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RESUMO 

 

Considerando a composição química do esmalte dental, especialmente o conteúdo de 

carbonato que apresenta maior relação com a prevenção de cárie, e a escassez de 

estudos empregando laser de femtosegundo, o objetivo do presente trabalho foi 

avaliar as alterações químicas e morfológicas do esmalte irradiado com laser de 

femtosegundo com parâmetros subablativos, por meio de espectroscopia Raman, 

Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) e Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV). Foram utilizados dentes incisivos bovinos recém-extraídos para a 

obtenção de 30 espécimes de esmalte (5mm X 5mm). A  composição química da 

amostra controle foi analisada por meio de espectrometria Raman para aquisição do 

espectro de absorção, sendo delimitadas as áreas sob as bandas de carbonato e 

fosfato. Esta análise foi utilizada para avaliação da alteração na composição química 

da amostra após a irradiação. A irradiação 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 (distância focal de 20 cm), potência média 

1 W, e tempo de exposição de 15 segundos. Após a irradiação, as áreas sob as 

bandas de absorção de carbonato e fosfato foram delimitadas em cada espécime. Os 

dados de espectrometria Raman foram analisados por meio do teste t de Student 

(α=5%). Comparando os espectros dos espécimes irradiados com os não irradiados, 

os resultados mostraram um aumento significante do valor das áreas para os picos de 

fosfato e uma redução significante do valor da área para o pico do carbonato e para a 

razão carbonato/fosfato. As análises em MCVL e em MEV, respectivamente, não 

revelaram alteração estrutural na subsuperfície e alterações morfológicas na 

superfície do esmalte irradiado. Concluiu-se que a irradiação com laser de 

femtosegundo utilizando parâmetros subablativos promoveu uma redução do 

conteúdo de carbonato e da razão 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 (α = 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; 
 

  

  

  



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1- Espectro de cada espécime já processado ...............................................20 

Figura 2- Média dos espectros e picos para os grupos irradiados e não 

irradiados....................................................................................................................21 

Figura 3- Destaque dos picos de interesse apresentados na Figura 2.....................22 

Figura 4- Áreas dos picos e totais para os grupos irradiados e não irradiados ........24 

Figura 5- Intensidade dos picos para os grupos irradiados e não irradiados ...........24 

Figura 6- Imagens representativas em microscopia confocal de varredura a laser 

dos cortes longitudinais dos blocos de esmalte.........................................................25 

Figura 7- Micrografias representativas em MEV das superfícies de esmalte no 

aumento de 4000x......................................................................................................26 



 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1: Valores obtidos para o espectro de cada espécime....................................21 

Tabela 2: Valores médios obtidos para área e intensidade dos picos de interesse dos 

grupos irradiados e não irradiados..............................................................................23 

 

  



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

MCVL: Microscopia Confocal de Varredura a Laser  

MEV: Microscopia Eletrônica de Varredura  

W: Watts 

Er: Érbio 

Cr YSGG: Laser de óxido de gadolíneo, escândio e ítrio dopado com cromo e érbio 

Er YAG: Laser de granada de ítrio-alumínio dopado com érbio 

Nd YAG: Laser de granada ítrio alumínio dopada com neodímio 

λ: Comprimento de onda 

m: Mili (equivalente a 10-3 ) 

IRR: Irradiado 

NI: Não Irradiado 

μ: Micro (equivalente a 10-6) 

min: minutos 

%: Percentual 

°C: Graus Celsius 

J: Joule 

n: Nano (equivalente a 10-9 ) 

CO2: Dióxido de carbono 

 

 

 

  



SUMÁRIO 

 

1.INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 13 

2.OBJETIVO ............................................................................................................ 15 

3.MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................... 16 

4.RESULTADOS ...................................................................................................... 20 

5.DISCUSSÃO ......................................................................................................... 27 

6.CONCLUSÃO ....................................................................................................... 31 

REFERÊNCIAS ........................................................................................................ 32 

ANEXO A – Artigo resultante publicado em periódico internacional ........................ 37 



13 

 

1. INTRODUÇÃO 

As lesões de cárie em esmalte são resultados de sucessivos ciclos de 

desmineralização e de reprecipitação de minerais presentes na saliva 

(remineralização), como os íons cálcio e fosfato (KASSEBAUN et al. 2015; AOBA, 

2004). Tais desmineralizações, quando tratadas precocemente, podem regredir sem 

causar nenhum prejuízo à estrutura dental (FEATHERSTONE, FONTANA e WOLFF, 

2018; BRADSHAW e LYNCH 2013).  

Frente à dificuldade de controlar os processos de desmineralização do esmalte 

dental, novas tecnologias vêm sendo estudadas, como o emprego da irradiação com 

lasers de alta intensidade. Lasers de alta intensidade têm sido utilizados no esmalte 

dental com parâmetros subablativos para a prevenção e paralisação de lesões de cá-

rie (FORMAINI et al. 2014). A irradiação do esmalte dental com os lasers de CO2, Er 

(érbio),Cr:YSGG (óxido de gadolíneo, escândio e ítrio dopado com cromo e érbio), 

Er:YAG (laser de granada de ítrio-alumínio dopado com érbio) e Nd:YAG (laser de 

granada ítrio alumínio dopada com neodímio), quando empregados com finalidade 

preventiva, modifica a morfologia e as propriedades físicas do esmalte incluindo fusão, 

recristalização e derretimento dos cristais de hidroxiapatita (FORMAINI et al. 2014; 

TAVARES et al. 2012). O objetivo de modificar a estrutura química e cristalina do 

esmalte dental é favorecer a estabilização dos íons cálcio e fosfato por meio da 

redução significativa do conteúdo de material orgânico intercristalino, água e 

carbonato (substância que confere maior solubilidade à hidroxiapatita), aumentando a 

resistência do tecido à desmineralização (CORRÊA-AFONSO et al. 2012).  

Os lasers de alta intensidade podem ser empregados no modo contínuo ou 

pulsado. Ambos são capazes de inibir a progressão de cárie, sendo o modo contínuo 

menos utilizado, pois oferece maiores riscos para o uso in vivo pelo aumento de 

temperatura na superfície e maior propagação para o interior do tecido dental, 

diferentemente do modo pulsado que permite que haja um relaxamento térmico entre 

um pulso e outro, diminuindo a propagação de calor para as camadas internas do 

tecido (CHEN et al. 2016). No entanto, a irradiação no modo pulsado convencional 

com pulsos de curta duração gera uma forte onda de choque térmico, podendo 

acarretar danos às superfícies dos tecidos dentais, tais como rachaduras e fissuras 

(BEHEROOZIBAKHSH, 2018). Consequentemente, os efeitos positivos da irradiação 

na resistência ácida do esmalte seriam diminuídos, pois a presença de rachaduras e 
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fissuras tornaria a superfície de esmalte mais suscetível à difusão de microrganismos 

e ácidos presentes no fluido do biofilme dental (BEHEROOZIBAKHSH, 2018). 

Nos últimos anos, o desenvolvimento de lasers de pulsos ultra-curtos, como o 

laser de femtosegundo, tem resultado em um interesse crescente em aplicações 

odontológicas devido à sua capacidade de ablação precisa e eficaz com ausência de 

dano colateral ao tecido proveniente de ondas de choque térmico (CHEN et al. 2015). 

Como a duração de pulso de um laser de femtosegundo é menor do que o tempo de 

relaxamento térmico dos tecidos, dentina ou esmalte são ionizados antes que a 

difusão térmica ocorra, restringindo a geração de efeitos térmicos (Petrov, Pecheva e 

WALMSLEY, 2018).  Em estudos preliminares de ablação minimamente invasiva de 

esmalte e dentina utilizando laser de femtosegundo, diferentes parâmetros de 

irradiação foram testados para a escolha de parâmetros ótimos para a ablação em 

que não foram obtidos danos colaterais nem superaquecimento do tecido dentário 

(CHEN et al. 2016, PETROV, PECHEVA e WALMSLEY, 2018).  

Entrentanto, existe uma escassez de estudos relatando a utilização de laser de 

femtosegundo no esmalte dental com parâmetros subablativos para a prevenção e 

paralisação de lesões de cárie.  Nesse sentido, o conhecimento sobre a composição 

química e a morfologia do esmalte dental irradiado com laser de femtosegundo é 

significativo para o desenvolvimento de estudos sobre prevenção de cárie. 
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2. OBJETIVO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, os efeitos da irradiação do laser 

de femtosegundo com parâmetros subablativos sobre a composição química, 

estrutura e morfologia do esmalte dental.   

  

  



16 

 

 

3.MATERIAL E MÉTODOS 

Delineamento experimental 

O fator em estudo foi Tratamento do Esmalte em 2 níveis (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 níveis do fator em estudo. A variável de resposta quantitativa foi 

alteração química do esmalte, avaliada por meio de espectroscopia Raman. As 

variáveis alteração estrutural subsuperficial do esmalte e alteração morfológica 

superficial do esmalte foram avaliadas qualitativamente por meio de microscopia 

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

 

Preparação dos espécimes 

Os procedimentos de preparação dos espécimes foram realizados no 

Laboratório Pré-Clínico de Odontologia do UNICEP. Foram utilizados 30 dentes 

incisivos bovinos (obtidos em um único frigorífico - Frigorífico Mondelli, Bauru – SP), 

após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais - Protocolo CEUA nº 

9745050419 – (documento em anexo). 

Os dentes obtidos foram lavados com água corrente e detergente aniônico e 

limpos por meio de raspagem ultrassônica e profilaxia com pedra-pomes e água, com 

escova tipo Robinson em baixa rotação. Os dentes foram então mantidos em um 

recipiente tampado contendo solução de timol a 0,01%, em refrigerador, para evitar o 

crescimento de fungos. 

Para a preparação dos espécimes, inicialmente os incisivos tiveram suas 

coroas e raízes separadas por meio de uma secção localizada a 1 mm abaixo da 

junção amelocementária com um disco flexível diamantado dupla face montado em 

peça reta e micromotor odontológico de baixa rotação. As coroas dentais foram 

seccionadas nos sentidos mésio-distal e vestíbulo-lingual, de modo a serem obtidos 

blocos retangulares com dimensões de 5 mm x 5 mm. As superfícies de esmalte dos 

blocos foram polidas manualmente utilizando discos de lixa d’agua (granulações 600 

e 1200) e discos de feltro com pastas de diamante 0,3 μm e 0,05 μm. Entre a aplicação 

das lixas e das pastas de alumina, as amostras foram lavadas com água deionizada 

por 1 minuto. No final do polimento, a limpeza das amostras foi realizada por imersão 
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em cuba ultrassônica por 10 minutos para remoção de eventuais debris das 

superfícies. 

Com o objetivo de delimitar a área a ser irradiada, etiquetas adesivas com 

dimensões de 3 mm x 3 mm foram posicionadas sobre a superfície de esmalte dos 

espécimes com auxílio de pinça e explorador. Os espécimes assim preparados foram 

distribuídos aleatoriamente em 2 grupos (n=15) de acordo com o tratamento realizado 

nas superfícies de esmalte. 

 

Tratamentos do esmalte 

A. Laser de femtosegundo (irradiado): a irradiação 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 repetição de pulso constante de 1 kHz no modo 

focalizado (distância focal de 20 cm). A superfície da área de esmalte 

exposta do espécime foi posicionada perpendicularmente ao feixe de laser 

no seu foco e irradiada com potência de 1 W, energia por pulso de 1 mJ e 

tempo de exposição de 15 segundos. O sistema laser utilizado pertence ao 

Laboratório de Inovações Tecnológicas Optrônicas para Oftalmologia e 

Agricultura (LIO2A), do Grupo de Óptica do IFSC-USP. 

B. Sem tratamento (não irradiado): controle. 

 

Análise por espectrometria Raman  

As superfícies de esmalte expostas foram analisadas por meio de 

espectroscopia Raman no espectrômetro da Ocean Optics (Inc., Dunedin, FL, USA), 

com excitação por laser de diodo (λ=785 nm) e resolução espectral de 11 cm-1. As 

medidas foram feitas com excitação na potência de 400 mW, 5 segundos de aquisição 

e 3 aquisições, com o espectro final sendo a média de cada uma destas três medidas. 

Todos os espectros foram tratados utilizando rotina de processamento em 

MatLab utilizada para tal fim. Esta realiza a seguinte lista de processos para cada 

espectro: 

 Remoção de ruídos para suavização da curva; 

 Remoção de curva de base com uso de polinomial de ordem seis; 

 Remoção de oscilações de segunda ordem no interior das curvas; 

 Definição dos picos de interesse; 
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 Plot de Lorentziana com máximo no pico de interesse; 

 Cálculo da área de cada pico de interesse; 

 Cálculo da intensidade de cada pico de interesse; 

 Cálculo da área total do espectro. 

Os picos selecionados para análise (Paolillo et al. 2019) foram: 

 438 nm – Pico relacionado ao fosfato modo vibracional ν2 PO4
-3 na 

hidroxiapatita 

 582 nm – Modo vibracional ν4 PO4
-3 na hidroxiapatita 

 960 nm – Alongamento vibracional simétrico dos íons fosfato (modo 

vibracional ν1 PO4-3 na hidroxiapatita) 

 1070 nm – Pico do carbonato CO3
-2 

Também foi feita a análise da razão carbonato/fosfato (1070 nm/960 nm), por 

meio da análise da razão entre os valores obtidos para os picos de ambos. 

Os dados foram primeiramente separados de acordo com cada grupo (Irradiado 

– IRR - e Não Irradiado- NI). Além disso, foi retirada a média dos espectros (M).  

Também foi feita a organização dos dados obtidos para as áreas gerais dos espectros, 

com as médias para cada grupo, assim como em relação às áreas e intensidades de 

cada um dos picos de interesse (razão carbonato/fosfato 1070/960), através da 

análise da razão entre os valores obtidos para os picos de ambos. 

 

Análise em microscopia confocal de varredura a laser 

 A microscopia confocal de varredura a laser foi utilizada para avaliar a extensão 

da alteração estrutural na subsuperfície do esmalte após a irradiação com laser de 

femtossegundo. Para isso, o espécime foi fixado com cera pegajosa em uma placa de 

acrílico a fim de ser realizada uma secção longitudinal no centro da área delimitada 

com um disco diamantado dupla-face montado em peça-reta de baixa rotação, 

resultando em duas metades. Uma das metades foi utilizada para a realização de 

microscopia confocal de varredura a laser e a outra metade foi destinada para 

observação da morfologia superficial em microscópio eletrônica de varredura.  

As metades destinadas a microscopia confocal de varredura a laser foram 

incluídas em blocos de resina acrílica para serem obtidos cortes longitudinais com 1 

mm de espessura, os quais foram posteriormente polidos com lixas d’agua de granu-

lação 600 e 1200 e feltro com pasta de alumina de 1 μm, e em seguida limpos em 
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cuba ultrassônica por 5 min para remoção de resíduos. Os cortes foram posicionados 

em lâminas de microscopia e levados ao microscópio confocal de fluorescência (Zeiss, 

modelo LSM 780 invertido) pertencente ao Laboratório Multiusuário de Microscopia 

Confocal do Grupo de Óptica do Instituto de Física de São Carlos – USP, com 

excitação de laser de Argônio com comprimento de onda de 488 nm, e lentes objetivas 

de 10x e 20x de aumento. Para avaliar a alteração na subsuperfície do esmalte, foram 

observadas as imagens resultantes das diferenças nos sinais fluorescentes emitidos 

pelo esmalte irradiado quando comparados ao tecido sem irradiação (CHINELATTI et 

al. 2017, RADLANSKI et al. 2001).  

 

Análise da morfologia superficial em microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

As análises da morfologia superficial em microscopia eletrônica de varredura 

foram realizadas em cinco espécimes dos grupos irradiado e não irradiado. O preparo 

dos espécimes para MEV consistiu, primeiramente, de limpeza por imersão em cuba 

ultrassônica por 10 min, e posteriormente desidratação por imersão sequencial em 

soluções de álcool etílico com concentrações crescentes, sendo em álcool etílico 25% 

por 20 minutos, 50% por 20 minutos, 75% por 20 minutos, 90% por 30 minutos e 100% 

por 60 minutos. Após 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 microscópio eletrônico de varredura (Philips XL-30 FEG) 

pertencente ao Laboratório de Caracterização Estrutural do Departamento de 

Engenharia de Materiais da Universidade Federal de São Carlos, com aumento de 

4000x, sendo registradas as áreas mais representativas das alterações morfológicas 

da superfície do esmalte dos espécimes irradiados e não irradiados.  

 

Análise dos dados 

Os dados obtidos pelas análises de espectrometria Raman foram submetidos 

a análise estatística por meio do teste t de Student não pareado, com nível de 

significância de 5%, utilizando o software de análise estatistica SPSS. As imagens 

obtidas por meio das avaliações de microscopia confocal de varredura a laser e 

microscopia eletrônica de varredura foram analisadas qualitativamente. 
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4.RESULTADOS 

 Espectrometria Raman  

Os espectros Raman obtidos possibilitaram a identificação de picos referentes 

aos compostos característicos do esmalte dental PO4
-3 v1, PO4

-3 v2, PO4
-3 v4, CO3

-2 

v1. Em todos os espécimes foi identificada a presença dos grupos fosfato e carbonato. 

Foi possível identificar três modos vibracionais referentes ao grupo fosfato, sendo PO4
-

3 v1 em 960 nm, PO4
-3 v2 em 438 nm e PO4

-3 v4 em 582 nm. Para o carbonato, apenas 

um modo vibracional foi identificado em 1070 nm (CO3
-2 v1).  

Os espectros após 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 já processado com quatro picos de interesse destacados para 

cada espécime. 

 

Fonte: Próprio autor 
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Além das 5 curvas apresentadas, foram obtidos para cada espectro os valores 

de área e intensidade de cada pico, assim como a área total do espectro. Os valores 

podem ser observados na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Valores obtidos para o espectro de cada espécime 

Espectro 11  Área Total: 108939,3 

Espécime 06 438 nm 582 nm 960 nm 1070 nm 

Área 3464607 1544245 8968729 1056972 

Intensidade 175,7642 114,5989 754,7708 59,87771 

 
 

Fonte: Próprio autor 

 

Os espectros foram analisados através da comparação das médias dos dois 

grupos irradiado (IRR) e não irradiado (NI). A Figura 2 apresenta as diferenças entre 

eles. 

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

 

Fonte: Próprio autor 

 

Para melhor visualização, 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. 

 

Fonte: Próprio autor 

 

Também foram calculadas as médias para os picos escolhidos e os valores 

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

4: Áreas dos picos e totais para os grupos IRR e NI além da razão entre os grupos. 
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Tabela 2: Valores médios obtidos para área e intensidade dos picos de interesse dos 

grupos irradiados e não irradiados 

Pico 438 nm 582 nm 960 nm 1070 nm 

Grupo Irradiado Não irradiado Irradiado Não irradiado Irradiado Não irradiado Irradiado Não irradiado 

Área 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 diferença estatisticamente significante entre as médias das áreas dos picos de interesse dos grupos 

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

 

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

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

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

de fosfato 582 nm não houve alteração significante (p>0,05) nos valores das áreas 

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

redução significante (p<0,05) do valor da área do grupo irradiado quando comparado 

ao grupo não irradiado. 

Conforme apresentado na Figura 4: Áreas dos picos e totais para os grupos 

IRR e NI além da razão entre os grupos., observou-se uma redução nos valores das 

áreas correspondentes para a razão carbonato/fosfato (1070 nm/960 nm); não houve 

alteração significante para a área total.  
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Figura 4: Áreas dos picos e totais para os grupos IRR e NI além da razão entre os 

grupos. 

 

Fonte: Próprio autor 

 

Além disso, na análise 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 razão entre os 

grupos. 

 

Fonte: Próprio autor 
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Microscopia confocal de varredura a laser 

 As imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser indicaram 

que não houve alteração estrutural na subsuperfície do esmalte irradiado (Figura 6.A), 

pois não foram identificadas diferenças nos sinais fluorescentes emitidos pelo esmalte 

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

 

Figura 6. Imagens representativas em microscopia confocal de varredura a laser dos 

cortes longitudinais dos blocos de esmalte. (A): Subsuperfície do esmalte irradiado 

com laser de femtosegundo; (B): Subsuperfície do esmalte não irradiado. Não são 

observadas diferenças nos sinais fluorescentes emitidos pelo esmalte irradiado 

quando comparados ao esmalte não irradiado. e. esmalte; d. dentina. 

 

Fonte: Próprio autor 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 As micrografias selecionadas como representativas da superfície dos 

espécimes de esmalte avaliados são apresentadas na Figura 7, A-B. As imagens 

correspondentes ao esmalte não irradiado (Figura 7. A) mostram uma superfície de 

morfologia homogênea, predominantemente densa e lisa, típicas de esmalte sadio. 

Os espécimes de esmalte irradiado com laser de femtosegundo (Figura 7. B) 
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apresentaram características semelhantes e não foram observadas alterações 

morfológicas significantes, fato que pode ser constatado pela ausência de 

microtrincas e áreas de fusão, além de nenhum grau de desorganização na superfície 

dos prismas. 

 

Figura 7: Micrografias representativas em MEV das superfícies de esmalte no 

aumento de 4000x. (A). Superfície do esmalte não irradiado; (B). Superfície do 

esmalte irradiado com laser de femtosegundo. 

 

Fonte: Próprio autor 
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5.DISCUSSÃO  

 

A ablação do esmalte por lasers de femtossegundo tem sido demosntrada por 

vários autores (CHEN et al. 2016, Chen et al. 2015, LOGANATHAN et al. 2021, LE, 

BERTRAND e VILAR 2016, YUAN et al. 2017), porém não há uma caracterização 

detalhada das superfícies irradiadas com laser de femtosegundo empregando 

parâmetros subablativos, uma vez estudos anteriores demonstraram a capacidade 

dos lasers de alta potência com parâmetros subablativos de tornar o esmalte dental 

mais ácido-resistente (FORNAINI et al. 2014, CHAN et al. 2017, GERALDO-

MARTINS, LEPRI e PALMA-DIBB 2013, TAVARES et al. 2012, CORRÊA-AFONSO 

et al. 2012, BEHROOZIBAKHSH 2018). O papel da irradiação a laser na prevenção 

da cárie tem sido amplamente estudado com foco no aumento da resistência à cárie 

causada por uma diminuição na taxa de desmineralização do esmalte (GERALDO-

MARTINS, LEPRI e PALMA-DIBB 2013, TAVARES et al. 2012). Sendo assim, o 

objetivo do presente trabalho foi determinar as modificações químicas e estruturais do 

esmalte induzidas pela irradiação com laser de femtosegundo empregando 

parâmetros subablativos, o que poderia indicar se este tratamento seria uma 

estratégia favorável para a prevenção de lesões de cárie inicial. A análise por meio de 

espectroscopia Raman tem sido utilizada para a caracterização da estrutura 

química/molecular do esmalte dental e tem se mostrado cada vez mais importante 

devido a sua elevada especificidade bioquímica (WENTRUP-BYRNE et al. 1997, 

AOBA 2004), FEATHERSTONE, FONTANA, WOLFF 2018). Em análises realizadas 

em esmalte, o pico localizado em 960 nm tem sido atribuído ao grupo fosfato v1 e o 

pico presente em 1070 nm tem sido atribuído modo vibracional 1 do grupo carbonato 

(carbonato do tipo B). 

  Estudos utilizando hidroxiapatita, tem sugerido que mesmo pequenos níveis 

de alteração na composição química (por exemplo substituição por carbonato) podem 

induzir alterações na largura e na posição 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 têm exibido valores 

maiores atribuídos a superfície externa do esmalte, enquanto intensidades menores 

têm sido encontradas nas porções mais internas do esmalte, indicando uma redução 

no grau de cristalinidade da hidroxiapatita (XU et al. 2012). Alterações ocorridas nas 

intensidades dos picos presentes no espectro Raman têm sido, ainda, associadas a 
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alterações na orientação dos cristalitos do esmalte (TSUDA e ARENDS 1997). Neste 

estudo, de acordo com os resultados obtidos pela análise de espectroscopia Raman 

do esmalte irradiado com laser de femtosegundo, foi possível identificar os picos 

característicos do esmalte dental em todos os espécimes. Os espectros do tecido 

irradiado mostraram um aumento de intensidade dos picos na região de 960 nm, 

referente ao fosfato v1, e na região de 438 nm, referente ao fosfato v3, e, ainda uma 

redução na intensidade do pico na região de 1070 nm, referente ao carbonato.  

Além disso, estudos que realizaram análise química por meio de 

espectroscopia Raman do esmalte irradiado com diferentes tipos de laser mostraram 

uma diminuição no teor de carbonato e, consequentemente, um aumento da 

resistência ácida do esmalte (TSUDA e ARENDS 1997, ELLIOT 1973, HEWKO et al. 

2008). Considerando a química subjacente às lesões de cárie inicial em esmalte, uma 

teoria que explica a preservação da área subsuperficial na zona de cárie é o baixo 

teor de carbonato do esmalte, já 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 solúvel em ácido (SPIZZIRRI et al. 2012). No presente estudo, os 

resultados da análise por espectroscopia Raman mostraram que houve uma 

diminuição do conteúdo de carbonato na superfície do esmalte irradiado com laser de 

femtosegundo quando comparado ao esmalte não irradiado, o que, 

consequentemente, pode ter um papel na redução de sua dissolução, prevenindo a 

cárie do esmalte. 

 Além disso, a razão carbonato/fosfato tem sido considerada um indicador da 

susceptibilidade do esmalte ao ataque ácido durante o processo de formação da cárie 

(AKKUS, KARASICK e ROPERTO 2017, CAVALLI et al. 2018). A diminuição da razão 

carbonato/fosfato tem sido encontrada na análise do esmalte submetido à 

desmineralização em comparação ao esmalte sadio (BARRERA-ORTEGA et al 2020, 

CAVALLI et al. 2018).  

 A análise das áreas dos picos de interesse revelou um aumento significante do 

valor das áreas para os picos fosfato 438 nm e 960 nm dos espécimes irradiados. As 

intensidades relativas dos picos referentes ao fosfato têm sido associadas a 

cristalinidade do cristal apatita, de maneira que quanto maior a organização do cristal, 

maior a intensidade destes picos. Da mesma maneira, uma diminuição na intensidade 

dos picos fosfato foram encontradas em lesões de cárie inicial no esmalte (CAVALLI 
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et al. 2018). Os aumentos observados nos valores de área dos picos fosfato referentes 

ao esmalte irradiado com laser de femtosegundo podem ser um indicativo de que 

houve uma melhora na organização da fase cristalina do esmalte após a irradiação.  

Para a prevenção da desmineralização 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 

composição ou diminuir solubilidade de tecidos duros dentais (YUAN et al. 2017). O 

microscópio confocal de varredura a laser é capaz de identificar o sinal fluorescente 

emitido pela estrutura dentária, possibilitando a visualização das características do 

esmalte dental e a variação do conteúdo mineral (CHINELATTI et al. 2017, 

RADLANSKi et al. 2001, AL-OBAIDI 2020). As imagens obtidas por microscopia 

confocal de varredura a laser indicam que não houve alteração na subsuperfície do 

esmalte irradiado com laser de femtosegundo, pois não foram identificadas diferenças 

nos sinais fluorescentes emitidos pelo esmalte irradiado quando comparados ao 

esmalte não irradiado.  

De acordo com a avaliação morfológica por MEV realizada no esmalte dos 

espécimes dos grupos irradiado e não irradiado, foi observado que a irradiação com 

o laser de femtosegundo não promoveu alterações no esmalte. As imagens 

correspondentes ao esmalte irradiado apresentaram características semelhantes ao 

esmalte não irradiado, mostrando uma superfície de morfologia homogênea, 

predominantemente densa e lisa, com ausência de microtrincas, áreas de fusão, 

rugosidades e sem desorganização na superfície dos prismas. Essas características 

são compatíveis com o arranjo dos cristais da rede cristalina da superfície do esmalte 

e com o aumento da cristalinidade do tecido. Somado à ausência da rugosidade 

superficial, reduz a aderência do biofilme dental e pode ser considerada uma 

característica de prevenção. Sabe-se que a presença de trincas, áreas de rugosidade 

e prismas expostos na superfície do esmalte podem agir como pontos de fragilidade, 

promovendo áreas mais susceptíveis ao ataque ácido, favorecendo a 

desmineralização em profundidade das trincas, além de serem considerados locais 

favoráveis para o acúmulo de bactérias cariogênicas (RODRÍGUES-VILCHIS et al. 

2011). 
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O presente estudo não realizou testes para avaliar se a solubilidade do esmalte 

em meio ácido foi comprometida. Relatos da literatura sugerem que o aumento de 

carbonato está relacionado com o aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento 

de lesões de cárie e erosão dental (XU 2012, SPIZIRRI et al. 2012). Baixos níveis de 

carbonato têm sido associados a menor solubilidade e maior resistência ao ataque 

ácido produzido pelo processo de formação da cárie (TSUDA e ARENDS 1997). O 

presente estudo observou alterações significativas nos índices de carbonato e fosfato 

entre os grupos avaliados. Apesar disso, mais estudos são necessários para avaliar 

se as alterações no conteúdo de carbonato e fosfato apresentadas pelo presente 

estudo são suficientes para promover alterações na solubilidade do esmalte em meio 

ácido. 
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6.CONCLUSÃO 

A irradiação do esmalte dental com laser de femtosegundo com parâmetros 

subablativos promoveu uma redução significativa do conteúdo de carbonato e da 

razão carbonato/fosfato, sem alterar a estrutura e a morfologia do tecido dental. 
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ANEXO A – Cópia do artigo resultante publicado em abril de 2021 no periódico 

Microscopy Research and Technique 
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