy (SEM),
respectively.

2.2 | Preparation of specimens
The specimen preparation procedures were performed at the Pre-
Clinical Dentistry Laboratory at UNICEP. Thirty bovine incisor teeth
were used after approval by the Ethics Committee on the Use of
Animals—CEUA, protocol No. 97450504 19.

The obtained teeth were washed with running water and
anionic detergent, followed by ultrasonic cleaning and prophylaxis
with pumice stone and water using a Robinson Brush in low rota-
tion. The teeth were then kept in a capped container containing
0.01% thymol solution inside a refrigerator to prevent the growth
of fungi.

For the preparation of the specimens, firstly the incisors had
their crowns and roots separated by a section located 1 mm below
the cementoenamel junction using a flexible double-sided diamond
disc mounted on a micromotor low speed handpiece. The dental
crowns were sectioned in the mesiodistal and buccal-lingual direc-
tions in order to obtain rectangular slabs with dimensions of
5 x 5mm. The enamel surfaces of the slabs were manually
polished using 600- and 1,200-grit silicon carbide paper discs and
0.3- and 0.05-pm diamond paste on cloth. Between the application
of silicon carbide paper and diamond paste, the samples were
washed with deionized water for 1 min. After polishing, the sam-
ples were cleaned by immersion in an ultrasonic cleaner for 10 min
to remove any debris from the surfaces.

To delimit the area to be IRR, adhesive labels with dimensions of
3 x 3 mm were placed on the enamel surface of the specdimens with
the aid of tweezers and dental explorer. The as-prepared specimens
were randomly distributed into the two groups (n = 15) according to
the treatment performed on the enamel surfaces.

2.3 | Enamel treatments

1. Femtosecond laser (IRR): the irradiation was performed using the
Ti:Sapphire laser system (Libra S, Coherent) pulsed in the fem-
tosecond regime (approximately 70fs) with a wavelength of
801 nm, operating at a constant pulse repetition rate of 1 kHz
in focused mode (focal length of 20cm). The surface of the
exposed enamel area of the specimen was positioned perpen-
dicular to the laser beam and IRR with a power of 1 W, pulse
energy of 1 mJ, and exposure time of 15 s.

2. No treatment (NI): control.
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24 | Raman spectrometry analysis
The exposed enamel surfaces were analyzed by Raman spectroscopy
using an Ocean Optics spectrometer (Inc., Dunedin, FL, USA) with
excitation by diode laser (A = 785 nm) and spectral resolution of
11 em~L. Three measurements were made with a power excitation
of 400 mW and an acquisition time of 5 s, being the final spectrum
the average of these three measurements.

All spectra were treated using a MatLab processing routine. It
performs the following list of processes for each spectrum:

* Noise removal for curve smoothing.

» Base curve removal using six-order polynomial.

* Removal of second-order oscillations within the curves.
» Definition of peaks of interest.

e Lorentzian plot with maximum at the peak of interest.
» Calculation of the area of each peak of interest.

* Calculation of the intensity of each peak of interest.

» Calculation of the total spectrum area.

The peaks selected for the analysis (Paolillo et al., 2019) were:

® 438 nm—Peak related to phosphate (PO, v2 vibrational mode in
hydroxyapatite)

* 582 nm—P0O, % 14 vibrational mode in hydroxyapatite

* 960 nm—Symmetric vibrational elongation of phosphate ions
(P04‘3 v1 vibrational mode in hydroxyapatite)

» 1,070 nm—CO;~2 carbonate peak

The analysis of the carbonate/phosphate ratio (1,070:960 nm) was
also carried out by considering the ratio between the values obtained
for the peaks of both.

The data were first separated according to each group (IRR and
NI). Then, the spectra average (M) was taken. The organization of the
data obtained for the general areas of the spectra was also made
based on the averages for each group, as well as in relation to the
areas and intensities of each peak of interest (carbonate:phosphate
ratio—1,070:960) through the analysis of the ratio between the values
obtained for the peaks of both.

25 |
analysis

Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

CLSM was used for an in-depth evaluation of the extent of the struc-
tural change in the enamel subsurface after femtosecond laser irradia-
tion. To this end, the specimen was fixed with sticky wax on an acrylic
plate in order to make a longitudinal section in the center of the del-
imited area using a double-sided diamond disc mounted on a micro-
motor low speed handpiece, resulting in two halves. One half was
used to perform CLSM, while the other was used to observe the sur-
face morphology in a scanning electron microscope.

MICROSCOPY 3
e WILEY-L

The halves intended for laser scanning confocal microscopy were
embedded in acrylic resin slabs to obtain longitudinal cuts with a
thickness of 1 mm, which were later polished with 600- and
1,200-grit silicon carbide papers and 1-pm diamond paste on cloth.
Subsequently, they were cleaned in an ultrasonic cleaner for 5 min for
residue removal. The sections were placed on microscope slides and
taken to the confocal fluorescence microscope (Zeiss, model LSM
780, inverted), with argon laser excitation with a 488-nm wavelength
and 10x and 20x magnification objective lenses. To evaluate the
change in the enamel subsurface, the images resulting from the differ-
ences between fluorescent signals emitted by the IRR enamel when
compared to the tissue without irradiation were observed (Chinelatti
et al., 2017; Radlanski, Renz, Willersinn, Cordis, & Duschner, 2001).

26 | Analysis of superficial morphology by SEM
The analysis of superficial morphology by SEM was performed on five
specimens from the IRR and NI groups. The preparation of the speci-
mens consisted of cleaning by immersion in an ultrasonic cleaner for
10 min, followed by dehydration by sequential immersion in ethyl
alcohol solutions with increasing concentrations: 25% ethyl alcohol
for 20 min, 50% for 20 min, 75% for 20 min, 90% for 30 min, and
100% for 60 min. Afterwards, the samples were stored in an oven at
70°C for 12 hr. Lastly, the samples were metallized and covered with
gold to be observed in a scanning electron microscope (Philips XL-30
FEG), at a magnification of 4,000x, in order to record the most repre-
sentative areas of the morphological changes on the enamel surface
of IRR and NI specimens.

27 | Data analysis

The data obtained by Raman spectrometry were subjected to statisti-
cal analysis using the unpaired Student's t-test with a 5% significance
level in the SPSS software. On the contrary, the images obtained by
laser scanning confocal microscopy and SEM were analyzed
qualitatively.

3 | RESULTS

31 | Raman spectrometry

The Raman spectra obtained enabled the identification of peaks
related to the characteristic dental enamel compounds: PO, v1,
PO, 3 v2, PO, v4, and CO5~2 v1. The presence of phosphate and
carbonate groups was identified in all specimens. It was possible to
observe three vibrational modes referring to the phosphate group:
PO, v1 at 960 nm, PO, v2 at 438 nm, and PO, v4 at 582 nm.
For carbonate, only one vibrational mode was identified at 1070 nm
(Coz2v1).
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The spectra after processing followed the format shown in
Figure 1, in which the spectrum of a specimen from the processed IRR
group, as well as the four Lorentzians plotted under the peaks of
interest, can be observed.

In addition to the five curves presented, the area and intensity
values of each peak were obtained for each spectrum, as well as the
total area of the spectrum. The values can be seen in Table 1.

The spectra were analyzed by comparing the averages of the IRR
and NI groups. Figure 2 shows the differences between them.

For better visualization, the peaks shown in Figure 2 are
highlighted in Figure 3.

The averages of the chosen peaks were also calculated, and the
values obtained for the areas and intensities can be seen in Table 2
and Figure 4.

By analyzing the areas of the peaks of interest, a significant
increase (p <.05) was noted in the area values for the phosphate
peaks at 438 nm and 960 nm when considering the spectra of the IRR
and NI groups. Differently, for the phosphate peak at 582 nm there
was no significant change (p > .05), while for the peak at 1070 nm a
significant decrease in the area value of the IRR group (p < .05) in
comparison with the NI group could be observed.

According to Figure 4, there was a reduction in the values of the
the ratio
(1,070:960 nm). However, no significant change in the total area was

corresponding  areas  for carbonate:phosphate

observed.

Additionally, from the analysis of the results regarding the
intensities shown in Figure 5 it was possible to note an increase in the
intensity of the peaks at 438 and 960 nm.
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3.2 | Confocallaser scanning microscopy (CLSM)
The images obtained by CLSM indicated that there was no structural
change in the subsurface of the IRR enamel (Figure 6a), as no differ-
ences were identified in the fluorescent signals emitted by the IRR
enamel when compared to the tissue without irradiation (Figure éb).

3.3 | Scanning electron microscopy (SEM)

The micrographs selected as representative of the surface of the
enamel specimens evaluated are shown in Figures 7ab. The images
corresponding to the NI enamel (Figure 7a) show a surface with pre-
dominantly dense and smooth homogeneous morphology, typical of
healthy enamel. Although the femtosecond laser-irradiated enamel
specimens (Figure 7b) presented similar characteristics, no significant
morphological changes—which can be seen by the absence of micro-
cracks and melting areas—and no degree of disorganization on the
surface of the prisms could be observed.

TABLE 1 [lllustrative table of the values obtained for the spectrum
of each specimen

Spectrum 11 Total area: 108939,3

Specimen 06 438 nm 582 nm 960 nm 1070 nm
Area 3464607 1544245 B968729 1056972
Intensity 175,7642 114,5989 754,7708 5987771

200 400 600 800 1000

——Espectro 11 (Amostra 06) —— 438nm

FIGURE 1
be viewed at wileyonlinelibrary.com]

1200 1400 1600 1800 2000

—— 582nm —— 960nm = 1070nm

Illustrative figure showing the processed spectrum with the four peaks of interest highlighted for each specimen [Color figure can
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FIGURE 2 Mean values of the spectra and peaks of interest for irradiated and non-irradiated groups [Color figure can be viewed at

wileyonlinelibrary.com]

4 | DISCUSSION

Enamel ablation by femtosecond lasers has been demonstrated by
several authors (Chen et al, 2015; Chen et al.,, 2016; Le, Bertrand, &
Vilar, 2016; Loganathan, Santhanakrishnan, Bathe, &
Arunachalam, 2021; Yuan, Zheng, Sun, Wang, & Lyu, 2017). Never-
theless, there is no detailed characterization of femtosecond laser-
irradiated surfaces using subablative parameters, since previous stud-
ies have demonstrated the ability of high-power lasers with
subablative parameters to make dental enamel more acid-resistant
(Behroozibakhsh et al., 2018; Chang et al., 2017). The role of laser
irradiation in caries prevention has been widely studied with a focus
on the increase of caries resistance caused by a decrease in the
enamel demineralization rate (Geraldo-Martins et al., 2013; Tavares
et al, 2012). Thus, the objective of the present study was to deter-
mine the chemical and structural changes in enamel induced by fem-
tosecond laser irradiation using subablative parameters, which could
indicate whether this treatment would be a favorable strategy for the
prevention of early caries lesions.

Considered increasingly important due to its high biochemical
specificity, Raman spectroscopy analysis has been used to character-
ize the chemical/molecular structure of dental enamel (Wentrup-
Byrne, Armstrong, Armstrong, & Collins, 1997). In enamel analyses,
the peak located at 960 nm has been attributed to the phosphate
Group v1 mode, while the peak at 1070 nm has been associated with
the v1 vibrational mode of the carbonate group (type B carbonate).
Studies using hydroxyapatite have suggested that even small levels of
change in chemical composition (e.g., substitution by carbonate) can
induce changes in the width and position of the peaks present in the
Raman spectrum, especially in the case of phosphate v1 and v3 modes
(Penel, Leroy, Rey, & Bres, 1998). Likewise, the carbonate and phos-
phate peak intensities have exhibited higher values attributed to the

external enamel surface, while lower intensities have been found in
the innermost portions of the enamel, indicating a reduction in the
degree of crystallinity of the hydroxyapatite (Xu, Reed, Gorski,
Wang, & Walker, 2012). Additionally, changes in peak intensities pre-
sent in the Raman spectrum have been associated with changes in the
orientation of enamel crystallites (Tsuda & Arends, 1997). In this
study, according to the results obtained by Raman spectroscopy anal-
ysis of the femtosecond laser-irradiated enamel it was possible to
identify the characteristic dental enamel peaks in all specimens. The
spectra of the IRR tissue showed an increase in peak intensity in
the 960-nm region, referring to phosphate v1 mode, and in the
438-nm region, related to phosphate v3 mode, as well as a reduction
in peak intensity in the 1,070-nm region, referring to carbonate.

In addition, studies that performed chemical analysis of the
enamel IRR with different types of laser by Raman spectroscopy
showed a decrease in the carbonate content, and consequently an
increase in the acid resistance of the enamel (Elliott, 1973; Ko
et al, 2008; Tsuda & Arends, 1997). Considering the chemistry under-
lying the initial enamel caries lesions, an indicator that explains the
preservation of the subsurface area in the caries zone is the low
enamel carbonate content, as it is believed that the carbonate has a
destabilizing effect (Elliott, 1973). Although it is a precursor of
hydroxyapatite, carbonate can cause defects in the crystal, poorly
fitting in the crystalline network and generating more acid-soluble
apatite (Spizzirri, Cochrane, Prawer, & Reynolds, 2012). Herein, the
results of Raman spectroscopy analysis indicated a decrease in the
carbonate content on the surface of the femtosecond laser-irradiated
enamel when compared to the NI enamel, which consequently may
have a role in the reduction of its dissolution, thus preventing enamel
caries.

Furthermore, the carbonate:phosphate ratio has been considered
an indicator of the enamel susceptibility to acid attack during the
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FIGURE 3 Highlight of the peaks of interest shown in Figure 2 [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com)

TABLE 2  Average values obtained for the area and intensity of the peaks of interest for irradiated and non-irradiated groups

Peak 438 nm 582 nm 960 nm 1070 nm

Group Irradiated  Non-irradiated  Irradiated Non-irradiated  Irradiated Non-irradiated  Irradiated Non-irradiated
Area 7199944° 6839137 1874794,71 1,905,279 10808357,94° 10379849 1319260,556* 1388109
Intensity 2203193  211,8616 1354812 135,1924 918,5372 886,564 73,8593 75,0856

®Indicates a statistically significant difference between the average areas of the peaks of interest for the irradiated and non-irradiated groups (Student's
t-test, p < .05) (in the horizontal direction).
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FIGURE 5 Peak intensity for irradiated (IRR) and non-irradiated (NI) groups and ratio between them (IRR/NI) [Color figure can be viewed at
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caries formation process (Akkus, Karasik, & Roperto, 2017). A
decrease in the carbonate:phosphate ratio has been found in the anal-
ysis of enamel submitted to demineralization in comparison with
healthy enamel (Barrera-Ortega, Vazquez-Olmos, Sato-Berr, &
Araiza-Téllez, 2020).

The analysis of the peak areas of interest revealed a significant
increase in the area values for the 438- and 960-nm phosphate peaks
of the IRR specimens. The relative intensities of the phosphate
peaks have been associated with the crystallinity of the apatite crys-
tal, so that the greater the crystal organization, the greater the

intensity of these peaks. Likewise, a decrease in the intensity of phos-
phate peaks has been found in initial caries lesions on the enamel sur-
face (Cavalli et al., 2018). The increased values observed in the area of
the phosphate peaks referring to the femtosecond laser-irradiated
enamel may be an indication of an improvement in the organization of
the enamel crystalline phase after irradiation.

To prevent demineralization of dental enamel, laser light must be
strongly absorbed and efficiently converted into heat without causing
structural damage to the underlying or surrounding tissues, with the
advantage of altering the composition or reducing the solubility of
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FIGURE 6 Representative images
obtained by confocal laser scanning
microscopy of longitudinal sections of
enamel slabs. (a) Subsurface of
femtosecond laser-irradiated enamel.

(b) Subsurface of non-irradiated enamel.
No differences in the fluorescent signals
emitted by the irradiated enamel in
comparison with the non-irradiated
enamel were observed. e = enamel;

d = dentin [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

FIGURE 7 Representative SEM micrographs of enamel surfaces at a 4,000 x magnification. (a) Non-irradiated enamel surface and

(b) femtosecond laser-irradiated enamel surface

hard dental tissues (Yuan et al., 2017). The confocal laser scanning
microscope is able to identify the fluorescent signal emitted by the
dental structure, allowing the visualization of the characteristics of
the dental enamel and the variation of the mineral content (Al-Obaidi
et al., 2020; Chinelatti et al., 2017; Radlanski et al., 2001). The images
obtained by CLSM indicated that there was no change in the subsur-
face of the femtosecond laser-irradiated enamel, since no differences
were identified in the fluorescent signals emitted by the IRR enamel
when compared to the NI one.

According to the morphological analysis by SEM performed on
the enamel of the IRR and NI specimens, it was observed that

femtosecond laser irradiation did not promote changes in the enamel.
The images corresponding to the IRR enamel showed characteristics
similar to those of the NI enamel, indicating a predominantly dense
and smooth homogeneous morphology surface with no microcracks,
areas of fusion, and roughness nor disorganization on the surface of
the prisms. These characteristics are compatible with the crystal
arrangement of the enamel surface crystalline network and with the
increased crystallinity of the tissue. In addition to the absence of sur-
face roughness, these characteristics are responsible for reducing the
adhesion of dental biofilm and can be considered a preventive feature.
It is known that the presence of cracks, areas of roughness, and
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prisms exposed on the enamel surface can act as points of fragility,
promoting areas more susceptible to acid attack, thus favoring the
deep demineralization of cracks. Besides, these points of fragility are
considered favorable places for accumulation of cariogenic bacteria
(Rodriguez-Vilchis, Contreras-Bulnes, Olea-Mejia, Sdnchez-Flores, &
Centeno-Pedraza, 2011).

The present study did not perform any tests to evaluate whether
the enamel solubility in acidic medium was compromised. Studies in
the literature have reported that the carbonate increase is related
to the increased susceptibility to the development of caries lesions
and dental erosion (Spizzirri et al, 2012; Xu et al., 2012). Low levels of
carbonate have been associated with less solubility and greater resis-
tance to acid attack produced by the caries formation process
(Tsuda & Arends, 1997). In this study, we observed changes in the car-
bonate and phosphate levels between the groups under analysis.
Despite this, further studies are necessary to analyze whether
changes in the carbonate and phosphate contents presented by this
study are sufficient to promote changes in the enamel solubility in
acidic medium.

5 | CONCLUSION

The dental enamel irradiation with femtosecond laser using
subablative parameters promoted a significant reduction in the car-
bonate content and the carbonate/phosphate ratio, without altering
the structure and morphology of the dental tissue.
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