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RESUMO

A doenca carie, embora ja controlada pelo uso do fltior, ainda acomete uma parcela
significativa da populacdo mundial, em especial nos paises menos desenvolvidos, o que tém
impulsionado pesquisas sobre novos métodos preventivos. Varios estudos t€ém demonstrado
que a quitosana, por ser um polimero biocompativel, biodegradavel e por apresentar acao
antibacteriana, pode ser usada como substancia anticariogénica. Contudo, a efetividade da
quitosana na inibi¢do da perda mineral ainda ndo foi determinada. Assim, o objetivo desta
pesquisa in vitro foi caracterizar ¢ avaliar o efeito da quitosana nos processos de des-
remineralizacdo do esmalte dentario. A quitosana foi caracterizada fisico-quimicamente e a
sua capacidade de infiltracdo ao esmalte dentério foi observada através de Tomografia por
Coeréncia Optica (OCT). De acordo com os resultados, a quitosana utilizada apresentou:
grau de desacetilacdo em torno de 65% e indice de cristalinidade proximo a 32%. A OCT
mostrou que a quitosana aderiu a superficie do esmalte e penetrou parcialmente ao redor
dos prismas. 36 espécimes foram submetidos a ciclagem de pH durante 5 dias para
investigar o efeito da concentracdo de quitosana (1,25; 2,5 ¢ 5,0 mg/mL) e do tempo de
exposicao da mesma ao esmalte dentario (30, 60 e 90 s). Para verificar o efeito da ciclagem
de pH na auséncia e presenca da quitosana foram analisadas as alteragcdes ocorridas no
dente e nas solugdes empregadas através do método de microdureza e determinacdo de
fosforo, respectivamente. Os dados obtidos pela microdureza concordaram com os
encontrados nas analises de fosforo verificando que a quitosana inibiu a perda mineral em
56% a 82% dependendo da concentragdo e do tempo de exposi¢do sendo o melhor
resultado o da quitosana de 2,5 mg/mL no tempo de 60s. No entanto, ndo houve diferenca

estatistica entre as concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 mg/mL e entre os tempos de 60 ¢ 90s. Os
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resultados deste estudo indicam que a quitosana influenciou o processo de des-

remineralizacao do esmalte dentério inibindo a perda.

Palavras chaves: quitosana, carie, esmalte dentario, desmineralizagao, remineralizagao.
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ABSTRACT

The disease caries, but now controlled by the use of fluoride, still affects the
majority of the world's population have incremented the development of new prevented
methods. Despite to this fact many studies have been showed that chitosan is a
biocompatible and biodegradable polymer which present antibacterial action and may be
used as anticariogenic product. However, the effectiveness of chitosan on inhibition of
mineral decay was not still unclear. Thus, the main objective of this in vitro study was to
characterize and evaluate the chitosan applied to act in the demineralization processes of
the dental enamel. The chitosan was physical-chemically characterized and its infiltration
capacity in the dental enamel was observed Tomography by Optical Coherence (OCT). By
the obtained results the type of chitosan used showed: deacetilation rate beyond 65 % and
crystalline index near 32 %. The Tomography by Optical Coherence (OCT) parameter
showed that chitosan adhered to dental enamel surface and partially jumped inside the
prismatic surface. 36 specimes were submitted to pH cycling for 5 days with the objective
to investigate the effect of chitosan rates (1.25; 2,5 and 5.0 mg/mL) and the specimes
exposition time to the dental enamel (30; 60 and 90 s). To verify the effect of different pH
values in presence and absence of chitosan were analyzed the alterations occurred on tooth
and solutions used by the microindentation method and phosphorus analyses, respectively.
The microhardness data are in agreement with phosphorus analyses and allowed that
chitosan inhibited the mineral decay in 56 % and 82 % depending of rates and time of
exposition and best were observed when applied chitosan in rate 2.5 mg/mL and exposed

time of 60 s. Although, wasn’t observed significant difference between 2.5 and 5.0 rates

11
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and exposition time of 60 and 90 s. The results suggest the chitosan effect on the process of

des-remineralization of the dental enamel, inhibiting the mineral decay.

Key Words: chitosan, caries, dental enamel, desmineralization, remineralization.
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1. CONSIDERACOES PRELIMINARES

O dente ¢ uma estrutura dura, saliente ¢ esbranquicada, anatomicamente dividida
em raiz e coroa. A raiz ¢ a por¢do que esta inserida no 0sso € a coroa ¢ a parte visivel na
cavidade oral. A coroa ¢ formada por trés tecidos diferentes. Mais internamente
encontra-se uma camara preenchida por tecido conjuntivo, vasos sangiiineos e nervo (a
polpa) que ¢ responsavel pela nutrigdo do dente. Revestindo a cavidade pulpar esta a
dentina a qual ¢ extremamente sensivel devido as terminacdes dos filetes nervosos que
penetram no seu interior. Em contato com a dentina e recobrindo toda a coroa ha o

esmalte dentario que € o tecido mais duro do corpo humano (Figura 01).

Dente Normal
Esmalte

Dentina s . . _

—
Céamara — Coroa
da polpa———__ !
) ——— Linha da
g gengiva
i
Cimento '_:, |_ Raiz
Canal da '.?u i
raiz -y |

Figura 01: Dente higido e suas estruturas: esmalte, dentina, polpa e cimento.

Fonte: http://www.msd-brazil.com/msd43/m_manual/mm_sec8 94.htm

O esmalte dentario se apresenta como uma estrutura extremamente organizada
constituida por cristais de hidroxiapatita, Ca;o (PO4)s (OH),, intercalados por adgua e

material orginico como as proteinas enamelinas as quais sdo responsaveis pela
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orientacdo ¢ sustentacdo destes cristais. Embora a hidroxiapatita seja o constituinte
principal do esmalte, este também apresenta outros elementos como fluor, zinco,
chumbo na sua camada superficial e s6dio, carbono, magnésio nas suas camadas mais
profundas, enquanto outros ions ficam inalterados pela profundidade como o estroncio e
o cobre.

O esmalte dentario estd em contato com a saliva que ¢ um fluido organico com
pH variando entre 5,2 ¢ 7,8. A saliva tem como principais componentes quimicos: agua
(99,5%), sodio, potassio, cloro, magnésio, calcio, fosfato, carbonato, acido urico, acido
citrico e proteinas. Esta composicdo permite que a saliva atue quimicamente
neutralizando os acidos bucais, exercendo, portanto, a funcdo de proteger os dentes
contra a dissolu¢do do esmalte. A integridade fisico-quimica do esmalte dentario dentro
do ambiente oral depende totalmente da composi¢do e do comportamento quimico dos
fluidos orais. Os principais fatores que controlam a estabilidade da apatita do esmalte
sdo: o pH e as concentragdes ativas livres de calcio e fosforo em solugdo. O equilibrio
quimico entre o esmalte em termos de hidroxiapatita e a fase aquosa pode ser
representado da seguinte maneira: Ca;o (PO4)s (OH), S 10 Ca*" + 6 PO + 2 OH.
Se as apatitas se dissolverdo ou permanecerdo intactas sob qualquer circunstancia,
dependera do produto das concentragdes ativas livres dos ions na fase liquida. Em
equilibrio, a solu¢do ¢ saturada e o produto da atividade dos ions ¢ denominado produto
da solubilidade.

As concentragdes de calcio e fosfato presentes na saliva influenciam o pH dos
fluidos orais. O pH no qual a saliva ¢ exatamente saturada no que se refere a apatita do
esmalte, ¢ definido como “pH critico”: abaixo do pH critico, o esmalte pode se dissolver
(processo de desmineralizagdo) enquanto que acima do valor critico o esmalte tende-se

a “remineralizar”. Bactérias cariogénicas presentes na cavidade bucal metabolizam
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acucares em acidos fazendo com que o pH do meio resulte inferior ao “pH critico”,
acarretando na subsaturagdo de calcio e fosforo da saliva e conseqlientemente na saida
desses ions do esmalte (processo de desmineralizagdo). A neutralizacdo do pH da saliva
resulta novamente na saturagdo do calcio e do fosforo e na restituigdo desses ions para o
esmalte (processo de remineralizagdo). Esta neutralizagdo da saliva pode se dar por
varios fatores como, por exemplo: o uso diario de dentifricios ¢ bochechos com flior ou
outras substancias que inibam a desmineralizagdo ou favorecam a remineralizagdo do
esmalte dentario.

O Fluor, advindo da fluoretagdo artificial, é absorvido quase completamente pelo
organismo humano, enquanto que a sua absorc¢ao através de alimentos tais como, chas,
peixes e determinados vegetais, ¢ de apenas 25%. A maior parte deste elemento quimico
se deposita no tecido 6sseo, enquanto uma pequena por¢ao migra para os dentes. O
flior para prevenir a cérie precisa ser usado na dosagem certa, caso contrario sera
considerado um produto toxico. A toxicidade cronica do fluor apresenta como principal
efeito colateral: a fluorose, que consiste inicialmente no aparecimento de leves manchas
esbranquigadas no esmalte dentario até manchas avancadas acastanhadas acarretando na
fratura da estrutura dental. A toxicidade aguda pode provocar desde um leve mal estar
até a morte dependendo da dose. A dose fatal para adultos ¢ de 2,5 a 5,0 gramas e para
uma crianga com peso de 10 Kg a dose ¢ de 535mg.

Uma substancia que tem sido empregada em estudos odontolégicos sobre
prevencao de carie € a quitosana. A quitosana ¢ um biopolimero obtido da desacetilacao
da quitina - o maior constituinte de exoesqueletos de crustaceos. A quitina e quitosana
sdo polimeros atoxicos, biodegradaveis e biocompativeis, cujas propriedades vém sendo
exploradas e aplicadas também no ramo da medicina, biotecnologia, alimentos entre

outras.
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Para caracterizar a quitosana ¢ importante realizar analises de morfologia,
cristalinidade, grau de umidade e grau médio de acetilagdo. Esta ultima caracteristica
pode influenciar o desempenho da quitosana em muitas de suas propriedades.

O objetivo deste trabalho ¢é caracterizar a quitosana e verificar a influéncia desta

nos processos de des-remineralizacdo do esmalte dentério.
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2. INTRODUCAO

2.1. QUITINA E QUITOSANA

2.1.1. Historico

A quitina foi descrita pela primeira vez em 1811 na Franca por Braconnot,
professor de Historia Natural, que durante suas pesquisas ao tratar Agaricus volvaccus e
outros fungos, com solugdo alcalina, encontrou uma substancia com conteudo maior de
nitrogénio do que a madeira, concluindo que se tratava de uma nova substincia
identificada em plantas, a qual denominou de “fungine” (Anjos, 2005). Em 1823, Odier
isolou uma substancia contida nas carapagas de insetos semelhante a encontrada em
plantas, a qual chamou de quitina que em grego “khiton” significa tinica, envelope ou
cobertura, contudo ndo conseguiu detectar nitrogénio. Odier estabeleceu pela primeira
vez uma relagdo entre as substincias de suporte encontradas na carapaga de insetos e
nos tecidos vegetais (Muzzarelli, 1977). Payen em 1843 detectou a presenca de
nitrogénio da quitina e iniciou a discussdo entre a diferenca de celulose e quitina.
Ledderhose (1878) identificou a quitina como um composto de glucosamina e acido
acético e escreveu a equacgdo de hidrdlise. Gilson (1894) confirmou a presenca de
glucosamina na quitina (Stamford, 2007).

Odier e Childre relataram o isolamento da quitina usando varios tratamentos
com solucdes de hidroxido de potassio concentrado o que os levou a um equivoco, pois
na realidade os citados pesquisadores haviam isolado a quitosana. Esta foi descrita pela
primeira vez em 1859 por Rouget, como sendo uma quitina modificada, pois em seus
estudos relata que ao ferver a quitina em hidréxido de potassio concentrado, a mesma

fica soluvel em écidos organicos (Muzzarelli, 1977). Em 1894 Hoppe-Seyler ao estudar
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a quitina modificada, propds o nome quitosana, pelo fato de que a quitosana possui a
mesma quantidade de nitrogénio da quitina (Hong, 1996).

A quitosana foi produzida industrialmente pela primeira vez em 1971, no Japao.
As pesquisas sobre quitina e quitosana e suas aplicagdes s6 comecaram a receber
investimentos cientificos e tecnoldgicos em torno de 1979, quando se comegou a
perceber o grande potencial de suas aplicagdes (Monteiro Junior, 1999). Em 1986, o
Japao ja possuia quinze industriais produzindo quitina e quitosana em escala comercial.
Atualmente a quitosana vem recebendo destaque nas pesquisas com suas aplicacdes,
sendo considerada um dos materiais de maior potencial do século, devido a sua grande

versatilidade de uso (Roberts, 1992; Monteiro Junior, 1999).

2.1.2. Considerac¢oes

Quitina ¢ um polimero natural, insoluvel, linear que apresenta o mesmo tipo de
unidade monomérica B-1,4 N-acetilglucosamina e com exce¢do da celulose ¢ o
polissacarideo mais abundante e largamente distribuido na natureza, (Canela & Garcia,
2001). Sua estrutura ¢ similar a da celulose, exceto pelo fato de que o grupo hidroxila
do carbono na posicdo 2 do anel glicopiranosidico ¢ substituido pelo grupo acetamida
(Figura 02). Esta semelhanca estrutural ¢ refletida nas fungdes similares exercidas por
estes dois polimeros na natureza, pois ambos atuam como material estrutural e protetor
(Signini, 2002; Campos-Takaki, 2005). A quitina ¢ encontrada no exoesqueleto dos
crustaceos, insetos, artropodes e na parede celular de fungos. O rendimento de quitina

(percentual) extraida de diferentes fontes encontra-se descrito na Tabela 1.
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Tabela 01: Conteudo de quitina aproximado (percentual de massa seca), em diferentes

fontes.

Fonte de Quitina

Conteudo de quitina (%)

Crustaceos

Caranguejo Cancer

Carcinus
Paralithodes
Callinectes

Camarao Crangon
Alasakan

Lagosta Nephrops
Homarus

Insetos

Coleoptera

Diptera

Periplaneta

Blatella

Pieris

Bombyx

Calleria

Moluscos

Clamshell

Oyster shell

Squid, Skeletal pen

Kfrill, deproteinized shell
Fungos

Aspergillus nigersogenum
Penicillium notatum
Penicililum chrysogenum
Saccharomyces cereviseae
Mucor rouxii

Lactarius Vellereus (cogumelo)

72,1¢
64,2°
35,0
14,0°
69,1°¢
28,0¢
69,8°
60-75,0°

27-35,0°
54,8°
2,0
18,4°
64,0°
442°
33,7°

6,1
3,6
41,0
40,2

42,0°
18,5°
20,1°
2,9¢
44,5
19,0

* Peso corpdreo umido; ®Peso corpdreo seco; © Peso organico de cuticula; 4 Peso total de

cuticula seca; “Massa micelial seca.

Fonte: Tharanathan & Kittur, 2003.
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Figura 02: Estrutura quimica da quitina e da celulose.
Fonte: Signini, 2002..

A desacetilagdo da quitina conduz a um novo polimero denominado quitosana
(Amorim et al, 2000; Andrade et al., 2003). Geralmente o processo de desacetilacdo
ocorre a partir da hidrdlise da quitina, em meio alcalino, em temperaturas elevadas sob

COl’ldi(;(N)CS heterogéneas (Klug et al., 1998); (Tonhi et al., 2002)

. No entanto, este processo também
pode ocorrer utilizando enzimas especificas, como a quitinase ou pela acdo de
microrganismos (Monteiro Junior, 1999; Kim & Rajapakse, 2005). A condi¢do de
desacetilacdo e a reacdo quimica da quitina podem ser visualizadas na tabela 02 e na
figura 03 respectivamente. A quitina pode sofrer varios graus de desacetilagdo,
resultando em diversos derivados da quitosana (Canela & Garcia, 2001; Khan et al.,
2002). O produto totalmente desacetilado ¢ raramente obtido, visto que o tempo

necessario para completar a reacdo de desacetilacdo ¢ longo e acaba acarretando na

despolimerizagdo da cadeia. (Klug et al, 1998).
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Tabela 02: Condigdes de desacetilagdo da quitina para producao de quitosana.

FONTE

Lagosta
Caranguejo

Camarao

Camario de
agua doce

Krill

DESACETILAGCAO
Atmosfera Conc. Temp. Tempo Razao
Alcali ©C) (horas) quitina / alcali
Ar/N2 55% KOH 100-140 0,50-15 1:100
N2 47% NaOH 60- 110 12x1ab e
N2 40% NaOH Refluxo ’ 10 0
N2 50% NaOH 100 07 2 P —
ar/ N2 50% NaOH 145-150 0,30, 0,25 1:10
ar 50% NaOH 60 ¢ 1:4
vacuo 50% NaOH 100 b 1:15
vécuo 50% NaOH 100 0,5x2 1:15
ar 50% NaOH 95 075x2° e
3
ar 50% NaOH 30 24-144 1:14-56
ar 60% KOH 100 1 1:65
ar 50% NaOH 100 2 e
ar 50%NaOH 80-96 030 e
ar 399% KOH? refluxo 20 1:17

a dissolvido em 95% de etanol + etileno glicol; b tempos de tratamento do alcali

separado; ; secagem por aquecimento.
Fonte: Signini, 2002.

OH — _
OH CH, oH
CH, H o H PH CH,
H 0 H NaOH CH, H O H
— >
H O NoH H Desacetilagéo H o o H
OH H H OH H
H H NH
OH H
H = -0 H H  NH,
[
/:O H | NH,
L __In — —1n
Quitina Quitosana

Figura 03: Esquema da reacdo de N-desacetilagdao da quitina para obtencdo de quitosana
através de hidrolise por hidréxido de sddio.

Fonte: Anjos (2005).

Quitosana ¢ um heteropolimero natural, composto por unidades B-1,4 D-

glucosamina ligadas a residuos de N-acetilglucosamina (Figura 04) (Chatterjee et al,
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2005). A quitosana ndo ¢ muito encontrada na natureza, quando comparada a quitina ¢ a
celulose, podendo ser encontrada na parede celular de alguns fungos, principalmente da
Classe Zygomycetes ¢ em alguns moluscos; (Silva et al, 2006). Desta forma a melhor
maneira de obter quitosana ¢ na industria através da hidrolise quimica da quitina
(Pochanavanich & Suntornsuk, 2002; Okawa et al., 2003; Franco et al., 2005; Amorim
et al., 2006). Existem varios derivados da quitosana, os quais podem se diferenciar pelo
grau de desacetilagdo, assim como pela disposi¢do dos grupos N-acetil residuais, na

cadeia do polimero (Rinaudo, 2006; Stamford et al., 2007).

H H.o
NH H- " " NH ’
H 2H B on H “H
R=H or COCH;

Figura 04: Estrutura quimica da quitosana
Fonte: Hiorth et al., 2006

2.1.2. Propriedades

A quitosana ¢ um polimero caracterizado por propriedades especificas que
revelam seu potencial para inimeras aplicagdes em vdarios produtos comerciais. As
principais propriedades deste polissacarideo sdo: bioatividade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, reatividade do grupo amino desacetilado, permeabilidade seletiva,
acdo polieletrolitica, habilidade em formar gel e filme, habilidade de quelagdo e
capacidade adsortiva (Synowieck & Al-Khateeb, 2003; Tharanathan & Kittur, 2003).

No pH biolédgico a quitosana apresenta-se como um polication. Em meio acido

os grupos amino da quitosana captam ions hidrogénio do meio, resultando em uma
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carga global positiva no polimero. Esta caracteristica permite a sua interagdo com
moléculas carregadas negativamente tais como: gorduras, tecido animais ou vegetais,
membrana celular, entre outras formas (Horner et al., 1997; Pautlowska, 1997). As
possibilidades de aplicagdes sdao ainda enriquecidas pelo fato que a quitosana pode ser
preparada em diferentes formas, tais como solug¢des de viscosidade controlada, géis,
filmes e membranas, microesferas e nanoparticulas (Campana Filho et al., 2007,
Javakuma & Mano, 2007; Sezer et al., 2007; Wongpanit et al., 2007).
A quitosana vem sendo extensivamente estudada devido as suas propriedades
peculiares que lhe conferem um aproveitamento bastante versatil, tais como:
= carreador de farmacos de liberagao controlada ¢ DNA (Kim et al., 2004;
Park et al., 2004);
= regeneragdo de tecidos epiteliais (Maia et al., 2006; Cho et al., 2007; Olmez
et al., 2007);
» confec¢ao de membranas artificiais (Costa et al., 2006);
= promotor de osteogénese (Murugan & Ramakrishna, 2004);
= antibacteriano (Ikinci et al., 2002; Chung et al., 2004; Yadav & Bhise, 2004,
Cao & Sun, 2007);
= coadjuvante da higiene oral (Sano et al., 2002; Sano et al., 2003);
= absorcdo de gordura e reducgdo do colesterol sérico (Gades & Stern, 2005);
= componente de cosméticos (Kohei & Maki, 2006);
* remocao e recuperacao de diferentes residuos (Vivek & Torres, 2000);
» Dbiotransformagdo e detec¢ao de pesticidas (Du et al, 2007)
* recobrimento de sementes na agricultura (Velasquez, 2003);
» degradagdo de corantes, aminodcidos e proteinas (Borderias, et al., 2005);

= agente de floculagdo no tratamento de efluentes aquosos (Diaz et al., 2007).
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Embora nos ultimos anos a aplica¢ao da quitosana, ja esteja bem estabelecida, as
pesquisas em novas aplicagdes tém aumentado exponencialmente em diversas areas,

como na agricultura, industria de alimentos, meio ambiente e biotecnologia.

2.2. ESMALTE DENTARIO

O esmalte dentario ¢ uma estrutura rigida que consiste de cristais de
hidroxiapatita firmemente unidos, conferindo uma aparéncia semelhante ao vidro. E um
material translicido, sendo a cor branco-amarelada dos dentes resultante da dentina
(Ramires-Ramiro et al., 2000). O esmalte dentario apresenta 95 % de minerais, 4 % de
agua e 1% de matriz organica (Lippert et al., 2004).

O mineral do esmalte ¢ a apatita com unidade molecular Ca;o(PO4)s (OH),, cuja
formula quimica pode ser diminuida para Cas(PO4); OH, que apresenta 40 % de célcio,
57 % de fosfato (18% fosforo) e 3% de hidroxila (Romano e Torriani, 1996). Estes
elementos sdo chamados de componentes principais, visto que sdo constituintes da
propria apatita, e as quantidades relativas variam apenas marginalmente dependendo da
origem do esmalte. Os chamados elementos menores em geral ndo sdo igualmente
distribuidos pelo esmalte. A concentragcdo de alguns elementos como o fluor, zinco e
chumbo ¢ alta nas camadas superficiais do esmalte, e préximo a dentina a concentragao
cai consideravelmente. A tendéncia oposta, baixa concentracdo nas camadas externas e
alta concentragdo nas camadas internas aplicam-se a outros elementos (s6dio, carbonato,
magnésio), enquanto outros ficam inalterados pela profundidade, como estroncio, cobre
(Mavropoulos, 1999). No total os componentes menores somam cerca de 3%, dos quais
o carbonato e o sddio compreendem 9/10 da concentragdo. A maioria desses ions ¢

estranha ao entrelacado de hidroxiapatita e pode ser considerada como impurezas
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incluidas no mineral durante sua formagao. Esses componentes menores comportam-se
como parte dos cristais (Carvalho et al., 2002).

A unidade molecular ¢ repetida em todas as dire¢cdes para formar um unico
cristal de esmalte, aproximadamente 0,03 x 0,04 x 2 um, e cada cristal é circundado por
uma camada de dgua firmemente ligada. A presenga dessa pelicula de hidratagdo indica
que o cristal do esmalte estd eletricamente carregado. Os cristais sdo densamente
reunidos e organizados em bastonetes que se estendem desde a dentina até a superficie
do esmalte. Estes prismas de esmalte apresentam dimensdes em torno de: 68,3 nm de
comprimento, 26,3 nm de espessura ¢ 3-6 um de diametro (Lippert et al., 2004). Os
bastonetes sdo firmemente unidos e sustentados uns aos outros através do formato
irregular da sua superficie. A sustentacdo destes bastonetes se deve as proteinas
denominadas enamelinas que se localizam nas irregularidades entre os prismas e nas
estruturas delicadas que se estendem para dentro dos mesmos. Durante o processo de
maturacdo do esmalte dentdrio ocorre deposicdo de minerais ao redor e dentro dos
prismas o que caracteriza a outra fun¢do das enamelinas: orientacdo na formagdo dos
prismas de esmalte (Thylstrup e Fejrskov, 1995).

A superficie externa do esmalte ¢ formada por uma camada fina e homogénea
onde os cristais de hidroxiapatita sdo paralelos entre si. Esta camada ¢ dita aprismatica
(sem prismas) e apresenta uma dimensdo em torno de 100 um. A maior parte do esmalte
¢ formada por prismas ou bastdes (Figura 05). Cada prisma se origina na juncao entre a
dentina e o esmalte (limite amelo-dentinario) e segue até a regido proxima a superficie

do esmalte (Dominguez-Medina et al., 2002).
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Figura 05: Corte de esmalte dentario de mamifero primitivo. (e= esmalte, j=juncao

amelodental d=dentina).

Fonte: http://www.fop.unicamp.br/dm/ap_esmalte.doc.

Os prismas sdo formados devido a variagdo na orientacdo dos cristais de
hidroxiapatita. A diferenga de orientagdo dos cristais entre dois prismas vizinhos faz

com que o limite entre estes seja visivel (Figura 06). (Claudino et al., 2006)
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Figura 06: Orientagdo dos cristais de hidroxiapatita nas camadas aprismatica (A) e
prismatica (P) do esmalte dentdrio. No esmalte aprismatico, os cristais sdo paralelos
entre si e perpendiculares a superficie do esmalte dentario. A orientagdo dos cristais
varia em um mesmo prisma e na regido que delimita dois prismas (V) a diferenca de

orientacdo dos cristais ¢ maxima.

Fonte: http://www.fop.unicamp.br/dm/ap_esmalte.doc
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A primeira camada de esmalte dentario € sintetizada sobre a dentina e prossegue
até que seja completada toda a espessura do esmalte. O esmalte ¢ sintetizado por células
denominadas de ameloblastos, sendo que sdo sensiveis as variagdes metabolicas que
ocorrem no organismo. O organismo humano possui um ciclo chamado de cercaceptano
que ocorre aproximadamente a cada 9 dias. No final de cada ciclo aparece uma linha
chamada de estria de Retzius (Figura 07). Estas linhas quando chegam a superficie do
esmalte formam ondulagdes chamadas de periquimaceas (Domingez-Medina et al.,
2002). A contagem das estrias de Retzius ou das periquimaceas tem sido usada em
estudos antropologicos para se comparar o tempo de formagdo do esmalte dentario de
humanos e espécies de hominideos que viveram hé milhdes de anos. Estrias mais
evidentes podem ser formadas por alteragdes metabdlicas oriundas de processos
patologicos como desnutri¢do, febre, intoxicag¢do por flior ou metais pesados durante a
formagao do esmalte dentdrio. Estrias também podem ser formadas por ingestdo de
medicamentos que se incorporam ao esmalte dentario, sendo a tetraciclina o melhor

exemplo (Figura 07) (Duarte et al., 2003; Otobe et al., 20006).

Figura 07: Corte do esmalte dentario humano. Observe que varias estrias de Retzius
podem ser observadas (R). Os canaliculos dentinérios aparecem como linhas escuras.

D=Dentina. E=Esmalte.

Fonte: http://www.fop.unicamp.br/dm/ap _esmalte.doc
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Durante os primeiros anos, ap6s a erup¢ao do dente, o esmalte passa por um
processo de maturacdo secundaria que pode deixa-lo mais resistente a desmineralizacao
e a lesdo de carie (Pereira & Sousa, 2002; Furlan et al., 2005; Castellan et al., 2007).
Provavelmente esta maturagdo consiste de depodsitos de mineral dos fluidos orais no
esmalte superficial. Entretanto, o deposito mineral é muito pequeno para ser monitorado
pelo raio-X ou por alteragdes de densidade. Esse estagio pods-eruptivo reflete os
processos de desmineralizagdo e redeposi¢ao constantes que ocorrem durante a erupgao
do dente. Durante esses processos, os elementos dissolvidos instantaneamente como o
carbonato e o so6dio sdo liberados ao passo que os elementos com grande afinidade a

apatita sdo retidos como, por exemplo, o flior (Weyne e Hareri, 2001; Riordan, 2002).

2.3. SALIVA

O esmalte dentério ¢ revestido por uma pelicula protéica denominada saliva. Na
boca de um individuo saudavel, cerca de 1ml de saliva ¢ espalhado em uma superficie
total de 200 cm?, resultando em uma pelicula fina de 10-100 pm de espessura. Um
adulto produz cerca de 1-1,5 litros de saliva por dia. Durante o sono uma pessoa pode
produzir aproximadamente 0,25 ml de saliva por minuto enquanto que durante uma
mastigacdo vigorosa, a quantidade produzida por minuto pode chegar a 10ml (Migliari
et al., 2002; Tedesco et al., 2004; Braga et al., 2005).

A composicdo do fluido oral ¢ muito complexa. Apresenta componentes
organicos, inorganicos e inumeros elementos celulares como células epiteliais da
mucosa, leucocitos provenientes dos sulcos gengivais, bem como milhdes de
microrganismos (Albuquerque & Camargo, 2007). Os componentes organicos
consistem de uma variedade de proteinas, carboidratos e enzimas (Migliari et al., 2001).

Os componentes inorganicos mais importantes, diferentes da adgua, sdo: calcio, fosfato,
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fltor e hidrogénio (pH). Os principais componentes inorganicos da saliva sdo: sodio,
potassio, cloro, calcio e fosfato, sendo os trés primeiros fundamentais para a
manuten¢do do poder i6nico da saliva, e os dois ultimos determinam a saturacao relativa
do fluido em relagdo ao esmalte dentario (Fukushima et al., 2000; Leal et al., 2003;
Fukushima et al., 2005). A concentragdo de ion hidrogénio (pH) nos fluidos orais pode

3

ser considerada a “variavel principal”, ja que ela influencia a maioria das reacdes
quimicas que ocorrem na boca, mais notadamente o equilibrio entre os fosfatos de
calcio do tecido duro e sua fase liquida adjacente. Os ions de hidrogénio nos fluidos
orais t€ém diversas origens: a) secretados através das glandulas na forma de acidos
inorganicos e organicos, produzidos pela microbiota bucal; b) adquiridos pela cavidade
oral por meio de bebidas ou alimentos acidos (Mauricio et al., 2003; Migliari et al.,
2004; Domaneschi et al., 2007).

As concentragdes totais de ions inorganicos sdo mostradas na Tabela 03. Em
geral, tanto o pH quanto a concentragdo de calcio sdo maiores na saliva submandibular
que na saliva da pardtida. Além disso, através de estimulo, a concentracdo de carbonato
e o pH aumentam ao passo que a concentracdo de fosfato diminui. Em solugdes
organicas complexas como a saliva, grande parte do calcio e fosfato ocorre em
combinagio inorganica (CaHPO,’, CaH,PO;" ¢ CaHCO;") ou organicamente em
complexos de calcio e fosfato de composi¢des variadas. Geralmente os complexos sdo
dissociados a medida que o pH cai, o que provoca aumento da concentracdo ativa livre

dos ions. (Thylstrup & Fejrskov, 1995; Fukushima et al., 2006; Mickenautsh et al.,

2006).
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Tabela 03: Concentragdes de ions relevantes na saliva.

pH 5,2-7,8
Célcio 1-3 mmol/L
Fosfato 3-8 mmol/L
Fluor 0,01-0,1 mg/L
Carbonato 5-30 mmol/L
Outros ions (sodio, potassio e cloreto) 20-40 mmol/L

Fonte: Thylstrup & Fejrskov,1995.

A funcdo digestiva da saliva humana ¢ minima, sendo a amilase a Uinica enzima
digestiva importante na saliva. Entretanto, a funcdo da saliva como lubrificante
(mucina) que facilita a formagdo do bolo alimentar, auxilia na degluti¢do e também na
fala (Melo & Jorge, 1999). A saliva protege a cavidade oral contra alteragdes de pH
devido a sua capacidade tampao (uréia, sialina) e ¢ importante na defesa contra
microrganismos orais ja que aglutina bactérias, previne a adesdo de microrganismos ao
dente além de ter atuagdo bactericida e bacteriostatica (Alves et al., 2004). Desta forma
a saliva ¢ essencial para a saude dentaria. O indice de fluxo salivar reduzido aumenta a
suscetibilidade as lesdes de carie e as erosdes dentarias (Uceda et al., 2000). A cérie é
definida como resultado da dissolu¢do quimica dos tecidos duros do dente provocada
por produtos da degradacdo bacteriana enquanto que a erosao ¢ a dissolu¢do quimica da
substancia do dente causada por qualquer outro agente. (Claudino et al., 2006;

Mickenautsh et al., 2006)
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2.4. METODOS EMPREGADOS

Este topico tem por objetivo abordar algumas consideragdes relativas a ciclagem
de pH, Tomografia por Coeréncia Optica e a andlise de microdureza, métodos

empregados no presente estudo.

2.4.1. Ciclagem de pH

A ciclagem de pH se refere a um modelo in vitro de desenvolvimento de carie
em que o substrato (esmalte/dentina) € exposto a combinacdes de desmineralizagdo e
remineralizacdo, designadas para simular as variagdes dindmicas na saturacdo do
mineral ¢ no pH associadas com o processo natural de carie (White, 1995). E esta
dinamica do método que o diferencia de outros modelos de inducao de lesdo de carie
artificial como a imersdao em solugdo tampao de acetato ou lactato; imersao em meio de
cultura de bactérias acidogénicas e contato com gel acidificado cujo comportamento
estatico simula uma condi¢cdo de ataque acido bastante diferente do que ocorre no
ambiente bucal. Dessa forma, quando o substrato dental ¢ mantido na solugao
desmineralizadora, composta de tampdes acidos com célcio e fosfato em pH baixo,
mimetizam-se os varios momentos de decréscimo de pH que ocorrem no biofilme
dental e na superficie do esmalte diariamente. O estagio de remineralizagao, por sua
vez, ¢ simulado com o emprego de solugdes contendo calcio e fosfato em um grau de
saturacao semelhante aquele da saliva.

De acordo com Tagliaferro. (2004), lesdes de 100-250 um de profundidade,
formadas em periodos tdo curtos quanto dias ou semanas nos modelos in vitro,
representam uma progressao clinica da lesdo de 6 a 12 meses. Portanto, os sistemas in
vitro aceleram a dindmica mineral associada ao processo de desenvolvimento da lesdo

cariosa dentro de periodos muito menores dos que ocorrem in vivo. Segundo Queiroz
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(2004), os modelos in vitro permitem avaliar os mecanismos envolvidos nos processos
de desmineralizagdo e remineralizagdo com habilidade de quantificar efeitos sobre uma
simples variavel, mantidas as outras constantes. Por outro lado, apresentam algumas
limitagdes como:

* ainadequada simulacdo das condigdes intra-bucais complexas;

» a dificuldade de simular o volume e a composi¢ao salivar em relacio a area

do dente;
= os artefatos associados com a escolha do substrato;
= ¢ as condigdes do teste, em especial os periodos de imersdo na solugdo
desmineralizadora ou remineralizadora.

O modelo pioneiro de ciclagem de pH foi proposto por Ten Cate & Duijsters, em
1982. Os pesquisadores imergiram dentes bovinos com lesdo de carie subsuperficial em
solugdes desmineralizadora (DES) e remineralizadora (RE), alternadamente. A solucgdo
DES era constituida por 2,2 mmol/L de célcio, 2,2 mmol/L de fésforo e 50 mmol/L de
acido acético em pH 4,7 e a solu¢do RE continha 1,5 mmol/L de calcio, 0,9 mmol/L de
fosforo, 130 mmol/L de cloreto de potassio e 20 mmol/L de tampao cacodilato em pH
7,0. Adicionalmente, foram acrescentados 2 ppm de flior nas solucdes usadas para
alguns grupos. A ciclagem foi realizada durante 10 dias e os espécimes foram mantidos
na solu¢do DES por 3 ou 8 h diarias. Determinagdes de calcio, fosforo e flior foram
realizadas nas solugdes e as lesdes foram avaliadas com auxilio da andlise de
microdureza e da microrradiografia. De acordo com os autores, as condigdes
experimentais do estudo foram semelhantes as do ambiente oral, comparadas com
estudos de des- e remineralizacdo conduzidos em separado.

Virios pesquisadores propuseram alteracdes nesse modelo, seja na composicao

ou no pH das solugdes, no tempo de imersdo dos espécimes, no volume de solugdo por
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area dental exposta ou na duracdo da ciclagem, de acordo com o delineamento
experimental.

Argenta et al. (2003) modificaram o modelo de ciclagem de pH proposto por
Featherstone et al. (1986) com o objetivo de preservar a superficie do esmalte e de
produzir lesdes iniciais que pudessem ser avaliadas pela andlise de microdureza. Para
isso, realizaram algumas alteragdes como: a adig¢do de fluor nas solugdes; a elevagao do
pH da solucdo RE para 7,4; a diminui¢do do periodo de permanéncia dos espécimes na
solugdo DES para 3 h didrias; a redu¢do do niimero de ciclos que passou a ser 5 ¢ a
permanéncia dos espécimes na solu¢do RE por 2 dias, depois de finalizados os ciclos.
Os autores observaram que a profundidade da lesdo formada no esmalte foi similar
aquela encontrada por Featherstone et al. (1986) e concluiram que o modelo possibilita
avaliar as variagcdes de mineral ocorridas nas camadas mais externas do esmalte durante

o desenvolvimento de carie.

2.4.2. Tomografia por Coeréncia Optica

Em 1991, Huang et al. trouxeram uma importante contribuicdo para a
Biomedicina quando propuseram um novo método de diagnostico: OCT, sigla em inglés
para Tomografia por Coeréncia Optica. A técnica ja era conhecida, porém até entio s6
era empregada na industria de telecomunicag¢des para identificar e caracterizar reflexdes
em componentes Opticos. O sistema, desenvolvido por Huang e seus colaboradores, se
baseava num interferdmetro proposto por Michelson no ano de 1881 e utilizava como
fonte de luz um diodo superluminescente de baixa coeréncia emitindo um comprimento
de onda médio de 830 nm, ou seja, proximo do infravermelho, que se propagava através
de uma fibra optica. O feixe de luz, ao deixar a fonte, passava pelo divisor de feixe e

seguia para os dois bracos do interferometro: o de referéncia e o da amostra. Em
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seguida, as reflexdes do espelho de referéncia e do tecido avaliado eram recombinadas
e, através da variagdo da posicdo do espelho de referéncia, a amplitude e o atraso da
reflexdo da amostra eram detectados. Porém, s6 quando o percurso optico dos dois
bragos do interferometro coincidia, ¢ que se observava o sinal interferométrico. O
deslocamento do feixe nas duas dire¢des perpendicularmente a face da amostra, tornou
possivel a construgdo de imagens em duas dimensodes dos tecidos bioldgicos, sem que
houvesse qualquer prejuizo aos mesmos ¢ com uma resolugdo axial de 17 um. No
entanto, observou-se que para o deslocamento obtido permanecesse na escala correta, o
deslocamento 6ptico obtido deveria ser dividido pelo indice de refracdo do tecido
bioldgico examinado, pois a luz se deslocava no tecido com uma velocidade inferior a
do ar. No caso dos tecidos da cavidade oral, Colston Jr. et al. (1998a) relataram que o
indice de refragdo da mucosa oral era aproximadamente 1,3, do esmalte 1,6 e da dentina
L,5.

Colston Jr. et al. (1998b) empregaram um sistema de OCT para estudar in vitro o
tecido gengival de porcos. Al final do experimento, eles relataram que a quantidade de
luz retroespalhada coerentemente que vinha do tecido avaliado decaia
exponencialmente com a profundidade. Este decaimento era maior na dentina do que no
esmalte, fato que foi atribuido a diferenca entre o coeficiente de espalhamento dos dois
tecidos (maior na dentina do que no esmalte). Os autores obtiveram dados bastante
interessantes, como por exemplo, distingdo da juncdo esmalte /cimento e a interface
dente/gengiva, permitindo a avaliacdo da bolsa periodontal ou sulco gengival.

Wang et al. (1999) utilizaram a PS-OCT: Tomografia por Coeréncia Optica
Sensivel a Polarizagdo que levava em considera¢do os efeitos de polimerizacdo da
amostra permitindo a revelacdo de aspectos importantes da estrutura dos tecidos

dentarios. Essa nova técnica se propunha a medir a intensidade das franjas de
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interferéncia da luz retroespalhada em duas componentes ortogonais de polarizagdo em
cada posi¢ao da amostra. Desta forma, pode ser usada para determinar a magnitude da
birrefrigéncia da amostra, em fun¢do da profundidade. A luz era dividida em um feixe
polarizado vertical e outro horizontal, seguindo separadamente para os fotorreceptores
especificos. Deste modo, Wang e sua equipe mediram a birrefrigéncia do esmalte e
dentina, além de sugerir que os prismas de esmalte agiam como guias de onda.

Boppart et al. (2002) utilizaram a técnica de OCT para investigar tanto in situ
quanto in vivo a leucoplasia oral, condicdo considerada pré-maligna. Os autores
apontaram vantagens das imagens obtidas através da Tomografia por Coeréncia Optica
sobre a bidpsia excisional, técnica usualmente empregada no diagnostico das condicdes
malignas da cavidade oral. Ao contrdrio da bidpsia, a OCT permitiu uma avaliacdo
quantitativa do espessamento epitelial e da morfologia subepitelial, sem que fosse
necessaria a excisdo do tecido a ser avaliado, além de permitir também a realizagdo de
varios exames na mesma area, sem causar qualquer dano ao tecido.

Melo (2005) verificou que através da técnica de OCT ¢ possivel se diferenciar os
tecidos duros que compdem o dente, permitindo o diagndstico e também o tratamento
precoce de lesdes de carie. No final do experimento, observou-se que as imagens
obtidas através do método de OCT, ao contrario das radiografias periapicais, permitem a
avaliagdo micrométrica da interface dente/restauracdo, detectando e medindo fendas
com uma espessura que variou de 51 pm a 146 um, em restauragdes de amalgama e

resina composta restritas ao esmalte.

2.4.3. Analise de Microdureza
A determinagdo das alteragdes do conteitdo mineral, resultantes da

desmineralizacdo e remineralizacdo nos tecidos dentais duros, ¢ importante em varios
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estudos na odontologia, especialmente na area de cariologia. Dentre os diversos
métodos de quantificagdo mineral no esmalte destaca-se a microdureza do esmalte que
indiretamente evidencia a perda e/ou ganho mineral. No teste de microdureza, um
penetrador ¢ levemente pressionado contra a superficie a ser testada usando carga e
tempo pré-definidos. Ha dois tipos de penetradores utilizados em pesquisas na area de
cariologia: o diamante Vickers e o diamante Knoop, que produzem impressdes em
forma de quadrado e losango, respectivamente (ten Bosch & Angmar-Mansson, 1991).

O comprimento das impressdes na amostra ¢ determinado microscopicamente
em micrometros ¢ se o valor aumenta, o tecido perdeu mineral. Contrariamente, se
diminui em magnitude, muito provavelmente o tecido ganhou mineral (Arends & ten
Bosch, 1992).

Featherstone et al. (1983) verificaram, em estudo comparativo, que a
porcentagem de volume mineral (%vol) determinada pela microrradiografia, uma
técnica quantitativa, também pode ser calculada por meio da microdureza aplicando-se a
seguinte formula: %vol = 4,3 x (KHN)"? + 11,3 onde KHN (Knoop hardness number) é
o nimero de dureza Knoop. O coeficiente de correlagcdo encontrado foi de 0,919 e os
pesquisadores concluiram que a técnica de microdureza pode ser utilizada ndo somente
na comparacao de alteracdes de dureza, bem como uma medida de perda/ganho mineral
resultante de processos de desmineralizagdo e remineralizagao.

Kielbassa et al. (1999) também observaram relacdo linear (R* = 0,915) entre a
raiz quadrada do KHN e a %vol e, segundo eles, os valores de microdureza podem ser

convertidos em %vol usando a seguinte equagao: [21,19 + 3,66 x (KHN)"].
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro o efeito da quitosana nos processos de des-remineraliza¢ao do

esmalte dentario.

3.2. OBJETIVO ESPECIFICO

L. Caracterizar fisico-quimicamente a quitosana de crusticeo (Sigma®);

II. Verificar a desmineralizagdo e remineralizagdo do esmalte dentario na
presenca e auséncia de quitosana;

I1. Avaliar a capacidade de infiltragdo da quitosana no esmalte dentério
através da técnica de Tomografia por Coeréncia Optica.

IV. Calcular a perda/ganho de mineral através da técnica de microdureza;

V. Estabelecer uma relagdo entre os dados de microdureza e as analises de

fosforo e calcio.
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4. JUSTIFICATIVA

A cérie ¢ uma doencga infecto-contagiosa que acomete a maioria da populacao
mundial, de forma diferente para cada individuo e caracteriza-se pela perda progressiva
de tecido mineralizado do dente. Com o advento da ciéncia e tecnologia, nas ultimas
décadas, a pesquisa de produtos que visam a preven¢ao da perda de minerais do dente
passou a ser de primordial importancia para a industria farmacéutica odontoldgica. Na
era da odontologia preventiva, o flior passou a ter um papel de destaque, com relagdo a
carie, devido as suas propriedades preventivas e terapéuticas. O uso indiscriminado do
flior culminou com o aparecimento de pessoas acometidas pelos seus efeitos colaterais,
sendo o0 mais comum a fluorose dentaria, sobretudo em criangas. Assim, varios estudos
vém sendo realizados, com a finalidade de verificar a eficacia de novos produtos que
interfiram nos processos de des-remineralizagdo do esmalte dentario e
conseqiientemente, na instalacdo da doenga carie (Lippert et al., 2004; Queiroz, 2004;
Tagliaferro, 2004; Ganss, 2005). Uma substancia que tem sido empregada em estudos
odontologicos sobre prevengdo de carie ¢ a quitosana, j4 que esta apresenta
propriedades bactericidas e/ ou bacteriostaticas. A quitosana também ¢ um material
biocompativel, biodegradavel e é considerada atoxica visto que a sua toxicidade oral em
seres humanos ¢ em torno de 16g/Kg de peso corpoéreo. Em pH 4cido apresenta-se como
um polication. Os grupos amino da quitosana captam ions hidrogénio do meio,
resultando em uma carga global positiva no polimero, o que lhe confere sua capacidade
bioadesiva a moléculas carregadas negativamente tais como: esmalte dentério, tecidos
moles, membrana celular, entre outras. Devido a sua natureza biocompativel e
propriedades funcionais, a quitosana apresenta amplo potencial para aplicacdo como

biomaterial na drea odontologica. O presente trabalho de pesquisa propde a realizagdo
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de ensaios “in vitro”, para verificar a influéncia da quitosana no processo des-
remineralizacdo do esmalte dentdrio, visando sua aplicagdo como biomaterial

odontologico anticariogénico.
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo procurou verificar o efeito da quitosana no processo de des-
remineralizacdo do esmalte dentdrio. Primeiramente foram obtidos os dentes e a
preparagdo dos espécimes foi realizada da forma a ser descrita posteriormente.
Paralelamente foi feita a caracterizagdo da quitosana utilizada nesta pesquisa. Em
seguida simulamos o processo de des-remineralizacdo do esmalte dentario através do

método modificado da ciclagem de pH descrito por Argenta et al. (2003).

5.1. CONSIDERACOES ETICAS
A pesquisa foi realizada tendo autorizagio do Comité de Etica Oficio n®
162/2007-CEP/CCS, protocolo n°288/07-CEP/CCS (Comité de FEtica em Pesquisa/

Centro de Ciéncias da Saude).

5.2. OBTENCAO DOS DENTES

Foram coletados 27 dentes humanos permanentes, recém extraidos por motivos
de inclusdo ou por indicagao ortodontica. Os dentes, apos serem retirados dos alvéolos,
foram limpos em agua corrente e os restos organicos removidos com auxilio de cureta
(n° 11), explorador (n° 5) e holemback (n°3). Os elementos dentarios foram lavados com
agua destilada, detergente e esponja, mantendo-se em soro fisioldgico a temperatura de
4°C. Os dentes ao serem recolhidos dos consultorios odontoldgicos foram esterilizados
em auto-clave, na temperatura de 105 °C, por 1 hora. Em seguida os dentes foram

separados e identificados para o armazenamento a seco até a utilizagcdo experimental.

5.3. PREPARO DOS ESPECIMES

5.3.1. Corte do dente
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Cada dente foi totalmente recoberto com parafilme. A parte da raiz foi embutida
em resina EPOXY auto polimerizante, em molde de PVC, com as medidas apropriadas
para adaptagdo no aparelho de corte Labcut modelo 1010 da EXTEC®. A porgdo
coronaria ficou revestida apenas pelo parafilme e sobre este foram realizados tragados
com caneta (pilot), com a finalidade de auxiliar o corte no sentido vestibulo-lingual e/
ou mesio-distal obtendo-se, desta forma, 2 e/ou 6 fragmentos de cada dente. Neste

procedimento o dente foi posicionado no aparelho de formas diferentes (Figura 08).

Figura 08: A) Por¢do corondria revestida por parafilme e realizagdo dos tracados com
caneta (pilot) para auxiliar no corte do elemento dentario. B) Molde de PVC com resina
EPOXY sustentando o dente pela raiz e deixando a por¢@o corondria preparada para os
cortes mesio-distal e vestibulo-lingual. C) Aparelho de corte Labcut modelo 1010 da
EXTEC®. D) Posicionamento do dente no aparelho para a realizagio do primeiro corte

vestibulo-lingual.
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5.3.2. Fixacao da amostra e delimitacio da area exposta

Os fragmentos dentarios foram fixados com cera odontoldgica n° 7 fundida e,
para evitar o contato com as maos ¢ facilitar o manuseio das amostras o material foi
colocado em haste de plastico (Figura 09).

Visando obter uma 4rea de 5 mm’, foi fixado papel adesivo (5 mm?) nos
fragmentos dentarios ¢ nas demais regides do dente foram aplicadas duas camadas de
verniz acido resistente (isento de calcio e fésforo na sua composicao). Posteriormente as
amostras foram cobertas com cera utilidade odontoldgica a fim de reforgar o isolamento
entre o dente e as solugdes empregadas. Em seguida, a tira de papel adesivo foi

removida permitindo, desta forma, a exposi¢cdo do esmalte dentdrio unicamente na area

desejada (5mm?).

Cera utilidade

Haste de pléstico

Figura 09: A) Cera utilidade e haste de pléstico. B) Esmalte de unha, isento de calcio e

fosforo na sua composigdo, sendo utilizado como verniz acido resistente.

5.3.3. Limpeza e polimento dos espécimes

Para retirar o material deixado pela tira adesiva foi necessario submeter os
espécimes a profilaxia com escova de Robinson em baixa rotagdo e pasta Herjos—F
durante 1 minuto e a dois banhos de ultra-som de 30 s, cada (Figura 10).

O polimento das amostras foi realizado com alumina 0,3 um usando uma Politriz
modelo PLF da marca FORTEL na velocidade de 300 rpm, durante 1 minuto, lavando-

se constantemente com solu¢do PBS (Phosphate-Buffered-Saline) - (Tabela 4). Em
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seguida, os espécimes foram submersos em 20 mL de solu¢do de PBS e levados ao
Ultra-som Thornton por 2 min, com a finalidade de remover os residuos aderidos na

superficie do esmalte e o excesso de alumina (Figura 10).

Figura 10: A) Polimento da amostra na Politriz modelo PLF da marca FORTEL. B)
Amostra submersa em 20 mL de solugdo PBS - Banho de ultra-som (Ultra-som

Thornton).

Para hidratacdo, os espécimes foram submersos em solucdo tampao de PBS,
durante 24 horas na temperatura ambiente (Tabela 04). Para evitar proliferagdo de
bactérias, apés 0 manuseio, as amostras foram deixadas por mais 24 horas em 4 °C.
Apds o re-equilibrio idnico, os espécimes foram cuidadosamente examinados,
selecionando-se aqueles cujos esmaltes estavam integro e livre de manchas brancas,
trincas e outras imperfeicdes. No experimento foram utilizados trinta e seis espécimes

selecionados, sendo os demais usados em estudos pilotos.

Tabela 04: Composi¢do quimica da solu¢do PBS (Phosphate-Buffered-Saline).

pH 6,8-7,2
NaCl 8 g/L
KCl 2g/L
Na ,HPO,4 2 g/l
KH,PO4 2 ¢g/L
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5.4. CARACTERIZACAO DOS ESPECIMES POR MICROINDENTACAO

5.4.1. Obtengao do corpo de prova

Removeu-se a haste plastica das amostras e cada espécime foi fixado em uma
lamina de vidro com cera pegajosa da TechNew (Figura 11A). Para nivelar o esmalte
exposto com a cera, a amostra foi pressionada contra duas ldminas de vidro com o
auxilio de um compressor (Figura 11B). Em seguida, a ldmina superior foi removida e o
corpo de prova foi levado ao suporte do microdurOmetro para prosseguir com a analise

de microdureza (Figura 12A).

5.4.2. Microdureza do esmalte
O aparelho utilizado foi o microdurémetro HMV-2 (Shimadzu, Figura 12B) com
penetrador do tipo Vickers. As impressoes foram realizadas mantendo o longo eixo do

diamante do penetrador paralelo a superficie externa do esmalte e utilizando carga de 25

g durante 10 s. Foram feitas trés medidas para cada amostra e calculada a média.

Figura 11: A) Espécime fixado com em lamina de vidro com cera pegajosa da

TechNew. B) Compressor utilizado para nivelar o esmalte exposto com a cera pegajosa.
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Figura 12: A) Corpo de prova apds a retirada da lamina de vidro superior. B)

Microdurometro HMV-2 (Shimadzu).

5.5. ORIGEM DA QUITOSANA

A quitosana utilizada neste trabalho foi extraida de exoesqueletos de caranguejo
e ¢ comercializada pela empresa Aldrich como sendo quitosana de crustaceo Sigma®. O
fabricante forneceu o grau de desacetilacdo como sendo maior ou igual a 85%. Contudo,
a massa molar média, bem como qualquer outra informacao, nao foi mencionada. A
quitosana usada nos experimentos foi gentilmente cedida pela Universidade Catolica de

Pernambuco.

5.6. CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

Diversas técnicas foram realizadas para a caracterizagdo da quitosana. A
caracterizacdo estrutural da quitosana Sigma® foi realizada por espectroscopia
vibracional na regidao do infravermelho. O grau de desacetilacdo foi determinado
utilizando quatro técnicas: RMN 'H, titulagio condutimétrica, espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho e analise elementar. O grau de umidade e a

andlise térmica foram determinados por termogravimetria e calorimetria diferencial
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exploratoria (DSC), respectivamente. Também foi observada a cristalinidade da

amostra através da difracdo de raio-X.

5.6.1. Caracteristicas estruturais

5.6.1.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

O espectro no infravermelho foi obtido em um espectrofotometro com
transformada de Fourier da Bruker modelo IF66, na regido entre 4000cm™ e 400cm™.
Aproximadamente 1,5 mg de quitosana foi seca em estufa a vacuo durante 15 horas a
60°C. Em seguida, foi adicionado 100mg de KBr e a mistura homogeneizada em
almofariz de agata. A pastilha foi preparada e deixada na estufa a vacuo a 110°C
durante 20 horas. Por tanto, o espectro do p6 da quitosana foi obtido utilizando pastilha
de KBr como suporte. A medida foi realizada na Central Analitica do Departamento de

Quimica Fundamental da UFPE.

5.6.2. Grau de desacetilaciao
5.6.2.1. Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho
O espectro no infravermelho foi obtido conforme descrito anteriormente no

topico 5.6.1.1.

5.6.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de RMN 'H foi obtido a partir de um procedimento descrito por
Signini et al. (2000). O equipamento utilizado foi o da Varian Unity Plus em 300MHz.
A solucao de quitosana foi preparada pela dissolugao de 10mg de quitosana em 1ml de
solugdo de HCI/D>O 1% (v/v), durante 24 horas formando uma solu¢do viscosa. Uma
aliquota dessa solucdo foi colocada em tubo de 5 mm de didmetro para a anélise a 50

°C, com tempo de relaxagao de 6 segundos e pulso de 90°.
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5.6.2.3. Titulacdo Condutimétrica

Neste procedimento, 200mg de quitosana foi solubilizada em 40mL de solucao
de acido cloridrico 0,05 M por 18 horas. A amostra foi titulada com solucdo de NaOH
padronizado a 0,17 M submetido a temperatura de 25°C + 1°C. As variagdes de
condutancia durante a titulagdo foram medidas por um condutivimetro Metrohm 712,

equipado com célula condutimétrica, sendo expresso em uS/cm.

5.6.2.4. Analise Elementar
A andlise elementar da quitosana sigma® foi obtida no equipamento Analisador
elementar modelo EA 1110 da Carlo Erba Instruments, na Central Analitica do

Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

5.6.3. Grau de umidade e analise térmica

5.6.3.1. Analise termogravimétrica — TGA

A anélise térmica foi realizada para verificar as perdas de massa com o aumento
da temperatura. Esta técnica ¢ utilizada para caracterizar a estabilidade térmica do
material. A medida foi realizada no laboratdério de materiais vitreos e nanodispositivos
fotdnicos do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, em um termoanalisador
da Shimadzu, modelo 5S0WS. A medida termogravimétrica foi efetuada usando suporte
de platina e uma massa de aproximadamente 9mg de quitosana. A taxa de aquecimento
foi de 10°C. min™, dentro da faixa de 30 a 400° C, sob fluxo de nitrogénio de 50

mL.min™".
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5.6.3.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

O experimento de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi realizado
para identificar os eventos endotérmicos e exotérmicos que ocorrem durante o
aquecimento da amostra, ocorrendo ou ndo perda de massa. A medida foi realizada no
laboratorio de materiais vitreos e nanodispositivos fotonicos do Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE, em um DSC da Shimadzu, modelo DSC-60WS. A
curva foi obtida dentro da faixa de 30 a 400° C para a quitosana com massa de
aproximadamente 9mg ¢ uma taxa de aquecimento de 10° C.min”, sob fluxo de

nitrogénio de 50mL.min"".

5.6.4. Cristalinidade

5.6.4.1. Difragdo de raio-X

O difratograma de raios-X da quitosana foi obtido no Laboratorio de Raios-X do
Departamento de Fisica da UFPE. A medida foi realizada usando um aparelho de
difra¢ao de raios-X modelo SIEMENS D5000, radiagdo de Cu-Ka sendo A = 1,5406A°,

em uma faixa de varredura entre 3° e 80° com taxa de 0,02°.min™".

5.7. TRATAMENTO DO ESMALTE COM QUITOSANA
5.7.1. Preparo das solu¢des de quitosana
Nos experimentos a quitosana foi dissolvida em 4cido acético a 1%, sob agitacao

constante por 24 horas, obtendo-se por diluigdes seriadas as seguintes concentragdes

(mg/mL): 1,25;2,5¢5,0.
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5.7.2. Aplicacio da quitosana ao esmalte dentario

A quitosana, nas concentracdes de 1,25; 2,5 ¢ 5 mg/mL, foi pincelada sob a area
exposta de esmalte dentario de aproximadamente Smm” (Figura 13). Apds o tempo
estabelecido para cada grupo (30, 60 ¢ 90s) os espécimes foram submetidos a ciclagem

de pH.

Figura 13: A) Pincel n° 2, recipiente com quitona de 2,5 mg/mL e amostra. B)

Aplicacio da quitosana na 4rea exposta de esmalte dentario (Smm?).

5.7.3. Estudo preliminar da capacidade de infiltracio da quitosana no
esmalte dentario através da técnica de Tomografia por Coeréncia Optica (OCT)

Segundo Mjor & Fejerskov (1990) e Ten Cate (1998) o esmalte dentério
apresenta certo grau de permeabilidade embora seja o tecido mais duro do corpo
humano. Portanto, foi realizado um estudo preliminar para verificar a permeabilidade do
esmalte dentdrio a quitosana de diferentes concentracdes através do método de
Tomografia por Coeréncia Optica (OCT). As analises de OCT foram realizadas no
laboratdrio de Optoeletronica e Fotonica do Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Pernambuco.

Para se obter as imagens, através da técnica de OCT, foi utilizado um
interferometro de Michelson, & base de fibra optica, acoplado a uma fonte de luz de

baixa coeréncia (Figura 14). A fonte de luz usada no experimento foi um laser de
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Ti:safira com comprimento de onda (A) de 800 nm e largura de banda (AA) de 63 nm
obtendo-se uma resolugdo axial de aproximadamente 10 pm e uma resolucao lateral de
aproximadamente 35 pm.

A varredura axial (Ax) das amostras foi obtida movendo-se o espelho localizado
no brago de referéncia do interferdmetro. Assim, o feixe do laser penetrava na amostra,
e a luz retroespalhada fornecia informagdes sobre as estrutura da amostra. Porém, para
se formar uma imagem bi-dimensional, as amostras foram deslocadas em seu longo eixo
(deslocamento lateral ou Az) e, em cada ponto foi feita uma varredura axial. O sinal
gerado foi captado através de um fotodetector de alta eficiéncia (RS do Brasil, 194-290)
e o sinal gerado pelo sistema de detecgdo foi eletronicamente filtrado e enviado a um

osciloscopio digital de 300 MHz (TDS3032B da Tektronix) conectado a um

computador obtendo-se desta forma as imagens das amostras.

Figura 14: Interferometro de Michelson montado em fibra Optica — Sistema de

Tomografia por Coeréncia Optica (OCT).
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5.8. CICLAGEM DE pH

O procedimento iniciou-se com a imersdo do espécime em solu¢do tampao de
PBS (Tabela 04) durante 48 horas a fim de re-equilibrar ionicamente o dente antes do
inicio da ciclagem de pH (Tarsi et al., 1998).

Para a realizagdo da ciclagem de pH cada espécime permaneceu imerso
individualmente, durante 3 h, em 20 mL (4 mL/mm” de esmalte exposto) de solucio
desmineralizadora (DES), com pH ajustado com acido cloridrico para 4,0 (Tabela 05).
Em seguida, as amostras foram removidas desta solu¢do, lavadas com agua destilada e
deionizada por 10s e secas com papel absorvente. Depois os espécimes foram imersos
individualmente, durante 21 h, em 10 mL (2 mL/ mm?® de esmalte exposto) de solugio
remineralizadora (RE) com pH 7,4 (Tabela 06). A ciclagem de pH foi repetida durante
cinco dias consecutivos o que equivale a aproximadamente seis meses do processo de
des-remineralizacdo do esmalte dentdrio na cavidade oral (Tagliaferro, 2004). Durante
os cinco dias do ciclo, utilizou-se para cada amostra cinco recipientes com a solugdo
DES e outros cinco com a solugdo RE. Ou seja, todo dia o espécime era submerso em
uma solu¢do com concentragdes conhecidas de calcio ¢ fosforo e desta forma foi

possivel determinar a quantidade de ions liberada ou absorvida pelo esmalte dentario.

Tabela 05: Composi¢do quimica da solucdo desmineralizadora (DES).

pH 4,0
Nitrato de calcio 2 mmol/L
Fosfato de sddio bibasico 2 mmol/L
Tampao de acetato (acetato de sodio e acido acético glacial) 75 mmol/L
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Tabela 06: Composi¢do quimica da solu¢do remineralizadora (RE).

pH 74
Nitrato de calcio 1,5 mmol/L
Fosfato de sodio bibasico 0,9 mmol/L
Cloreto de potassio 150 mmol/L
Tampao cacodilato 20 mmol/L

5.9. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi empregado um delineamento experimental aleatério com 12 grupos e trés
repeticdes de tal forma que todos os grupos foram submetidos a ciclagem de pH. O
primeiro grupo, denominado BRANCO, caracterizou-se por ndo apresentar esmalte
dentdrio exposto. Para isolar o dente da solucdo, as amostras foram totalmente
revestidas com verniz 4cido resistente e posteriormente foram cobertas com cera
utilidade (cera odontolégica). O grupo BRANCO foi adicionado no experimento com a
principal finalidade de verificar que os materiais utilizados ndo liberavam nem
absorviam calcio e fosforo, portanto, ndo iriam interferir nas andlises quantitativas
desses ions. Os demais grupos apresentaram uma area exposta de esmalte dentario com
aproximadamente 5mm’. O segundo e terceiro grupo foram denominados de
CONTROLES por nao conterem quitosana nas amostras, e foram avaliados em pH 4,0 e
4,8. No experimento foram usados nove tratamentos para verificar o efeito da quitosana,
considerando variagdes de concentracao (1,25; 2,50 e 5 mg/mL) e de tempo de atuagdo
da quitosana ao esmalte dentario (30; 60 e 90 s). Estes nove grupos foram avaliados em
pH 4,0.

Os procedimentos experimentais utilizados encontram-se esquematicamente

representados na Figura 15.
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DENTES SECCIONADOS NO SENTIDO MESIO-DISTAL E VESTiBULO-LINGUAL

36 ESPECIMES
N=3 N=33
BRANCO GRUPOS com
(sem esmalte exposto) (5mm?’ de esmalte exposto)
|
N=6 N=9; pH=4,0 N=9; pH=4,0 N=9; pH=4,0
GRUPO
CONTROLE GRUPO COM GRUPO COM GRUPO COM
(sem quitosana) QUITOSANA QUITOSANA QUITOSANA
(1,25 mg/mL) (2,5 mg/mL) (5,0 mg/mL)
N=3;
DES pH=4,8 ] ] I
N=3;t=30s N=3;t=30s N=3;t=30s
N=3; N=3;t=60s N=3;t=60s N=3;t=60s
DES pH=4,0 N=3;t=90s N=3;t=90s N=3;t=90s
CICLAGEM DE pH (5 dias, solu¢do DES pH=4,0 e RE pH =74

DENTES

SOLUCOES DES e RE

MICRODUREZA ANALISE DE FOSFORO E CALCIO

Figura 15: Fluxograma representando os procedimentos experimentais adotados nos

estudos.

5.10. METODOS PARA AVALIAR O EFEITO DA CICLAGEM DE pH NA
AUSENCIA E PRESENCA DE QUITOSANA

Para observar o efeito da ciclagem de pH, foram utilizados métodos para avaliar
as alteragdes ocorridas no dente e nas solugdes empregadas, sendo para o esmalte

dentdrio usada a técnica de microdureza, e nas solucdes desmineralizadoras e
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remineralizadoras foram determinadas as concentragdes de calcio e fosforo por
espectroscopia de absor¢do atomica e pelo método do molibdato de amonio,
respectivamente.

Ap6s os cinco dias de ciclagem, os espécimes foram imersos na solu¢ao RE por
48 horas. Em seguida, as amostras foram lavadas com jatos de agua destilada e
deionizada durante 10 s, secas com papel absorvente e mantidas em ambiente fechado,
umido e sob refrigeracdo até a segunda leitura de microdureza (Figura 16). Enquanto
isto as solu¢des desmineralizadoras ¢ remineralizadoras foram submetidas as analises

quimicas de fosforo e calcio.

Figura 16: Espécimes mantidos sob refrigeracdo em ambiente fechado e iimido até a

leitura de microdureza.

5.10.1. Analise de Microdureza

Para verificar os efeitos dos diversos tratamentos no processo de des-
remineralizacao do esmalte dentario, todos os espécimes foram submetidos a analise de
microdureza, no Departamento de Engenharia Mecanica da UFPE, antes e depois da

ciclagem de pH como foi descrito anteriormente no topico 4.4.
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5.10.2. Analise quimica das solucoes empregadas

5.10.2.1. Determinagao de fosforo

A quantidade de fosforo foi determinada no DEN- Departamento de Energia
Nuclear da UFPE . As medidas foram realizadas por um espectrofotometro FEMTO —
600 S, através da reagdo com molibdato de amonio, conforme procedimento descrito a

seguir (Murphy e Riley, 1962).

Solugdo I

Dissolveu-se 0,1787 Bi (NOs); .5H,0 em 25 mL de agua destilada, adicionou-se
15 mL de H,SO4 concentrado, colocando-se sob agitagdo até completa dissolugdo.
Adicionou-se 2,0g de (NH4)Mo07.0,4.4H,0 dissolvidos em 20mL de 4gua, completando-

se o volume para 100mL. Desta solugdo 60mL foram diluidos para 200mL.

Solugao II

Dissolveu-se 27,9 mg de KH,PO4 em 100 mL de 4gua contendo 0,3 mL de
H,SO4 concentrado, completando-se o volume para 250mL, obtendo-se desta forma
uma solu¢ao de 25,36 pg de fésforo por mL.

Para a preparacao das solucdes padrao para fosforo pipetou-se 0,1; 0,3; 0,5; 0,7;
0,9; 1,1; 1,3 e 1,5 mL da solucdo II e diluiu-se para 25 mL com agua destilada.
Obtendo-se solucdes padrdo com concentragdes variando de 0,10 pg/mL a 1,52 pg/mL

de fosforo como segue na tabela 07:
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Tabela 07: Correlagdo do volume pipetado da solucdo II e a obtencdo das solugdes

padrao de fosforo com concentragdes variando de 0,10 a 1,52 pg/mL.

Solugdo II Concentracao de fosforo (ng/mL)
0,1 mL 0,10
0,3 mL 0,30
0,5 mL 0,51
0,7 mL 0,71
0,9 mL 0,91
1,1 mL 1,12
1,3 mL 1,32
1,5 mL 1,52

As solugdes para obtengdo da curva analitica foram obtidas por mistura de 10mL
da solugdo I e SmL das solugdes padrdo para fésforo, adicionando-se uma ponta de
espatula de acido ascorbico, que confere cor azul as solugdes, proporcionalmente a
quantidade inicial de fosfato presente nas solugdes. Apds 10 minutos, efetuou-se a
leitura de absorbancia em espectrofotometro FEMTO- 600 S, em 718 nm.

As amostras desmineralizadoras e remineralizadoras foram diluidas 1:100 a fim

de se obter uma solugdo cuja concentragdo estivesse dentro da curva de calibragao.

5.10.2.2. Determinacao de calcio
As medidas de absor¢do atomica foram realizadas no DEN- Departamento de
Energia Nuclear da UFPE, com equipamento espectrofotometro AA-250 Plus da

Varian, conforme procedimento descrito a seguir (Embrapa, 1997).
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Solugdo I

Diluiu-se 10 mL do Titrisol Calcium- Standard 1000mg de célcio da Merk para
100mL, obtendo-se assim uma solugdo de 100mg de célcio. Desta solucao diluiram-se
aliquotas de 0; 1; 2; 4; 6 ¢ 8 mL para 100 mL com &agua destilada e deionizada.,
obtendo-se entdo as solugdes padrao de calcio.

As amostras desmineralizadoras e remineralizadoras foram diluidas 1:25 a fim
de se obter uma solugdo cuja concentragao estivesse dentro da curva de calibragao.

As medidas de absor¢do atomica foram realizadas sob as condi¢des analiticas

descritas por Ogawa, (2002).

5.11. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos foram analisados usando o programa Statistica, e a

comparagdo das médias realizada pelo teste t-Student ao nivel de 95% de confianca

(Neto et al., 2007).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentagdo dos resultados foi dividida em quatro topicos que serdo
discutidos na seguinte ordem: (6.1) caracterizagao dos espécimes por microdureza; (6.2)
caracterizagdo da quitosana; (6.3) verificagdo da permeabilidade do esmalte dentario a
quitosana; (6.4) avaliacdo do efeito da quitosana no processo de des-remineralizagdo do

esmalte dentario.

6.1. CARACTERIZACAO DOS ESPECIMES POR MICRODUREZA

Foi usada a técnica de microdureza no esmalte exposto para caracterizar os
espécimes tendo em vista que a dureza Vickers de um dente totalmente higido ¢ em
torno de 450. O valor médio de dureza Vickers encontrado para os espécimes utilizados
foi 418,5 HV (Vickers hardness) sendo superior aos valores obtidos por Ribeiro &
Langer Filho (2003) que avaliaram a microdureza do esmalte dentario submetido ao
perdxido de carbamida a 16% com e sem aplicag@o de fluoreto de sodio a 0,05% (grupo
A —319,75 HV e grupo B — 311,77 HV).

Embora a média de microdureza tenha sido 418,5 HV, os valores variaram de
364 HV a 442 HV (Tabela 08). Esta variagdo ocorre em fun¢do do estidgio de
desenvolvimento do dente, da idade ou mesmo em diferentes regides num mesmo dente.
(Thylstrup e Fejrskov, 1995; Spalding, 2000). Essa diferenga na microdureza também se
deve a diversidade dos grupos dentarios (molares, pré-molares) e a exposicdo do

esmalte com o meio bucal (Dominguez-Medina et al., 2002; Otobe et al, 2006).

Tabela 08: Valores de dureza Vickers encontrado em cada espécime e a média da

microdureza para cada grupo.

Microindentagao GRUPOS Média da
Espécimes Dureza Vickers (HV) (triplicata) Microindentacao
1 424,0 £ 0,9 Controle pH=4,8 412
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O 00 9 N DN KW N
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439,0+2.,0
373,0+2,0
427,0+1,0
438,0+3.,5
380,0 + 3,6
432,7+0,6
435,0+3,0
390,0 + 2,6
421,3+2,1
424,0£3.6
427,0+2,6
4345+13
437,0+ 4.4
420,0£3.6
431,2+0,6
434,0+ 1,7
435,0+2,6
4293+ 1,1
423,0+ 1,7
433,0+£2,6
419,0+ 1,9
425,0+3.6
401,0£2.,6
436,6 £ 0,9
442,0+2,0
370,0 + 1,7
424,5+0,9
412,0 £ 6,2
390,0 + 2,6
417,4+ 1,6
424,0 4,6
364,0+ 2,6

i el e e A e

Controle pH=4,8

Controle pH=4,0

Q[1,25] t=30s

Q [1,25] t=60s

Q [1,25] t=90s

Q[2,5] t=30s

Q [2,5] t=60s

Q[2,5] t=90s

Q [5,0] t=30s

Q [5,0] t=60

Q [5,0] t=90s

412
415

415

419,2

424,1

430,5

433,44

428 4

415

416,2

408,8

401,8
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6.2. CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

6.2.1. Caracteristicas estruturais

6.2.1.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho permite observar e classificar
algumas bandas relativas a vibragdes caracteristicas dos grupos funcionais presentes na
estrutura da quitosana. A Figura 17 mostra o espectro de infravermelho da quitosana

Sigma® e a Tabela 09 mostra as bandas observadas no espectro e suas tentativas de

atribuicoes.

0,90

0,85 -
S
s

8 080
c
©
=
£

S 0754
[
©
—_
l_

0,70 -

0,65 —

0,60 -

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

-1
Wavenumber cm

Figura 17: Espectro no infravermelho da quitosana Sigma®.

Tabela 09: Atribuicao das bandas do infravermelho da quitosana Sigma®.

Comprimento de onda (cm™) Tentativas de atribui¢des
800 a 1200 Anéis piranosidicos

1374 (-CH, — OH) vc.o
1428 (amida) ven
1607 (amida IT) Onp
1647 (amida I) ve-o
2888 Ve
3459 Vo.i

(amina) dnp
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O espectro obtido para a quitosana Sigma® mostra um pico largo em 3459 cm’,
na regido correspondente ao estiramento OH, a qual aparece sobreposta a banda de
deformagdo axial NH do grupo amina concordando com os resultados encontrados por
Nunthanid et al. (2001). Além disto, Figueiredo (2002) relata que o grupo amina
primario livre (-NH;) na posi¢do C, da glucosamina também apresenta outro pico na
regido entre 1220 e 1020 cm™ o qual foi observado no espectro da figura 17 em 1143
cm™.

O pico em 2888 cm™ representa o estiramento C-H alifatico ¢ o pico em 1647
cm’ corresponde 4 banda de deformacio axial C=0 do grupo amida I da quitina,
indicando que a amostra ndo esta totalmente desacetilada concordando, por tanto, com
Figueiredo (2002). Enquanto que, o modo vibracional da deformacao angular da ligacao
N-H (amida II) aparece como um ombro em 1607 cm™ semelhante ao observado por
Anjos (2005).

O pico em 1374 cm™ representa o estiramento C-O do grupo alcodlico primério
(-CH; — OH). A deformacao axial de C-N da amida aparece em 1428 cm’. E, a banda

. -1 , . L. . , qe . .
intensa entre 800 e 1200 cm™ esta relacionada aos anéis piranosidicos, assim como foi

relatado por Shigemasa et al., em 1996.

6.2.2. Grau de Desacetilacao

O grau de desacetilagdo ¢ considerado um dos principais pardmetros na
caracteriza¢do da quitina e da quitosana. Ele ¢ definido como sendo o nimero de grupos
amina em rela¢do ao nimero de grupos amida da cadeia polimérica.

Varios métodos ja foram propostos para a sua determinagdo tais como:
espectroscopia no infravermelho, no ultravioleta, RMN 'H, RMN 13C, analise elementar

e titulagdes potenciométrica e condutimétrica. Entretanto, existe certa discrepancia entre
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os valores encontrados pelas diferentes técnicas, por isso até hoje ainda busca-se
método mais adequado para sua determinagao.

No presente trabalho, quatro destes sete métodos foram realizados para
determinar o grau de desacetilagdo da quitosana: 1) ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H); 2) titulagio condutimétrica; 3) espectroscopia vibracional na

regido do infravermelho; 4) Analise elementar.

6.2.2.1. Ressonancia Magnética Nuclear

A ressondncia magnética nuclear de 'H ¢ uma técnica que permite a
quantificagdo de alto grau de desacetilagdo. A preparacdo da amostra ¢ simples por
diversos motivos tais como: ndo ha necessidade de preparar curva analitica; utiliza uma
pequena quantidade de substancia (miligramas) e ndo precisa purifica-la (caso os picos
de impurezas ndo tenham o mesmo deslocamento quimico dos picos relevantes da
quitosana).

Segundo Lavertu, et al. (2003) a determinagdo do grau de desacetilagdo por
RMN 'H ¢ feita utilizando uma relagdo entre os picos referentes aos protons do grupo
acetoamido da quitina e os outros prétons, exceto o proton do carbono anomérico (C)

da quitosana/quitina (Figura 18).

D = Dentérin

Carbono

Figura 18: Esquema da quitina/quitosana com a numerac¢do dos prétons que aparecem

no RMN 'H. Fonte: Anjos (2005).
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Nesta técnica a amostra de quitosana ¢ dissolvida em solugdo de acido cloridrico
deuterado resultando em uma solugao viscosa, fazendo-se necessario que a medida seja
realizada a 50°C para impedir interagdes intermoleculares e intramoleculares (Figura
19). Visto que, estas interagdes modificam o tempo de relaxagdo responsavel pela
integracdo dos picos influenciando, desta forma, o valor do grau de desacetilacdo.
Assim também, é necessario que as medidas sejam realizadas rapidamente, de modo a
minimizar problemas causados pela hidrolise da quitosana, ou seja, a quebra das
ligacdes glicosidicas que formam o biopolimero. A Figura 20 mostra o espectro de

RMN 'H para a quitosana Sigma®.

CHon n

Interagdes intermoleculares
Figura 19: Interacdes intramoleculares e intermoleculares em/entre as cadeias de

quitosana.

Fonte: Anjos (2005).
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Figura 20: Espectro de RMN "H da quitosana Sigma®.

Tabela 10: Integragdo dos picos do espectro de RMN 'H da quitosana Sigma® para o

calculo do grau de desacetilagdo.

Integragdo dos picos

Hidrogénios Quitosana Sigma®
H* 14,58
H’ 13,79

Z H2,3,4,5,6,6, 74 17

O grau de desacetilagdo foi calculado pela equacao 1 proposta por Hirai et al.
(1991), que utiliza os sinais dos protons H”, H?, H*, H>, H®, H® (H*®) de ambos os

mondmeros € o pico referente aos nacleos do hidrogénio do grupo acetoamido (H*).

1oae /10
GD(%):(l—[3H /6H DxlOO (Eq. 1)

E pela equacgdo 2 proposta por Signini et al. (2000), que utiliza a area do pico na

regido de 2ppm atribuido aos nucleos de hidrogénio do grupo acetoamido (H*) e a éarea
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do pico em 34ppm referente ao nucleo de hidrogénio na posi¢do 2 do anel

glicopiranosidico (H?).

GD% = [1—[; . DxlOO (Eq.2)

A equagdo 2 s6 leva em conta os picos do grupo acetoamido (H*) e dos
hidrogénios do carbono na posico 2 do anel glicopiranosidico (H?). A escolha desses
dois picos se deve ao fato de que as areas relativas a nucleos dos grupos metila
presentes no grupo acetamido e ao nticleo na posi¢do 2 do anel glicopiranosidico, estdo
relativamente livres das influéncias do pico de HOD. O deslocamento quimico (8) de
HOD obitido no espectro da quitosana Sigma foi aproximadamente 4,8 ppm
concordando com Anjos (2005) e Lavertu et al. (2003) e discordando de Santos et al.
(2003) que encontraram um valor proximo a 3,8 ppm.

Os valores dos graus de desacetilagdo variaram utilizando as equagdes 1 e 2,

como mostrado na Tabela 11.

Tabela 11: Valores dos graus de desacetilagdo em porcentagem da quitosana

determinados por RMN 'H, a partir de duas equacdes distintas.

Quitosana Eq.(1) Eq. (2)
Sigma® 61% 65%

6.2.2.2. Titulagdo Condutimétrica

A determinacdo do grau de desacetilagdo da quitosana por titulacdo
condutimétrica ¢ um método indireto bastante utilizado nas industriais por ser uma
técnica simples e de baixo custo.

Para preparar a solugdo de quitosana foi preciso dissolver 102 mg de quitosana

em 20 mL de acido cloridrico 0,05 M sob agitacdo constante por 24 horas.
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Paralelamente foi feita a padronizagdo da solugdo de hidroxido de sodio visto que esta
base tanto no estado sélido como em solucdo absorve rapidamente CO, da atmosfera
produzindo carbonato de sdédio. A solucdo padrdo de NaOH 0,17 M foi preparada a
partir do acido biftalato de potassio por ser a substidncia primaria frequentemente
utilizada na aferi¢do de solugdes basicas.

A solu¢ao de quitosana foi titulada com NaOH segundo a tabela 12 e em seguida

foi tragada a curva de titulagdo condutimétrica (Figura 32).

Tabela 12: Condutancia medida (uS/cm) a cada volume de base acrescentada

durante a titulacdo condutimétrica.

Volume de NaOH (mL) Condutancia (uS/cm)

0 11,50
0,5 11,63
1,0 10,68
1,5 9,217
2,0 8,498
2,5 8,212
3,0 7,476
3,5 7,229
4,0 7,094
4,5 6,995
5,0 6,617
5,5 6,199
6,0 5,860
6,5 5,460
7,0 5,273
1,5 5,190
8,0 5,293
8,5 5,252
9,0 5,290
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9,5

10,0
10,5
11,0
11,5

5,535
5,607
5,669
5,779
5,935

A curva condutimétrica da amostra de quitosana obtida neste trabalho com

solucdo de NaOH e excesso de acido cloridrico estd mostrada na figura 21. O primeiro

ramo representa a neutralizacdo do 4cido presente, o segundo corresponde a

neutralizagdo de prétons dos grupos amino da quitosana e o terceiro conjunto de pontos

refere-se ao excesso de base, apds o ponto de equivaléncia.

12 -

11 -

10 -

Condutividade

NaOH (mL)

Figura 21: Curva de titulagdo condutimétrica da amostra de quitosana.
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O grau de desacetilacdo da quitosana foi calculado usando a equagdo 3 proposta

por Raymond et al. (1993):

% GD = 16,1 x [base] x (Vo —V;)/m (Eq. 3)

Nestas equacdes, GD ¢ o grau médio de desacetilagdo, V1 ¢ o volume de base
usado para a neutralizagdo de HCI em excesso (mL); V2 — V1 € o volume de base usado
para a neutraliza¢do dos grupos acidos de quitosana (mL); [base] é a concentragdo da

base usada e m ¢ a massa da amostra de quitosana (Tabela 13).

Tabela 13: Valores da massa de quitosana, concentragdo da base, volume de base usado
para a neutralizacdo dos grupos acidos da amostra e o grau de desacetilagdo da

quitosana.

Quitosana m [base] (V.-V)) GD%
Sigma ® 102 mg 0,17 M 2mL 54%

6.2.2.3. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A espectroscopia no infravermelho ¢ uma técnica que além de caracterizar a
estrutura do polimero, vide item 6.2.1.1, também ¢ utilizada para determinar o grau de
desacetilacdo da quitosana através da relag@o entre as absorbancias nos comprimento de
ondas de 1655 e 3450 cm. Para medir a absorbancia em um espectro de transmitancia
versus comprimento de onda ¢ preciso: 1) tragar as linhas de base; 2) calcular a
diferenca de transmitancia; 3) converter os valores de transmitincia para absorbancia
(A=logT,/T,) e 4) aplicar os valores na equacdes propostas por Domszy & Roberts
(1985) (Eq.4) e por Baxter et al. (1992) (Eq.5) que utilizam linhas de base diferentes
para calcular a absorbancia no comprimento de onda 1655. No entanto, as duas

equagdes apresentam um mesmo objetivo: calcular o grau de desacetilagdo da quitosana
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relacionando os picos caracteristicos do grupo amina e acetamida do heteropolimero

(Tabela 14).

(Eq.4) GD =100 —[(A 1655/ A 3450) x 100/ 1,33] ----- Linha de base (a)

Onde:

A 1655 € a absorbancia no comprimento de onda 1655 cm’! obtido utilizando a
linha de base (a) proposta por Domszy & Roberts (1985). Esta banda de absorcao ¢
caracteristica da vibracao entre os d&tomos de carbono e oxigénio (Vc-o0) do grupo amida
I da quitina residual presente na quitosana. A 3450 ¢ a banda de absor¢do no
comprimento de onda 3450 cm™ correspondente ao estiramento OH e a deformagio
axial NH do grupo amina presente na quitosana. O numero 1,33 equivale ao valor de

(Ai6ss / Asaso) encontrado na quitina pura (Figura 22).

0,90 - Linha de base (a)

0,85+

0,804

0,754

Transmitance (%)

0,70 4

0,65+

0,60+

T v T v T v T v T v T v T v T v 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

-1
Wavenumber cm

Figura 22: Espectro no infravermelho da quitosana Sigma® para determinar o grau de

desacetilacdo através da equacdo 4 que utiliza a linha de base (a).
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GD =100 - [(A 1655 /A 3450) X 115] ------------ Linha de base (b) (Eq 5)

Onde:

A 1655 ¢ a absorbancia no comprimento de onda 1655 cm’! obtido utilizando a
linha de base (b) proposta por Baxter et al. (1992) e A 3450 ¢ a absorbancia medida no
comprimento de onda 3450 cm™ empregando a mesma linha de base usada por Domszy
& Roberts (1985). O valor de (A 1655 / A 3450) para a quitina pura encontrado por Baxter
et al. (1992) quando tragada a linha de base (b) foi aproximadamente 0,87. Para
introduzir este numero na sua equacdo em vez de multiplicar (A 1655 / A 3450) por 100 e
dividir por 0,87, os autores decidiram simplificar a férmula multiplicando (A 1655 / A

3450) por 115 (Figura 23).

0,90

Linha de base (b)

0,85+

0,80 4

0,75+

Transmitance (%)

0,704

0,65+

0,60+

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

-1
Wavenumber cm

Figura 23: Espectro no infravermelho da quitosana Sigma® para determinar o grau de

desacetilacdo através da equacao 5 que utiliza a linha de base (b).
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Tabela 14: Valores dos graus de desacetilagdo em porcentagem da quitosana
determinados por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, a partir de

duas equagdes distintas.

Grau de desacetilagdo da

Comprimento de onda Absorbancia quitosana (%)
(cm™) (logT,/T») Eq. (4) Eq. (5)
3459 0,1080

1647 - linha de base (a) 0,0510 65 % 83 %

1647 - linha de base (b) 0,0161

6.2.2.4. Analise Elementar

A andlise elementar ¢ outra ferramenta que pode ser utilizada para a
determinagdo do grau de desacetilagdo da quitosana. Apesar de ser um método preciso,
deve ser usado com muita cautela em virtude dos diferentes teores de hidratacdo, que
variam de acordo com as condi¢des de armazenamento e tratamento prévio da amostra.
A equacdo 6 foi proposta por Kassai et al., 2000 para determinar o grau de desacetilacao
da quitosana tendo em vista a relagdo entre carbono e nitrogénio a qual pode ser obtida

pela anélise elementar.

(C/N)-5,145
6,816 5,145

GD%:(I— ]xlOO (Eq.6)

Onde C/N ¢ a razdo de carbono/nitrogénio. Esta razdo de acordo com Kassai et
al. (2000) varia de 5,145 em quitosana completamente desacetilada (monomero da
quitosana) a 6,816 em quitina inteiramente acetilada (mondmero da quitina).

A Tabela 15 mostra os percentuais de carbono, nitrogénio, hidrogénio, a relagao
carbono/nitrogénio e o grau de desacetilacdo encontrado na amostra de quitosana

analisada.
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Tabela 15: Percentuais de carbono, nitrogénio, hidrogénio, a relagdo carbono /

nitrogénio e o grau de desacetilagdo da amostra de quitosana.

Quitosana C% N % H % C/N GD%

Sigma ® 37.88 7.03 6.59 5.39 85.34%

Este método so apresenta resultados precisos para a quitosana que nao tem

residuos de proteinas, caso contrario, € necessario a purificar a quitosana.

6.2.2.5. Comparagao dos valores dos graus de desacetilagao
Na Tabela 16 sdo apresentados todos os valores obtidos para o grau de
desacetilagio da quitosana Sigma® por RMN 'H, titulagio condutimétrica,

espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e analise elementar.

Tabela 16: Valores dos graus de desacetilagdo (%) em porcentagem da quitosana
Sigma® determinados por RMN 'H, titulacio condutimétrica, espectroscopia

vibracional na regido do infravermelho (IV) e analise elementar.

RMN 'H Titulagao Espectroscopia no IV Analise Valor do
Eq.1 Eq.2  Condutimétrica Eq.4 Eq.5 clementar fabricante
61 65 54 65 83 85,34 >85

Os resultados do grau de desacetilagcao da quitosana mais proximos ao fornecido
pelo fabricante (>85%) foram os obtidos pela andlise elementar (85,34%) e pela
espectroscopia no infravermelho ao utilizar a linha de base (b) através da Eq.5 (83%).
No entanto, isto nao significa que estes sejam os resultados mais confiaveis visto que
todos os outros resultados foram inferiores ao GD especificado pelo fabricante. Além
disso, a quitosana Sigma® nido foi purificada o que poderia justificar o resultado do

grau de desacetilagao ter dado superior para a analise elementar, ou seja, o biopolimero
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deve apresentar proteinas residuais. E, em relacdo ao maior valor encontrado pela Eq5,
se da ao fato de que esta equagdo foi elaborada, segundo Baxter et al., 1992, para
determinar o grau de desacetilagdao de quitosanas com GD > 90% enquanto que a Eq 4 ¢
usada para quitosana com baixo grau de desacetilagao (GD<75%).

Valores idénticos foram observados entre as determinagdes do grau de
desacetilagio por RMN 'H (Eq.2) e por Espectroscopia no infravermelho (Eq.4). A
espectroscopia de RMN e a vibracional no IV estdo relacionadas respectivamente com o
envolvimento de nicleos e elétrons no processo de absor¢ao de energia o que torna estas
técnicas capazes de fornecer informagdes precisas. Contudo, é preciso saber usa-las
corretamente a fim de se obter os dados desejados. Por isto foram usadas duas equagdes
de cada técnica para determinar o GD da quitosana e, posteriormente poder verificar a
mais adequada para a amostra estudada. Como a substincia analisada ¢ um polimero,
vale salientar que a RMN ¢ uma técnica bastante utilizada para analisar polimeros e
determinar a pureza de amostras o que a torna um método confiavel para este
experimento.

Santos et al (2003) determinaram o grau de desacetilagdo de quitosanas
comerciais de diferentes origens tanto por RMN 'H quanto por titulagio condutimétrica
e observaram resultados semelhantes entre as duas técnicas, embora os valores obtidos
pela ressonancia tenham sido um pouco maiores do que a titulagao.

No presente trabalho, o grau de desacetilagdo encontrado pela titulacao
condutimétrica (54%) foi relativamente inferior aos resultados obtidos por RMN 'H
(61% e 65%). No entanto, ao observar a tabela 12 pode-se verificar que nao foi medida
a condutividade da solugdo nos volumes entre 6,5 a 7,0 ¢ 9,0 a 9,5 o que poderia
aumentar o valor de (V, — V) da equagdo 3 até 0,8 mL acarretando no aumento do grau

de desacetilagdo até 75% .
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Desta forma, embora tenham sido obtidos valores do grau de desacetilizagdo
variando de 54% a 85% dependendo da técnica empregada, o presente estudo considera

o GD da quitosana Sigma® igual a 65%.

Segundo Peter (Peter, 1995), a quitina e quitosana podem ser diferenciadas pelo
grau de desacetilagdo (GD) de tal forma que quando o polimero possui 0 GD < 60% ¢
considerada quitina. E quando o grau de desacetilagdo for superior a 60%, o

polissacarideo ¢ denominado de quitosana.

6.2.3. Grau de umidade e analise térmica

6.2.3.1. Analise termogravimétrica — TGA

Os polissacarideos geralmente tém forte afinidade por dgua e no estado sélido
essas macromoléculas tém uma estrutura desordenada que ¢ facilmente hidratada. A

figura 24 mostra as curvas de TGA e DSC da quitosana Sigma® sob atmosfera de N, na

faixa de temperatura de 25 a 400° C.
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Figura 24: Curva da perda de massa e o DSC da quitosana.
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Assim, a analise termogravimétrica (TGA) da quitosana apresenta uma primeira
perda de massa em torno de 90 °C referente desidratagdo da quitosana e uma segunda
perda de massa que comega em aproximadamente 260°C, que ¢é referente ao inicio da

termodecomposi¢do da quitosana, com a geracdo de um residuo carbonizado.

6.2.3.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

Na curva do DSC (Figura 24) observa-se dois picos, o primeiro evento térmico
registrado para a quitosana foi um pico largo endotérmico entre 25 °C a 175 ° C,
correspondente a perda de 4gua de hidratacado, e o segundo evento térmico registrado foi
um pico exotérmico entre 260°C e 325°C, que ¢ relacionado a decomposicdo da
quitosana que continua além do limite de temperatura do experimento. Os dois
processos estdo coerentes com os eventos observados nas curvas TGA e concordam
com o que foi observado por Kittur et al. (2002), Anjos (2005) e Stamford et al. (2007)
que descreveram dois eventos térmicos para amostras de quitosana, sob N, em curva de

DSC.

6.2.4. Cristalinidade

6.2.4.1. Difragdo de raio-X

A difrag@o de raio-X ¢ uma técnica usada para conhecer o interior dos s6lidos no
que diz respeito ao arranjo dos atomos, ao comprimento e¢ angulo de ligacdes. Na
técnica de difracdo de po, um feixe de raio-X monocromatico ¢ direcionado para a
amostra, espalhada em um suporte, e a intensidade de difracdo ¢ medida quando o
detector ¢ movido em diferentes angulos. A figura 25 mostra o difratograma de raio-X

obtido para a quitosana Sigma®.
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A equacdo central para analisar os resultados de um experimento de difracao de
raio-X ¢ a equacdo (7) de Bragg (2d sen® = A) que relaciona o angulo (®) no qual a
interferéncia construtiva ocorre com o espacamento (d) das camadas de dtomos na
amostra para o raio-X de determinado comprimento de onda (A). A radiagdo usada no
experimento foi uma fonte de cobre com A = 154,06 pm. Observou-se interferéncia
construtiva principalmente em 20 = 9° e 20° que correspondem a dois picos
caracteristicos da quitosana. O espacamento das camadas de atomos foi calculado
automaticamente pela equacdo de Bragg e indicados acima de cada pico do

difratograma de raio-X obtido para a quitosana Sigma® mostrado na figura 25.
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Figura 25: Difratograma de raio-X da quitosana Sigma®.

O indice de cristalinidade, ou grau de ordenamento, da quitosana foi calculado

através da equagao proposta por Focher et al., (1990) descrita a seguir:
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|CR=('C"%C)X100 (Eq.8)

Onde: Icr € o indice de cristalinidade e Ic e 15 sdo as intensidades de difragdes

relativas as regides cristalinas (20~20°) e amorfas (20~9°), respectivamente. A Tabela

17 mostra o indice de cristalinidade encontrado para a quitosana Sigma ®.

Tabela 17: indice de cristalinidade e as intensidades de difragdes nas regides cristalinas

e amorfas da quitosana.

Quitosana I (26=20°) I (26=9°) Icr (%)

Sigma® 220 150 31,82 %

Jaworska et al. (2003) verificaram por difragdo de raio-X a cristalinidade de
diversas quitosana e observaram que o indice de cristalinidade sofre alteragdo
dependendo do tipo de quitosana e do método empregado para a sua obtencdo. Estes
pesquisadores encontraram para alguns desses métodos a seguinte ordem crescente do
indice de cristalinidade: fungo < molusco < crusticeo e para outros métodos de
obtencdo da quitosana a ordem foi: fungo < crusticeo < molusco. Estes resultados
também demonstram que a cristalinidade apresenta uma relagdo com o grau de
desacetilacdo da quitosana.

A difratometria de raio-X ¢ a técnica menos apropriada para determinar o grau
de desacetilagdo da quitosana. No entanto, tem-se observado correlagdo entre elas (Li et
al., 1997). De modo geral, verificou-se que a quitosana possui menor grau de
cristalinidade do que a quitina e conforme aumenta o grau de desacetilagdo diminui o
grau de cristalinidade. A diminui¢ao do grau de cristalinidade durante a desacetilagdo da

quitina ndo estd associada apenas a remocdo dos grupos acetil na quitosana, mas
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também, as drasticas condi¢cdes de processamento da quitina ¢ da quitosana (Ornum,
1992; Monteiro Junior, 1999). Portanto, o resultado encontrado para a cristalinidade do
biopolimero estudado (Icg = 31,82%) foi coerente com os demais resultados obtidos do
seu grau de desacetilagdo visto que apresentou baixo grau de ordenamento caracteristico

de um material amorfo como € o caso da quitosana.

6.3. VERIFICACAO DA PERMEABILIDADE DO ESMALTE A QUITOSANA

Fish (1927) determinou a capacidade do esmalte dentario de se comportar como
membrana permeavel ou semipermedvel dependendo do tamanho do ion. Esta
propriedade, segundo o autor, existe em funcdo da presenca da matéria organica
(proteinas soluveis, insoluveis e peptideos) no esmalte.

Segundo Borderias, et al. (2005), uma das propriedades da quitosana esta
relacionada a degradacdo de proteinas. Além disso, sabe-se que a quitosana ¢ um
polieletrélito cationico em meio acido o que permite a sua interagdo com moléculas
carregadas negativamente como: o tecido dentario e membrana celular (Horner et al.,
1997, Pautlowska, 1997).

Foi empregada a técnica de Tomografia por Coeréncia Optica (OCT) para
verificar se o biopolimero fica aderido a superficie do esmalte ou penetra em dire¢do a
dentina e se esta capacidade se altera com o aumento da concentracdo de quitosana. As
figuras 26, 27 ¢ 28 mostram as imagens obtidas pela Tomografia por Coeréncia Optica

para as diferentes concentragdes de quitosana (1,25; 2,5 e 5,0 mg/mL).
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Figura 26: Imagem de OCT de espécime contendo quitosana (1,25 mg/mL) no terco
médio.

A figura 26 mostra a imagem obtida pela OCT de um espécime no qual a
quitosana foi aplicada no ter¢o médio da amostra. Observa-se um maior espalhamento

de luz na regido que contém quitosana. No entanto, nao foi visualizado o limite amelo —

dentinario nesta imagem.

apnyduy

WEJM | yellow 9.2 z2.15 115m ﬂﬂﬂ ®
red i} i} 35.2m E!M

Figura 27: Imagem de OCT de espécime sem quitosana (direita) e com quitosana na

concentragao de 2,5 mg/mL (esquerda).

A figura 27 ¢ uma imagem de OCT de um dente que ndo contém quitosana na

por¢do mesio-vestibular e na porgcdo disto-vestibular apresenta quitosana na
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concentragdo de 2,5 mg/mL. Observa-se um maior espalhamento de luz na regido que
contém quitosana e o limite amelo—dentinério foi bem visualizado no lado do dente que

apresentava o biopolimero.

p=d
=
0
=
=%
@

=596, 7m

Sem Quitosana

D'D_I 1 1 1 1 1 - - 1 1 1 1 1 1 1
07 10 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 £.56.7

E’Hﬂ yellow 16,51 1.64 105m EEM ®
red T40m 1.64 56.5m ﬂ!ﬂ

Figura 28: Imagem de OCT de espécime contendo quitosana (5,0 mg/mL).

A figura 28 mostra a imagem de OCT de um dente que apresenta quitosana na
concentragdo de 5,0 mg/mL em 2/3 do espécime. Visualiza-se o limite amelo-dentinario
na parte do dente que contém a substancia estudada.

Os resultados obtidos foram qualitativos podendo observar nas figuras 27 e 28
que parte da quitosana ficou na superficie do esmalte e outra parte penetrou até o limite
amelo-dentinario para as concentragdes de 2,5 e 5,0 mg/mL. Provavelmente a quitosana
deve ter se aderido a delicada malha de material organico localizado ao redor dos
prismas de esmalte semelhante ao observado por Fish (1927) quando demonstrou a
infiltragdo centrifuga de um corante através da camara pulpar, estendendo-se além do
limite amelo-dentinario até quase a superficie do esmalte. O autor verificou que os
prismas e a substincia interprismatica mostraram-se praticamente impermeéaveis ao
corante, no entanto ao redor de cada prisma observou uma camada organica que permite

a microcirculacdo de um fluido.
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A infiltra¢do de substancias da superficie externa em dire¢ao a polpa (infiltracao
centripeta) foi descrita por Bartelstone (1951). Por meio da aplicagio de I''' na
superficie do esmalte intacto de caninos de oito cobaias, os autores observaram a
penetragdo desta substancia através do esmalte em dire¢@o a dentina e a polpa. Contudo,
Wainwrigh (1951) verificou que o esmalte intacto mostrou-se impermeavel a penetracao
de varios radioisotopos.

Para estudar a permeabilidade do esmalte, Hoppenbrouwers et al (1986)
avaliaram dentes irrompidos e ndo irrompidos por meio da resisténcia elétrica e
observaram que nos dentes irrompidos, as camadas mais externas apresentaram maior
resisténcia e, desta forma, menor permeabilidade. Nos dentes ndo irrompidos, a
resisténcia foi semelhante para todas as camadas analisadas. Portanto, a permeabilidade
das camadas superficiais do esmalte altera-se apos a irrupgao.

O esmalte jovem comporta-se como uma membrana semipermeavel, permitindo
a passagem de dgua e outra substancia de pequeno tamanho molecular pelos poros, entre
os cristais. Com a idade, esses poros diminuem a medida que os cristais adquirem mais
ions e aumentam de tamanho (Ten Cate, 1998).

Kuhar et al (1997) avaliaram a permeabilidade do esmalte apods aplicagdo de
acido fosforico a 37% e observaram dano na camada superficial aprismatica provocando
um aumento significante na permeabilidade do esmalte. Os autores concluiram que os
procedimentos que causam alteragdo na superficie do esmalte aumentam a
susceptibilidade a desmineralizagdo e ao processo de cérie.

As imagens observadas pela OCT discordam de Kuhar et al. (1997), ja que a
quitosana mesmo tendo causado alteragdo na superficie do esmalte conseguiu inibir o

processo de desmineralizacdo. Por outro lado, as figuras obtidas pela OCT concordam
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com Bartelstone (1951) e Ten Cate (1998) ao mostrarem que o esmalte permite a

infiltragdo de substancia em dire¢do a polpa.

6.4. AVALIACAO DO EFEITO DA QUITOSANA NO PROCESSO DE DES-
REMINERALIZACAO DO ESMALTE DENTARIO

6.4.1. Analise de Microdureza

6.4.1.1. Célculo da perda do volume mineral do esmalte dentério

Para o célculo da perda do volume mineral foi preciso transformar as médias dos

valores de dureza Vickers (HV) em dureza Knoop (HK) através da equacao (9):

HK =HV x 1,451/0,1891 (Eq.9)

Em seguida os valores de Knoop encontrados foram transformados em
porcentagem de volume mineral (%vol) pela equag@o proposta por Featherstone et al.
(1983): %vol = 4,3 x (KHN)"? + 11,3 (Eq. 10) onde KHN (Knoop hardness number) é
o nimero de dureza Knoop médio encontrado apos a transformacdo dos valores de
dureza Vickers medidos em cada uma das amostras.

O valor obtido da primeira leitura de microdureza (antes da ciclagem)
encontrou-se o volume mineral do esmalte higido (VMgy) e a segunda andlise (depois
da ciclagem) obteve-se o volume mineral do esmalte desmineralizado (VMgp). A
diferenga entre 0 VMgy € VMgp resultou no parametro AVM que corresponde, em
ultima analise, a perda do volume mineral do esmalte.

Adicionalmente, a porcentagem de inibi¢do da perda mineral foi calculada para

os grupos tratados com quitosana, utilizando-se a média AVM, por meio da equagdo

(11):
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% de Inlblgﬁo = (AVM CONTROLE — AVM TRATADOS) x 100 / AVM CONTROLE (qu 1)

O valor percentual da perda do volume mineral (AVM), bem como o percentual

de inibic¢do para cada grupo estdo descritos na tabala 18.

Tabela 18: Média e desvio padrio (n=3) da perda do volume mineral (%) e do

percentual de inibicao do esmalte dentario apds a ciclagem.

Inibicido da
GRUPO AVM (%) Perda Mineral (%)

Controle pH= 4,8 4,64 +£043Db _

Controle pH= 4,0 11,62 +0,82 a _
Quitosana [1,25] em 30s 5,11£0,54Db 56%
Quitosana [1,25] em 60s 3,64+ 0,28 ¢ 69%
Quitosana [1,25] em 90s 3,69+ 0,37 c 68%
Quitosana [2,50] em 30s 3,08+0,19d 73%
Quitosana [2,50] em 60s 2,12+ 0,46 ¢ 82%
Quitosana [2,50] em 90s 2,21+0,39 ¢ 81%
Quitosana [5,00] em 30s 2,89 £0,36d 75%
Quitosana [5,00] em 60s 2,21+£0,26 ¢ 81%
Quitosana [5,00] em 90s 2,22+0,37 ¢ 81%

Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste T-

Student no nivel de 95% de confianca (p<0,05).

A andlise da tabela 18 evidencia que a perda do volume mineral (AVM) dos
espécimes submetidos a aplicagcdo de quitosana foi estatisticamente menor (p<0,05) que
aquela do grupo controle com pH= 4,0. Portanto, a quitosana influenciou o processo de
des-remineralizacdo do esmalte dentdrio inibindo a perda mineral de 56% a 82%
dependendo da concentracdao (1,25; 2,5; 5,0 mg/mL) e do tempo de exposicdo do

biopolimero (30; 60; 90 s) ao esmalte.
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O menor valor encontrado para a inibi¢do da perda mineral (56%) foi para o
grupo (Q[1,25] em 30s) o qual teve a perda do volume mineral (AVM= 5,11)
semelhante ao grupo controle com pH= 4,8 (AVM= 4,64) significando que a quitosana
na concentragdo de 1,25 mg/mL e aplicada por 30 s ja foi suficiente para compensar a
variagdo de 0,8 no pH da solu¢ao desmineralizadora.

O melhor resultado obtido para a inibicdo da perda mineral (82%) foi para o
grupo (Q[2,5] em 60s) o qual ndo diferiu significativamente (p>0,05) dos grupos
(Q[2,5] em 90s); (Q[5,0] em 60s) e (Q[5,0] em 90s) revelando que ndo houve
significancia estatistica entre as concentragdes de 2,5 e 5,0 mg/mL e entre os tempos de
exposicdo de 60 e 90s. Por outro lado, foram observadas diferencas significativas nos
valores de AVM (p<0,05) entre os grupos (Q[1,25]) e (Q[2,5]) assim como para o0s
tempos de 30 e 60s independentemente da concentracdo de quitosana.

A figura 29 ilustra a perda do volume mineral média (AVM) para cada grupo do

experimento.
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Variagao do volume mineral (%)
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Tempo da quitosana ao esmalte dentario (segundos)

Figura 29: Representacdo grafica da perda do volume mineral média de acordo com os

grupos. As barras de erro representam o desvio-padrao.
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6.4.2. Analise quimica das solu¢oes empregadas

A analise quimica, ao contrario da microdureza, consegue avaliar separadamente
o processo de desmineraliza¢do ¢ o de remineralizagdo. Contudo, no final da ciclagem
os valores da perda mineral devem coincidir com a analise de microdureza.

6.4.2.1. Analise de fosforo

6.4.2.1.1. Avaliagdo do processo de desmineralizagdo e remineralizacdo na
auséncia e presenga de quitosana

A quantidade de fosforo (ug) liberada e absorvida pelo esmalte dentario nas
solugdes desmineralizadoras (DES) e remineralizadoras (RE) respectivamente estdo
ilustradas nas figuras 30 e 31 e descritas na Tabela 19.

Para encontrar a quantidade de fosforo, expressa em pg, liberada (DES) ou
absorvida (RE) pelo esmalte dentario foi preciso levar em consideragdo o volume de
cada solugdo — DES (20 mL) e RE (10 mL) — assim como somar o valor obtido com o
do ciclo anterior até totalizar os cinco dias de ciclagem. E, por fim subtrair este
resultado da massa de fosforo encontrada inicialmente nas solu¢des empregadas que

foram 1245,2 pg para a solugdo DES e 287,1 pg para a solugdo RE.

Massa de fésforo (microgramas)

-800 - ‘ ‘ ‘

0 30 60 90

Tempo da quitosana ao esmalte (segundos)

Figura 30: Representacdo grafica da quantidade de fosforo liberada (DES) pelo esmalte

dentdrio na ciclagem. As barras de erro representam o desvio-padrao.
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Figura 31: Representagdo grafica da quantidade de fosforo absorvida (RE) pelo esmalte

dentario na ciclagem. As barras de erro representam o desvio-padrao.

Tabela 19: Média e desvio padrao (n=3) da quantidade de fosforo (ug) liberada (DES)

ou absolvida (RE) pelo esmalte dentério na ciclagem de pH.

Fésforo liberado (pg) Fésforo absorvido (ng)

GRUPO no processo DES no processo RE

Controle 675,8+£21,8a 160,7 £ 10,1 a
Q[1,25] em 30s 309,4 +30,8 b 81,3+12,5¢
Q[1,25] em 60s 27224+22,1¢ 953+34b
Q[1,25] em 90s 247,0+£30,1 ¢ 67,2+10,5¢
Q[2,50] em 30s 205,6 +£23,2d 66,7+ 149 ¢
Q[2,50] em 60s 165,8 £26,2 ¢ 68,6 +73c
Q[2,50] em 90s 1884+255¢ 86,2+ 10,5b
Q[5,00] em 30s 227,0+21,0d 96,5+32b
Q[5,00] em 60s 159,6 £ 15,4 ¢ 61,9+0,7c
Q[5,00] em 90s 163,0 £ 16,3 ¢ 684+73c

Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo Teste T-
Student no nivel de 95% de confianga (p<0,05).

Os resultados da Tabela 19 mostram que a quantidade de fosforo liberado pelo

esmalte na solu¢do DES do grupo Controle foi significativamente maior (p<0,05) que as
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dos grupos contendo quitosana. O melhor valor obtido foi para o grupo Q[5,0] em 60s
embora tenha verificado a auséncia de diferenga estatistica entre este grupo e os grupos
Q[2,5] em 60s; Q[2,5] em 90s; e Q[5,0] em 90s confirmando os resultados encontrados
pela perda de volume mineral (AVM). A andlise das solugdes remineralizadoras
demonstrou que os grupos contendo quitosana absorveram significativamente menos
fosforo do que o grupo controle. Este fato provavelmente deve ter se dado pela menor
perda de foésforo nos grupos contendo quitosana, durante o processo de

desmineralizacdo, requerendo assim menor reposi¢cao do mineral.
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Figura 32: Representacdo grafica do percentual da reposi¢cdo mineral de fosforo durante
o processo de des-remineralizacdo do esmalte dentario. As barras de erro representam o

desvio-padrao.

A figura 32 mostra que o grupo controle conseguiu repor 23,8 % do fosforo

perdido enquanto que os grupos contendo quitosana tiveram uma reposi¢ao de 26,3% a
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45,8% comprovando que a quitosana influenciou no processo de remineraliza¢ao do
esmalte dentario promovendo uma maior reposi¢ao de fésforo em torno de 2,5% a 22%.
O menor valor encontrado para a reposi¢do de fosforo (26,3%) foi para o grupo
(Q[1,25] em 30s) o qual ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo ao
grupo controle. No entanto, foram observadas diferencas estatisticas nos valores da
reposi¢do mineral entre o grupo controle e os demais grupos contendo quitosana sendo

o melhor resultado (45,8%) obtido para o grupo (Q[2,5] em 90s).

6.4.2.1.2. Comparagdo dos valores de microdureza e fosforo

Os valores da microdureza e das analises de fosforo foram comparados com base
nos resultados encontrados para a inibi¢do da perda mineral (%) e estdo descritos na
tabela 18 e 20 respectivamente.

A inibi¢do da perda mineral da tabela 20 foi obtida através da perda liquida de
fosforo (AP) que corresponde a diferenca entre Ppps (quantidade de fosforo liberada
pelo esmalte na desmineralizagdo) e Prg (quantidade de fosforo absorvida pelo esmalte

na reminaraliza¢do).

Tabela 20: Média e desvio padrao (n=3) da perda liquida de fésforo (nug) e do percentual

de inibi¢ao do esmalte dentario apos a ciclagem.

GRUPO AP (Ppgs — PrE) Inibicao da
(ng) Perda Mineral (%)
Controle 515,1 £29,28 _
Q[1,25] em 30s 228,1 + 25,74 56%
Q[1,25] em 60s 176,9 + 24,94 66%
Q[1,25] em 90s 179,8 29,33 65%
Q[2,50] em 30s 138,9 + 8,40 73%
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Q[2,50] em 60s 97,2 +21,98 81%
Q[2,50] em 90s 102,2 + 15,83 80%
Q[5,00] em 30s 130,5 + 19,81 75%
Q[5,00] em 60s 97,7 + 16,01 81%
Q[5,00] em 90s 94,6 + 23,72 82%

Foi construido um grafico dos resultados obtidos da andlise de microdureza
versus a andlise de fosforo a fim de verificar correlacdo entre as técnicas empregadas

(Figura 33).
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Figura 33: Comparacao dos valores obtidos da inibi¢cdo da perda mineral (%) através da
microdureza do esmalte dentdrio e pela andlise quimica de fosforo das solucgdes

empregadas.

A reta obtida apresenta um bom coeficiente de correlagdo (r = 0,978); sendo

possivel comprovar a eficacia das duas analises.
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6.4.2.2. Analises de calcio

6.4.2.2.1. Avaliagdo do processo de desmineralizagdo e remineralizacdo na
auséncia e presenga de quitosana

O procedimento para encontrar a quantidade de calcio, expressa em pg, liberada
ou absorvida pelo esmalte dentdrio foi o mesmo descrito anteriormente pelo fosforo.

A quantidade de calcio (pg) liberada ou absorvida pelo esmalte dentario nas
solugdes desmineralizadora (DES) e remineralizadoras (RE) respectivamente estdo

descritas na Tabela 21.

Tabela 21: Média e desvio padrdo (n=3) da quantidade de calcio (pg) liberada (DES) ou

absolvida (RE) pelo esmalte dentario na ciclagem de pH.

Solugdo Desmineralizadora  Solu¢ao Remineralizadora

GRUPO (pH= 4,0) (pH=17,4)

Controle 469,0 + 36,15 a 106,1 £4,75 a
Q[1,25] em 30s 332,0+£33,01 b 101,2+ 11,80 a
Q[1,25] em 60s 303,2+22,38 ¢ 93,4+12,67b
Q[1,25] em 90s 3104 +£10,93 ¢ 93.4+621b
Q[2,50] em 30s 252,2+16,46d 82,4 +6,64 c
Q[2,50] em 60s 172,8 £22,05 ¢ 82,5+12,73 ¢
Q[2,50] em 90s 172,8 £26,82 ¢ 82,5+16,86 ¢
Q[5,00] em 30s 245,0 £32,50d 89,7+ 1891Db
Q[5,00] em 60s 208,8 £22,49 ¢ 108,1 £12,56 a
Q[5,00] em 90s 194,6 £22,19 ¢ 89,8 +£11,00b

Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo Teste T-
Student ao nivel de 95% de confianca (p<0,05).

A tabela 21 mostrou que a quantidade de célcio liberada e absorvida pelo
esmalte foi inferior ou semelhante as encontradas pelo fésforo o que nao estd de acordo
com a estequiometria da hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),] a qual apresenta na sua

composicao 40% de calcio e 18% de fosforo. Portanto, a quantidade de calcio
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encontrada deveria seguir esta propor¢do visto que a hidroxiapatita representa a por¢ao

mineral do esmalte dentario.

6.4.2.2.2. Comparagdo dos valores de microdureza e calcio

Os valores da microdureza e das analises de calcio foram comparados com base
nos resultados encontrados para a inibi¢do da perda mineral (%) e estdo descritos na
tabela 18 e 22 respectivamente.

A inibi¢do da perda mineral da tabela 22 foi obtida através da perda liquida de
calcio (ACa) que corresponde a diferenca entre Capgs (quantidade de calcio liberada
pelo esmalte na desmineralizagdo) e Cagg (quantidade de calcio absorvida pelo esmalte

na reminaraliza¢do).

Tabela 22: Média e desvio padrao (n=3) da perda liquida de calcio (ng) e do percentual

de inibicao do esmalte dentario apos a ciclagem.

GRUPO ACa (Capgs — Cagg) Inibicao da
(ng) Perda Mineral (%)

Controle 469,0 £ 36,15 -
Q[1,25] em 30s 332,0+33,01 29,2 %
Q[1,25] em 60s 303,2 £22,38 35,4 %
Q[1,25] em 90s 310,4 +10,93 33,8%
Q[2,50] em 30s 2522 + 16,46 46,2 %
Q[2,50] em 60s 172,8 £22,05 63,2 %
Q[2,50] em 90s 172,8 £26,82 63,2 %
Q[5,00] em 30s 245,0 £ 32,50 47,8 %
Q[5,00] em 60s 208,8 + 22,49 55,5 %
Q[5,00] em 90s 194,6 22,19 58,5 %
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Foi construido um grafico dos resultados obtidos da analise de microdureza

versus a analise de célcio a fim de verificar correlagdo entre as técnicas empregadas

(Figura 34).
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Figura 34: Comparagdo dos valores obtidos da inibi¢do da perda mineral (%) através da
microdureza do esmalte dentario e pela andlise quimica de célcio das solugdes

empregadas.

A figura 34 mostra que embora exista correlagdo (r = 0,882) entre as duas
analises, os valores da inibicdo da perda mineral obtidos pela microdureza foram
significativamente maiores que os encontrados pela andlise de calcio. Este resultado
provavelmente deve ter ocorrido devido a falha na andlise de calcio ou pelo fato da

quitosana ter agido de forma diferente para cada ion.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e considerando as condi¢des empregadas

no presente estudo, pode-se concluir que:

o A amostra de quitosana apresenta baixo grau de desacetilagdo (65%) e

baixo grau de ordenamento (32%);

o A Tomografia por Coeréncia Optica sugere que parte da quitosana se
adere a superficie do esmalte dentario e parte penetra no mesmo através da matéria

organica localizada ao redor dos prismas;

. A quitosana nas concentragdes de 2,5 e 5,0 mg/mL penetra o esmalte

dentario até atingir o limite amelo-dentindrio;

o A quitosana interfere no processo de desmineralizagdo do esmalte
dentdrio inibindo a perda mineral, a qual ¢ influenciada pela concentracdo e tempo de

exposicao do polimero ao esmalte;
. A quitosana apresenta melhor atuacdo nas concentracdes de 2,5 e
5,0mg/mL e nos tempos de 60 e 90 segundos de exposi¢dao, ndo havendo diferenca

estatistica entre 0s mesmos.

o Os dados de microdureza e as analises de fosforo ou calcio podem ser

relacionados através do percentual de inibicdo da perda mineral.
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PERSPECTIVAS

Considerando os resultados da presente pesquisa, sugere-se que estudos futuros

sejam conduzidos com o objetivo de:

o Comparar o efeito da quitosana de diferentes origens (caranguejo,
crustaiceo e fungo) nos processos de des-remineralizagdo do esmalte
dentario;

. Avaliar a capacidade de infiltracdo da quitosana no esmalte através da
microscopia eletronica de varredura;

. Investigar o0 mecanismo de ac¢ao da quitosana no esmalte dentario;

Além disso, a realizagdo de pesquisas in vivo, que fornecam dados

complementares para uma avaliagdo mais ampla do comportamento da quitosana

aplicada ao esmalte dentario frente a desafios cariogénicos, torna-se necessaria.
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