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ESTUDO, IN VITRO, DA APLICACAO DE NANOBIOMATERIAIS NA PROTECAO
CONTRA A EROSAO ACIDA NA DENTINA

RESUMO

O objetivo deste estudo in vitro foi de avaliar, por espectroscopia FT-Raman e microscopia
eletronica de varredura o potencial anti-erosivo de compdsitos de nanotubos de
carbono/Grafeno (NTC/Grafeno), nanohidroxiapatita (nHAp) e materiais hibridos
(NTC/Grafeno/nHAp) comparado com aplicacbes de flior em gel. Vinte e um dentes
incisivos bovinos foram limpos, divididos em 2 partes (n=42), polidos e separados em sete
grupos experimentais: G1 (controle) — tratamento com saliva artificial; G2 - Fluor gel acido
(FG); G3 - nanohidroxiapatita sintetica (nHAp); G4 — NTC/Grafeno; G5 - FG + nHAp; G6 -
FG + NTC/Grafeno e G7 — FG + NTC/Grafeno/nHAp. Todos os dentes foram previamente
condicionados com &cido fosférico a 37% por 15 seg. para realizar a exposi¢do dos tubulos
dentinarios simulando assim pacientes com sensibilidade dentinaria. As amostras dos grupos
2, 5, 6 e 7 receberam uma aplicacdo de Fluor Fosfato Acidulado 1,23% em gel (1 min.). A
andlise por espectroscopia FT-Raman foi realizada apds a aplicacdo dos biomateriais com a
coleta de 3 espectros por amostra. Em seguida, as amostras foram submetidas a seis ciclos,
alternando desmineralizacdo e remineralizagdo e as amostras do grupo 1 (controle) foram
tratadas apenas com saliva artificial. A desmineralizacdo foi realizada com suco de laranja
(Minute Maid®, Coca-Cola® Brazil) e a remineralizacéo entre cada ciclo com saliva artificial
por 1 h a 37°C. ). Apo0s a ciclagem, nova leitura por espectroscopia FT-Raman foi realizada.
Amostras antes e apds a erosdo foram selecionadas para coletar micrografias por MEV. A
banda do fosfato ndo foi significativamente afetada pelos tratamentos. O teor de carbonato
aumentou no G3 apo6s a erosdo pela possivel interacdo da saliva com a nHAp. O composito
NTC/Grafeno/nHAp parece promover niveis mais baixos de exposi¢do de coldgeno do que 0s
outros tratamentos, formando uma barreira adicional. Apds a ciclagem erosiva ocorreu uma
reducdo na intensidade da banda G ' no espectro FT-Raman indicando uma remocdo de
nanotubos de carbono por erosdo acida. As micrografias mostraram que 0S grupos que
receberam os nanotubos de carbono permaneceram com particulas nHAp pela superficie e
enovelados de NTC apds a ciclagem erosiva, indicando assim uma interagdo positiva com a
dentina.

Palavras-chave: Dentina. Erosdo Acida. Nanotubos de Carbono. Nanohidroxiapatita.
Espectroscopia FT-Raman. Microscopia Eletrénica de Varredura.



IN VITRO STUDY OF THE APPLICATION OF NANOBIOMATERIALS IN
PROTECTION OF DENTIN AGAINST ACID EROSION

ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to investigate, by FT-Raman spectroscopy and scanning
electron microscopy the anti-erosion potential of carbon nanotubes/Graphene
(CNT/Graphene) composite, nanohydroxyapatite (nHAp) and hybrid materials
(CNT/Graphene/nHAp composite) compared with fluoride gel applications. Twenty-one
anterior bovine teeth were cleaned, polished, dived into two parts (n=42) and assigned to
seven groups: G1 (control) — artificial saliva treatment; G2 - Fluoride gel (FG); G3 — synthetic
nanohydroxyapatite (nHAp); G4 — CNT /Graphene; G5 — FG + nHAp; G6 — FG + CNT
/Graphene and G7 — CNT /Graphene/nHAp. All teeth were previously etched with 37%
phosphoric acid for 15 sec. to perform the exposure of dentinal tubules thus simulating
patients with dentinal sensitivity. The samples of groups 2, 5, 6 and 7 received an application
of 1.23% acidulated phosphate fluoride gel (1 min.). Analysis by FT-Raman spectroscopy
was performed after application of biomaterials by collecting 3 spectra per sample. Then, the
samples were submitted to six cycles, alternating re- and demineralisation and group 1
specimens were treated only with artificial saliva. Demineralisation was performed with the
orange juice (Minute Maid®, Coca-Cola® Brazil) and remineralisation with artificial saliva for
1 h at 37°C. After cycling, FT-Raman spectroscopy analysis was performed again. Samples
before and after erosion were selected to collect SEM micrographs. Phosphate band was not
significantly affected by treatments. Carbonate content increased in G3 after erosion by nHAp
interaction. CNT /Graphene/nHAp composite seems to promote lower levels of collagen
exposure than the other treatments by forming an additional barrier. After erosive cycling a
reduction in the intensity of the G' band in the FT-Raman spectra occurred indicating a
removal of CNT by acid erosion. SEM micrographs showed that the groups which received
the CNT maintained nHAp particles and coiled of CNT after the erosive cycling, thus
indicating a positive interaction with the dentin.

Keywords: Dentin. Acid Erosion. Carbon Nanotubos. Nanohydroxyapatite. FT-Raman
Spectroscopy. Scanning Electron Microscopy.
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1. INTRODUCAO

As condicOes de saude bucal podem interferir muito na vida das pessoas dentro de seu
cotidiano, seja para o trabalho ou para o estudo, pois a aparéncia nesse caso conta muito.
Assim, a procura dos pacientes por estética € muito grande nos consultérios odontolégicos e
com ela cria-se a demanda de pesquisas por parte dos fabricantes de novos materiais ou
produtos que atendam a estas necessidades.

No passado algumas pessoas achavam que a Odontologia era uma profissdo que estava
com dos dias contados, mas foi puro engano, o paciente sem dor, € com 0s dentes na boca
passou a solicitar solugdes estéticas, ndo queria mais 0 sorriso metalico, ndo aceitava mais
nem o dente escurecido, nem o mal posicionado. Estava iniciando um longo ciclo da
Odontologia estética (GARONE FILHO; SILVA, 2008).

Além da preocupacdo com a estética, a atencdo deve ser direcionada também para
patologias relacionadas ao desgaste da estrutura dentaria. O desgaste da estrutura dental € um
fator que tem apresentado um aumento de incidéncia nos ultimos anos, sendo que a
contribuicdo da erosdo dental para o desgaste dos dentes, principalmente entre as criangas e
jovens adultos, também apresentou um avango (JAEGGI; LUSSI, 2006; CORRER et al.,
2009).

Os desgastes dentarios sdo cumulativos e irreversiveis durante a evolucdo da idade
com a expectativa de vida aumentada, e as pessoas mantendo a denticdo natural por mais
tempo, os problemas relacionados aos desgastes dentarios tornam-se mais evidentes
(CARVALHO et al., 2008). A ocorréncia e o padrdo do desgaste dentario estdo relacionados a
fatores educacionais, culturais, dietéticos, ocupacionais e geograficos dos individuos
(CARVALHO et al., 2008). Para entender a dindmica do processo erosivo deve-se conhecer a
estrutura e composicdo quimica dos elementos que constituem o dente e as regibes mais

afetadas do mesmao.

1.1. A estrutura dental

A dentina é um tecido conjuntivo avascular, mineralizado, especializado que forma o
corpo do dente, suportando e compensando a fragilidade do esmalte. A dentina é recoberta

pelo esmalte na sua porgéo coronaria e pelo cemento na porgéo radicular (Figura 1).
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Figura 1: Dente humano dividido em duas partes ilustrando as diferentes estruturas: esmalte, juncdo esmalte-
dentina (JED), dentina e polpa.

Fonte: adaptado (PARK; SCHNEIDER; HAAK, 2013).

Sua superficie interna delimita a cavidade pulpar onde se aloja a polpa dentaria. Por
ser um tecido vivo, contém prolongamentos de células especializadas e substancia
intercelular. A dentina e a polpa formam um complexo em intima relacdo topografica,
embrioldgica e funcional, por isso tém caracteristicas biolégicas comuns (LIMA et al., 2010).

A dentina caracteriza-se pela presenca de mdaltiplos tabulos dentinérios (Figura 2)
dispostos muito proximos, que atravessam toda a sua espessura e contém as extensdes
citoplasmaticas dos odontoblastos, os quais formaram a dentina e, agora, a mantém. Os
corpos celulares dos odontoblastos alinham-se ao longo da face interna da dentina, formando,
também, o limite periférico da polpa dentaria (LIMA et al., 2010).

A dentina madura € composta, por volume, aproximadamente, de 50% material
inorganico, 30% material organico e 20% de agua. Seu componente inorganico consiste
principalmente em hidroxiapatita (Hap) e a fase organica em colageno. A porcdo organica
consta de fibras colagenas (17%), dispostas em pequenos feixes ao redor e entre 0s
prolongamentos odontoblasticos. Estas fibras sdo unidas e cimentadas pela substancia amorfa
de natureza glicoproteica (SCHILKE et al., 2000).
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A Hap é o constituinte principal da fase mineral dos tecidos calcificados. Sua formula
estequiométrica é [Ca;o(PO4)s(OH),], com a razdo Ca/P =1,67 (COSTA et al., 2009). A Hap é
um fosfato de célcio hidratado, componente majoritario (95%) da fase mineral dos 0ssos e
dentes humanos. Produzida a partir de Hidroxido de célcio e Acido Fosforico, representa
cerca de 30% a 70% da massa dos 0ssos e dos dentes.

Figura 2: Dente humano cortado ilustrando as camadas da dentina: dentina superficial (A) e profunda (B) com as

respectivas micrografias obtidas por MEV ilustrando o didmetro e o nimero de tlbulos dentinarios. A medida
que a dentina fica com menor espessura (de A para B) a permeabilidade da dentina aumenta.

I (AT

AN
A\

Fonte: (adaptado de BOUILLAGUET, 2004).

1.2. Erosao dental

O consumo de sucos de frutas, refrigerantes e isoténicos tem aumentado ao redor do
mundo nos Ultimos anos (HOOPER et al., 2007). Assim, a exposi¢cdo dos dentes a um
ambiente acido esta se tornando comum, e a erosdo vem tornando-se uma das principais
causas para o desgaste dos dentes. Compreender a erosdo dental pode ajudar no tratamento
clinico deste tipo de desgaste dentdrio e auxiliar no desenvolvimento de novos materiais
restauradores (ZHENG et al., 2009).

A erosdo dental pode ser descrita como o resultado fisico de uma perda patoldgica,

cronica, localizada e assintomatica dos tecidos dentais duros pelo ataque quimico da
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superficie do dente por acido e/ou gquelante, sem o envolvimento de bactérias (CARVALHO
FILHO et al., 2011; SOARES et al., 2012).

Os primeiros sinais da erosao dental sdo: diminuicao do brilho do esmalte, auséncia de
placa macroscépica (GANDARA; TRUELOVE, 1999) e polimento das superficies dentais
atingidas pelos acidos, devido a perda da microanatomia (ALMEIDA E SILVA et al., 2007,
BRANCO et al., 2008). A fina camada de esmalte, resultante do processo de erosdo, resulta
em aspecto de dentes amarelados, 0 que compromete a estética.

As sequelas da erosdo dental em casos avancados podem incluir erupcao
compensatoria dos dentes erodidos formagéo de diastemas, alteracdo da dimensdo vertical de
ocluséo (BARRON et al., 2003; MACHADO et al., 2007) dor muscular provocada pela
instabilidade oclusal e disfuncdo da articulacdo temporomandibular (MACHADO et al.,
2007).

O resultado da soma de todos esses fatores € um quadro clinico antiestético e
antifuncional, que pode ser resolvido com a devida orientagdo ao paciente quanto a
alimentacdo e habitos de vida que favorecam o desgaste dental, aléem de procedimentos
restauradores convencionais, diretos ou indiretos, dependendo do nivel de perda estrutural
(BRANCO et al., 2008).

Os agentes desmineralizantes, ou seja, 0s acidos e quelantes, por si s6 ndo sdo capazes
de provocar grandes perdas de estrutura. Este processo provoca alterag@es na superficie dental
por meio da retirada de minerais (GARONE FILHO; SILVA, 2008).

A erosdo dental € uma condi¢cdo multifatorial. Para prevenir a progresséo, é importante
detectar esta condigdo o mais cedo possivel. E fundamental diagnosticar os possiveis fatores
de risco para que as medidas preventivas possam ser instaladas (LUSSI; JAEGGI, 2008).

O mecanismo de erosao esta presente praticamente em todas as lesdes nédo cariosas e é
um tema complexo. Isso se deve ndo sé as diferentes fontes dos acidos e quelantes, como
também devido a presenca de inumeros fatores que interferem no padrdo de evolucdo das
lesdes (GARONE FILHO; SILVA, 2008).

Os é&cidos responsaveis pelo mecanismo de erosdo tém origens variadas. O acido
cloridrico estomacal é o Unico de origem intrinseca (do préprio organismo) e chega a
cavidade bucal através de vomitos e regurgitacdes. E caracterizado, por ser um &cido forte,
com pH inferior a 2, muito abaixo do pH critico para todas as estruturas dentais (BRANCO et
al., 2008; GARONE FILHO; SILVA, 2008).
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Os acidos de origem extrinsecos podem ser provenientes de diversas fontes, como
medicamentos, produtos orais de uso tépico, névoa acida (GARONE FILHO; SILVA, 2008).
Os &cidos provenientes da dieta também sdo considerados extrinsecos e sdo considerados um
dos principais fatores etiologicos da erosédo extrinseca (WEST; HUGHES; ADDY, 2001). Os
acidos erosivos mais comumente consumidos sdo os acidos fosforicos juntamente com 0s
acidos das frutas, predominantemente o acido citrico e maleico (WEST; HUGHES; ADDY,
2001).

Os &cidos citricos e malico sdo os principais acidos hidroxi-organicos encontrados nas
frutas, nos sucos de frutas e refrigerantes. A concentracdo parece depender do estado de
maturacdo das frutas e das condi¢cdes em que elas crescem. Os sucos de frutas prontos para
beber possuem concentracdes de &cido citrico em torno de 0 a 3%, comparado com a
concentracdo de 1% no suco de laranja. Em comparacao o suco de limdo possui concentracdo
de 6% de acido citrico (WEST; HUGHES; ADDY, 2001). O &cido fosforico € outro acido
importante consumido na dieta, no entanto, ndo é um hidroxi-&cido organico, mas um &cido
mineral fraco. Os fabricantes utilizam este a&cido em uma série de produtos de consumo,
particularmente as bebidas de cola que contém aproximadamente 0,1 % de acido fosférico
(WEST; HUGHES; ADDY, 2001).

O desgaste dental é frequentemente diagnosticado na pratica clinica odontoldgica
atual, podendo ocorrer de varias formas e atingir regifes dentais especificas. Ao ser
ocasionado por contato de dente contra dente, envolvendo superficies oclusais e incisais, €
denominado atricdo (GRIPPO; MACEDO; ROCCO, 2004).

Em dentina a progressdo da erosdo é quase completamente inibida pela presenca de
quantidades elevadas de fluoreto in vitro (GANSS et al., 2001). Durante a desmineralizagéo a
matriz da dentina organica é exposta (KINNEY et al., 1995). Pode-se especular que esta
superficie rica em colageno atua como tampédo de uma membrana evitando as camadas mais
profundas da dentina de atingir baixos valores de pH e que esta camada € essencial para o
efeito do fluoreto. Featherstone e Lussi (2006) afirmaram que a erosdo dental por bebidas
acidas é diretamente afetada pela presenca de acido fosférico e citrico nestas bebidas que
fornecem mecanismos de dissolucdo por remocao de ions de carbonato ou fosfato por ions de

hidrogénio e de remocdo de célcio através da ligagdo com agentes quelantes.
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1.3. Tratamento da erosao dental

Para o tratamento da erosdo € importante, no primeiro contato com o paciente, aliviar
os sintomas e controlar a evolucdo do processo erosivo, identificando assim os fatores
erosivos e isto é feito através de uma anamnese minuciosa (GANDARA; TRUELOVE, 1999;
BRANCO et al., 2008).

Ap0s a identificacdo do quadro clinico o cirurgido dentista deve encaminhar o paciente
a outros profissionais da area da salde para que seja feito um tratamento em outras patologias,
tendo como finalidade fazer um tratamento multidisciplinar do paciente. Antes de comegar o
tratamento nos dentes o paciente deve primeiro passar por médicos para que seja
diagnosticado algo diferente em seu comportamento como, por exemplo, a anorexia e a
bulimia e o médico entra com alguma medicacdo e encaminha o paciente a um psicélogo
(BRANCO et al., 2008).

Atualmente existem varios tratamentos para a erosdo dental, como aplicacéo de fluor
gel topico e bochecho, vernizes fluoretados (CARVALHO FILHO et al., 2011) enxaguatorios
bucais e creme dental especifico para esta condicdo (WEGEHAUPT et al., 2011) que alivia e
muito na sensibilidade dos dentes.

Mas com o tempo e a acdo da erosdo o dente vai se desgastando novamente e a
sensibilidade volta a trazer certo desconforto ao paciente, fazendo com que ele procure um
profissional outra vez. A aplicacdo topica de fldor cria uma barreira por precipitar fluoreto de
calcio (CaF,) na superficie do dente, bloqueando a entrada dos tdbulos dentinarios e assim
reduzindo a permeabilidade e a hipersensibilidade (RITTER et al., 2006).

Em casos muitos extremos de erosdo o dentista acaba fazendo uma restauracdo no
local para que finalize o problema, claro que depois de feito isso o paciente deve obedecer a
uma série de cuidados com a higiene bucal na hora da escovacédo, por exemplo, ndo forcar
muito a escova de dente, escovar sempre fazendo movimentos circulares nos dentes e usar
sempre escovas dentais macias, para que ndo danifique o local tratado. Acompanhando este
tratamento sempre usando fio dental, aplicacdo de fldor, e também fazer bochechos apés a
escovacao para eliminar o maior numero de bactérias possiveis (BRANCO et al., 2008).

Para a prevencdo de caries, é evidente que o fluoreto promove a remineralizag&o, inibe
a desmineralizagdo dentaria de tecidos duros e a sua utilizagdo em diferentes formas e modos

de aplicacdo tem ajudado na reducdo na prevaléncia de perda de estrutura dental devido a
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carie ao longo da ultima década (ALEKSEJUNIENE; HOLST; BALCIUNIENE, 2004;
WEGEHAUPT et al., 2010).

1.4. Fltor

Os dentes sdo tecidos mineralizados e a sua superficie, o esmalte, € constituida
principalmente por fosfato de célcio cristalino. O fluor é o principal agente remineralizante
indicado para prevencéo e controle da eroséo dental, agindo na reducdo da solubilidade da
superficie, seguida do aumento da resisténcia superficial a partir da recuperacdo mineral
(MESSIAS; SERRA; TURSSI, 2011).

O flGor é o 13° elemento mais abundante na natureza — e, também, o mais
eletronegativo dos halogénios, grupo que inclui ainda o cloro, o bromo e o iodo. Com grande
capacidade de reagir com outros elementos quimicos e formar compostos organicos e
inorganicos, o flior esta presente no ar, no solo e nas aguas (MURRAY, 1992; NARVAI,
2000).

O fluor continua a ser o melhor agente criado para promover a remineralizacéo dental.
Vestigios de fldor na saliva séo eficazes na mudanga do equilibrio entre os processos de
desmineralizacdo e remineralizacdo. Isto é atribuido a precipitagdo melhorada de fosfato de
calcio pelo fluoreto e a formacdo de fluorhidroxiapatita em tecidos dentais. A flGorapatita é
menos soltvel em solugbes acidas do que a Hap, que por sua vez é menos soluvel do que
apatitas carbonatadas (GJORGIEVSKA et al., 2013). A fluorapatita é mais resistente ao
ataque &cido que Hap pela substituicdo de um grupo (OH-), que apresenta grande afinidade a
compostos acidos, por fldor (F) (CARVALHO FILHO et al., 2011).

A aplicacdo de fluor em esmalte provoca a formacéo de fluoreto de célcio (CaF,), o
que faz com que os minerais adicionais estejam disponiveis para serem dissolvidos durante o
processo de erosdo na superficie do esmalte (CHEONG et al., 2012). Apos a aplicacdo de
fluoreto de sddio (NaF), precipitados de fluoreto de CaF, sdo formados no esmalte e podem
promover protecdo mecanica contra episédios acidos. Estes precipitados sdo mais espessos na
medida em que as preparacdes fluoretadas sdo mais acidas e mais concentradas, maior é o
tempo de aplicacédo (LEPRI et al., 2013).

Além da protecdo mecanica proveniente do acimulo de CaF, na superficie durante a
exposicéo a agentes erosivos, tal mineral dissocia-se, liberando ions flGor que se complexam

com ions hidrogénio da substancia acida, minimizando seu potencial em promover a
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desmineralizacdo superficial, e ions célcio, que podem ser incorporados pela estrutura dental
(MESSIAS; SERRA; TURSSI, 2011).

Nos casos de processos de desgaste dental a aplicacdo topica de flior parece exercer
um efeito positivo (LUSSI; JAEGGI, 2008). Attin, Zirkel e Hellwig (1998), estudaram a
influéncia da imersé&o da dentina bovina em solugdes fluoretadas (250 ppm e 2.000 ppm de
flior, 1 min.) realizando a escovacdo em dentina erodida. Verificaram um significante
aumento na resisténcia ao desgaste a medida que a concentracdo de fluor aumenta. O
tratamento com um fluor gel ligeiramente acido aumentou a resisténcia a abraséo do esmalte
bovino comparado com amostras sem flGor. Nestes casos, o fltor é incorporado e depositado
no esmalte durante o tratamento com o gel acido o que pode ser a razdo para 0 aumento da
resisténcia.

Estudos anteriores mostram que os vernizes fluoretados podem interferir com a
dissolugdo do esmalte dental na presenga de bebidas acidas (KATO et al., 2009; CARVALHO
FILHO, et al., 2011) e pode reduzir a desmineralizagcdo e aumentar a remineralizacdo apos a
ciclagem de pH no esmalte sadio e em lesdes de cérie artificial (MAGALHAES et al., 2008) e
apos a erosao por refrigerante e suco de laranja (CARVALHO FILHO, et al., 2011).

Soares et al. (2012), avaliaram o efeito erosivo do suco de laranja na dentina radicular
bovina em dentes sem restauragdo e com restauracbes de resina composta, cimento de
iondémero de vidro convencional e cimento de ionémero de vidro modificado por resina (estes
dois ultimos contendo flior em sua composi¢do). Foi avaliada a composicdo mineral da
dentina (Ca e P) e alteracbes nos componentes inorganicos dos materiais restauradores
utilizando-se a micro fluorescéncia de raios-x. Os autores concluiram que a resina composta
apresentou a maior resisténcia a erosao quimica e que o fldor contido no ionédmero de vidro
convencional pareceu exercer algum efeito protetor na dentina ao redor das restauracdes,

mostrando assim o efeito benéfico do flior, mesmo em concentra¢cdes minimas.
1.5. Hidroxiapatita

A Hap - Hidroxiapatita (fosfato de calcio hidratado) € classificada como um dos
melhores materiais biocompativeis e bioativos e 0s recobrimentos com Hap possuem muitas

aplicacdes bioldgicas, tais como implantes dentarios ou esqueléticos e como arcabougos de

reparacao 6ssea (LOBO et al., 2010). H& um grande interesse em sua producdo, pois a Hap
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tem propriedades de biocompatibilidade e de osteointegracdo, o que a torna Otima para a
substituicdo 6ssea (COSTA et al., 2009).

Recentemente os nanocristais de Hap (nHap) também tém sido estudadas como um
material para servir como base (arcabouco) para processos de remineralizacdo da dentina apos
erosao ou processos cariosos (BESINIS; VAN NOORT; MARTIN, 2012). O mesmo material
também possui aplicacdo em esmalte dental na prevencédo da erosao (LI et al., 2008).

Dependendo do processo de fabricacdo utilizado para obtencdo da Hap suas
propriedades apresentam caracteristicas fisico-quimicas diferentes. VVarios métodos de sintese
tém sido utilizados para preparacdo da Hap, porém o método de precipitacdo por via Umida é
o preferido, devido ao produto produzido apresentar caracteristicas similares as do tecido
0sseo e dentario. A Hap sintética é biocompativel, ndo é carcinogénica e nem alergénica
(COSTA et al., 2009).

Os esqueletos de algumas espécies marinhas também sdo fontes deste mineral. Alguns
contém carbonato de célcio, porém a maioria contém fosfato de célcio. Alguns autores
acreditam que depositos de apatitas podem tambeém ser formados por precipitacdo direta da
agua do mar, e alguns dos depositos de carbonatos de calcio sdo convertidos em apatita pela
reacdo direta com fosfato dissolvido (MAVROPOULOS, 1999).

Dois tipos de Hap devem ser considerados: as sintetizadas em altas temperaturas que
apresentam boa cristalinidade e tamanho de cristais grandes, e as Hap sintetizadas em baixas
temperaturas que apresentam baixa cristalinidade e tamanho de cristais pequenos (FULMER;
MARTIN; BROWN, 1992). Uma particularidade da Hap como um biomaterial é a sua
temperatura de sintese de calcinacdo, taxa de gotejamento, taxa de agitacdo e uma grande
concentracédo dos reagentes.

Avancos recentes na biomineralizacdo destacam que as nHap, por serem menores,
podem se aproximar mais das caracteristicas das apatitas bioldgicas do que as grandes
particulas das Hap que sdo tradicionalmente utilizadas (LI et al., 2008). Com isso, a producao
de nHAp sintética assistida pela técnica de ultrassom torna-se emergente, pelo fato de
produzir de forma rapida, eficiente e sem a necessidade do processo de calcinacdo
(BARBOSA, 2013).
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1.6. Nanotubos de carbono

Atualmente, as pesquisas envolvendo nanotubos de carbono (NTC) abrangem testes
deste material como suporte para crescimento celular, transfeccdo e silenciamento génico,
deteccdo de microrganismos, carregamento e liberagdo de drogas, sequenciamento rapido de
DNA, entre outros (PEREIRA, 2009).

Os NTC foram descobertos por lijima em 1991. Os NTC sdo formados de arranjos
hexagonais de carbono que originam pequenos cilindros (HERBST; MACEDO; ROCCO,
2004) (Figura 3). Considerando a estrutura dos NTC, estes podem ser diferenciados em dois
tipos: os nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT - single wall carbon nanotube),
que podem ser considerados como uma Unica folha de grafeno enrolada sobre si mesma para
formar um tubo cilindrico com diametro de 0.4-2nm, e 0s nanotubos de carbono de parede
maltipla (MWCNT - multi-walled carbon nanotube) que compreendem um conjunto de
nanotubos concéntricos apresentando diametro entre 2-100nm (HERBST; MACEDO;
ROCCO, 2004; SMART et al., 2006; PEREIRA, 2009) (Figura 3).

Os MWCNT super hidrofilicos verticalmente alinhados (VAMWCNT-02) sdo de
interesse atualmente nas pesquisas devido as suas excelentes propriedades mecanicas e
caracteristicas biomiméticas (NEVES et al., 2013). Segundo o estudo de Smart et al. (2006),
tanto os SWCNT como os MWCNT apresentavam as seguintes vantagens: eram materiais
insolUveis, apresentavam uma tensdo mecanica, grande area superficial, resisténcia,

suscetiveis a modificacdo quimica e, principalmente, eram biocompativeis.
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Figura 3: Representacdo esquematica nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT) e nanotubos
de carbono de parede multipla (MWCNT).

SWOCNT MWCOCNT

Fonte: (CHOUDHARY; GUPTA, 2011).

A descoberta de que o carbono pode formar estruturas estaveis ordenadas e diferentes
de grafite e diamante estimulou muitos pesquisadores do mundo para a busca por outros
alétropos de carbono. A palavra nanotubo é derivada de seu tamanho porque o didmetro de
um nanotubo é de ordem de poucos nanémetros, aproximadamente 50.000 vezes menor do
que a largura de um fio de cabelo humano e pode ser de até varios micrometros de
comprimento (SUMIO, 1991).

Os NTC séo usados como reforgos mecénicos, em compositos de alto desempenho, 0s
emissores de nanotubos de carbono baseados em campo e sua utilizagdo como nanossondas
em metrologia e investigacGes biologicas e quimicas e modelos para a criacdo de outras
nanoestruturas (AJAYAN; ZHOU, 2001).

Com relacdo a biocompatibilidade dos NTC, um estudo recente realizado por Lobo et
al. (2010) avaliou filmes de MWCNT produzidos por deposicdo quimica por plasma de
microondas em substratos de titdnio com ferro e niquel utilizados como catalisadores. Foram
utilizadas células de fibroblastos L-929 de ratos para avaliar a adesdo celular e a morfologia
apo6s um periodo de incubagdo de 7 dias. Um baixo nivel de biodisponibilidade de Fe e Ni
foram determinados por espectroscopia de emissdo de plasma induzido. As micrografias
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obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura 4) mostram a alta densidade
dos filmes de MWCNT crescidos nos catalisadores Fe e Ni, onde o Fe produziu nanoilhas
mais densas (Figura 4A) do que aqueles produzidos por Ni (Figura 4B). Os autores relataram
que o eficiente crescimento celular e a ndo toxicidade sugerem a aplicacdo dos MWCNT em
regeneracao tecidual.

Figura 4: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de filmes de nanotubos de
carbono de parede multipla (MWCNT) verticalmente alinhados obtidos com catalisadores de Fe e Ni.

Wy

Fonte: (LOBO et al., 2010).

A aplicacdo dos NTC na Odontologia € recente e limitada a poucos estudos (ZHANG
et al., 2008; AKASAKA et al.,, 2009). Zhang et al. (2008) avaliaram por medidas de
resisténcia a flexdo, os efeitos da aplicacdo de SWCNT em resinas compostas dentais. A
modificacdo nos nanotubos foi feita através da deposicdo de uma fina camada nanomeétrica de
Si0O; sendo esta modificagdo avaliada por espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR) e por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). O resultado obtido foi
que os nanotubos melhoraram a resisténcia a flexao da resina. Os resultados obtidos por MET
mostraram uma diminuicdo dramatica no agrupamento de SWCNT, provando que a dispersdo
de SWCNT na resina foi boa.

Akasaka et al. (2009) em seu estudo recente mostraram que 0os NTC podem ser
utilizados como materiais biomédicos devido as suas propriedades Unicas. Foram investigadas
as alteracBGes induzidas nas superficies de fatias de dente através da aplicacdo de um
revestimento de NTC e as alteracdes foram observadas tanto macroscopicamente como por

micrografias obtidas pela técnica de MEV. Os NTC aderiram facilmente as superficies do
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dente, quando os cortes foram suspensos numa solucdo de NTC dispersa. Verificou-se que 0s
NTC ficaram seletivamente aderidos as superficies de dentina e cemento, possivelmente por
aderirem as suas fibras colagenas expostas. Além disso, o revestimento de NTC néo afetou a
forca de resisténcia de unido de adesivos dentinarios. Estes resultados indicam que a cobertura
dos dentes com os NTC pode ser uma possivel aplicacdo dos mesmos como materiais
odontoldgicos.

1.7. Técnicas de analise

Técnicas de analise importantes como a espectroscopia e a microscopia eletrénica de
varredura podem ser utilizadas em estudos avaliando a composicdo e a morfologia da

estrutura dental. Uma breve revisdo sobre estas técnicas é apresentada a seguir.

1.7.1. Espectroscopia Raman

Dentre as técnicas que permitem obter informacdes sobre a estrutura molecular e as
ligagbes quimicas, podemos citar a Espectroscopia Raman (ER) e a Espectroscopia no
Infravermelho (IR). A radiagdo espalhada pelas moléculas contém fotons com a mesma
frequéncia da radiacdo incidente, mas pode conter também um pequeno numero de fotons
com a frequéncia alterada ou deslocada. O processo espectroscépio da medida destes fotons
deslocados foi chamado de Espectroscopia Raman. Na espectroscopia Raman, uma amostra é
irradiada com uma fonte de luz monocromatica (normalmente um laser). Neste processo, a
maior parte da radiacdo serd espalhada da amostra no mesmo comprimento de onda da
radiacdo laser incidente, ou seja, espalhamento elastico, cujo processo é conhecido como
espalhamento Rayleigh. Entretanto, uma pequena fracdo de luz incidente, aproximadamente
um foton em um milhdo (0,0001%), sera espalhado da amostra inelasticamente, e, portanto,
com um comprimento de onda maior (anti-Stokes) ou menor (Stokes) do que o comprimento
de onda original do laser (espalhamento Raman). Este processo de espalhamento inelastico da
luz é conhecido como efeito Raman (SALA, 1995; SOARES, 2006).

Na Odontologia a espectroscopia Raman possui aplicagbes como no estudo da

formacédo de fluoreto de calcio no esmalte (TSUDA et al., 1993), no estudo de grau de
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conversdao de materiais resinosos (SOARES; LIPORONI; MARTIN, 2007) e na avaliagdo dos
efeitos do Laser de Er:YAG na dentina (SOARES et al., 2007), dentre outras.

Os estudos aplicando a espectroscopia Raman para estudar a perda mineral por erosao
no esmalte deciduo (GILCHRIST et al., 2007), no esmalte permanente (BRAGA et al., 2011)
e dentina (SAKOOLNAMARKA et al., 2005; KARAN et al., 2009) s&o restritos.

Gilchrist et al. (2007) estudaram por espectroscopia micro-Raman as diferencas na
concentracdo do fosfato entre areas normais e areas com erosdao em esmalte deciduo e néo
encontraram diferencas estatisticas na 4rea do pico do fosfato (960cm™) entre os dois tipos de
esmalte.

Braga et al. (2011) em seu estudo avaliaram e compararam in vitro a morfologia e a
composicdo mineral do esmalte do dente apds o desafio erosivo no suco gastrico e suco de
laranja. Os esmaltes de espécimes humanos foram submetidos ao desafio erosivo utilizando
suco gastrico (a partir de exame de endoscopia) (n=10), e suco de laranja (comercialmente
disponivel) (n=10), durante 14 dias. Apds a ciclagem, a perda de &cido foi determinada por
espectroscopia atdmica de emissdo. A presenca de carbonato (COs*) e fosfato (PO,*) nos
espécimes era avaliada antes e ap0s o desafio erosivo por espectroscopia FT-Raman. A
andlise por espectroscopia de emissdo atdbmica mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre potencial erosivo de sucos (P=0,0003). A espectroscopia FT-Raman ndo
encontrou diferenca estatisticamente significativa na relacdo COs*/PO,* ap6s o desafio
erosivo. A analise qualitativa por MEV mostrou alteracGes intensas de superficie do esmalte.
O suco gastrico causa mais mudancas na morfologia e na composicdo mineral do esmalte
dentario do que o suco de laranja. A espectroscopia de emissdo atdmica mostrou-se mais
adequado para analisar a perda de pequena quantidade de mineral depois do desafio erosivo
do que a espectroscopia FT-Raman.

A composicdo quimica da dentina em leses cervicais nao cariosas (causadas por
erosdo, abfracdo ou abrasdo) foi estudada utilizando espectroscopia Raman
(SAKOOLNAMARKA et al., 2005) e micro-Raman (KARAN et al., 2009). Sakoolnamarka
et al. (2005) mostraram que os espectros Raman da dentina normal e afetada antes e depois do
condicionamento acido evidenciaram maiores concentragdes do componente fosfato na
dentina normal do que aquelas tratadas com acido. No estudo de Karan et al. (2009), os
espectros Raman e as imagens obtidas por mapeamento mostraram as alteracdes distintas de
composicado e estruturais em componentes minerais e na matriz da dentina afetada. Uma

camada heterogénea hipermineralizada, com alta concentracdo de fosfato e baixo teor de

28



carbonato, alto grau de cristalinidade e colageno parcialmente desnaturado foi revelada na
dentina afetada das cavidades de lesdes ndo cariosas.

A espectroscopia Raman permite a andlise estrutural de amostras por identificar
vibraces moleculares especificas induzidas pela luz (XU et al., 1997; SOARES; CAMPQOS;
MARTIN, 2013). Além disso, as intensidades relativas das bandas podem levar a estimativas
semiquantitativas dos constituintes das amostras. Uma das vantagens distintas da técnica de
espectroscopia Raman de outras técnicas analiticas € a capacidade de coletar informacdes
tanto do componente mineral quanto do componente organico (colageno) sem destruicdo da
amostra ao final das medidas (SOARES; CAMPOS; MARTIN , 2013).

1.7.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A MEV é uma técnica que permite a observacdo e analise de superficies, por meio de
imagens que se obtém mediante um sistema optoeletrénico. O microscépio eletrénico €
composto por um canhao eletrénico (lente eletrostatica) onde se localiza o filamento emissor
de elétrons, originados pelo aquecimento do filamento (emisséo termoibnica) e de uma coluna
composta de lentes eletromagnéticas por onde passam os elétrons que sdo acelerados por uma
diferencga de potencial que pode variar desde 5 até 1000 kV. A finalidade principal das lentes
é a focalizagdo e alinhamento do feixe de elétrons. Ha necessidade de se ter vacuo no interior
da coluna para que os gases ou moléculas ndo interfiram no caminho e nem diminuam a
densidade de elétrons que irdo interagir com a amostra.

O MEYV possui caracteristicas de operacdo importantes. Ele pode ser operado em uma
escala ampla de aumentos, desde 10X até 100.000X. Seu alcance assim se estende desde
aquele da lupa manual até o de um microscopio eletronico de transmissdao (MET). O MEV
tem grande profundidade de foco. Como consequéncia, a topografia superficial de objetos
solidos pode ser examinada com grande facilidade, e as micrografias tém aspecto
tridimensional. A técnica ¢ ideal para estudar a topografia de superficie de objetos sélidos
(GALLETI, 2003).

A anélise por MEV tem grande aplicabilidade na odontologia em diversas areas como,
por exemplo, no estudo de processos de erosdo na estrutura dental (SOARES et al., 2012)

dentre outras.
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No estudo de biomateriais esta técnica também é muito utilizada. Beuvelot et al.
(2010) observaram através das anélises por MEV a formacdo de nddulos mineralizados. Os
SWCNT carboxilados permitiram a precipitacdo de calcosferitos redondos feitos de agulhas
de HA, no caso semelhantes aos observados no tecido dsseo fetal. Marsi et al. (2012)
observaram que os filmes de VAMWCNT-O, foram completamente recobertos com apatitas
bioldgicas devido ao processo de biomineralizagcdo. Também verificaram por MEV a adeséo
de osteoblastos humanos aos VAMWCNT-O, biomineralizados, mostrando que o0s
VAMWCNT-O, sdo candidatos privilegiados para a inducdo de mineralizacdo de apatitas
bioldgicas.

Diante das vantagens apresentadas pelas técnicas de andlise mencionadas
anteriormente e da auséncia de estudos avaliando as alteracdes moleculares e morfologicas
ocorridas na dentina (ap6s procedimentos erosivos e aplicacfes de tratamentos preventivos),
surge a motivagdo para novos estudos. Portanto, a espectroscopia Raman possibilita obter
informacdes em nivel molecular tanto da matriz mineral quanto da matriz organica na dentina
erodida e sobre como 0s nanobiomateriais podem interferir neste processo. A analise por

MEV complementa com informac@es sobre a morfologia de superficie da dentina.
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2. OBJETIVOS

A seguir é exposto 0s objetivos desse estudo, tanto o geral quanto os especificos.

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo foi avaliar in vitro, os efeitos da aplicacdo de
nanobiomateriais como compdsitos de nanotubos de carbono/Grafeno (NTC/Grafeno),
nanohidroxiapatita (nHAp) e fldor gel, bem como suas associa¢@es, em processos erosivos
nos dentes.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar por espectroscopia FT-Raman, os efeitos na matriz organica e mineral da
dentina apos a aplicagdo de compdsitos de NTC/Grafeno, nHAp, fltor gel e hibridos;

2. Avaliar por Microscopia eletronica de Varredura (MEV), as alteracdes morfologicas
ocorridas na superficie da dentina radicular apds a aplicacdo de compdsitos de
NTC/Grafeno, nHAp, fluor gel e hibridos e ap0s a erosao;

3. Auvaliar se 0s nanobiomateriais aplicados na dentina exercem algum efeito protetor

frente a desmineralizacéo causada por acido citrico.
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3. MATERIAIS E METODOS

Abaixo seguem a descricdo dos materiais e métodos utilizados para a realizacdo deste
trabalho bem como a ordem de preparacdo das amostras, tratamentos e anélises realizadas.

3.1. Selecéo dos dentes

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 21 dentes bovinos incisivos higidos.
Para a producdo desta pesquisa seguiram-se 0s principios éticos das diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais, conforme Resolucdo no 196/96, do
Conselho Nacional de Sadde, sendo aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Vale do Paraiba, sob o0 n® CEUA A04/2012 (ANEXO A).

3.2. Preparacdo das amostras

Apb6s a limpeza e descontaminagcdo dos dentes os mesmos foram seccionados
utilizando-se uma maquina de corte de precisdo (Isomet® 1000 - BUEHLER, Lake BIuff, IL,
EUA) (Figura 5).

Figura 5: Maquina de corte de preciséo utilizada na preparagdo das amostras.

Fonte: o autor.
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O corte dos dentes foi realizado com refrigeracdo por agua colocada em
compartimento especifico da maquina de corte. Para a realizacdo do primeiro corte, o dente
foi fixado no porta-amostras da maquina e com o disco diamantado separou-se a coroa da raiz
(Figura 6A), utilizando-se um peso de 100g e uma velocidade de corte de 350rpm. Um
segundo corte foi realizado, onde a amostra foi cortada ao meio e padronizou-se o tamanho da

raiz para aproximadamente 8mm de comprimento (Figura 6B), obtendo entdo duas amostras
de cada raiz (n=42).

Figura 6: Primeiro corte do dente separando-se a coroa da raiz (A). Segundo corte realizado na amostra para
padronizar a medida (B).

(A) (B)

Fonte: o autor.

Apds este corte final, as superficies vestibular e lingual da dentina radicular foram
polidas em uma politriz refrigeradas a agua (Figura 7) (MetaServ® 2000 BUEHLER, Lake
Bluff, IL, EUA) com lixa d’agua granulagdo n°600 e n°1500 (AROTEC®, S&o Paulo, SP,
Brasil) com uma velocidade de 150 rpm, para produzir uma superficie lisa, plana e
homogénea.
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Figura 7: Segundo corte realizado na amostra para padronizar a medida.

Fonte: o autor.

Cada amostra foi polida por aproximadamente 15 segundos em cada lixa, sendo que

entre cada polimento as amostras foram lavadas e secas. Em seguida, tratamento de limpeza

em cuba de ultrassom (MaxiClean-1450, Merse®, Campinas, SP, Brasil) foi realizado em

todas as amostras por 10 minutos. Ao final deste procedimento as amostras foram

armazenadas individualmente em frascos onde cada uma recebeu uma numeracéo para dividi-

las em 7 grupos de tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1: Diviséo dos grupos experimentais.

Grupos

Preparo de Tratamentos De Superficie Desafio acido

superficie

G1 (controle)
G2
G3
G4
G5
G6
G7

Sem tratamento

Flaor gel acido

Condicionamento ) o Desmineralizagéo:
o nanohidroxiapatita (nHAp) )
com &cido o suco de laranja
. Compdsito NTC/Grafeno ) o
fosforico a 37% ) o Remineralizacéo:
. FlGor gel acido + nHAp _ o
por 1 min. saliva artificial

Fluor gel acido + NTC/Grafeno
Fluor gel acido + NTC/Grafeno/nHAp

Fonte: o autor.
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3.3. Analise por espectroscopia FT-Raman

Apds a etapa de preparacdo, em cada amostra foram coletados trés na regido tratada
com é&cido (Figura 8). A leitura inicial foi realizada no espectrdmetro FT-Raman (RFS
100/S®, Bruker, Inc., Karlsruhe, Alemanha) (Figura 9). Para a coleta dos espectros as
amostras eram posicionadas no porta-amostras com o auxilio de uma massa de modelar
(Figura 10). Na sequéncia o foco do laser na amostra era ajustado movimentando-se a amostra
no eixo Z. A poténcia do laser de Nd:YAG (1064 nm) incidente na amostra foi de 200 mW. A
resolucdo espectral foi ajustada para 4 cm™ com a utilizacdo de 100 acumulagBes por

espectro.

Figura 8: Figura esquematica da amostra de dentina ilustrando o posicionamento dos pontos onde os espectros
foram coletados.

Fonte: o autor.

Figura 9: Espectrémetro FT-Raman utilizado no estudo.

Fonte: o autor.
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Figura 10: Amostra posicionada no porta-amostras com o auxilio de uma massa de modelar.

Fonte: o autor.

3.4. Tratamentos iniciais
Inicialmente, todas as amostras foram tratadas com acido fosforico 37% (CONDAC
37, FGM, Joinville, SC) por 1 minuto (Figura 11A) seguido de lavagem com &gua corrente

por 1 minuto (Figura 11B) de acordo com o protocolo prévio (AKASAKA et al., 2009).

Figura 11: Aplicacéo de acido fosférico a 37% (A); Lavagem em agua corrente (B).

A
(A) ®)

Fonte: o autor.

Esta aplicacéo foi feita em apenas metade da amostra, e para a lavagem, a amostra foi
inclinada para que os residuos de acido ndo atingissem a outra parte do dente. Na seqliéncia,

as amostras dos grupos 2, 5, 6 e 7 receberam uma aplicacdo de Fluor Fosfato Aciduladas
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1,23% em gel por 4 minutos (DFL®, DFL IndGstria e Comércio S.A., Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) a qual foi feita com um microbrush (Dentsply) (Figura 12) (MURAKAMI et al.,
2009).

Apos este periodo o produto foi removido com uma gaze e 30 minutos depois as
amostras foram lavadas. Este intervalo de tempo foi preconizado para que fosse simulado o
tempo que o paciente deve aguardar apds a aplicacdo do fltor para ingerir 4gua ou alimentos.
Em seguida as amostras do grupo 2 foram novamente analisadas por Espectroscopia FT-
Raman com 0s mesmos pardmetros das leituras anteriores para obter o espectro da dentina

tratada somente com &cido e da dentina tratada com acido e em seguida tratada com fldor.

Figura 12: Fldor gel acidulado (DFL) (A); Fluor gel aplicado sobre a dentina (B).

Fonte: o autor.

3.5. Preparacéo dos biomateriais

Nos grupos 3-7 foram utilizados biomateriais como a nHAp, o compdsito
NTC/Grafeno e o material hibrido (NTC/Grafeno/nHAp). Detalhes dos métodos de producéo
poderdo ser visualizados nos trabalhos de Barbosa (2013) e Lobo et al. (2013a). Salienta-se
que o método de producdo do compdsito NTC/Grafeno/nHAp trata-se de um novo material
recentemente patenteado por Lobo et al. (2013b). Primeiramente, para a utilizacdo do material
hibrido que se apresentava na forma bruta (alta granulacdo, Figura 13A) realizou-se a
maceracdo manual dos grdos com o auxilio de um gral e pistilo de ceramica, até que os
granulos estivessem com aspecto fino e homogéneo (Figura 13B).
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Figura 13: Compésito NTC/Grafeno/nHAp em sua forma granulada (A); Compdsito NTC/Grafeno/nHAp em sua
forma homogénea apos trituracdo manual (B).

Fonte: o autor.

Para a aplicagdo dos nanobiomateriais foi utilizado o protocolo estabelecido por
Akasaka et al. (2009) mas com adaptacGes para este estudo. Foi estabelecida uma massa de
0,0036 mg/mL de nHAp, do composito NTC/Grafeno ou do compdsito NTC/Grafeno/nHAp
para 30 mL de agua deionizada.

Para os grupos 3 e 5 pesou-se 0,0148 mg de HAp em balanca de precisdo com quatro
casas decimais (Balanca AUY 220, SHIMADZU), para os grupos 4 e 6 pesou-se 0,0156 mg
do composito NTC/Grafeno e para o grupo 7 pesou-se 0,0074 mg de do composito
NTC/Grafeno/nHAp. Ao final deste procedimento foi realizada a dispersdo da nHAp (Figura
14A), do composito NTC/Grafeno (Figura 14B) e do composito NTC/Grafeno/nHAp (Figura
13C) em um Becker de vidro contendo 60 ml de agua deionizada. Para a dispersdo, a ponta do
ultrassom foi inserida no Becker e uma amplitude de 40% foi aplicada durante 5 minutos
(Figura 14). Entre cada processo de disperséo das solugdes a ponta do ultrassom foi lavada em

um Becker contendo &lcool para evitar a contaminagao da proxima solugao.
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Figura 14: Dispersdo da nHAp (A); Dispersdo do compdsito NTC/Grafeno (B) e Dispersao do do composito
NTC/Grafeno/nHAp (C).

B |
|

1
&
s
£

Fonte: o autor.

Ap6s a preparacdo das solucdes, cada compartimento de uma placa de cultura

contendo uma amostra recebeu 3,0 ml de cada solucdo de acordo com o grupo de tratamento

(Figuras 15-17).

Figura 15: Amostras em cada compartimento da placa contendo 3,0 ml de solugdo de nHAp (A); Placa tampada e
identificada contendo as amostras dos grupos G3 e G5 (B).

Fonte: o autor.
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Figura 16: Amostras em cada compartimento da placa contendo 3,0 ml de solugdo do compdsito NTC/Grafeno
(A); Placa tampada e identificada contendo as amostras dos grupos G4 e G6 (B).

(B)

Fonte: o autor.

Figura 17: Amostras em cada compartimento da placa contendo 3,0 ml de solugdo do composito
NTC/Grafeno/nHAp (A), placa tampada e identificada contendo as amostras do grupo G7 (B).

Fonte: o autor.

As trés placas contendo as amostras dos grupos G3-G7 foram inseridas no interior
uma incubadora refrigerada de piso “shaker” (CT-713RT, Cientec®, Cientec Equipamentos
para Laboratorio, Piracicaba, SP, Brasil) para agitacdo por 1h em uma temperatura de 36,6 °C
com velocidade de 75 RPM (Figura 18).
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Figura 18: Placas contendo as amostras dos grupos G3-G7 inseridas no interior uma incubadora refrigerada de
piso (A); Painel indicando ajustes de temperatura e velocidade (B).

(B)

Fonte: o autor.

Apo6s 1 hora de agitacdo, as solucbes remanescentes foram novamente dispersadas no
ultrassom, o contetdo das solu¢des em cada compartimento de cada placa foi renovado e as
placas submetidas a novo periodo de agitacdo (1 h) nas mesmas condic¢des anteriores. No final
do periodo, cada amostra foi lavada trés vezes com agua deionizada (AKASAKA et al., 2009)
e armazenadas em frascos individuais numerados. Em seguida as amostras dos grupos 3-7
foram novamente analisadas por Espectroscopia Raman com 0s mesmos parametros das

leituras anteriores.

3.6. Ciclagem erosiva

A ciclagem erosiva consistiu em imergir as amostras de dentina radicular bovina em suco
de laranja. Os dentes foram submetidos a seis ciclos de des-remineralizacdo com as
respectivas solugdes: suco de laranja (Minute Maid Mais Laranja Caseira®, 67% suco natural,
pH 3,67) e saliva artificial (Nostra Formula, Farméacia de Manipula¢do). Cada ciclo foi
realizado seguindo o protocolo utilizado por Lima et al. (2010) e Carvalho Filho et al. (2011).

Dessa forma, os frascos contendo individualmente as amostras imersas em suco de laranja
foram entdo vedados com fita PARAFILMM, colocados em um agitador magnético (Modelo

752A, FISATOM, Fisatom Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo, SP, Brasil) e submetidos a
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suave agitacdo. Cada etapa de imersdo em suco de laranja durou 10 minutos. Os fragmentos
de raizes foram entdo lavados com agua destilada por 30 segundos e armazenados em frasco
com saliva artificial apds a conclusdo de cada ciclo desmineralizador por 1h a temperatura de
37°C em estufa de cultura. Em cada ciclo as amostras foram imersas nas respectivas solugoes
por 10 minutos sendo devolvidas para saliva artificial por 1 hora. A cada troca de recipiente
contendo suco de laranja ou saliva artificial, as amostras foram lavadas em agua destilada e
secas com gaze estéril com o objetivo de evitar a contaminacdo das respectivas solucdes.

Ap0ds cada ciclo, o suco era descartado e renovado.

3.7. Microscopia Eletronica de Varredura e Transmissdo (MEV e MET)

Para a realizacdo da anélise por MEV foi selecionada uma amostra de cada grupo
antes e depois da etapa erosiva (n = 14). A preparacao das amostras consistiu de desidratagéo
em série graduada de alcool nas concentracGes de 30, 50 e 70% (15 min), 90% (30 min.) e
100% (1 h) (Figura 19 A). Apos, as amostras foram secas em dissecador a vacuo e estufa a
37°C e metalizadas com camada de ouro em metalizadora (Figura 19 B).

Em seguida as amostras foram avaliadas no MEV (EVO-MAL0, Carl STM Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) com uma aceleragdo de voltagem de 20 kV. As micrografias foram
capturadas com um aumento de 5000x para verificar a morfologia da dentina e dos tubulos
dentinarios na busca da deposicdo de algum material ou camada. Também foi realizada a
caracterizagdo dos nanobiomateriais por MEV e microscopia eletronica de transmissao
(MET). Para a analise MET (JEOL 3010) utilizou-se como parametros 300 kV e 120 mA,
utilizando um filamento LABSG. Para as analises, os compositos de NTC/grafeno+nHAp foram

dispersos em agua e gotejados sobre grades de cobre cobertas com filme de carbono.
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Figura 19: Série graduada de alcool para desidratacdo das amostras (A); Amostras em processo de metalizagao

(B).

(B)

Fonte: o autor.

3.8. Analise dos dados

Apo6s a coleta dos espectros foi feita a média dos 3 pontos para cada amostra. Em
seguida foram realizados os procedimentos de normalizacdo dos espectros, selecdo da area de
interesse e ajuste da linha de base. Estas médias e o processamento dos espectros foram feitos
no programa Opus® (v. 4.2, Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemanha).

Para a analise qualitativa e semiquantitativa dos componentes foi feita a linha de base
dos espectros e a normalizacdo pelo pico em 1450 cm™ (XU, WANG, 2012). As alteragbes
nos componentes organico e inorganico da dentina foram avaliadas pela comparacgdo das areas
relativas das bandas Raman em 960, 1071 e 2942 cm™ entre os grupos de tratamentos. O
célculo de todas as areas foi realizado no programa Microcal Origin 5.0® (Microcal Software,
Inc., Northampton, MA, EUA).

Ap6s o calculo das areas das bandas, realizou-se entdo uma analise de variancia
multifatorial (ANOVA) com intervalo de confianca de 95% para verificar as diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos estudados. Os resultados indicaram diferencas
estatisticas entre 0s grupos estudados (p < 0,05). Para as comparacfes dos componentes da
dentina, entre tratamentos e grupos aplicou-se o teste de Tukey HSD de comparacGes
maltiplas pareadas. Todas as comparagOes estatisticas foram realizadas no programa
ezANOVA® (v. 0.98).
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4. RESULTADOS

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos.

4.1. Espectroscopia FT-Raman

A figura 20 apresenta o0 espectro Raman médio sobreposto das amostras de dentina
ap6s a aplicacdo dos biomateriais indicando as bandas do componente fosfato (viPO4>, 961
cm™), carbonato (viCO3s%, 1071 cm™) e material organico (CH,, 2942 cm™) (SOARES et al.,
2009) comparado com o espectro da dentina sem tratamento (Normal), onde observam-se as
maiores intensidades para os grupos 2, 3 e 5. A figura 21 apresenta o espectro Raman médio
para 0s grupos depois da ciclagem erosiva com a maior intensidade encontrada no grupo 5.
Nas figuras 22 e 23 observa-se a presenca da banda G1’ em 2570 cm™ referente aos MWCNT
(ANTUNES et al., 2006) antes e depois da erosao, respectivamente.

Apos a realizacdo das leituras pontuais, das médias e do processamento dos espectros,
os dados foram tabulados e apresentados nas figuras 24-32. Para a realizacdo dos célculos das
areas das bandas, todos os espectros foram normalizados pela banda em 1450 cm™ (XU:;
WANG, 2012). Para o componente fosfato (viPO,¥, 961 cm™), nas comparagdes estatisticas
entre 0 grupo controle (G1) sem nenhum tratamento e 0S grupos que receberam oS
biomateriais ndo foram verificadas diferencas estatisticas significantes (p>0,05) (Figura 24).
Comparando-se cada grupo com as leituras antes e apds a erosdo (e) também ndo foram
observadas diferencas estatisticas significantes na banda referente ao fosfato (p>0,05) (Figura
24). Nas comparacdes entre os grupos sem flior (Figura 25) e com aplicacdo prévia de fldor

(Figura 26), também ndo foram observadas diferencas estatisticas para esta banda (p>0,05).
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Figura 20: Espectros FT-Raman da dentina bovina para os grupos de tratamento ap6s a aplicagdo dos
biomateriais comparado com grupo sem tratamento (Normal).
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Figura 21: Espectros FT-Raman da dentina bovina para os grupos de tratamento apds a aplicacdo dos
biomateriais seguido da erosdo comparado com grupo sem tratamento (Normal).
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Figura 22: Espectros FT-Raman da dentina bovina para os grupos de tratamento apos a aplicagdo dos
biomateriais comparado com grupo sem tratamento (Normal) evidenciando a regido da banda G1’ em 2570 cm™.
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Figura 23: Espectros FT-Raman da dentina bovina para os grupos de tratamento ap6s a aplicagdo dos
biomateriais seguido de erosdo comparado com grupo sem tratamento (Normal) evidenciando a regido da banda
G1’ em 2570 cm™.
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Fonte: o autor.
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Figura 24: Média e desvio padrdo (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 960 cm, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos de tratamento.
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Figura 25: Média e desvio padrao (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 960 cm, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos sem aplicacéo prévia
de fluor.
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Figura 26: Média e desvio padrao (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 960 cm™, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos com aplicacéo prévia
de fluor.
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Para o componente carbonato (viCOs*, 1071 cm™), nas comparacdes estatisticas entre
0 grupo controle (G1) sem nenhum tratamento e 0s grupos que receberam os biomateriais ndo
foram verificadas diferencas estatisticas significantes (p>0,05) (Figura 27). Comparando-se
cada grupo nas leituras antes e apds a erosao (e), diferencgas estatisticas significantes foram
encontradas para o carbonato ap0s a erosao nas amostras do grupo 3 (p<0,05), com aumento
na area da banda (Figura 27, asterisco). Nas comparagdes entre os grupos sem fldor (Figura
28) e com aplicacdo prévia de fltor (Figura 29), ndo foram observadas diferencas estatisticas
para esta banda (p>0,05).

48



Figura 27: Média e desvio padrao (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 1070 cm™, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos de tratamento. As
diferencas estatisticas significantes séo representadas pelo asterisco (*).
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Figura 28: Média e desvio padrao (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 1070 cm™, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos sem aplicagéo prévia
de fluor.

Carbonato 1070 cm™

I
b

o
b

r T

S
e

X
e

Area da banda (u.a.)
(5]
o

—
e

o

GRUPOS SEM FLUOR

Fonte: o autor.
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Figura 29: Média e desvio padrao (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 1070 cm™, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos com aplicagdo prévia
de fluor.
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Para o componente organico (ligacdes C-H do colageno), nas comparacdes estatisticas
entre o grupo controle (G1) sem nenhum tratamento e 0S grupos que receberam oS
biomateriais foram verificadas diferengas estatisticas significantes (p<0,05) para 0s grupos 2,
6 e 7 (Figura 30, letras mailsculas diferentes) com uma area de banda maior para 0 G2 e
menor em G6 e 7. Comparando-se cada grupo nas leituras antes e ap0s a erosdo (e),
diferengas estatisticas significantes foram encontradas para o colageno apds a erosdo nas
amostras dos grupos 1, 2 e 4 (p<0,05) (Figura 31, letras minusculas diferentes). Ainda, foram
observadas diferencas significantes (p<0,05) ap0s a erosdo entre o grupo tratado com fldor
(G2) e os grupos 4 e 5 (Figura 31, asteriscos). Nas comparagdes entre 0S grupos sem
aplicacdo prévia de fldor (Figura 31), ndo foram observadas diferencas estatisticas para esta
banda (p>0,05).
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Figura 30: Média e desvio padrao (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 2940 cm™, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos de tratamento. As
diferencas estatisticas significantes sdo representadas por: letras maiusculas diferentes para comparagdes entre o
controle e 0s grupos com biomateriais antes da eroséo, letras minusculas diferentes para comparacfes em um
mesmo grupo antes e apds a erosao, diferencas significantes entre o grupo 2 e 0s grupos 4 e 5 sdo representadas
pelo asterisco (*).
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Figura 31: Média e desvio padrdo (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 2940 cm™, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos sem aplicacdo prévia
de fllor.
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Nas comparacgdes entre os grupos com aplicacdo prévia de fltor (Figura 32), foram
observadas diferencas estatisticas para o colageno (p<0,05) entre 0s grupos antes da erosao
(letras maiUsculas diferentes), entre 0 grupo 2 e 7 apés a erosao (letras minusculas diferentes)

e entre 0s grupos 6 e 7 antes da eroséo (asterisco).

Figura 32: Média e desvio padrao (n=5) dos valores das areas relativas (unidade arbitraria — u.a.) da banda com
deslocamento Raman em 2940 cm™, obtidos por espectroscopia FT-Raman, para os grupos com aplicagdo prévia
de fldor. As diferengas estatisticas significantes sdo representadas por: letras maitsculas diferentes para
comparac0es entre o grupo 2 (fltor) e os grupos com biomateriais antes da eroséo, letras mindsculas diferentes
para comparagdes entre 0s grupos apés a erosdo, diferencas significantes entre os grupos 6 e 7 antes da erosédo
s&o representadas pelo asterisco (*).

Colageno 2940 cm’’

gzoo-% B B;,_B,
B 150 2 N\ '% T T
gmo-'E' % § §

0-% % >_}§ =1= h

Fonte: o autor.

4.2 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 33 (A-E) ilustra os detalhes morfoldgicos e estruturais dos nanocompdsitos.
A Figura 33A mostra a morfologia tipica de compdsitos NTC/grafeno. A Figura 33B mostra
folhas de grafeno (circulo) e NTC em torno deles. Os NTC tem estrutura cristalina na forma
de bambu com um didametro médio de 30 nm (Figura 33C). A Figura 33D mostra aglomerados
de folhas de grafeno e estrutura na forma de bambu de NTC. A Figura 33E mostra detalhes do
composto NTC/grafeno + nHAp.

Nas figuras 34-36 sdo apresentadas as micrografias de superficie da dentina radicular
bovina com aplicacao prévia de acido fosfdrico, submetidas a aplicagdo dos biomateriais e em

seguida a ciclagem erosiva. No grupo 1, antes e apds a armazenagem em saliva, observa-se o
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elevado numero de tabulos dentindrios totalmente ou parcialmente ocluidos e distribuidos
homogeneamente pela superficie da dentina (Figuras 34 A, B). No grupo 2, onde as amostras
receberam aplicacdo de flGor gel &cido, observa-se uma superficie com tabulos dentinarios
abertos e parcialmente ocluidos antes da erosao (Figura 34 C). Ap6s procedimentos de des-

remineralizacdo observa-se um maior numero de tubulos dentinarios expostos (Figura 34 D).

Figura 33: Micrografias obtidas dos nanobiomateriais produzidos: compésito NTC/Grafeno (A); detalhes das
folhas de grafeno (B); Micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmisséo (MET) mostrando os NTC
em forma de bambu (C) e aglomerados de folhas de grafeno (D); Micrografia obtida por MEV do composto
NTC/grafeno+nHAp (E).
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Fonte: o autor.
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Figura 34: Micrografias obtidas da superficie da dentina normal com aplicagdo prévia de acido fosférico.
Superficie da dentina antes e depois da ciclagem erosiva dos grupos: G1 — saliva artificial antes da erosdo (A);
Ap06s a erosdo (B); G2 — fluor fosfato acidulado (FG) em gel, 1 min antes da erosdo (C); Ap6s a erosao (D)
(aumento de 5000x).
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Fonte: o autor.

No grupo 3, onde as amostras foram tratadas com nHAp, é possivel observar tibulos
dentinarios totalmente ocluidos por uma camada granular de nHAp antes da ciclagem (Figura
35 A) e tubulos abertos e outros parcialmente ou totalmente ocluidos apds a ciclagem (Figura
35 B). No grupo 4, apés tratamento com composito NTC/Grafeno verifica-se um grande
nimero de tubulos dentinarios totalmente ocluidos, entretanto sem a presenca de NTC
aderidos na superficie (Figura 35 C). Depois da ciclagem erosiva, é possivel notar na dentina

a deposicdo uma fina malha de NTC ocluindo os tubulos dentinarios (Figura 35 D).
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Figura 35: Micrografias obtidas da superficie da dentina normal com aplicagdo prévia de acido fosférico.
Superficie da dentina antes e depois da ciclagem erosiva dos grupos: G3 — nanohidroxiapatita (nHAp) antes (A);
apos a erosao (B); G4 — Composito Nanotubos de carbono (NTC)/Grafeno antes da eroséo (C); ap6s a erosao (D)

(aumento de 5000x).
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Fonte: o autor.
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Figura 36: Micrografias obtidas da superficie da dentina normal com aplicagdo prévia de acido fosférico.
Superficie da dentina antes e depois da ciclagem erosiva dos grupos: G5 — FG + nHAp antes da erosdo (A); Apos
a erosdo (B); G6 — FG + composito NTC/Grafeno antes da eroséo (C); Apos a eroséo (D); G7 - FG + compdsito
NTC/Grafeno/nHAp antes da eroséo (E); Ap6s a erosao (F) (aumento de 5000x).
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Fonte: o autor.

Na superficie da dentina do grupo 5, onde as amostras foram tratadas com fllor gel e
nHAp, é visivel a deposicdo de fina camada de granulos de nHAp (Figura 36 A). Apés a
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ciclagem verifica-se que os tubulos dentinarios encontram-se totalmente abertos (Figura 36
B). No grupo 6, onde as amostras foram tratadas com fltor gel e compdsito NTC/Grafeno, €
visivel a presenca de uma camada ndo homogénea de NTC/Grafeno formando
enovelados/aglomerados, antes e apds a ciclagem, onde alguns tubulos dentinarios foram
ocluidos (Figuras 36 C, D). Na superficie da dentina do G7, com tratamento por flior gel e
compdsito de NTC/Grafeno/nHAp (Figuras 36, E, F), € visivel uma deposicao de cristais na
dentina antes da erosdo (Figura 36 E) onde alguns tubulos dentinarios permaneceram ocluidos

apos a ciclagem erosiva (Figura 36 F).
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5. DISCUSSAO

O estudo da aplicagdo de NTC em odontologia é importante, pois o crescente
desenvolvimento de novos materiais odontologicos e de novos biomateriais abre portas para
pesquisas utilizando nanobiomateriais que possam realizar a mineralizacdo ou a protecdo da
estrutura dental em processos erosivos.

A avaliacdo da erosdo em dentina foi escolhida pela questdo da exposi¢do dos tubulos
dentinarios em les@es cervicais ndo cariosas (LCNC) de grande incidéncia na populacédo, onde
na dentina exposta ocorre a movimentacao do fluido intratubular mediante estimulos gerando
a sensibilidade dolorosa. Outro fator é a afinidade que os NTC possuem pelo coldgeno e
consequentemente pela dentina, devido a sua elevada porg¢éo organica, fato este observado por
Akasaka et al. (2009) onde o mesmo ndo verificou afinidade dos NTC ao esmalte dental.
Portanto delimitou-se neste estudo apenas a dentina como substrato dental de avaliagcdo. A
aplicacdo NTC em dentina é um campo novo a ser explorado e existe apenas um estudo que
comenta superficialmente a questdo (AKASAKA et al., 2009).

O método mais tradicional utilizado para a protecdo ou remineralizacdo da dentina é a
aplicacdo de produtos fluoretados. A aplicacdo topica de flior cria uma barreira por precipitar
CaF;, na superficie do dente, bloqueando a entrada dos tubulos dentinarios e assim reduzindo a
permeabilidade e a hipersensibilidade (RITTER et al., 2006).

Vestigios de fllor na saliva sdo eficazes na mudanca do equilibrio entre os processos
de desmineralizacdo e remineralizacdo. Isto € atribuido a precipitacdo melhorada de fosfato de
calcio pelo fluoreto e a formacao de fldorhidroxiapatita em tecidos dentais. A fllorapatita €
menos soltvel em solucdes acidas do que a HAp, que por sua vez é menos sollvel do que
apatitas carbonatadas (GJORGIEVSKA et al., 2013).

A figura 33 mostra a presenca do compdsito NTC/Grafeno produzido pelo método
com condicionamento por plasma de oxigénio (Figura 33 A-D). Esta metodologia esfolia as
pontas dos NTC, expondo assim a estrutura do grafeno (LOBO et al, 2013a). As pontas sdo a
porcdo mais defeituosa dos NTC, pois elas sdo as partes mais sensiveis ao condicionamento.
Primeiramente, foram observados varios NTC com corrosdo das pontas. Isto é devido a
presenca de mais defeitos devido as pontas de nanotubos fechadas e, consequentemente, uma
ligacdo covalente de baixa energia entre os 4tomos de C-C. Além disso, o tratamento com
plasma de oxigénio incorporou grupos carboxilicos sobre as paredes do NTC que favorecem a
cristalizacdo acicular da nHAp e grandes quantidades de precipitado (LOBO et al, 2013a). A
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morfologia tipica do composito NTC/Grafeno/nHAp revela a excelente interacdo entre os trés
componentes do composito (Figura 33E).

No presente estudo verificou-se que o tratamento da dentina com NTC (G4), fllor
associado aos NTC (G6) e com a associacdo de flior e composito NTC/Grafeno/nHAp (G7)
sdo as melhores opcdes de tratamento para ocluir a abertura dos tubulos dentindrios como
método preventivo em processos erosivos (Figuras 34 e 35) se comparado aos outros
tratamentos. Esta deposicdo homogénea por toda a superficie da dentina com oclusédo dos
tubulos evidencia o potencial destes biomateriais para o tratamento da sensibilidade dentinaria
devido a exposicdo dos tubulos dentinérios na por¢do radicular do elemento dental. Estes
resultados corroboram com outros estudos que mostram a ocluséo de tubulos dentinérios por
deposicdo de particulas de nHAp (BESINIS; VAN NOORT; MARTIN, 2012; YUAN et al.,
2012). Entretanto, no caso da dentina tratada com a associagédo de fldor gel e NTC houve um
enovelamento dos NTC formando aglomerados. Este resultado € devido a rea¢do do ion flGor
com carga negativa ocorrendo atracdo pelos NTC (Figuras 35 C, D).

Sabe-se que a quantidade de fluido circulando no interior dos tubulos dentinarios é
proporcional a quarta poténcia do didmetro dos tabulos dentinarios (YUAN et al., 2012). As
caracteristicas da superficie da dentina determinam 86% da sua resisténcia ao escoamento do
fluido tubular. Portanto, uma ligeira reducéo do didmetro dos tubulos dentinarios pode reduzir
significativamente o fluxo do liquido dentro dos tubulos dentinérios e consequentemente
aliviar a sensibilidade do nervo (YUAN et al., 2012).

Neste estudo foi utilizada agua destilada para a dispersdo dos biomateriais. Besinis,
Van Noort e Martin (2012) em seu estudo verificaram uma maior infiltracdo (na dentina
desmineralizada) da nHAp diluida em acetona do que a diluida em agua. J& Huang, Gao e Yu
(2009) verificaram que a concentracdo ideal para a remineralizacdo de caries incipientes em
esmalte é de 10% de nHAp em suspensao em agua destilada.

Assim evidencia-se que, a aplicacdo de NTC e da associa¢do positiva do compdsito
NTC/Grafeno/nHAp com o fldor, apresenta uma aplicacdo clinica vasta, podendo ser
adicionado a formulacdo de cremes dentais, enxaguatorios bucais, saliva artificial ou outro
tipo de veiculo. Estudos adicionais sdo necessarios para verificar a estabilidade desta camada
de depdsitos frente a situagbes como a acdo da escovacdo diaria, além de ensaios de
biocompatibilidade deste novo nanobiomaterial.

Com relacdo aos dados obtidos por espectroscopia FT-Raman, informacgdes

importantes, principalmente sobre o componente organico da dentina, foram encontradas. A
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partir dos dados obtidos por espectroscopia FT-Raman pode-se observar que todos os
tratamentos com aplicacdo de biomateriais e ciclagem erosiva ndo causaram alteragdes
significativas na area da banda do fosfato com deslocamento Raman em 961 cm™ (Figuras 24-
26). Com relacdo ao carbonato, foi observado um aumento estatisticamente significante da
area da banda em 1071 cm™ nas amostras do grupo 3 apés o procedimento de ciclagem
erosiva (Figura 26). Tal incremento no componente carbonato pode ter ocorrido apos a
deposicdo da nHAp e reacdo da mesma a saliva artificial utilizada durante a ciclagem erosiva.

Logo apds a aplicacdo dos biomateriais, foi observado que a area da banda do
colageno com deslocamento Raman em 2941 cm™ foi maior no G2 e menor em G6 e G7 do
que no controle (G1) (Figura 30). E possivel que uma maior area de banda tenha sido
encontrada devido a desmineralizacdo da dentina pelo fldor fosfato acidulado em gel (G2), o
que resultou na abertura dos tubulos dentinarios e exposicao das fibras colagenas. Nos grupos
em que a area foi menor (G6 e 7) é possivel que apds a aplicacdo do fluor acidulado, a
incorporagdo dos biomateriais (composito de CNT/Grafeno, G6 e compdsito
CNT/Grafeno/nHAP, G7) tenha formado uma barreira adicional diminuindo a exposicdo das
fibras colagenos e a area desta banda.

Nas comparagfes de um mesmo grupo, considerando a area da banda antes e depois da
erosao, menores areas foram encontradas apos a erosdo nas amostras de G1, G2 e G4 (Figura
30, letras minusculas). A area menor neste caso pode ser devida a dois fatores: o primeiro
seria 0 efeito protetor exercido pela propria saliva artificial em G1 e G2 e o efeito de camada
adicional de biomaterial em G4, o que pode ser comprovado pelas micrografias obtidas apos a
erosdo (Figura 34 e Figura 35). Estes resultados corroboram com estudos anteriores que
mencionam a importancia da matriz orgénica da dentina em processos de remineralizacéo
com fluor (GANSS et al., 2001; 2004; GAJJERAMAN et al., 2007).

Ganss et al. (2001) verificaram em seu estudo que a perda mineral apos erosao foi
reduzida em aproximadamente 10% apds utilizacdo de dentifricio fluoretado e em 55% apos
intensa fluoretagdo (dentifricio, fluoreto em solucdo e fluoreto em gel), a qual foi
suficientemente efetiva para inibir completamente a progressao da erosdo ap6s um periodo
inicial de desmineralizacdo. Este resultado estd provavelmente relacionado com o
desenvolvimento de uma camada superficial desmineralizada rica em colageno agindo como
uma membrana de tamponamento, que protege as camadas mais profundas da dentina contra

baixos valores de pH. Na presenca de quantidades elevadas de fluoreto, a capacidade de
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tamponamento do material organico parece ser suficiente para reduzir ou inibir a
desmineralizacdo (GANSS et al., 2004).

Gajjeraman et al. (2007) observaram em seu estudo que 0s constituintes organicos dos
0ssos e dentes, nomeadamente colageno do tipo | e proteina da matriz dentinaria 1 (PMD 1),
séo eficazes moduladores de cristal. Eles controlam a nucleacdo de polimorfos de fosfato de
calcio e a unido hierarquicamente ordenada de material composito cristalino. Os autores
observaram que, na presenca de colageno do tipo |, a cristalinidade da HAP foi muito maior
do que na presenca da PMD 1 por si so. Isto poderia ser atribuido ao crescimento de HAP no
interior do espaco restrito definido pelo colageno tipo | (GAJJERAMAN et al., 2007). A
matriz de coldgeno fornece o enquadramento organizativo e restricdo espacial para a
deposicédo de cristal, enquanto que as macromoléculas matriciais ndo colagenas podem estar
envolvidas no controle da nucleacdo e crescimento da fase mineral (GAJJERAMAN et al.,
2007).

Diante dos resultados apresentados, torna-se evidente a importancia da avaliacdo do
consumo de bebidas acidas e do uso associado ou ndo de nanobiomateriais como método de
protecdo da dentina frente a erosdo acida. As bebidas acidas sdo utilizadas com grande
frequéncia pelos pacientes e muitas vezes séo ingeridas diariamente. Este consumo pode gerar
efeitos como a erosdo acida de regides expostas como a dentina radicular, desencadeando
problemas como a hipersensibilidade dentinaria, por exemplo. Portanto, a avaliacdo dos
efeitos destes nanobiomateriais é de extrema importancia para em um futuro préximo aplica-

los como uma possibilidade de tratamento na clinica.
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6. CONCLUSOES

v

O tratamento da dentina com nHAp resultou em aumento da area da banda referente
ao componente carbonato devido a uma possivel interacdo com a saliva artificial.

O tratamento da dentina com a aplicacao do fluor acidulado associado com composito
de CNT/Grafeno e compdsito CNT/Grafeno/nHAp resultou em diminuigdo da area da
banda referente ao colageno o que pode ter ocorrido por formagdo de uma barreira
adicional diminuindo a exposicao das fibras colagenas e a area desta banda.

Apos a ciclagem erosiva ocorreu uma reducdo na intensidade do pico referente a banda
G’ indicando uma possivel remogdo dos NTC pelo processo erosivo.

Através das micrografias obtidas por MEV verificou-se que 0s grupos que receberam
0s NTC apresentaram retencdo de particulas de nHAp e enovelados de NTC apoés a

ciclagem erosiva, indicando assim uma interacdo positiva com a dentina.
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7. TRABALHOS FUTUROS

A técnica de recobrimento da dentina radicular com nanobiomateriais como camada
protetora em situacdes de erosdo dental mostrou-se promissora. Em estudos futuros pretende-
se analisar parametros como o tempo ideal de deposicdo dos nanobiomateriais, qual a solugédo
ideal para a dispersio dos mesmos. E importante também a avaliagdo da interacdo do
coldgeno com o compdsito NTC/Grafeno, com o estudo da composi¢do quimica e de quais

cadeias participam desta ligacdo entre o componente organico da dentina e o biomaterial.
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