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Resumo - Os dentes humanos sdo compostos basicamente de esmalte e dentina. A dentina € um tecido
mineralizado que forma o corpo do dente, quimicamente € composta de 70% de material inorganico, 18% de
matéria organica e 12% de agua. A porgdo inorganica é composta basicamente de cristais de Hidroxiapatita,
e fosfatos de caIC|o amorfos. A espectroscopla Raman consegue identificar os modos vibracionais destes
compostos (PO4 , OH, HPO4 e CO3 ), sendo que um dos problemas que apresenta é a radiagdo da
fluorescéncia, fendmeno relacionado a niveis de energia das camadas eletrénicas das moléculas. O objetivo
deste trabalho foi estudar os componentes da dentina utilizando a espectroscopia Raman dispersiva e FT-
Raman. Para a realizagao deste trabalho utilizaram-se trés sistemas Raman (514.5, 785 e 1064nm) e 12
dentes humanos terceiros molares erupcionados e higidos. Os espectros obtidos apresentaramse
diferenciados, observando uma alta radiagdo de fluorescéncia nos sistemas 514.5 e 785 nm. O sistema FT-
Raman identificou com maior resolugdo a presengca de bandas relacionadas ao componente fosfato e

hidroxiapatita.
Introducao

Os dentes humanos sao compostos
basicamente de esmalte e dentina, sendo
considerados materiais organicos e inorganicos
respectivamente. A Dentina é um tecido
mineralizado de natureza conjuntiva, que forma o
corpo do dente, sendo recoberta pelo esmalte na
por¢gao coronaria e pelo cemento na porgao
radicular. Aloja em seu interior a polpa com a
qual esta intimamente relacionada [1]. Configura
um dos tecidos mais duros do organismo sendo,
porém menos mineralizado que o esmalte,
apresenta consideravel elasticidade, devido ao
arranjo em rede de suas fibras colagenas, o que
permite a absorgao de forgas mastigatérias [2].

Quimicamente a Dentina é composta por cerca
de 70% de material inorganico, 18% de matéria
organica e 12% de agua, embora esta
composi¢ao varie devido a deposi¢cao continua e
progressiva de minerais apés a formagédo e
erupgao do dente. A porgao inorgénica constitui-
se principalmente de cristais de Hidroxiapatita
sendo que, cada cristal € composto por milhares
de unidades moleculares tendo como formula

Caqp (PO4)s (OH),. Estdo também presentes
fosfatos de calcio amorfos em maior quantidade
no tecido recém-formado do que no tecido
maduro ou velho, além de pequenas quantidades
de carbonatos, sulfatos e elementos como fluor,
cobre, zinco e ferro. A porgao organica consiste
principalmente de fibras colagenas (93%)
dispostas em pequenos feixes, que por sua vez
sao unidos por substancias amorfas de natureza
glicoproteica, tais como, lipideos,
glicosaminoglicanas e compostos nao
identificados de proteina [3]. O estudo da dentina
e de seus componentes, ou mesmo fatores que
podem altera-los é de significante importancia,
uma vez que, a patogenia da carie se da com
maior intensidade neste tecido que se apresenta
mais susceptivel a desmineralizagdo em meio
acido. E também, para reverter quadros de
hipersensibilidade dentinaria que provocam
sensagao dolorosa manifestada em numero
consideravel de pessoas decorrente da
movimentagédo de fluidos no interior dos tubulos
dentinarios estimulando as fibras nervosas.

A maioria dos biominerais contendo
carbonatos €& também influenciada por cristais
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biolégicos. Desta forma se torna interessante o
estudo da composicdo e estruturagao desses
biominerais [4-5]. A substituicdo de dois tipos de
carbonatos € descrita como componentes
sintéticos: tipo A (OH" substituido por 0032') e tipo
B (PO43' substituido por Cng'). Previamente
estudos envolvendo espectroscopia Raman em
carbonatos  reportaram  discrepancias em
numeros de bandas relacionadas ao PO,
Apesar destas discrepancias, duas bandas
consistentemente foram evidenciadas em 1070
cm'1(tipo A) e em 1046 cm'1(tipo B), sendo estas
presentes na dentina [6]. Encontram-se presentes
na dentina 5 a 8% de carbonatos distribuidos em
tipo A e B, embora o tipo B se encontre em maior
espécime. A existéncia de ions HPO42', ions de
fosfato, carbonato e fosfatos de calcio foram
também estabelecidos [7-9].

A espectroscopia Raman, por estar
relacionada a vibragdes de ligagbes moleculares,
consegue identificar os modos vibracionais dos
compostos PO43', OH/, HPO42' e COgZ'. Um dos
problemas para o estudo de dentina por
espectroscopia Raman ¢é alta radiagdo de
fluorescéncia, relacionada a vibragbes de
componentes organicos. Pelo fato da presenca
desta radiagdo, utilizam-se comprimentos de
ondas de excitagdo maiores, aproximando da
regido do infravermelho.

Pensando na importancia deste estudo, o
objetivo deste trabalho foi observar os
componentes principais da dentina, com a
espectroscopia Raman, mostrando as diferengas
e limitagbes de cada técnica para melhor
compreensao das vibragbes moleculares das
estruturas presentes na dentina humana.

Materiais e Métodos
Preparagao das amostras

Os dentes utilizados neste estudo foram
obtidos de doze dentes terceiros molares
humanos erupcionados e higidos. Todos os
dentes foram extraidos de pacientes que
necessitavam de extragdes como parte de seu
tratamento na clinica  Odontolégica da
Universidade do Vale do Paraiba. O protocolo
para extracdo dos dentes e o termo de
consentimento foram aprovados pelo Comité de
Etica em pesquisa da UniVap. Os dentes foram
limpos e armazenados em solugdo aquosa de
Timol a 0,1% até o momento do uso. Para
preparar as amostras de dentina, os dentes foram
lavados em &agua corrente por 24 horas para
remover os tracos de Timol. Em seguida, os
dentes foram seccionados na altura do terco
oclusal com o auxilio de um disco diamantado
montado em uma maquina de corte (Isomet 1000
- BUEHLER) com uma velocidade de 250rpm e

um peso de 100g [10]. A superficie exposta da
dentina foi entdo polida por 1 minuto com uma
lixa d’agua (n° 600 - 3M) em uma politriz (Knuth
Rotor — Struers) com refrigeragdo constante para
produzir uma camada de smear layer padréao [11].
Os dentes foram lavados em agua destilada em
um aparelho de ultra-som (Cole - Parmer 8891)
por 5 minutos para remover os residuos. Os
dentes foram novamente seccionados,
produzindo discos de dentina com uma
espessura de 4mm [10].

Instrumentagdo Raman
Micro-Raman dispersivo visiv el 514 nm

O experimento foi realizado no Centro de
Tecnologias Especiais do Instituto de Pesquisas
Espaciais Utilizou-se o equipamento fabricado
pela Renishaw, modelo 2000, com um laser de
Argbnio para a excitagdo. Como ajuste do
equipamento, focou-se o feixe laser com o auxilio
do microscépio com um aumento de 500 vezes,
posicionou-se a chave de poténcia a um filtro de
0,3 e coletaram-se espectros em trés pontos por
amostra. Como parametros para a aquisigao as
grades de dispersdo foram centralizadas a
1500cm’’ por um tempo de exposicdo de 30
segundos com cinco acumulagdes, totalizando
aproximadamente 3 minutos por espectro
coletado.

Raman dispersivo no infravermelho préximo 785
nm

O experimento foi realizado no Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento, da Universidade do
Vale do Paraiba, no Laboratério de
Espectroscopia Biomolecular. O equipamento
utilizado possui um laser de Argbnio de 5W
(Spectra  Physics Modelo 2017- 514,5nm)
bombeando um laser de estado sélido de Titanio
Safira  (Spectra  Physics Modelo  3900S),
sintonizado no comprimento de onda de 785nm
na regido do infravermelho préximo (Figura 1). O
sistema é montado sobre uma mesa Optica.
Como parametros para a coleta dos espectros,
ajustou-se a poténcia de saida do laser de
argbnio a 90mW de poténcia, chegando na
amostra aproximadamente 55mW. A coleta dos
espectros foi feita com um tempo de exposigao
de 10 segundos e 5 acumulagdes, totalizando 50
segundos por espectro coletado.

VIII Encontro Latino Americano de Iniciacao Cientifica e

303

IV Encontro Latino Americano de Pos-Graduacao — Universidade do Vale do Paraiba



Filtro Laser de Ti:Safira

Filtro Notch
Ly

Laser de Argbnio

L]:“ Detetor CCD

— ﬁ
A e e

Placa
Controladora

20 9

Computador

L,

Porta Amostras

Filtro Espacial

Figura 1 - Diagrama de Blocos do sistema Raman
dispersivo no infravermelho préximo 785 nm.

FT-Raman no infravermelho 1064 nm

O espectrometro utilizado foi o FT-Raman
(BRUKER RFS/100), do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do
Paraiba, no Laboratério de Espectroscopia
Vibracional Biomédica. Como parametros para
aquisicao utilizou um laser de Nd:YAG focado,
com um comprimento de onda em 1064nm para
excitar a amostra. A poténcia do laser incidente
na amostra foi ajustada em 200mW e 100
acumulagbes foram realizadas em 3 pontos da
superficie de cada amostra de dentina.

Resultados

Para a analise dos resultados foi realizada a
média aritmética dos trés pontos coletados por
espectro. Para a calibragdo dos espectros
coletados pelo sistema no infravermelho préximo
(785nm), utilizou-se um ajuste polinomial de
ordem 3.Como tratamento dos espectros utilizou-
se um filtro polinomial de grau 3, para melhorar a
relagao sinal-ruido.
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Figura 2 - Espectro Raman coletado pelo sistema
Micro-Raman dispersivo no visivel 514.5 nm
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Figura 3 - Espectro Raman coletado pelo sistema
Raman dispersivo no infravermelho préximo 785 nm
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Figura 4 — Espectros Raman coletados pelo sistema
FT-Raman no Infravermelho 1064 nm.

Discussoes

Os espectros apresentaram comportamentos
diferenciados, sendo que no espectro coletado
pelo sistema Micro-Raman com excitagdo no
visivel (514.5 nm) nado foi possivel observar a
presengca de bandas relacionada aos materiais
organicos (Figura 2) presentes na dentina,
permanecendo evidente a interagdo laser-tecido
biolégico, onde se observou macroscopicamente
uma total dispersdo da luz laser quando focada
nas amostras, ocorrendo um fendmeno de
reflexao.

Os sistemas Raman dispersivo no
infravermelho proximo (785 nm) e FT-Raman
(1064nm) evidenciaram as bandas vibracionais
dos substratos da dentina superficial (Figuras 3 e
4). Foram observadas as bandas da
Hidroxiapatita, dos fosfatos e do colageno, sendo
que o pico da Hidroxiapatita encontra-se com
deslocamento Raman em 961cm’™’, dos fosfatos
em 1071cm” e do colageno em 1260, 1453 e
1667cm'1, quando analisadas pelo sistema FT-
Raman em 1064nm. Ja no Sistema Raman no
Infravermelho  Préximo em  785nm, houve
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distorgcdes nas medidas, devido a calibragdo dos
espectros, onde identificou-se Hidroxiapatita em
962cm™ | fosfatos em 1071cm™’ e colageno em
1257 e 1463cm” .

As diferengas espectrais entre os sistemas
Raman dispersivo (785nm) e FT-Raman
(1064nm) estdo relacionadas a radiacdo de
fluorescéncia (background), como mencionada
anteriormente, este fenOmeno consiste em um
dos problemas quando se estudam materiais
biolégicos utilizando a espectroscopia Raman.

Uma outra diferenga observada entre os trés
sistemas Raman foi a detecgdo de modos
vibracionais relacionados com matéria organica,
com deslocamentos das ligagdes C-H em 2882,
2940 e 2978cm” [12]. Esta regido do espectro foi
somente identificada no sistema FT-Raman
(1064nm) (Figura 5).
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Figura 5- Espectro de modos vibracionais relacionados
com a matéria organica, somente identificados pelo
sistema FT-Raman no infravermelho.

Conclusao

A interagdo laser-tecido biolégico esta
relacionada ao comprimento de onda de
excitagdo, onde se evidencia a utilizagdo de
comprimentos de onda na regido do
infravermelho (1064nm) para nao excitar a
radiacdo de fluorescéncia associada aos niveis
de energia das camadas eletrbnicas das
moléculas. O sistema de espectroscopia FT-
Raman apresentou melhores resultados no
estudo dos componentes biomoleculares da
dentina, identificando com maior resolugdo a
presenca de bandas relacionadas ao componente
fosfato e hidroxiapatita, abrangendo uma maior
area do espectro com mais informagbes para o
estudo da dentina humana.
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