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Resumo- A espectroscopia Raman € uma técnica ndo destrutiva de andlise qualitativa de compostos
organicos e inorganicos. No presente trabalho, esta técnica foi utilizada para avaliar a influéncia da
granulometria em amostras de dentina e esmalte bovinos em po6, parcialmente desnaturados, com o objetivo
de facilitar a visualiza¢do das bandas do modo vibracional v, do carbonato (0032'), centrado em 1070 cm™ e
do modo v; do fosfato de calcio (PO43'), centrado em 1044 cm™. Os resultados foram comparados com 0s
espectros de amostras naturais (ndo desnaturadas). Verificou-se que os espectros apresentaram diferencas
em funcdo do tamanho das particulas e de forma mais pronunciada nas amostras de dentina do que nas de
esmalte. Concluiu-se que o tamanho do grdo, associado a uma desnaturacdo parcial favorece a

visualizac@o de bandas em espectros Raman.
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Introducéo

O dente é um 6rgao composto de uma matriz
organica, formada basicamente de proteinas,
lipidios e fibras de colageno, e de uma matriz
inorgénica, constituida majoritariamente  por
hidroxiapatita, uma forma complexa de fosfato de
calcio (apatita) com hidroxila e cuja férmula
quimica € Cajp(PO,)s(OH), (TORNECK, 1994).
Ambas as matrizes estéo presentes nos tecidos da
dentina e do esmalte. A principal diferenca entre
esses tecidos esta na propor¢cdo em que a matriz
orgénica esta presente em cada um deles, sendo
bem maior na dentina do que no esmalte.

Esses tecidos podem ser caracterizados por
espectroscopia Raman, que é uma técnica que
vem sendo amplamente utilizada por ser rapida,
ndo destrutiva, e de custo relativamente baixo
(SMITH et al., 2005, FERRARO, 2003).

Uma peculiaridade, proveniente da natureza
biologica desse material, € a proximidade entre o
modo vibracional v, do carbonato (C032'), centrado
em 1070 cm™ [ref], e 0 modo vibracional v; do
fosfato de calcio (PO43'), centrado em 1044 cm™
[ref]. Essa proximidade resulta numa sobreposicao
de bandas no espectro Raman, o que dificulta sua
identificacdo. Em nosso trabalho anterior,
verificou-se que, nos espectros de amostras na
forma de pé, a identificacdo de banda é mais facil
do que nos espectros de amostras em bloco. O
objetivo do presente trabalho foi, entdo, avaliar se
a influéncia da granulometria na facilidade de
identificacdo de bandas dos espectros Raman de

esmalte e dentina  bovinos

desnaturados.

parcialmente

Metodologia

As amostras foram preparadas a partir de
dentes bovinos recentemente extraidos e
conservados em solugdo fisiolégica de NaCl a
0,9%. Cortes vestibulo-lingual foram feitos na
direcdo sagital do dente, resultando em l&minas de
aproximadamente 0,7 mm de espessura,
utilizando uma maquina de corte de baixa rotacdo
(ISOMET 1000, Buehler Ltd., IL, USA) com disco
adiamantado de 10 cm de didmetro e 0,3 mm de
espessura (ISOMET 11-1180, Buehler Ltd., IL,
USA). Com o auxilio de um alicate de corte,
separou-se 0 esmalte da dentina. Os tecidos
foram entdo moidos, separadamente, com o
auxilio de um pistilo em almofariz (Figura 1 (a)).

(@ (b)
Figura 1:(a) processo de moagem e (b) coluna de
peneiras.

XIV Encontro Latino Americano de Iniciacao Cientifica e

X Encontro Latino Americano de Pés-Graduagao — Universidade do Vale do Paraiba



XIVINIC X.EPG
Encontro Latino Americano
de P6s Graduacgao

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica

Os po6s obtidos passaram por uma coluna de
peneiras com diferentes malhas (Figura 1 (b)),
para separar as amostras em funcéo do tamanho
dos graos. Foram, assim, montados quatro grupos
de esmalte e quatro grupos de dentina,
classificados da seguinte forma: grupo 1: gréos
entre 177 pm e 105 yum; grupo 2: graos entre 105
pm e 74 ym; grupo 3: entre 74 um e 62 uym, e
grupo 4: entre 62 um e 44 um.

Os p0s de cada grupo foram analisados em um
espectrometro FT-Raman (RFS 100, Bruker), do
LEVB-UNIVAP, com os seguintes parametros: 100
mW de poténcia do laser de excitacdo (Nd:YAG,
1,06 pm), 100 varreduras por ponto, resolucao
espectral de 4 cm™, em cinco pontos por amostra,
na regido entre 100 cm™ e 4000 cm™. Os
espectros médios de cada grupo foram
comparados com o0s espectros de dentina e
esmalte em bloco do trabalho anterior (ROVETTA,
2008).

Para a desnaturacdo (remocdo da parte
organica) das amostras, foi preparada uma
solugédo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 6,0%,
utilizando o método de titulagdo volumétrica.

O processo de desnaturacdo foi feito
colocando-se dentina e esmalte, em po, de cada
grupo, em tubos cénicos (Figura 2 (a)), aos quais
foram adicionados 100 pL da solucdo de
hipoclorito de sédio a 6 %. As amostras ficaram
em contato com a solugao por 5,5 minutos.
Durante este periodo, os tubos foram
constantemente homogeneizados, para assegurar
gue todo o p6 estava em contato com a solucéo, e
evitar a formacé&o de bifases (Figura 2 (b)).

@
(@ (b)
Figura 2: (a) adicdo da solucao de hipoclorito de
sédio e (b) solu¢cdo em contato com o p6é formando
duas fases.

Decorridos os 5,5 minutos, as solu¢des foram
versadas em um funil com papel filtro. O po
resultante foi, entdo, lavado com agua destilada e
mantido no interior de uma capela de fluxo
laminar, a temperatura ambiente, durante 24 horas
para a secagem.
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As amostras desnaturadas dos grupos de
dentina e de esmalte foram colocadas em porta-
amostras de aluminio para a obtencdo dos
espectros Raman, com 0S mesmos parametros
das amostras que ndo sofreram o tratamento de
desnaturacéo.

ApOs a obtencao dos espectros, deu-se inicio a
fase de  pré-processamento dos dados.
Inicialmente, para cada grupo, foi feita a média
aritmética dos cinco espectros de cada amostra.
Em seguida, as linhas de bases foram corrigidas
pelo método de Rubberband (VICKREY, 1983) e a
curva, suavizada com o filtro de Savitsky-Golay
(FERRARO, 2003) (ajuste polinomial de quarta
ordem) com uma janela de dez pontos. Por ultimo,
os espectros foram normalizados vetorialmente.

Resultados

A Figura 3 mostra o0 espectro Raman do
esmalte natural. Observa-se que, de um modo
geral, os espectros relativos as amostras dos
grupos 1 e 2 apresentaram menos ruido que o0s
dos grupos 3 e 4. Na regido das bandas do modo
v; do fosfato e do carbonato, nota-se que todos os
grupos apresentaram boa visualizacao.
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Figura 3: Espectro Raman de esmalte natural.

Para o esmalte desnaturado (Figura 4), os
espectros apresentaram menos ruido, quando
comparados aos de esmalte natural. Visualmente,
as bandas de fosfato e carbonato também estao
igualmente bem delineadas para todos 0s grupos.
Observa-se também que o pico de 2938 cm™,
referente a matriz organica de colageno,
desaparece, quase que por completo, comparado
ao espectro do esmalte natural, o que comprova a
acédo da solucéo desnaturante.

Estes resultados sugerem que os tamanhos de
grdo avaliados sdo equivalentes para a
identificacdo das bandas do modo v; do fosfato e
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do carbonato do esmalte, tanto o desnaturado
guanto o natural.
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Figura 4: Espectro Raman de esmalte
desnaturado.
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Figura 5: Espectro Raman de dentina natural.

Diferentemente do esmalte, as distingdes entre
grupos foi mais perceptivel na dentina. Para a
dentina natural (Figura 5), o espectro do grupo 1
apresentou a banda de CO,” mais intensa e
melhor definida. Ja a banda do modo v; do PO,*
mostrou-se muito pouco definida. Nos espectros
dos grupos 2 e 3, tanto a banda do modo vz do
PO, gquanto a do carbonato apareceram
relativamente bem definidas, com ligeira vantagem
para o grupo 2, em que ambas as bandas ficaram
um pouco mais intensas. Inversamente, no
espectro do grupo 4, essas duas bandas
perderam, quase completamente, a definicao
visual.

No espectro das dentinas desnaturadas (Figura
6), comparado ao espectro de dentinas naturais,
foi possivel visualizar nitidamente a reducao de
efeitos de fluorescéncia no espectro como um todo

IVUINIC Jr

Encontro Latino Americano

de Iniciagdo Cientifica Junior

e a boa definicdo visual da banda de carbonato
(1070 cm™) de todos os grupos. O espectro do
grupo 3 apresentou melhor definicdo visual do pico
do modo v; de fosfato, maior intensidade da banda
relativa ao modo v; do carbonato e também foi o
gue mostrou a menor intensidade na banda de
colageno, sugerindo que a solugdo desnaturante
foi mais efetiva para esse grupo.
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Figura 6: Raman de dentina

desnaturada.

Espectro

Discussao

Embora a matriz inorganica do dente seja
constituida majoritariamente por hidroxiapatita,
sabe-se que outras formas de apatita podem estar
presentes: fluoroapatitas, cloroapatitas, e apatitas
carbonatadas (SAKAE, 2006; WENTRUP-BYRNE
et al.,, 1997), além de outras fases de fosfato de
calcio: a- e B-Caz(PO,), e fosfato de tetra-calcio
(LIN et al., 2001). Na dentina, por exemplo, essas
fases podem ser formadas por tratamento térmico
(LIN et al., 2001), que podem ser induzidas por
irradiacdo com lasers (LIU et al.,, 2007, FOWLER
et al., 1986) e, na odontologia, estas mudancas de
fases visam aumentar a forca de ligacdo de
materiais restaurativos e promover maior
resisténcia do dente a dissolucao acida (KLOCKE
et al., 2007, FEURSTEIN et al., 2005, WHEELER
et al., 2003). Assim, a importancia da facilidade de
identificacdo dos modos normais de vibracdo do
PO,> é inquestionavel.

Na hidroxiapatita, o fon CO5” pode substituir ou
o ion OH ou o fon PO,* (WENTRUP-BYRNE et
al., 1997), provocando deformacbes na rede
cristalina e resultando em fases menos estaveis e
mais solUveis em acido (LIU et al., 2007), o que
torna o dente mais susceptivel a carie.
Consequientemente, a caracterizacdo da banda de
carbonato também é relevante.
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Ja a utlizacdo de solucdes alcalinas de
hipoclorito de sédio (NaOCIl) em tecidos dentais
duros também nao é recente. Na pratica clinica de
tratamento de canais dentarios, o hipoclorito é
utilizado para a remogdo de residuos de tecidos
organicos (GROSSMAN, 1981). A concentracio
de 6,5%, a solucao de NaOCI também tem sido
utilizada para a remocdo de residuos protéicos,
para a avaliacdo dos tecidos dentais por diferentes
técnicas de microscopia (MARSHALL et al., 2001,
GRUVERMAN et al, 2007, HABELITZ et al.,
2002).

Dado o baixo teor de matriz organica (da ordem
de 2% em volume) no esmalte dental, os
resultados semelhantes obtidos para o esmalte
natural e o desnaturado ja eram esperados e
sugerem que a desnaturagdo nao é imprescindivel
para a visualizacdo das bandas dos modos
vibracionais v; do fosfato e v, do carbonato.

Para a dentina, o aumento de intensidade
observado na banda de C032' da amostra nédo
desnaturada concorda com os resultados obtidos
por Tsuda et al. (1996). J4 a correlacdo do nivel
de ruido por fluorescéncia com o teor de matriz
organica na dentina ja havia sido observada por
outros autores (PENEL et al., 1998, LIU et al.,
2007 e TSUDA et al.,, 1996). E a combinacéo
desses dois fatores auxilia a visualizacdo da
banda v; de carbonato.

Com relacéo as granulometrias avaliadas neste
trabalho, os resultados obtidos sugeriram a
inexisténcia de um tamanho de gréo preferencial
para os espectros de esmalte, o que também pode
ser justificado com base no baixo teor da matriz
organica. Para a dentina natural, o fato dos grupos
2 e 3 (gréos nos intervalos 105-74 pm e 74-62 pm,
respectivamente) apresentarem melhor
visualizacdo pode estar relacionado com o
didmetro do feixe do laser de excitacdo (100 pm)
do espectrdbmetro Raman. Para a dentina
desnaturada, a melhor visualizacdo das bandas v;
do fosfato e v; do carbonato pode ser atribuida ao
fato dos graos do grupo 3 (74-62 um), além de
terem sido melhor desnaturados, foram os que
apresentaram menor variagdo de tamanho,
comparado aos outros grupos avaliados.

Conclusao

Os espectros Raman de esmalte, tanto natural
gquanto desnaturado, apresentaram bandas
relativas ao modo v; do fosfato e ao carbonato
semelhantemente bem definidas, permitindo
concluir que os tamanhos de grdo avaliados
(44 ym — 177 pm) sao equivalentes para a
identificacdo dessas bandas. Além disso, o baixo
teor de matriz organica no esmalte torna
desnecessaria a desnaturacao dessas amostras.
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Para a dentina, as diferencas foram
visualmente mais significativas e, embora os
grupos 2 e 3 tenham apresentado resultados
proximos para a dentina natural, concluiu-se que o
grupo 3 (62 um) foi o que apresentou maior
facilidade de identificacdo visual das bandas de
interesse. Neste caso, a desnaturacdo parcial
também contribuiu para a melhor visualizagcdo do
espectro como um todo.
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