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EFEITO DO MODO DE APLICA:C}AO DE UMA SQLUCAO DE NANOQUITOSANA
NA INFILTRACAO E COLORACAO DO ESMALTE

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi analisar in vitro o efeito da aplicacdo de uma solucao
de nanoquitosana no esmalte dentéario, sobre a cor do dente e sua capacidade de
infiltracdo. Dentes molares integros extraidos por indicacdo periodontal foram
armazenados em timol, ap6s serem limpos com banho sénico em agua destilada e
raspagem da porcdo radicular e submetidos a aplicacdo de solucdes de
nanoquitosana em sua face vestibular. As amostras foram divididas em dois grupos:
uma com aplicacao previa de acido fosforico a 37% e outra sem aplicacdo do acido
e submetidas a analise por espectrofotometria. Foi observado que os dentes
obtiveram uma coloragcdo com aspecto mais claro ap6s o uso da solucdo de
nanoquitosana, independente do prévio condicionamento acido do esmalte. Em
seguida os dentes foram seccionados em uma espessura de aproximadamente 1mm
para verificacdo da capacidade de infiltracdo da solucdo no esmalte através do
FTIR. Foi concluido que a solucdo de nanoquitosana testada, que possui alto
potencial preventivo na perda do esmalte dentario pode ser usado sem prejuizo
estético nos dentes, com relacdo as andlises de FTIR, foram encontradas bandas
atribuidas a presenca da solugcdo de quitosana sobre a superficie de esmalte,
indicando que a solucdo conseguiu penetrar no esmalte dentario.

Palavras-Chave: Quitosana. Nanoparticulas. Esmalte dentario.
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1 INTRODUCAO

O esmalte dentario é o tecido mais mineralizado do organismo, de origem
ectodérmica e formado por células do epitélio interno do 6rgdo do esmalte,
recobrindo a coroa dos dentes (KATCHBURIAN, 1996). Tem uma estrutura rigida a
mais mineralizada do corpo humano, constituida 95% de minerais, 4% de agua e 1%
de matriz organica. O mineral predominante € a hidroxiapatita integrante da familia
dos sais de fosfato de calcio, que possui um material translucido de cor branco-
amarelada resultante da dentina (WOLINSKY, 1992; LIPPERT; PARKER; JANDT,
2004). O esmalte é organizado em prismas com 3-6 micrometro (um) de diametro,
gue sdo compostos de cristais de hidroxiapatita hexagonais, com largura média de
68,3 nandmetro (nm), e uma espessura média de 26,3 nm (ARNAUD, 2010). A
superficie externa do esmalte € composta por uma camada fina e homogenea na
gual os cristais de hidroxiapatita estdo paralelos entre si, esta camada é dita
aprismatica e exibe uma dimensao em torno de 100 um. A maior parte do esmalte é
formada por prismas ou bastonetes, cada prisma se origina na juncdo entre a
dentina e o esmalte, limite amelo-dentindrio, e segue até a regido proxima a
superficie do esmalte (DOMINGUEZ-MEDINA; GONZALEZ-LOPEZ; MENENDEZ-
NUNEZ, 2002).

Entre cada prisma ha uma matriz organica constituida por proteinas lipideos e
agua, dessa forma, ainda que o esmalte pareca extremamente duro e bem
mineralizado, sua supereficie € porosa, permitindo a passagem de ions pequenos,
de sobdio, potassio, magnésio e flior. Sendo a solubilidade da hidroxiapatita
dependente da temperatura, do ph e das ligacdes idnicas do solvente adjacente ao
cristal, alteracdes nesse parametro podem levar a solubilidade dos cristais. O
esmalte encontra-se em um estado constante de mineralizacdo e desmineralizacao
em condicdes fisioldgicas, no entando, quando o chamado “potencial hidrogeniénico
(pH) critico” de 5,5 é atingido, a solubilidade é aumentada e a dissolugdo ocorre
(LIPPERT; PARKER; JANDT, 2004; FEATHERSTONE, 1999).

A erosdo € um tipo de lesdo cervical ndo cariosa que se desenvolve como
consequéncia da perda de estrutura dental causada por acdo quimica, sem o
envolvimento de bactérias e pode ter origem intrinseca ou extrinseca (ECCLES,

1979; SOUZA. et al.,, 2010). Ela comeca com a desmineralizagcdo das camadas
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superficiais do esmalte, podendo evoluir para perda importante de estrutura dental.
Qualquer substancia acida com pH inferior ao critico pode dissolver os cristais de
hidroxiapatita (GRIPPO; SMRING; SCHREINER, 2004).

Algumas recomendacdes sao relatadas na literatura para minimizar os efeitos
da erosao dental, como por exemplo, a escovacdo com creme dental contendo flor
antes da ingestdo de substancias com baixo pH (DAVIS, 1997; CORREA, et al,
2011).

Deve-se evitar a escovacao imediata apés o consumo de sucos de frutas
citricas uma vez que o esmalte encontra-se desorganizado e pode ser removido
facilmente pela abrasdo durante a higiene bucal. O uso de canudo para a ingestao
de sucos de frutas e o corte da fruta em pedacos antes de ser consumido (ECCLES,
1979; Kina et al, 2015).

A quitosana é um polissacarideo natural e altamente biocompativel, derivada
da desacetilizagdo da quitina proveniente da carapaca de caranguejo e camaréo. E
utilizada para aplicacdo na area da saude devido as suas propriedades bioldgicas
gue tem demonstrado varios resultados positivos (MAHAPOKA. et al., 2012). O seu
grau de desacetilacdo isto é, o teor de grupos amino livres, é um importante fator
gue determina as propriedades quimicas da quitosana (GANSS. et al, 2012). Além
disso vem ganhando destaque por apresentar um sistema portador eficaz para a
liberacéo de agentes bioativos (AZARGOON. et al.,2011).

A quitosana € normalmente solGvel em agua em valores de pH inferiores a 6,
e captura ions hidrogénio do meio, o que |Ihe confere uma carga positiva em pH
baixo. Esta carga positiva fornece capacidade bioadesiva a superficies
negativamente carregadas, tais como o esmalte dentario, tecido mole, membrana
celular, entre outros (PAWTLOWSKA, 1997; PETRI. et al, 2007; RINAUDO. 2006;
SEZER. et al, 2008), o que proporciona a formacdo de uma camada organica
protetora (GANSS. et al, 2011), que tem o potencial de formar multiplas camadas de
adsorcao (GUO; GEMEINHARI, 2008) e ser notavelmente persistente sob condi¢des
de ciclizacdo de pH, apesar de alteragbes conformacionais serem passiveis de
ocorrer (CLAESSON; NINHAM, 1992).

De acordo com Arnaud (2010) esta camada funciona como uma barreira
mecanica para a penetracdo de acido no esmalte, o que poderia explicar a acao da
quitosana na inibicdo da desmineralizagdo. Devido a irreversibilidade do dano ao

esmalte sob condi¢cdes naturais, o desenvolvimento de uma estratégia para prevenir
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danos ao invés de repara-los é de grande valia. Porém, nenhum estudo relatou o
efeito da aplicacdo de uma solugcdo de nanoquitosana na cor do dente, nem a
influéncia do método de aplicacdo neste resultado, portanto buscamos avaliar o
efeito da aplicacdo de uma solucdo de nanoquitosana na coloragédo do dente e sua

capacidade de infiltragdo no esmalte.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1. TIPO DE PESQUISA

Estudo longitudinal experimental, realizado no laboratorio do CERTBIO/UFCG.
2.2.MATERIAIS

Os materiais usados nessa pesquisa se encontram listados no quadro abaixo:

Quadro 1. Materiais utilizados na pesquisa.

Material Fabricante

Quitosana médio peso Sigma

Tripolisfosfato de sodio | Sigma

(TPP)

Hidroxido de sddio Neon

Acido acético Vetec

Acido fosforico 37% Biodinamica

Fonte. Autor
2.3.METODOS

2.2.1. OBTENCAO DA SOLUCAO DE NANOQUITOSANA

A solucéo foi preparada pela dissolucéo de 2,5 gramas (g) do p6é de quitosana
(Figura 1), em 500 mililitros (ml) de agua destilada com 3,75 ml de acido acético, sob

agitacao por 24 horas, 750 rotacdes por minuto (rpm) em temperatura ambiente.

Figura 1. Quitosana Sigma, retirada do acervo particular da autora.
Apoés agitacdo o pH foi balanceado em 5,5 utilizando uma solucdo de
hidréxido de sédio (NAOH), 10 g do p6 NAOH com 250 ml de agua destilada, sob

agitacdo em temperatura ambiente.
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Apés isto, uma solucdo foi preparada pela dissolucdo de 1 g de pdé de
tripolifosfato de sédio (TPP) (Figura 02) em 500 ml de solucédo de agua destilada.

Esta solucdo de TPP (75 ml) foi adicionada a solucdo da quitosana (120 ml)
sob agitacdo no Becker por 10 minutos (min) a 20 rpm. Apds o preparo a solucao foi

centrifugada por 40 min a 3500 rpm.

Figura 2. TPP sigma, retirada do acervo particular da autora.

Figura 3. Ultra turrax IKA, retirada do acervo particular da autora.
As solucdes foram entdo dividas em 6 tubos falcon, cada um contendo 30 ml

e colocadas para centrifugar por 40 min.
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Figura 4. Solucdes de quitosana a 4% em tubos falcon. Retirada do acervo

particular da autora.

Figura 5. NT 835 Centrifuga refrigerada Novatecnica. Foto retirada do acervo

pessoal da autora.

2.2.2 Obtencao das amostras

Para o experimento, dentes molares integros extraidos por indicacao
periodontal foram curetados, limpos e armazenados em Timol (CAAE
48836015.9.0000.5296). Os dentes foram divididos em dois grupos:

G1- uso prévio de acido fosforico a 37%. Aplicacdo ativa da solucdo de
nanoquitosana, esfregando micro-aplicadores intumescido com a solucdo sobre a

superficie do esmalte durante 20 segundos (6 aplicacdes).
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G2 — sem uso prévio de acido fosforico a 37%. Aplicacéo ativa da solucao de
nanoquitosana esfregando micro-aplicadores intumescidos com a solugdo sobre a
superficie do esmalte durante 20 segundos (6 aplicacdes).

A aplicagdo de nanoquitosana foi feita apenas no lado vestibular do dente,
ficando o lado palatino/lingual isento de aplicacdo (face usada como controle
negativo pareado). Na interface entre cada area analisada foi construida uma
muralha de resina composta (Resina fotopolimerizavel FGM) para delimitar a area a

ser analisada pelo espectrofotometro (Figura 06).

Figura 6. visdao superior do dente preparado para a analise de

espectrofotometria, foto retirada do acervo particular da autora.

2.2.3 Caracterizacao da cor

Com o dente dividido ao meio em sua face vestibular fizemos a primeira
analise da cor, ap0s isso aplicamos acido na porcdo mesial e deixamos a distal sem
acido, aplicamos a solucdo de nanoquitosana em seguida. Para fins de averiguar
gualitativamente o efeito da aplicacdo da solu¢cdo de nanoquitosana na cor do dente,
Com o auxilio de um espectrofotdmetro (3M, Alemanha), a cor do dente foi verificada
antes e apos a aplicacéo da solucéo.

O espectrofotbmetro foi ligado e padronizado. A ponta do aparelho foi

posicionada sobre o terco médio da superficie vestibular de cada lado avaliado.

2.24 FTIR

Para a analise da Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR, Spectrum 400, Pelkin EImer, USA) com varredura de 900 a 3500 cm’
(Figura 7), Seccionamos o dente apés a aplicacdo da solucdo de nanoquitosana
com uso do disco diamantado na peca reta, o corte foi feito no sentido horizontal,

deixando a amostra com aproximadamente 1 milimetro (mm) de espessura, a por¢cao
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do esmalte na amostra foi analisada nos lados com aplicacéo previa de acido e sem

aplicacao, separadamente.

Figura 7. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
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3 RESULTADOS

3.1.COR

O resultado do efeito da aplicacdo da solucdo de nanoquitosana na cor é
praticamente inexistente, tendo ainda clareado um nivel de croma em alguns

elementos dentarios conforme (Tabela 1).

Tabela 1 Analise da cor de dentes antes e apds a realizacédo da aplicacdo da
solucdo de nanoquitosana associada ou nao ao efeito do condicionamento prévio do

esmalte com acido fosforico a 37%.

Dentes Antes da aplicacio Depois/ sem Ac. Depois/ com Ac.
01 3m3 2m3 4L 1.5
02 3m3 B3 2m3
03 Sm3 3m3 4m3
04 S5m3 4L.2.5 4m3

3.2.INFILTRACAO

Os Espectros representativos através de FTIR nos mostra a presenca de
nanoquitosana no esmalte dentario (Figura 8 e 9).
O grupo metino (C-H) esta representada no pico em torno de 2928 cm™
O grupo amino (NH,) esté representado no pico em torno 1552 cm™,
A amida secundaria (grupo N-H) esta caracterizada na banda em torno de
1459 cm™.
O grupo metil (CH3) esta representado no pico 1413 cm™.

A estrutura de sacarideo esta representada no pico em torno de 1004 cm-".
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4 DISCUSSAO

A avaliacdo de perda mineral do esmalte pode ser realizada através da
medi¢cdo da dureza do dente, Arnaud (2010) obteve como resultado em seu estudo
gue as amostras tratadas com a solucdo de quitosana apresentaram 55-81% de
inibicdo da perda de minerais, quando comparado com o grupo de controle. Este
estudo demonstrou que a concentragao da quitosana e a duragao da exposicéo para
a sua solugcao tem um grande impacto sobre os resultados, como a concentracao de
5mg/mL era capaz de penetrar na juncdo amelodentinaria. Da mesma forma, um
creme dental a base de quitosana foi capaz de reduzir a desmineralizacdo do
esmalte em pacientes com ma higiene oral (UYSAL et al., 2011).

A duvida cientifica é que a quitosana usada nos estudos que obtiveram

resultados efetivos na prevencdo da perda de estrutura mineral do esmalte,
apresenta coloracdo acastanhada. Nenhum estudo prévio discutiu o efeito da
aplicacdo de uma solucdo de nanoquitosana na cor do esmalte dentério. Devido ao
apelo estético por parte do sorriso, o uso de uma solugcdo que amarelasse, ou
escurecesse 0 esmalte dentario inviabilizaria a sua indicacdo em larga escala,
ficando restrito para uso em pacientes hospitalizados, ou pacientes de alto risco que
nao tivessem problemas com o apelo estético do sorriso, como paciente
sindrémicos, por exemplo.
O trabalho vem mostrar que o uso de uma solucdo a base de nanoquitosana
impactou positivamente na cor do elemento dentéario, clareando levemente o seu
croma, independente da prévia utilizacdo de um condicionamento &acido da
superficie. Observamos também a capacidade de infltracdo da nanoquitasana no
esmalte dentério, que foi analisado através da Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), como resultado temos que, 0S espectros
representativos do esmalte dentario através de FTIR, esmalte dentario com
aplicacao previa de acido a 37% e os Espectros representativos do esmalte dentario
através de FTIR, esmalte dentario sem a aplicacdo previa de acido a 37%,
representam 0s picos observados em esmalte ap0s exposicdo a solucdo de
nanoquitosana.

As vibracdes de alongamento tipicas do grupo metino (C-H) da quitosana
estdo representadas no pico em torno de 2928 cm™(Alhosseini, 2012). O grupo
amino (NH,) esta representado no pico em torno 1552 cm™(Li. et al, 2009),
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enguanto que a amida secundaria (grupo N-H) esta caracterizada na banda em
torno de 1459 cm™ (ALHOSSEINI, 2012). O modo de deformacado simétrica do grupo
metil (CHs) esta representado no pico 1413 cm™. A estrutura de sacarideo, como a
unidade repetida da quitosana, esta representada na banda em torno de 1004 cm-
L(ALHOSSEINi, 2012).

Os testes realizados no esmalte com aplicacdo previa de acido fosforico a
37% e sem aplicacdo previa de acido fosférico a 37% apresentam resultados
semelhantes demonstrando que a aplicacdo previa de acido fosférico ndo tem
interferéncia na penetrabilidade da nanoquitosana no esmalte dentério.

A limitacdo deste estudo é que nao foi possivel realizar analises do nivel de
comportamento do esmalte frente a estimulos de variacdo quimica ou mecanica que

levariam o esmalte a perda de sua estrutura mineral.
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5 CONCLUSAO

Com os dados obtidos pode-se afirmar que o efeito da aplicagdo de uma
solucdo de nanoquitosana sobre o esmalte dentario foi ausente ou levemente
positivo na cor, ndo tendo implicacdes estéticas no croma do elemento dentario, com
relacdo as andlises de FTIR, foi encontrado picos atribuidos a presenca da solucéo
de nanoquitosana infiltrados no esmalte, no entanto mais estudos serdo necessarios
para que a aplicacdo desta solugdo possa ser consolidada (erosdo, prevencao da

cérie).
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze in vitro the effect of applying a nanoquitosana
solution in the enamel on the tooth color and its infiltration capacity. Teeth intact
molars extracted by periodontal indication were stored in thymol, after being cleaned
with ultrasonic bath in distilled water and scraping the root portion and submitted to
application nanoquitosana solutions in their labial surface. The samples were divided
into two groups: one application provided phosphoric acid at 37% and one without
application of acid and examined by spectrophotometry. It was observed that the
teeth staining obtained a clearer appearance after use of nanoquitosana solution,
regardless of preconditioning enamel acid. Then the teeth were sectioned at a
thickness of approximately 1mm to check the solution infiltration capacity of the
enamel by FTIR. It was concluded that nanoquitosana solution tested, which has
high preventive potential in the loss of enamel can be used without the aesthetic
harm the teeth with respect to analysis of FTIR, found bands attributed to the
presence of chitosan solution on the enamel surface indicating that the solution could
penetrate the tooth enamel.

Keywords: Chitosan. Nanoparticles. Dental enamel
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