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RESUMO

A cérie dentéria é uma doenca multifatorial que apresenta como principal agente
etiolégico a bactéria Streptococcus mutans. O fldor (F), por sua vez, destaca-se na
prevencao desta doenga como remineralizante e antimicrobiano. Assim, a sintese de
hidroxidos duplos lamelares fluoretados - Mg, Al — F HDL visa a possibilidade de reunir
esses elementos, dispostos em lamelas de dimensdes nanométricas, para avaliacao
do seu potencial anticariogénico. Objetivou-se, portanto, a sintese, caracterizacéo e
avaliacao do potencial anticariogénico in vitro de hidroxidos duplos lamelares (HDLS)
fluoretados (Mg, Al - F HDL) sobre S. mutans. A sintese dos produtos seguiu o método
de troca idnica a partir de um HDL precursor contendo cloreto como anion interlamelar
(Mg, Al — Cl HDL) em trés variacdes: 1) micrométrico — grupo 1, 2) nanomeétrico
suspensao coloidal — grupo 2 e 3) nhanométrico po6 resultante — grupo 3. Foram ainda
analisados: tempo de agitacdo (2 e 24h) e temperatura (25 e 40°C), com obtencéao
dos seguintes produtos: Mg, Al — F HDL-F 2h25°C; Mg, Al — F HDL-F 24h25°C; Mg,
Al — F HDL-F 2h40°C e Mg, Al — F HDL-F 24h40°C para cada grupo, totalizando 12
produtos. Precursores e produtos foram caracterizados de forma estrutural, térmica e
morfolégica. Para tanto, foram utilizadas as técnicas de espectrometria de
fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX), difracdo de raios X (DRX),
espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), potenciometria
com eletro ion-especifico de flior para quantificacdo do fltor total (HMDS), analise
termogravimétrica (TGA) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). Foi realizada
a analise de cinética de liberacdo do fluoreto dos produtos tanto em pH 5,5 e 7,0 ao
longo de 21 dias. A avaliacdo microbiologica seguiu-se através dos métodos de
difusdo em agar e microdiluicdo em caldo e em agar BHI utilizando cepas de S. mutans
(ATCC 25175) em concentragbes de 1000 e 200 pg/mL das solugdes testadas. A
avaliacdo estrutural confirmou a obtencéo de produtos fluoretados com razdo molar
3:1, cristalinos, com predominancia de agua e ions carbonato. As curvas de andlise
térmica revelaram produtos fluoretados mais estaveis em comparacdo aos HDLs
precursores. As micrografias revelaram imagens de aglomerados irregulares,
disformes e de aspecto foliar. Com relacao a liberacéo de flior, de modo geral, o meio
acido implicou em maiores valores de liberacao desse ion e as curvas predominantes
compreenderam perfis logaritmicos e dentre os produtos, destacou-se Mg, Al— F HDL-
F 24h25°C do grupo 3, com 46,6 (pH 5,5) e 45,7% (pH 7,0) ao final do ensaio. Por fim,
a avaliacdo microbiologica revelou ineficacia dos produtos frente ao S. mutans nas
concentracOes testadas. Tendo em vista 0 exposto, concluiu-se que houve éxito na
obtencao dos HDLs fluoretados e que estes podem ser promissores como um novo
agente em nanoescala a ser utilizado no controle da carie dentaria. Para isso, séo
necesséarias avaliacbes acerca do potencial remineralizante e da atividade
antimicrobiana em outras concentracdes, com vistas em elucidar melhor sua acao.

Palavras-chave: nanotecnologia; argila; flior; carie dentaria.



ABSTRACT

Dental caries is a multifactorial disease with S. mutans as the main etiological agent.
Fluoride (F’), in turn, stands out in the prevention of this disease in a remineralizing
and antimicrobial way.Thus, the synthesis of layered double hydroxides fluoride - Mg,
Al - F HDL aims at the possibility of combining these elements, arranged in nanoscale
lamellae, to evaluate their anticariogenic potential. The aim of the present study was
the synthesis, characterization, in vitro, and microbiological evaluation of layered
double hydroxides (HDLs) fluoride (Mg, Al-F HDL), aiming the prevention of dental
caries. The synthesis of these products followed the ion exchange method from a
precursor HDL containing chloride as interlamellar anion (Mg, Al - Cl HDL) in three
variations: 1) micrometric — group 1, 2) nanometric colloidal suspension — group 2 and
3) nanometric resulting powder — group 3. The following parameters were analyzed:
agitation time (2 and 24h) and temperature (25 and 40 ° C), obtaining the following
products: Mg, Al - F HDL - F 2h25 ° C; Mg, Al-F HDL-F 24h25 ° C; Mg, Al - FHDL - F
2h40 ° C and Mg, Al - F HDL - F 24h40 ° C for each group, totaling 12 products.
Precursors and products were characterized in structural, thermal and morphological
form. The X-ray fluorescence spectrometry (EDX), X-ray diffraction (XRD), Fourier
Transform Infrared Spectrometry (FTIR), fluorimetric electrophoresis potentiometry for
quantification (HMDS), thermogravimetric analysis (TGA) and scanning electron
microscopy. (SEM). The fluoride release kinetics of the products were performed at pH
5.5and 7.0 over 21 days. The microbiological evaluation was followed by disc-diffusion
methods in agar and microdilution in broth and agar using strains of S. mutans (ATCC
25175) at concentrations of 1000 and 200 pg/mL of the solutions tested. The structural
evaluation confirmed the obtaining of fluoride products with a 3:1 molar ratio,
crystalline, predominantly water and carbonate ions. Thermal analysis curves revealed
more stable fluoride products compared to precursor HDLs. The micrographs revealed
images of irregular, distorted and leafy clusters. In relation to the fluoride release, the
acid medium generally implied higher ion release values and the predominant curves
comprised logarithmic profiles and among the products, Mg, Al-F HDL-F 24h25 ° C of
the group 3, with 46.6 (pH 5.5) and 45.7% (pH 7.0) at the end of the assay. Finally, the
microbiological evaluation revealed inefficacy of the products against S. mutans at the
concentrations tested. In view of the above, it was concluded that fluoridated HDLs
were successful and they can be promising as a new nanoscale agent to be used in
the control of dental caries. For this, assessments are required regarding the
remineralizing potential and antimicrobial activity in other concentrations in order to
better elucidate its action.

Keywords: nanotechnology; clay; fluorine; dental caries.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a nhanotecnologia tem atraido o interesse da comunidade
cientifica na busca por inovacfes tecnologicas através do desenvolvimento de
materiais cada vez mais complexos e bem mais definidos. Para tal, os pesquisadores
fazem uso de materiais em escala hanométrica, em que o prefixo “nano” significa em
grego “anado” e um nanémetro significa a bilionésima parte do metro, ou ainda um
milionésimo de um milimetro (BISPO, 2010; HUANG et al., 2008; LEDO; HOSSNE;
PEDROSO, 2007).

Assim, esse ramo de estudo, de modo multidisciplinar permite através de uma
grande quantidade de nanomateriais a utilizacdo destes para diversos fins, como na
indUstria automobilistica, na industria téxtil, na area de cosméticos, na construcao civil,
na area da medicina, entre outros (LEDO; HOSSNE; PEDROSO, 2007). E dentre
tantos materiais em nanoescala, a aplicabilidade na saude ganha destaque com o uso
de nanosistemas ou nanocarreadores, 0s quais se apresentam de diferentes formas
e complexidades (HORTA, 2015). Logo, diante da vasta possibilidade de uso de
nanocarreadores, como escolher o mais apropriado para alguma aplicacédo
especifica?

Na &rea odontoldgica, a aplicagdo da nanotecnologia abrange a prevencao, o
diagnoéstico e a terapéutica de doencas (MIRSASAANI et al.,, 2013; ALKAHTANI,
2018; PRIYADARSINI; MUKHERJEE; MISHRA, 2017; SCHMALZ et al., 2017). A carie
dentaria, portanto, cujo principal agente etiolégico € a bactéria Streptococcus mutans,
€ um problema de saude publica que ainda afeta grande parte da populagdo mundial
e por esse motivo estudos que envolvem novas tecnologias e/ou novos materiais com
propriedades antimicrobianas e remineralizantes visando a reducéo desta doenca,
ganham destaque na literatura (CASAGRANDE, 2010).

Nesse contexto, efeitos antibacterianos de metais, como a prata (Ag), o calcio
(Ca), o niquel (Ni), o zinco (Zn) e o aluminio (Al), jA vém sendo estudados contra o S.
mutans (CASAGRANDE, 2010; SEVINC e HANLEY, 2010; WEIR; CHOW; XU, 2012).
E, dentre os referidos elementos, a prata (Ag) e o niquel (Ni) jA mostram resultados
positivos contra esse microrganismo (CASAGRANDE, 2010).

Cabe ressaltar ainda que o ion fluoreto (F") é reconhecido por ser o principal

responsavel pelo declinio da carie dentaria em paises desenvolvidos e também no
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Brasil atuando principalmente no processo de remineralizacao dentéria (CARDOSO;
REIS; SERRATINE, 2004; CASCAES et al., 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
O fluoreto é incorporado em diversas preparacdes farmacéuticas e cosméticas, a
exemplo de dentifricio, gel, verniz e solu¢cdo para bochecho (THEISS et al., 2014).
Além disso, o flior! também tem sido recomendado nas aguas de abastecimento
publico desde a década de 70, por meio da Lei Federal n° 6.050 de 1974 e da Portaria
do Ministério da Saude n° 635 do ano seguinte, que estabeleceram os padrbes para
a operacionalizacdo da medida, incluindo os limites recomendados para a
concentragéo do fluoreto em razéo da média das temperaturas diérias.

Porém, apesar de todo o esfor¢o para reduzir a carie dentaria, ainda ndo ha
na literatura informacdo disponivel a respeito do potencial antimicrobiano e
remineralizante de cations di e trivalentes associados ao anion fluoreto frente ao
principal microrganismo responsavel por essa doencga.

Com base no exposto e, diante da possibilidade de reunir em um mesmo
composto cations metalicos e o anion de interesse, este trabalho propde a preparacao
e caracterizacdo de nanoestruturas de hidroxidos duplos lamelares (HDLS)

fluoretados, visando a prevencado dessa patologia bucal.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanotecnologia na saude

Atualmente, a nanotecnologia € uma das areas mais promissoras de pesquisa,
gue vem sendo aplicada em diversos campos do conhecimento e, por conseguinte,
tem trazido muita expectativa para ciéncia como um todo (BORSCHIVER et al., 2005;
KHURSHID et al.,, 2015). Na saude, grandes avancos ja tém sido observados e
prometem ser potencialmente fortes para revolucionar a saude individual e coletiva no
século XXI (ANTUNES et al., 2012).

Nesse contexto, as novas tecnologias tém acelerado demasiadamente a
descoberta de compostos inovadores, com novas estratégias de processamento,

estudo de rapido rastreio, além de possibilidade de baixo custo de producao, criando

1 Forma genérica de denominacéo de ion fluoreto.
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novas estruturas que permitem aos cientistas controlar as interagées entre materiais
e sistemas bioldgicos utilizando, para tanto, particulas de dimensdes nanométricas
(ALEXANDRIDOU e KIPARISSIDES, 2002).

Em geral, os nanomateriais podem ser classificados de acordo com o tipo de
estrutura em: unidimensional (1-D), bidimensional (2-D) e tridimensional (3-D). Os do
tipo 1-D possuem uma dimensdo nanométrica: nanofibras e nanotubos, por exemplo;
os do tipo 2-D tém duas dimensdes em nanoescala: argilas e ja os 3-D com trés
dimensdes em nanoescala, compreendem as nanoparticulas e os lipossomas
(BENICIO, 2015; SAIFULLAH e HUSSEIN, 2015).

Certos nanomateriais sdo conhecidos por nanosistemas ou nanocarreadores,
0sS quais apresentam variedade de formas, tamanhos e composicdo (FIGUEIRAS;
COIMBRA; VEIGA, 2014; THORLEY e TETLEY, 2013). Ademais, conforme a
natureza da sua composicdo, os nanosistemas podem ser classificados em: lipidicos,
poliméricos ou inorganicos (THORLEY e TETLEY, 2013).

Os nanosistemas lipidicos (Figura 1) sao sistemas biocompativeis,
biodegradaveis e atéxicos, portanto, com enorme potencial para carrear farmacos
citotéxicos (OLIVEIRA et al., 2012). Compreendem os lipossomas, as nanoemulsées,
as nanopatrticulas lipidicas sélidas, assim como outros nanolipocomplexos e sistemas
lipidicos nanoestruturados. Os lipossomas foram os primeiros nanosistemas a serem
desenvolvidos (CONNIOT et al., 2014).

Figura 1 - Tipos de nanosistemas lipidicos: (A) — lipossomas; (B) —

nanoparticulas lipidicas sélidas e (C) — micelas fosfolipidicas.
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Fonte: Conniot et al., 2014.

Os poliméricos incluem as nanoparticulas poliméricas, as micelas e 0s

dendrimeros (Figura 2). Estes nanomateriais tem em comum o fato de serem
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compostos por polimeros, de origem natural ou sintética, com dimens@es entre 10-

100 nm, apresentando formas e estruturas bem variadas (HORTA, 2015).

Figura 2 - Tipos de nanosistemas poliméricos: (A) — nanoparticulas

poliméricas; (B) — micelas poliméricas e (C) — dendrimeros.

Fonte: Conniot et al., 2014.

Os nanosistemas inorganicos (Figura 3) compreendem materiais mais rigidos
variando o tamanho entre 5 - 40 nm. Os que apresentam propriedades magnéticas
podem ser utilizados na imagiologia e para diagnéstico de tumores, por serem visiveis
através da ressonancia magnética. Incluem-se nesse grupo, as nanoparticulas de
ouro, de prata e de outros metais, as nanoparticulas magnéticas, os nanotubos de
carbono e as argilas lamelares - HDL (HORTA, 2015).

Figura 3 - Alguns tipos de nanosistemas inorgéanicos: (A) - nanoparticula de ouro;
(B) -nanoparticulas magnéticas; (C) nanotubo de carbono e (D) argila aniénica —
HDL.

A B C

Fonte: Conniot et al., 2014; Cunha et al., 2010.

No campo da saude, a aplicacdo da nanotecnologia relaciona-se a prevencéo,
ao diagnostico, tratamento e controle de sistemas biologicos, tendo como objetivo

melhorar a qualidade de vida das pessoas (FREITAS, 2005). Logo, diversos estudos
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reportados na literatura, exploram a aplicacdo do uso de nanocarreadores no
tratamento de doencas, visto que esse método proporciona o transporte mais
direcionado de agentes terapéuticos para o local de acdo, apresentando vantagens
frente as terapias convencionais (HORTA, 2015; KAMALY, 2012; OLIVEIRA et al.,
2012).

Especificamente, na area odontologica, a nanotecnologia tem avancado
rapidamente e trazido novas perspectivas terapéuticas, de diagnodstico e de acao
preventiva. E, dentre as aplicacbes neste campo da saude, pode-se incluir, por
exemplo, a criacdo de placas e implantes dentarios com superficie nanoestruturada
com aumento da longevidade, biocompatibilidade e osseointegracdo; melhoramento
das resinas para fins estéticos e melhorias nas suas propriedades; nanobiosensores;
cimentos endodoénticos incorporados com nanoparticulas, entre outras finalidades
(BISPO, 2010; MITRA; WU; HOLMES, 2003; LUNA e ANDRADE, 2011; ALKAHTANI,
2018).

Além disso, a pratica medicamentosa na odontologia, também se beneficia de
nanosistemas, em que o farmaco é carreado para o tecido-alvo, promovendo o
aumento da biodisponibilidade e uma liberagdo bem controlada, podendo ser usados
no melhoramento de anestésicos locais, no tratamento de periodontopatias, na
endodontia com o uso da medicagéao intracanal e no tratamento de fibrosarcoma, por
exemplo (LUNA e ANDRADE, 2011; DEMIRBOLATA et al., 2018; RIBEIRO et al.,
2016).

Ja com relacdo ao uso de materiais nanoparticulados com foco na prevencéo
da cérie dentaria, a literatura reporta diversos estudos (CHENG et al., 2012; BEYTH,;
PILO; WEISS, 2012; SEVINC e HANLEY, 2010; KHAN et al., 2013; NGUYEN et al.,
2017), porém os resultados ainda apontam baixa acdo cariostatica destes, o que
sugere a busca por um material mais promissor e que apresente boas propriedades
anticariogénicas (MELO, 2012).

2.2 Cérie dentaria

2.2.1 A carie dentéria e a relagdo com o Streptococcus mutans
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A cérie dentéria se apresenta como um problema de salude publica e de
prevaléncia elevada, que afeta os seres humanos, mesmo apesar do grande declinio
ocorrido em todo o mundo nos ultimos anos (DZIEDZIC et al., 2013).

Considerando-se a etiologia multifatorial desta doenca de forma complexa e
dindmica, observa-se que para seu desenvolvimento ha a necessidade da colonizacao
na cavidade bucal por bactérias e da interagdo de fatores intrinsecos e extrinsecos
relacionados ao hospedeiro, como a capacidade tampéao da saliva, o pH do meio,
composicdo e morfologia dental, habitos dietéticos, higienizacdo e a estrutura
sociocultural na qual o individuo esta inserido. Fatores estes que, em conjunto,
regulam o estabelecimento e o desenvolvimento da doencga (Figura 4) (MOREIRA,;
POLETO; VICENTE, 2007; LIMA, 2007; PITTS et al., 2017).

Figura 4 - llustracdo esquematica dos fatores que determinam o desenvolvimento do

processo carioso.
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Fonte: adaptado de Fejerskov, Nyvad e Kidd (2015).

E sabido, portanto, que a sua progressdo esta diretamente relacionada a
presenca de microrganismos na superficie dentaria, porém apenas a presenca destes
nao é suficiente para o seu desenvolvimento (LEITES; PINTO; SOUSA, 2006).

Assim, a cérie dentaria (Figura 5) ocorre pela agdo de bactérias acidogénicas
e aciduricas que interagem numa comunidade formando o biofilme dental e alguns
estudos referem-se a bactéria S. mutans como o principal agente etiolégico da carie
(LEITES; PINTO; SOUSA, 2006; FEJERSKOV, 2004; BJARNASON et al., 1994;
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SULLIVAN et al., 1996). Porém mais recentemente, a literatura aponta que a presenca
desse microrganismo néao determina o desenvolvimento da doenga, mas participa no
processo considerado crénico, junto com os outros fatores ja mencionados, o que
descaracteriza a carie dentaria como uma patologia infecciosa, mas a confirma como
multifatorial e dindmica, impulsionada pela mudanca no estilo de vida do hospedeiro
e no desequilibrio da microbiota bucal (LIMA, 2007; PITTS et al., 2017; MARSH e
ZAURA, 2017).

Figura 5 - Carie dentaria.

Fonte: propria autoria, 2014.

Tomando como foco S. mutans, este é um potencial constituinte na formacao
do biofiime dental e quando em desequilibrio na microbiota oral, causa a
desmineralizacdo do esmalte do dente através da dissolucdo da hidroxiapatita, em
especial quando o pH se torna acido, devido a multiplicacdo de agentes microbianos
(ASPIRAS et al., 2010; FEJERSKOV et al., 2015). Com relacdo a taxonomia, essa
bactéria € uma das sete espécies pertencentes ao “Streptococcus do Grupo Mutans”
(EGM) e a Familia Streptococaceae. Morfologicamente é uma espécie coco gram-
positiva, anaerébios facultativos e microaerdfilos, ou seja, podem respirar na auséncia
ou na presenca de pouca quantidade de oxigénio (LEITES; PINTO; SOUSA, 2006).

Atualmente, estudos envolvendo nanotecnologia tém sido bastante utilizados,
incorporando-se nanoparticulas metalicas em materiais dentarios como estratégias
para prevenir o acumulo de biofilme dental além de promover agéo remineralizante na
estrutura dentaria, e consequentemente, prevenir a carie dentaria. A tabela 1 resume

alguns desses estudos.
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Tabela 1 - Estudos envolvendo nanotechologia com foco no controle da cérie.

Material odontolégico

Agente nanotecnoldgico Avaliacao o Referéncia
beneficiado
. Resina composta, Cheng et al., 2012
Nanoparticulas de Prata o ) ) ]
Antimicrobiana  primer, adesivo e cerdas Zhang et al., 2012
(NAgQ) e de ouro (Au) .
de escova dentéria Raval et al., 2016
Nanoparticulas de Oxido de o ) ) Sevinc e Hanley,
Antimicrobiana Resina composta 2010

Zinco (Zn0O)

Resina composta,

Nanoparticulas de
Beyth et al., 2012

polietilenoimina de aménio Antimicrobiana iondbmero de vidro e

quaternario (QA - PEI) cimento
Nanoparticulas de Fluoreto ) ) ) Xu et al., 2008
o Remineralizante Resina composta
de célcio (CaF2) Xu et al., 2010
i Resina composta,
Nanoparticulas de Fosfato ) ) ) _ _
Remineralizante adesivo e cimento de Weir et al, 2012

de Calcio (Ca-PO:) iondbmero de vidro

Nanohidroxiapatita (hano-
Lee et al., 2010

HA) ou Remineralizante ~ Resina modificada por
nanofluorhidroxiapatita cimento de iondmero de Lin etal., 2011
(nano-FHA) vidro Ebadifar et al., 2017
Nanoparticulas de 6xido de imi i : Ati
P Antimicrobiana Material protético Totu et al., 2017

titanio (TiO2)

Fonte: adaptado de Melo (2012) e Alkahtani (2017).

Nesse contexto, a medida de maior impacto para o controle do

desenvolvimento da carie tem sido o uso de meios contendo fluoretos e o declinio

dessa doenca tem sido atribuido ao uso abrangente de uma ou mais formas de

utilizacéo do flior (CURY, 2015).

2.2.2 O fluor e sua acéo anticariogénica

O fldor € um elemento essencial e necessario para a saude do homem em
pequenas quantidades e pode ser encontrado em fontes geoldgicas, industriais, nos
alimentos e na agua de abastecimento (THEISS et al., 2014, VAISS et al., 2009).
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Para a Organizagdo Mundial da Saude (2009), valores limites de até 1,5 mg/L
(ppm) do ion fluoreto (F) sdo permitidos nas 4guas de abastecimento, e exposi¢cdes
prolongadas a niveis elevados de fluoreto pode levar a fluorose dentaria (THEISS et
al., 2014; LV et al., 2006).

Na odontologia, este anion é bastante utilizado contra a carie dentaria, com
foco em sua prevencdo e controle (CARDOSO; REIS; SERRATINE, 2004;
FEJERSKOV, 2004; CURY et al.,, 2016). Diversas acdes preventivas a base de
fluoretos tem sido amplamente empregadas em programas de saude bucal coletiva, e
também em consultérios, porém a adequacdo do conhecimento cientifico acerca da
real necessidade de uso e do melhor método de aplicabilidade ainda néo é totalmente
esclarecido (CASCAES et al., 2012; FUKUSHIMA et al., 2000).

A tabela 2 representa meios de uso de fluoretos aplicados na odontologia.

Tabela 2 - Recomendagdes de uso de fluoretos na odontologia.

) Uso Uso Uso
Meios ) o o F (ppm) Recomendacgdes
coletivo individual profissional
Agua fluoretada X 0,7 Sem restricdes
Dentifricio Diariamente para
fluoretado X 1000 - 1500 todo individuo
Soluces para De acordo com o
coes p NaF 0,2% NaF 0,05% 225/900  risco ou atividade
bochecho L
de cérie
De acordo com o
Gel X 12.300 risco ou atividade
de cérie
De acordo com o
Verniz X 22.000 risco ou atividade
de cérie

Fonte: Ministério da Saude, 20009.

Ao se eleger o tipo de fluorterapia indicado para cada paciente, é necessario
compreender o mecanismo de acdo dos fluoretos e analisar as vantagens e
desvantagens do uso de cada tipo de produto. Também € necessario conhecer e
seguir a técnica de aplicacao correta de cada tipo de material para se obter o maximo
de eficacia com o minimo de risco de toxicidade (MURACAMI e BONECKER, 2010).
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Com base nesse contexto, a dose minima de F~ capaz de provocar sinais e
sintomas de intoxicagdo aguda € chamada de “dose provavelmente téxica” (DPT), que
corresponde a aproximadamente 5,0 mgF/Kg de peso corporal, enquanto a “dose
certamente letal” (DCL) é de 32 a 64 mgF/Kg peso corporal (OMS, 2009; BUZALAF et
al., 2002).

O mecanismo de a¢éo do flaor independentemente do veiculo usado é baseado
na disponibilidade desse ion nos fluidos orais (saliva e fluido do biofilme) para interferir
no processo carioso (FEJERSKOV et al.,, 2015). Dessa forma, sua funcao
anticariogénica esta relacionada a inibicdo do biofilme dental; inibicdo do processo de
desmineralizagdo e potencializacgdo do processo de remineralizacéo
(FEATHERSTONE,1999; FEATHERSTONE, 2000; WHITFORD et al., 2002).

Com relacao ao efeito antimicrobiano, o flior age alterando o metabolismo da
bactéria, inibindo principalmente a enzima enolase, que é responséavel pelo transporte
de energia no seu interior, assim, na auséncia dessa enzima a bactéria perde sua
homeostase, desequilibrando seu pH interno e impedindo a expulsdo de prétons H*
para o0 meio externo. Dessa forma, a caracteristica acidurica da bactéria deixa de
existir, havendo, entdo, a morte bacteriana quando o meio interno torna-se acido
(TSENG; WOLFF; AEPPLI, 1992; JENKINS, 1999).

No processo de des-remineralizacdo dentaria, o fluoreto presente na cavidade
bucal possibilita a formacdo do mineral fluorapatita (Cas(POa4)sF), que se forma por
interacdo dos ions calcio e fosfato presentes na saliva. O fllor € o mais eletronegativo
dos elementos e tem uma forte afinidade pela troca idnica, sendo a atracao
eletrostatica entre o Ca?* e F- maior do que o Ca?* e OH-, formando um novo mineral,
a fluorapatita, menos soluvel que a hidroxiapatita (Cas(PQO4)3OH), mineral natural do
dente, que foi dissolvido quando o pH decai. A fluorapatita, por sua vez, fortalece o
esmalte dentario e promove a sua remineralizacdo (FEATHERSTONE, 1999;
FEJERSKOV, 2004; PITTS et al., 2017).

O fenbmeno da reacdo reversivel de desmineralizacdo e remineralizacdo

dentaria, ilustra-se a seguir:

Caio(PO4)s(OH)2 = 10CaZ* + 6P04 3 + 20H- (1)

Caio(P0a4)s(F)2 < 10Ca?* + 6P043 + 2F (2)
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Nesse contexto, materiais com liberacéo de fluoreto tem sido extensivamente
estudados assim como o seu modo de liberacdo (GLASSPOOLE; ERICKSON;
DAVIDSON, 2001; KIELBASSA et al., 2003; TYAS, 2006; TEN CATE et al., 2008;
LING et al., 2009; FEJERSKOV et al., 2015) pelo fato deste ion enriquecer a estrutura
dentaria, agindo na etapa de remineralizagdo, assim como atuando como agente
antimicrobiano contra a principal bactéria causadora da cérie (CARDOSO; REIS;
SERRATINE, 2004; XU et al., 2010).

A figura 6 representa a influéncia do fluoreto no desenvolvimento do processo

carioso e o consequente resultado clinico.

Figura 6 - Estrutura esquematica da progressao da carie sob influéncia do fluoreto.
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Fonte: adaptado de Cury, 2015.

Logo, sabendo-se da importancia do uso do flior na prevencao e controle da
carie dentaria, além de outros elementos com efeito antimicrobiano descritos
anteriormente, cresce o interesse dos pesquisadores por inovagdes tecnoldgicas cada
vez mais complexas e eficazes (MELO, 2012). E com base nisso, 0 uso de
nanosistemas inorganicos, a exemplo das argilas anionicas lamelares, conhecidas por
Hidréxidos Duplos Lamelares (HDLs), ganham destaque no foco preventivo dessa
doenca, ja que esse nanocarreador pode ter na sua composicdo 0s proprios

elementos que ja se mostraram eficazes contra a céarie dentaria.

2.3 Argilas lamelares

As argilas sdo bem definidas como sendo um material natural, de granulacao

fina e de boa plasticidade, tendo em sua constituicAio um grupo de minerais
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conhecidos por argilominerais (NEUMANN et al., 2000; COELHO; SANTOS;
SANTOS, 2007a). Algumas argilas, portanto, se apresentam na forma de lamelas,
compreendendo as argilas lamelares que sdo estruturadas por lamelas empilhadas
formadas pela conformacdo de dois tipos de folhas cristalinas, com estrutura
octaédrica e/ou tetraédrica e apresentam pouco menos que 1 nm de espessura e
poucas centenas de nandmetro de didmetro médio (TEIXEIRA-NETO e TEIXEIRA-
NETO, 2009).

A nomenclatura para os tipos de camadas ou lamelas da argila € uma simples
expressdo da razdo entre as folhas tetraédricas e as folhas octaédricas. Assim, um
argilomineral como camada 1:1 tem uma folha tetraédrica e uma folha octaédrica,
enquanto que do tipo 2:1 existem duas folhas tetraédricas e uma folha octaédrica
interna (NEUMANN et al., 2000).

Os a&tomos que formam as lamelas estdo unidos por ligagdes quimicas do tipo
covalente. Em contrapartida, as ligacdes entre as lamelas adjacentes sé&o
relativamente fracas (TEIXEIRA-NETO e TEIXEIRA-NETO, 2009).

Ainda com relacdo a sua estrutura, podem sofrer substituicbes isomoérficas de
ions e possuirem, por conseguinte, variacdo de potencial elétrico (negativo ou
positivo). Esse potencial elétrico que ocorre pode ser compensado através de céations
e anions e, com base nisso, as argilas podem ser catidnicas ou anionicas (LUCKHAM
e ROSSI, 1999; NEUMANN et al., 2000).

As do tipo catibnicas caracterizam-se por possuirem cétions entre uma lamela
e outra (regido interlamelar), para promover a estabilizacédo estrutural de suas lamelas
carregadas negativamente. No grupo das argilas anidnicas, ocorre o inverso. E com
base nisso, ambas apresentam capacidade de trocas ibnicas (COELHO, SANTOS;
SANTOS, 2007b).

2.3.1 Hidréxidos duplos lamelares (HDL)

Os Hidréxidos Duplos Lamelares sdo compostos conhecidos como argilas
aniénicas ou compostos do tipo hidrotalcita. S&o materiais tanto sintéticos como
naturais e que contém em seu dominio interlamelar &nions capazes de neutralizar os
cations presentes em suas lamelas (CRESPALDI e VALIM, 1998; TEIXEIRA-NETO e
TEIXEIRA-NETO, 2009; CUNHA et al., 2010).
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Apesar desses compostos ndo serem abundantes na natureza, sdo de facil
obtencdo em laboratério e de baixo custo (MISHRA; DASH, PANDEY, 2018) e sdo

representados pela seguinte férmula geral:

[M*21-xM*3 (OH)2] ** A~ Mgm-nH20 3)

Onde, M?* e M3* correspondem aos cations metalicos bi e trivalente,
respectivamente e A" representa um anion interlamelar. Além disso, apresentam uma
estrutura derivada da brucita (mineral de formula Mg(OH)2), em que os cations estdo
localizados no centro de octaedros, possuindo anions hidroxila em seus vértices
(Figura 7) (CRESPALDI e VALIM, 1998).

Figura 7 - Estrutura esquematica da brucita e da

hidrotalcita.
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Fonte: adaptado de Cardoso, 2002.

A primeira vez que esses materiais foram sintetizados foi em 1933 por
Feitknetcht, através da precipitacdo controlada de solugbes aquosas contendo cétions
metélicos com uma solugéo alcalina (FEITKNECHT, 1933). E nos dias atuais, esses
compostos podem ser sintetizados de forma simples e sob baixo custo em
laboratorios, sendo, por conseguinte, de facil obtencdo. Segundo Crepaldi e Valim
(1998), o HDL pode ser sintetizado por meio de diferentes métodos: coprecipitacéo ou
método sal-base (o0 pH da amostra pode variar ou ser constante); método sal-6xido;
sintese hidrotérmica e substituicdo do anion interlamelar (que parte de um precursor
previamente preparado) (PRASAD; KAMATH; VIJAYAMOHANAN, 2011). Com base

nisso, diversos ions podem compor as lamelas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Combinac¢@es de cations bivalente e trivalente que podem compor as lamelas dos
HDLs.

Céations

>

Fe Cr Co Mn Ni Sc Ga Ti
Divalente/Trivalente

Mg
Ni
Zn
Cu
Co
Mn
Fe
Ca
Li

X
X

X

X X X X

X X X X X X X X X
X
x

Fonte: adaptado de Crespaldi e Valim, 1998.

Quando os cations bivalentes sdo substituidos isomorficamente por cations
trivalentes, a estrutura lamelar passa a apresentar uma carga residual positiva,
necessitando, portanto, da presenca de anions entre as lamelas, além da agua, o que
proporciona a eletroneutralidade e permite a interacdo das lamelas por ligacdes de
hidrogénio, além de forgas eletrostaticas (CUNHA et al., 2010; BENICIO et al., 2015).

Um grande numero de anions organicos e inorganicos de diferentes tamanhos
(3-50 A) pode ocupar o espaco interlamelar da hidrotalcita, como mostra a tabela 4.
A estrutura composta pelo empilhamento de camadas carregadas positivamente, com

anions ocupando o dominio interlamelar € comum a todos os hidroxidos duplos
lamelares (CARDOSO, 2002; CRESPALDI e VALIM, 1998).
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Tabela 4 - Alguns anions interlamelares que podem estar entre as lamelas de HDLs.

Espécies anibnicas Exemplos
Haletos F, CI, Br, I
Oxoanions nédo- CO?3, NO3, SO, CrO2,
metalicos HPO24
Anions complexos [Fe(CN)e]*, [NiCla]
Polioxo-metalatos V100628, M070624
Anions organicos alquilsulfatos, carboxilatos
Biomoléculas DNA, RNA, vitaminas

Fonte: adaptado de Crespaldi e Valim, 1998; Mishra; Dash; Pandey, 2018.

A estabilizacdo da estrutura lamelar é bastante importante na preparacdo de
HDLs e esta diretamente associada ao anion a ser intercalado. Quanto maior a
capacidade de estabilizacdo do anion, mais facilmente o HDL se formara (CARDOSO,
2002).

Este fato relaciona-se a capacidade de troca ibnica dos HDLs, na qual é
possivel produzir novos compostos a partir de HDLs pré-formados. No método da
troca idnica é comum utilizar uma solucdo concentrada do anion a ser intercalado e
geralmente o HDL precursor mais utilizado € o que contém o ion cloreto (CRESPALDI
e VALIM, 1998).

Quanto mais fraca a interagdo do anion com a lamela do HDL, maior sera a
facilidade de troca ibnica. A sequéncia de interagdo dos anions inorganicos pode ser
assim representada em ordem crescente de estabilizacéo da estrutura lamelar: CO3?
| OH-/F/ Cl /SO24/Br / NO3/ I (REIS, 2004; MYATA, 1983).

Ademais, a partir do tamanho, orientagéo e forca de ligacdo entre os anions e
0s grupos hidroxilas da camada lamelar, uma distancia conhecida como espacamento
basal é formada, podendo variar os valores a depender do anion interlamelar (VIEIRA,
2009). A tabela 5 representa os valores de espacamento basal referente a cada anion.
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Tabela 5 - Anions interlamelares e seus valores de espacamento basal.

Al Espacamento
Basal (A)
OH- 7,55
COs? 7,65
F 7,66
CI- 7,83
Br- 7,95
I 8,16
NO3z 8,79
S0472 8,58
ClOs 9,20

Fonte: adaptado de Vieira, 2009.

A literatura reporta diversos estudos em que utiliza-se o fluoreto como anion
interlamelar na composic¢ao de HDLs para diversas finalidades. Isso ocorre em virtude
da capacidade de troca idnica que as hidrotalcitas apresentam (MA et al., 2014).

Estudos que avaliam a capacidade de adsorcéo de ions fluoreto no tratamento
de aguas residuais utilizando HDLs sdo bem reportados na literatura (THEISS et al.,
2014, CHANG et al., 2011).

Kameda; Oba; Yoshioka (2015a) realizaram um estudo de remocao de ions
flor de uma solucdo de NaF utilizando HDLs (NOs.Mg-Al HDL e Cl.Mg-Al HDL), com
objetivo de utilizarem esses nanomaterias como método de remoc¢ao do excesso de
F- das aguas. Para tanto, foi feita uma troca i6nica do F~ pelo NOs ou CI intercalados
no meio interlamelar. Quando do uso do HDL, a concentracdo de F na solucao
diminuiu de 100 pra 5,2 mg/L em 60 minutos quando foi utilizado o NO3.Mg — Al HDL,
enquanto que, para o Cl.Mg-Al HDL, houve uma redugéo de F-de 100 para 3,3 mg/L
em 120 minutos. Observou-se, entdo, que ambos HDLs adsorveram ions fluoreto via
troca ibnica, sendo o HDL um bom aliado na remoc&o de ions fluoreto das aguas.

Outros estudos utilizando um HDL calcinado (Mg, Al-CO3z HDL), também para
fins de remocéo de ions flior de uma solugédo aquosa, sdo descritos na literatura (FAN;
XU; ZHENG, 2007; LV et al., 2006). Lv et al. (2006) verificaram a capacidade de

adsorcdo de um HDL calcinado com razdo molar de 1,68 em que foi encontrado
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aproximadamente 200 mg/g em uma concentragao de fluoreto de 275 mg/L, sugerindo
que o mecanismo de adsorc¢ao de flior € possivel a partir de um precursor calcinado.

Ja Tammaro e colaboradores (2014) realizaram um estudo de preparagao e
caracterizacdo de um composito de resina (Bis-GMA/TEGDMA), contendo um
composto de hidrotalcita intercalado com ions fluoreto e obtiveram uma resina
dentaria com propriedades fisicas e biologicas melhoradas, além de uma lenta e
constante liberacdo de flior na cavidade bucal, o que € de interesse na odontologia,
para manutencdo da saude oral.

Finalmente com relacdo ao uso de HDLs na area odontoldgica visando o
controle da cérie dentaria, a partir da liberacdo de ions fluoreto e de seu potencial
efeito remineralizante e antimicrobiano contra S. mutans, a literatura ainda é escassa,

necessitando, portanto, novos estudos que elucidem essa questao.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar o potencial anticariogénico in vitro de
Hidroxidos Duplos Lamelares Fluoretados (Mg, Al - F HDL) sobre Streptococcus

mutans.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar Mg, Al - F HDLs a partir dos Mg, Al - Cl HDLs precursores
micrométrico e nanométrico (suspensao coloidal e p6 resultante) em
diferentes condi¢bes laboratoriais;

e Caracterizar de forma estrutural, térmica e morfolégica os produtos
sintetizados;

e Avaliar o perfil de liberagéo de F dos HDLs fluoretados por 21 dias;

e Avaliar a viabilidade celular dos produtos fluoretados frente a bactéria
S. mutans.
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4.1 Delineamento do estudo
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Trata-se de um estudo experimental, laboratorial e descritivo o qual consistiu

nas etapas de sintese, caracterizacdo e avaliacdo microbiolégica in vitro de hidroxidos

duplos lamelares fluoretados (Mg, Al - F HDL) frente ao Streptococcus mutans. O

organograma referente aos experimentos desenvolvidos no presente trabalho, podem

ser observados na figura 8 e em seguida, sado descritos os locais em que foram

executados.

Figura 8 - Organograma dos experimentos executados.
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2. Laboratorio de Biologia Bucal da Universidade Federal da Paraiba (LABIAL/UFPB),
localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), Campus | — Castelo Branco Ill, Jodo Pessoa/PB.

3. Laboratério de Tecnologia e Nanotecnologia Farmacéutica da Universidade Federal
de Alagoas (LABTCOM/UFAL), localizado na Escola de Enfermagem e Farmacia
(ESENFAR), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), Campus A.A. Simoes,
Macei6/AL.

4. Laboratério de Microscopia do Instituto Federal de Alagoas (IFAL), localizado no
Instituto Federal de Alagoas (IFAL), Campus Macei6/AL.

4.2 Material

Os reagentes utilizados para a sintese dos HDLs foram: cloreto de magnésio -
MgCl2.6H20 (Sigma-Aldrich® - Steinheim, Alemanha) e cloreto de aluminio -
AICI3.6H20 (Sigma-Aldrich® - Steinheim, Alemanha), hidréxido de sédio -NaOH
(VETEC - Rio de Janeiro, Brasil) e fluoreto de sédio - NaF (Merck®, Darmstadt,
Alemanha) além de agua Milli-Q (Direct-Q® Water Purification System, Sdo Paulo,
Brasil). Todos os reagentes apresentaram grau de pureza analitico.

Para quantificacdo de flior (F) os reagentes utilizados foram: acido acético -
CH;COOH (Merck®, Séo Paulo, Brasil), acido sulfurico - H2SOa4 - (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), hexametildisiloxano - HMDS (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), cloreto de sddio — NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e &cido
trans-1,2- diaminociclohexano-N, N, N, N’ - tetraacético monohidratado — CDTA
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Padrdes de fluoreto utilizando fluoreto de sodio
- NaF (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) também foram utilizados.

Para a avaliacdo microbioldgica foram utilizadas cepas da American Type
Culture Collection de bactéria S. mutans (ATCC® 25175™), os meios de cultura sélido
agar Infusdo Cérebro Coracdo (Brain Heart Infusion Agar — BHI — HiMedia™
Laboratories Pvt Ltd, Mumbai, india) e o meio liquido caldo (Brain Heart Infusion Broth
— BHI — HiMedia™ Laboratories Pvt Ltd, Mumbai, india) e a solugéo salina - 0,9% de
NaCl (Sigma-Aldrich® - Steinheim, Alemanha). Os meios de cultura foram

solubilizados com agua deionizada e esterilizados em autoclave.
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4.3 Procedimentos da pesquisa

4.3.1 Sintese dos HDLs

Foram feitas duas sinteses de HDLs precursores, utilizando os mesmos
reagentes (MgCl2.6H20 e AICIz.6H20) em uma mesma proporcéo Mg/Al 3:1 (BENICIO
et al., 2015; CASTRO, 2009), a fim de se obterem: Mg, Al - CI HDL micrométrico
(sintese convencional) e Mg, Al - CI HDL nanomeétrico (sintese em reator/autoclave).
O po resultante da secagem da sintese convencional, a suspenséao coloidal obtida da
sintese em reator/autoclave, e o pé resultante da secagem da suspensédo coloidal
foram utilizados para preparacéo dos HDLs fluoretados, com a obtencdo dos produtos
dos grupos 1, 2 e 3, respectivamente. Ainda, dois parametros de sintese foram
analisados: tempo de agitacao (2 e 24h) e temperatura (25 e 40°C), totalizando, entao,
12 produtos, 4 de cada grupo. A figura 9 ilustra este protocolo experimental, no qual a
padronizacao de cores utilizadas para os produtos seguira na apresentacao de todos
os resultados de caracterizagéo para melhor compreenséo do trabalho. A preparacao
detalhada dos precursores e dos produtos esta descrita nas proximas sessoes.



Figura 9 — Fluxograma da formacao dos produtos.
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4.3.1.1 Sintese do precursor: Mg, Al - CI HDL micrométrico

O po6 deste HDL precursor foi obtido por sintese direta pelo método de co-
precipitacdo a pH constante (BENICIO et al., 2015; CASTRO, 2009; MIYATA, 1983).
Uma solugéo de MgCl2.6H20 e AICl3.6H20, em proporgédo de Mg/Al 3:1, foi levada
para agitacdo por 30 minutos em agua deionizada (20 mL) a temperatura ambiente.
Em seguida, gotejou-se em torno de 50 mL de NaOH (3M) de forma lenta, até a
solugdo atingir o pH 10, permanecendo em agitacdo por 4 horas sob uma
concentracéo de 139,57 mg/mL, obtendo-se, por conseguinte, um precipitado branco.
O produto em seguida foi lavado seis vezes através do processo de centrifugacao
(Sigma 6-15, Rio de Janeiro, Brasil), 3.500 rpm/5 minutos, cada lavagem, e levado
para estufa (NOVA instruments, Sao Paulo, Brasil) por 12 horas a 60°C. O p6 oriundo
desta sintese foi triturado, tamisado e reservado para caracterizacao.

4.3.1.2 Sintese do precursor: Mg, Al - CI HDL nanométrico

O Mg, Al - ClI HDL nanométrico precursor foi sintetizado com os mesmos
reagentes utilizados para a sintese de Mg, Al - ClI HDL micro, descrita acima, na
mesma proporcao Mg/Al de 3:1, conforme relatado na literatura por Chen et al. (2012).
Para tanto, a solucdo dos reagentes foi preparada diluindo-se o p6 em agua Mili-Q
(concentracao dos reagentes: MgCl2.6H20: 121 mg/mL e AICl3.6H20: 48,28 mg/mL)
em seguida a mistura da solucdo dos reagentes foi adicionada a uma solucdo de
NaOH (0,2M) em uma proporcdo de 1:4 respectivamente, preparada previamente.
Esta mistura ficou sob forte agitacao por 10 min em temperatura ambiente sob pH 10.
Em seguida, o produto foi levado para centrifugacéo (Sigma 6-15, Rio de Janeiro,
Brasil) 4500 rpm/5 min e lavado 7 vezes com agua Mili-Q. O precipitado obtido, entéo,
foi resuspenso em agua Mili-Q e em seguida a suspensédo foi transferida para
reator/autoclave (MAITEC - Fornos INTI, Sdo Paulo, Brasil) com capsula de teflon para
tratamento hidrotérmico por 16 horas a 100°C na estufa com circulagéo forcada de ar
(NOVA instruments, Sao Paulo, Brasil). A concentracéo da suspensao coloidal de HDL
foi de 4 mg/mL. Parte da suspensao coloidal foi reservada para caracterizagéo, e outra
parte foi previamente congelada a -20°C durante 48 horas e em seguida levada pra o
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liofilizador da marca TERRONI® - LD1500 (Sédo Paulo, Brasil) seguindo as condicdes
de 1 mm/h da amostra, com um vacuo de 250 mm de mercurio no Laboratério de
Controle de Qualidade de Alimentos da Universidade Federal de Alagoas
(LCQA/UFAL) e reservada para caracterizacao.

Somente apos confirmacdo do sucesso das sinteses, estes precursores (po
resultante da secagem da sintese convencional, a suspensédo coloidal obtida da
sintese em reator/autoclave, e o po resultante da secagem da suspenséo coloidal)

foram utilizados para preparacao dos HDLs fluoretados.

4.3.1.3 Sintese dos produtos: Mg, Al - F HDL a partir de Mg, Al — CI HDL

micromeétrico

Os HDLs fluoretados do grupo 1 foram sintetizados utilizando o Mg, Al - CI HDL
precursor micrométrico através da sintese indireta pela técnica de troca ibnica,
segundo Tammaro et al. (2014). Assim, certa quantidade de p6 do precursor foi
adicionada a uma solucdo de fluoreto de sédio (NaF) 500 mg/L (preparada
previamente em agua deionizada) e mantida sob forte agitacdo a uma concentracao
de 3,5 mg/mL (FAN; XU; ZHENG, 2007). Durante o tempo de agitacéo, 2 ou 24h sob
25 ou 40°C foi adicionado lentamente NaOH (3M), para ajustar o pH para 11. Os
produtos do grupo 1 obtidos: Mg, Al - F HDL 2h, 25°C; Mg, Al - F HDL 2h, 40°C; Mg,
Al - F HDL 24h, 25°C; Mg, Al - F HDL 24h, 40°C, foram centrifugados (Sigma 6-15, Rio
de Janeiro, Brasil) a 3.500 rpm/5 min e lavados 6 (seis) vezes com agua deionizada.
Em seguida, foram secos em estufa (NOVA instruments, Sdo Paulo, Brasil) por 3
horas a 60°C e, por fim, os produtos foram triturados, tamisados e reservados para

caracterizagao.

4.3.1.4 Sintese dos produtos: Mg, Al - F HDL a partir de Mg, Al — CI HDL

nanomeétrico

Os HDLs fluoretados dos grupos 2 e 3 foram sintetizados utilizando o Mg, Al -
CI HDL precursor nanométrico atraves da sintese indireta pela técnica de troca ibnica,
segundo Tammaro et al. (2014). Para tanto, certa quantidade do precursor (coloide ou
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pd) foi adicionado a uma solucédo de fluoreto de sddio (NaF) 500 mg/L (preparada
previamente em agua deionizada) e mantido sob forte agitacdo a uma concentracao
de 3,5 mg/mL (FAN; XU; ZHENG, 2007). Durante o tempo de agitacéo, 2 ou 24h sob
25 ou 40°C foi adicionado lentamente NaOH (3M), para ajustar o pH para 11. Assim,
as mesmas variaveis de sintese foram analisadas, de forma que foram obtidos: Mg,
Al - F HDL 2h, 25°C; Mg, Al - F HDL 2h, 40°C; Mg, Al - F HDL 24h, 25°C; Mg, Al - F
HDL 24h, 40°C, do grupo 2 e do grupo 3. Todos os produtos foram centrifugados
(Sigma 6-15, Rio de Janeiro, Brasil) a 4.500 rpm/15 min e lavados 6 (seis) vezes com
agua deionizada. Em seguida, foram secos em estufa (NOVA instruments, Sdo Paulo,
Brasil) por 3 h & 60°C e, por fim, os produtos foram triturados, tamisados e reservados

para caracterizacgao.

4.3.2 Caracterizacao

Precursores e produtos foram caracterizados de forma estrutural, térmica e
morfolégica. No entanto, a fim de confirmar o tamanho dos HDLs, foi realizada a
técnica de espalhamento dindmico da luz (EDL). Para tal, foi utilizado o equipamento
Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). Esta técnica permite obter
informacgdes a respeito do tamanho e homogeneidade da distribuicdo do tamanho das
particulas, além do potencial de superficie (potencial zeta). Para a andlise de EDL foi
utilizada uma cubeta de poliestireno (Square polystyrene cuvettes - DTS0012 -
Malvern Instruments, UK) e para determinar o potencial zeta as amostras foram
colocadas em célula eletroforética (Folded Capillary Zeta Cell - DTS1070 - Malvern
Instruments, UK). Estas analises foram feitas em triplicata e os valores médios foram

obtidos.

4.3.2.1 Caracterizagao estrutural

A caracterizacdo estrutural foi obtida pelas técnicas de espectrometria de

fluorescéncia de raios X por energia dispersiva, difracao de raios X, espectrometria de
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infravermelho com transformada de Fourier e potenciometria por eletrodo especifico

de ions fluoreto (microdifusédo facilitada por hexametildisiloxano) descritas a seguir.

e Espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva
(Energy Dispersive X-ray Detector — EDX):

Esta andlise foi realizada em um Espectrometro de fluorescéncia de raios X por
Energia Dispersiva — EDX 7000 (Shimadzu, Kyoto, Japao), sob vacuo, com colimador
10 mm. O emprego desta técnica objetivou caracterizar de modo qualitativo e
quantitativo os elementos: magnésio, aluminio e cloro, presentes no material, dentro
do valor de detec¢do baseado na medida das intensidades dos raios X caracteristicos

emitidos pelos elementos que constituem a amostra.

e Difracdo de raios X (DRX):

Os difratogramas foram obtidos a partir de um Difratbmetro de raios X
(Shimadzu DRX 7000, Kyoto, Japao). Para tanto, utilizou-se 0,1g da amostra na forma
de po, a qual foi colocada no porta-amostra e analisada nas seguintes condicées: 30
kV, 30 mA CuKa (A= 0,15406 nm), em intervalos de 0,02° (208) na faixa de 3 a 90°.
Através da equacdo de Bragg (n.A=2.d.senf) (BLEICHER e SASAKI, 2000) o
espacamento basal d(003) foi calculado. Esta técnica permite obter informacdes sobre
a cristalinidade e a estrutura lamelar do HDL formado, pela observagéo de seus planos

basais.

e Espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier

Transform Infrared Spectroscopy - FTIR):

Os espectros de infravermelho foram obtidos em Espectrémetro Thermo
Scientific (Nicolet™ iS™ 10 FT-IR Spectrometer, Madison, USA), na faixa de 4.000-
500 cm?, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) — 2 mg da amostra - 200mg
de KBr seco. Atraves dessa analise € possivel a identificacdo dos principais grupos

funcionais presentes no material.
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e Potenciometria por eletrodo especifico de ions fluoreto (F):

Inicialmente, a quantificacdo de ions fluoreto (fldor total) foi realizada segundo
o método de Taves (1968) através da técnica indireta de microdifusao facilitada por
hexametildisiloxano (HMDS). As amostras de Mg, Al - F HDL numa concentracdo de
12,5 mg/mL foram colocadas em placa de Petri plasticas. Na tampa de cada placa foi
colocado 50 pL de 0,05 M de NaOH, distribuidos em 5 gotas. As placas foram entao
seladas com vaselina e por um orificio feito previamente na tampa, foi colocado 2 mL
de hexametildisiloxano, preparado previamente. O orificio foi logo selado com vaselina
e parafilme. Em seguida as placas foram colocadas em mesa agitadora orbital plana
por 24h. Apés esse periodo, as tampas foram removidas, invertidas e as gotas de
NaOH foram combinadas em uma Unica gota. Foi adicionado 20 pL de 0,2 M de &cido
acético com a finalidade de tamponar o NaOH. O volume final foi ajustado para 75 uL
com agua deionizada, utilizando-se uma pipeta. A solucdo final contendo todo o
fluoreto da amostra foi analisada com o eletrodo ion especifico da Orion 9409
acoplado ao potencidometro (Orion, 720 A). A leitura foi feita colocando o eletrodo em
contato com a solucao na parte interna da tampa da placa.

O resultado da leitura foi obtido em milivolts (mV), os quais foram transferidos
para uma planilha eletrénica (Microsoft Excel Office) e convertidos em partes por
milh&o (ppm).

O hexametildisiloxano (HMDS), seguiu um protocolo de preparo feito
previamente a analise, em que consistiu em trés fases:

- Primeira fase: adicionou-se 600 mL de agua deionizada em 167 mL de acido
sulfdrico (H2SO4) e completou-se para 1 L com agua deionizada = 6H2SOg;

- Segunda fase: adicionou-se 84 mL do 6H2SO4em 300 mL de agua deionizada
e completou-se para 500 mL com agua deionizada;

O &cido foi adicionado a agua sob agitacdo, e em seguida colocado na
geladeira durante 45 minutos.

- Terceira fase: adicionou-se 12 mL de HMDS (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), na solucao anterior.

A solucdo em um balao, foi entdo levada para dentro da capela e agitou-se por
5 min. Em seguida, foi deixada em repouso por 2 h para sofrer processo de formacéao

de duas fases.
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Apébs esse periodo, a solucdo foi colocada em um recipiente, de forma que a
“fase” do liquido que ficou na parte superior do baldo nao foi despejada do mesmo.
Por fim, foi utilizado 200 mL dessa solucao feita com mais 200 mL de agua deionizada
a fim de obter 3H2SOa.

Esta técnica permite a determinag¢do quantitativa do fllor total presente nas
amostras, que foi todo exposto por difusdo &acida, sendo considerada uma técnica
“‘padréo ouro” de quantificacdo de flior com vantagens de separar todo o flior da
amostra, eliminando interferentes, e ao mesmo tempo, concentrando-o0s, 0 que reforca

a deteccéo de F pelo eletrodo sensivel (MEIRA, 2015).

4.3.2.2 Caracterizagao térmica

A caracterizacao térmica foi realizada por meio da analise termogravimétrica e

termogravimetria derivada, descritas a seguir.

e Andlise termogravimétrica (Thermogravimetric Analysis — TGA) e

Termogravimetria Derivada (Derivative thermogravimetry — DTG):

Andlises obtidas em aparelho de termoanalise (Shimadzu, Kyoto, Jap&o),
modelo TGA-50, com uma taxa de aquecimento de 10°C/min, onde cada amostra
correu em um fluxo de gas nitrogénio de 50 mL/min de 25 a 800°C. O objetivo destas
técnicas € avaliar a estabilidade térmica do material. Foi realizada no Laboratorio de
Tecnologia e Controle de Medicamentos da Universidade Federal de Alagoas
(LABTCOM/UFAL).

4.3.2.3 Caracterizacdo morfologica

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada por meio da técnica de microscopia

eletronica de varredura, descrita a seguir.

e Microscopia eletronica de varredura (MEV):
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As micrografias foram adquiridas em um microscopio eletrénico de varredura
(TESCAN, Séao Paulo, Brasil) modelo VEGA3. As amostras foram previamente
revestidas com ouro em metalizadora (QUORUM Technologies Ltd, Laughton,
Inglaterra) modelo Q150R ES, a uma corrente de 10 mA durante 10 (dez) minutos.
Esta andlise foi realizada no Laboratério de Microscopia do Instituto Federal de
Alagoas (IFAL) com objetivo de analisar morfologicamente os HDLs sintetizados.

4.3.3 Cinética de liberacdo de F

O ensaio de cinética de liberacao de flior dos produtos foi realizado durante 21
dias, segundo Silva, Duarte e Sampaio (2010). Para tanto, foram padronizadas
ponteiras com 20 mm de altura e 6 mm de diametro e envolvidas com o p6 do produto
fluoretado (Mg, Al - F HDL), pesado previamente em balanca analitica (60 mg). Os
espécimes entdo, foram distribuidos individualmente em recipientes plasticos e
armazenadas com 5 mL de &gua deionizada (etapa 1) e uma solucdo de &cido
sulfarico — H2SO4 (etapa 2).

Os ensaios realizados em ambos meios tiveram como objetivo simular e
quantificar através do método direto de quantificacao de fllor a liberacdo desse anion
idnico das amostras fluoretadas, sem a interferéncia da saliva, ou seja, livre da forga
ibnica de diversos outros elementos existentes no fluido salivar. Assim, para simular
0 meio basico da saliva e 0 meio acido de desenvolvimento da carie, foram realizados
0S ensaios em uma solucdo de agua deionizada de pH 7 e acido sulftrico de pH 5,5,
respectivamente (SILVA; DUARTE; SAMPAIO, 2010).

As amostras foram trocadas dos tubos nos intervalos pré-determinados para
afericdo da liberacéo de fltor: 1, 2, 3, 5, 7, 14 e 21 dias. O ensaio foi feito em duplicata
(para cada etapa), totalizando vinte e quatro (24) amostras.

A quantidade de fluor nas solugdes foi medida usando um eletrodo sensivel de
ions flaor (Orion, modelo 96-09) acoplado a um aparelho analisador digital de pH/F-
(Procyon AS-720), previamente calibrados com uma série de solugbes padrdo com as
seguintes concentracdes de fluor (0,4; 0,8; 1,6; 3,2 e 6,4 ppm de fldor — Apéndice 1).
Para analise do fluor liberado, 1 mL da amostra (Mg, Al- F HDL) foi utilizada com 1 mL
do Total lonic Strenght Adjustment Buffer Il (TSAB II).
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O TSAB Il é composto por: 57 mL de acido acético (glacial) - CHsCOOH (Merck,
Sao Paulo, Brasil), 58 g de cloreto de sédio — NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), 4 g de &cido trans-1,2-diaminociclohexano-N, N, N, N’- tetraacético
monohidratado — CDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e 20 g de NaOH
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e tem como objetivo manter um meio constante
de resisténcia ibnica e decompor o fltor que possa ter formado complexos com outros
ions (FRANT e ROSS JR, 1966).

Os valores obtidos em milivolts (mV) das analises feitas foram digitados em
uma planilha de calculos (Microsoft Excel Office) contendo os dados padrdes com
concentracdes conhecidas de F-, obtendo-se, por conseguinte, a quantidade de flior
liberada, em ppm. Em seguida, os dados de cinética foram convertidos em
porcentagem a partir da quantificacdo do fltor total (HMDS). A leitura das amostras
foi feita em duplicata. Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Biologia Bucal
da Universidade Federal da Paraiba (LABIAL/UFPB).

Em adicéo, a fim de avaliar a magnitude de liberacdo de fluoreto (F) de cada
produto, foram obtidos valores referentes ao parametro cinético da area sob a curva
— ASC (png/ml x h) (area under the curve — AUC), proposto por Khan e Rhodes (1975)
em que utilizou-se o programa computacional Graphpad Prism 7 para obtencdo dos
graficos e valores de AUC.

4.3.4 Avaliagdo microbioldgica

Para a avaliacdo microbiologica, cepas de S. mutans (ATCC 25175) foram
utilizadas para ensaios in vitro e semeadas em meio caldo Infusdo Cérebro Coragéo
enriquecido com sacarose (Brain Heart Infusion Broth — BHI — HiMedia™ Laboratories
Pvt Ltd, Mumbai, india). Uma aliquota de 300 uL das cepas bacterianas do estoque
foi transferida para tubos de ensaio contendo 3 mL de BHI-caldo e incubadas por 24h
a 37°C em estufa bacteriolégica (ELETROIab®, Sdo Paulo, Brasil). Apés esse periodo,
o in6culo bacteriano foi centrifugado e suspenso em solucédo salina 0,9% estéril e
padronizado por espectrofotdmetro (FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH) utilizando-
se comprimento de onda de 640 nm. O valor 0,5 da escala de McFarland equivale a =
1,5 x 108 UFC/mL e foi determinado por valor de absorbancia de 0,135 em
espectrofotometria de absorcao no ultravioleta visivel (UV-Vis). Todas as andlises de
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microbiologia, descritas a seguir, foram realizadas no Laboratério de Biologia Bucal
da Universidade Federal da Paraiba (LABIAL/UFPB).

e Teste de difusédo em &gar:

Para avaliar inicialmente a sensibilidade microbiolégica da bactéria S. mutans
frente os produtos fluoretados, foi realizada in vitro a técnica de difusdo em agar (CLSI,
2012). Para tanto, placas de petri de plastico estéreis foram preparadas com 20 mL
do meio de cultura Brain Heart Infunsion Agar (BHI-Agar) e 400 uL do inéculo de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) espalhado com al¢a de inoculagéo estéril, apds
solidificacdo completa do meio. Em seguida, realizou-se a perfuracdo dos pocos
distribuindo-se trés em cada placa. Os pocos entédo formados foram preenchidos com
30 pL de uma solugdo de HDL-F em dimetilsulféxido (DMSO) a 20% em uma
concentracdo de 1 mg/ml (Moaty, Farghali e Khaled, 2016). Para o controle positivo
foram utilizados 30 uL do digluconato de clorexidina a 0,12% (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), e para o controle negativo utilizou-se solucéo salina - 0,9% de
NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), seguindo a mesma quantidade. As
placas foram armazenadas em estufa bacterioldégica (ELETROIab®, Sédo Paulo, Brasil) a
37°C por 24 horas para crescimento do microrganismo. Apos a incubacao, foram
observados a formacao ou ndo de halos de inibicdo ao redor dos espécimes e feita a

medicdo utilizando um paquimetro.

e Teste de microdiluicdo em caldo:

A atividade antimicrobiana in vitro também foi avaliada por meio da técnica de
microdiluicdo em meio caldo (CLSI, 2012). Para tanto, uma microplaca de 96 pocos
em “U” foi utilizada, onde, 60 pL do meio BHI-caldo + 20 pL do HDL-F (1mg/mL) + 20
pL da bactéria foram depositados em cada poco, referente a cada amostra estudada,
compreendendo uma concentragdo no poco de 200 pg/mL de HDL-F. A andlise foi

feita em duplicata. A microplaca foi colocada em estufa por 24h a 37°C.
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Apébs esse periodo, pipetou-se 35 pL do corante resazurina em cada pocgo e
colocou-se a microplaca novamente na estufa por 1 hora e em seguida foi feita a
analise visual da mudanca de coloracdo dos pocos.

O corante resazurina € um produto quimico que serve para determinar a
viabilidade das células bacterianas da amostra analisada, o qual permite a leitura de
uma forma rpida da solucdo onde a mudanca de cor azul para rosa, se correlaciona
diretamente com a concentracdo de microorganismos da amostra, indicando uma
reacao quimica de oOxido-reducdo da resazurina em resofurina. Essa mudanca de
coloracgéao é interpretada como presenca de células viaveis e nos poc¢os onde ndo ha
a mudanca de coloracao, representa a eficacia do agente antimicrobiano, inibindo o
crescimento bacteriano (MONTEJANO; GERVALDO; BERTOLOTTI, 2005).

e Técnica de microdiluicdo em agar (plagueamento):

Por fim, para confirmacdo da auséncia ou presenca de bactérias presente nos
pocos da microplaca referida acima, foi feito o repique através do plaqueamento dos
pocos, em que 40 pL foi coletado do poco e pingado em uma placa de Petri com meio
BHI-Agar preparada previamente. Cada placa recebeu 3 amostras e foram entdo
incubadas por 24h a 37°C. Apds esse tempo, foi analisada em cada placa a existéncia
de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) e quantificadas caso possivel.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 6 apresenta as caracteristicas de tamanho e indice de polidisperséo
(PDI), e potencial zeta para os HDLs. Pode ser observado entéo, que o diametro
hidrodindmico médio das particulas para a suspenséo coloidal foi bem menor quando
comparado ao HDL p6 resultante que foi ressuspenso, provavelmente devido a
aglomeracao ocorrida no pé e com relagdo a polidispersdo, segundo Souza et al.
(2011), valores menores que 0,2 sugerem que a distribuicdo do diametro das
particulas se encontra em uma estreita faixa, ou seja, com caracteristica homogénea
o que foi obtido para o HDL suspenséao coloidal. Ja, valores altos de PDI indicam
heterogeneidade do diametro de particulas em suspenséao como foi obtido para o HDL

po resultante ressuspenso, assim como o micrométrico e para todos os produtos.
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Tabela 6 - Tamanho médio, indice de polidisperséo e potencial zeta dos HDLSs.

Diametro
o médio indice de Potencial
Nanomaterial Grupo Confjlgao de hidrodindmico polidisperséo
sintese . zeta (mV)
de particula (PDI)
(hm)

Mg, Al - CI HDL : : 1711 0,224 +35,6

micrométrico
Mg, Al - F HDL 1 2h 25°C 695 0,742 +27,3
Mg, Al — F HDL 1 2h 40°C 381 0,627 +29,8
Mg, Al - F HDL 1 24h 25°C 363 0,550 +21,4
Mg, Al — F HDL 1 24h 40°C 204 0,421 +28,1
Mg, Al - CI HDL

suspensao - - 112 0,137 +39,6
coloidal

Mg, Al - F HDL 2 2h 25°C 289 0,331 +15,5
Mg, Al — F HDL 2 2h 40°C 289 0,555 +28,6
Mg, Al - F HDL 2 24h 25°C 270 0,342 +32,7
Mg, Al — F HDL 2 24h 40°C 345 0,490 +32,6
Mg, Al — CI HDL

po resultante - - 1997 0,486 +29,8

ressuspenso

Mg, Al — F HDL 3 2h 25°C 310 0,286 +29,6
Mg, Al - F HDL 3 2h 40°C 315 0,311 +29,3
Mg, Al — F HDL 3 24h 25°C 300 0,289 +23,7
Mg, Al - F HDL 3 24h 40°C 241 0,254 +24,2

Fonte: propria autoria, 2018.
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Em um estudo realizado por Xu et al. (2006a) os autores avaliaram o tamanho
de particula de um HDL também cloretado (Mg, Al - Cl) sob tratamento hidrotérmico
de 100°C a variados tempos (4, 8,16 ou 48h) e mostraram que o tamanho da particula
foi dependente do tempo do tratamento hidrotérmico, e que, com o aumento do tempo
houve também aumento do tamanho de particula. E quando feito a 100°C e a 16h,
assim como a sintese dos HDLs deste trabalho, o valor obtido de tamanho de particula
foi de 114 nm, assemelhando-se, portanto, ao resultado acima descrito para o HDL
suspensao coloidal.

Com relacéo ao potencial zeta, as analises indicaram a obtengéo de particulas
de carga positiva para ambos HDLs e segundo Cunha (2012) o valor positivo de HDLs
esté relacionado a carga positiva da estrutura lamelar. A literatura reporta, ainda, que
valores de potencial zeta para HDL cloretado variam entre +20 e +40 mV (Xu et al.,
2007), corroborando os achados do presente trabalho (+39,6 mV e +26,4 mV, para o

HDL suspensao coloidal e o HDL p6 resultante ressuspenso, respectivamente).

5.1 Caracterizacao estrutural dos HDLs

Atabela 7 apresenta a quantificacdo em porcentagem dos elementos presentes
nos HDLs.



Tabela 7 - Quantificacdo dos elementos presentes nos HDLSs.
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Condicéo de Elementos
Amostra Grupo i
sintese Mg % Al % Cl %
Mg, Al - CI HDL
i . 1 - 6,9 + 0.06 2,5+0,02 9,6 + 0,01
micrométrico
Mg, Al — F HDL 1 2h 25°C 13+ 0,05 5,2+ 0,02 1,5+ 0,005
Mg, Al — F HDL 1 2h 40°C 13,3+ 0,06 5,5+ 0,02 1,7+ 0,007
Mg, Al — F HDL 1 24h 25°C 12,8 + 0,05 5,3+0,02 1,3+ 0,006
Mg, Al — F HDL 1 24h 40°C 13+0,05 5+ 0,02 1,3+ 0,006
Mg, Al - CI HDL
) - 14 £ 0,05 5+ 0,02 5,7 £ 0,005
suspensao coloidal
Mg, Al — F HDL 2 2h 25°C 14 £ 0,05 5+ 0,019 1+0,004
Mg, Al — F HDL 2 2h 40°C 14 + 0,058 4+0,021 1+ 0,005
Mg, Al — F HDL 2 24h 25°C 13 £ 0,049 4+0,018 0,9 £ 0,003
Mg, Al — F HDL 2 24h 40°C 13+ 0,048 4+ 0,017 -
Mg, Al - CI HDL po6
3 - 14 £ 0,05 5+ 0,02 5,7 £ 0,005
resultante
Mg, Al — F HDL 3 2h 25°C 12 £ 0,04 4+0,016 -
Mg, Al — F HDL 3 2h 40°C 12 £ 0,04 5+ 0,019 -
Mg, Al — F HDL 3 24h 25°C 11 +£0,04 4+0,015 -
Mg, Al — F HDL 3 24h 40°C 13+ 0,05 5+ 0,021 -

Fonte: prépria autoria, 2018.

Os resultados da andlise de proporcao dos elementos presentes nas amostras
confirmaram a razdo entre os cations nos HDLs precursores de aproximadamente 3:1
(Mg/Al), além da presenca do elemento ClI, confirmando, assim, que houve a formagao
do HDL através da presenca dos dois céations metalicos: magnésio (Mg) e aluminio
(Al) e do anion cloreto (Tabela 7). A literatura, porém, reporta que a técnica de EDX
ndo é tdo precisa porque os cations Mg?* ou AI** apresentam picos de emissdo muito
proximos e podem, por isso interferir no resultado da analise (CUNHA e CORREIA,
2011).

Assim como para os HDLs precursores, valores proporcionais dos elementos
presentes nos produtos fluoretados foram encontrados, assemelhando-se a razdo 3:1
dos cations em que foi possivel observar coeréncia de valores aproximados entre 0s

cations Mg e Al para os trés grupos.
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Ainda com base nos resultados obtidos, foi perceptivel que, para os produtos
do grupo 1, referente ao HDL precursor micrométrico, para todas as condi¢fes de
sintese o ion cloreto (CI") foi quantificado, porém em menores propor¢des quando
comparado ao precursor, sugerindo uma troca anionica parcial do ClI- pelo F.

Para o grupo 2, proveniente da sintese com o precursor Mg, Al — Cl HDL
suspensao coloidal, o ion cloreto também ainda pbde ser quantificado (=1%),
sugerindo também uma troca anibnica parcial. Apenas o produto de 24h 40°C
reproduziu o resultado do grupo 3, em que o ion cloreto ndo foi quantificado em
nenhum dos produtos, sugerindo assim, que houve uma troca anidnica total do ClI-
pelo F.

Xu et al. (2006a) também utilizando a técnica de espectrometria de
fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX), objetivando a troca ibnica do
Cl- pelo SO?%4 em compostos do tipo HDL revelaram a presenca dos cations magnésio
(Mg) e aluminio (Al), além da presenca desses anions no espectro.

Com relacdo ao DRX, os difratogramas dos HDLs precursores (Figura 10) se
mostraram caracteristicos se comparados com o padréo cristalografico da argila vistos
nos trabalhos de Cardoso (2002) e Cunha e Correia (2011) com a observacédo dos
planos basais: d(003), d(006), d(009/012), d(015), d(018), d(110) e d(113).

O valor do espacamento basal d(003) para todos os HDLs cloretados foi de 7,9
A, o0 que se assemelha com os valores descritos na literatura quando da presenca do
anion cloreto (VIEIRA, 2009; BOTAN; NOGUEIRA; LONA, 2011). Este valor
corresponde a soma do didametro do ion cloreto (3,1 A) com a espessura da lamela do
HDL (4,8 A), como ilustrado na figura 11. Picos decorrentes de impurezas também
foram observados nos difratogramas e a ocorréncia destes € bem descrita na literatura
por Bauduino (2016).



51

Figura 10 - Difratograma dos HDLs precursores: A) Mg, Al - CI HDL micrométrico e B) Mg,
Al — CI HDL nanométrico po resultante.
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Fonte: prépria autoria, 2018.

Figura 11 - Esquema do Mg, Al - CI HDL.
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Fonte: adaptado de Choudary et al., 2002.

Os difratogramas dos produtos (HDLs fluoretados) dos trés grupos estudados,
com as variagcOes de parametros de sintese, sdo apresentados nas figuras 12, 13 e

14, respectivamente.



Figura 12 - Grupo 1: Difratogramas obtidos do HDL precursor micrométrico e dos produtos fluoretados: A) Em 2 horas de agitacao; B)

Em 24 horas de agitacéo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Figura 13 - Grupo 2: Difratogramas obtidos do HDL precursor nanométrico suspenséo e dos produtos fluoretados: A) Em 2 horas de

agitacao; B) Em 24 horas de agita¢do; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Figura 14 - Grupo 3: Difratogramas obtidos do HDL precursor nanométrico p6é e dos produtos fluoretados: A) Em 2h de agitacéo; B)

Em 24 horas de agitacdo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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A literatura reporta que quando ocorre a intercalagédo do ion F-no HDL, ocorre
um pequeno deslocamento do plano d(003) para maiores valores de angulo de
difracéo (2 theta) e, por conseguinte, uma diminuicdo do espacamento basal relativo
ao Mg, Al — CI HDL precursor (d003 = 7,9 A) (LIMA et al. 2012; IGUCHI et al., 2016;
KAMEDA et al., 2015a; KAMEDA et al., 2015b; TAMMARO et al., 2014). Isto se deve
a elevada eletronegatividade do fluoreto, bem como um menor raio atdmico em
relacdo ao cloreto. Esse anion, entéo, é capaz de tornar as ligacdes de hidrogénio
entre as lamelas mais atrativas, o que influencia no crescimento dos cristais e acarreta
uma menor distancia interlamelar (LIMA et al., 2012; WU et al., 2007; IGUCHI et al.,
2016). Este achado confirmou a presenca do fluoreto em todos os produtos,
independente da condi¢cdo de sintese utilizada, corroborando com os resultados de
EDX. Mas, apesar do EDX ter indicado troca anibnica total nos produtos do grupo 3,
a reducdo do espacamento basal apresentada pelos difratogramas foi menos
relevante que as demais (0,1 A versus 0,3 A).

Ainda, os demais planos de difracdo da estrutura dos HDLs precursores estao
também presentes em todos os produtos e, de modo geral, foi notado aumento da
cristalinidade nos HDLs fluoretados em comparacgéo aos HDLs cloretados o que indica
a acomodacao ordenada do F- dentro da regido interlamelar (TAMMARO et al., 2014).
Esta maior cristalinidade é mais pronunciada nos produtos dos grupos 2 e 3, ou seja,
cujo precursor passou por tratamento hidrotérmico, o que se justifica, pois, segundo
Reis (2009), o tratamento hidrotérmico impacta em melhor organizacdo estrutural,
cristalinidade e pureza de fase de um HDL. Entre os dois grupos, os produtos que
utilizaram como precursor Mg, Al — Cl HDL suspenséo coloidal se mostrou mais
cristalino, sugerindo que o processo de liofilizagdo tenha interferido nessa
propriedade. Moriyama, Sasaki e Hirajima (2016), em um estudo em que compararam
a utilizacao da liofilizacdo de um HDL (Mg, Al — CI) com a secagem normal em estufa,
objetivando a melhor adsorcéo de flior, observaram o mesmo, ou seja, a liofilizacao
deixou as particulas do HDL menos cristalinas.

Os espectros de infravermelho dos HDLs precursores sao representados na

figura 15.
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Figura 15 - Espectro de FTIR dos precursores: A) Mg, Al - CI HDL micrométrico e B) Mg,
Al - CI HDL nanométrico p6 resultante.
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Fonte: propria autoria, 2018.

E possivel observar a formac&o dos seguintes sinais: banda larga centrada em
3445 cm caracteristica de um modo de deformacédo axial assimétrica dos grupos
hidroxilas (VOH) das lamelas e das moléculas de agua interlamelares. Em 2056 cmt
aparece uma banda caracteristica do CO2 do meio. Em 1638 cm ocorre um sinal de
deformagao angular (8H20) correspondente ao grupo OH de moléculas de agua
adsorvida ou da agua interlamelar (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 1962,
CHOUDARY et al., 2002; ISLAM e PATEL, 2009). Além disso, ocorre uma fraca
absorcdo no espectro em 1355 cm™ que é atribuida ao modo de estiramento ou
deformacéo axial assimétrica do anion carbonato [v(COz%)] que pode ter se formado
devido a absorcéo de gas CO2 atmosférico durante a lavagem (ISLAM e PATEL, 2009;
XU et al., 2006b), assim como também em 1097 cm™ (ELHALIL et al., 2016). Na regiédo
em torno de 800 cm™ sdo observadas bandas relativas a presenca de metal, neste
caso, Mg e Al, ligados a grupos hidroxila (CHOUDARY et al., 2002; ISLAM e PATEL,
2009; KLOPROGGE e FROST, 1999).

Os espectros de infravermelho dos HDLs fluoretados dos trés grupos
estudados, com as variacfes de parametros de sintese, podem ser conferidos nas
figuras 16, 17 e 18, respectivamente.



Figura 16 - Grupo 1: Espectros de FTIR/KBr obtidos do HDL precursor micrométrico e dos produtos fluoretados: A) Em 2h de
agitacdo; B) Em 24 horas de agitacédo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Figura 17 - Grupo 2: Espectros de FTIR/KBr obtidos do HDL precursor nanométrico suspensao e dos produtos fluoretados: A) Em 2h

de agitacdo; B) Em 24 horas de agitacdo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Figura 18 - Grupo 3: Espectros de FTIR/KBr obtidos do HDL precursor nanométrico p6 e dos produtos fluoretados: A) Em 2h de
agitacdo; B) Em 24 horas de agitacédo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Para todos os trés grupos estudados, verifica-se a semelhanca das bandas dos
HDLs fluoretados quando comparados ao espectro dos HDLs precursores. Como ja
descrito para os ultimos, sdo observados modos vibracionais relativos aos grupos
VOH, COz2, dH20 e v(COs*) em todos os produtos, confirmando a presenca destes
mesmos grupos funcionais, corroborando com o estudo de Batistela et al. (2011).

Segundo Benicio et al. (2015), as bandas principais relacionadas aos anions
intercalados e/ou adsorvidos sédo observadas entre 1800 - 1000 cm™. Quando existe
a presenca do fluoreto, a banda relativa ao COs? (1355 cm) muda para uma maior
frequéncia, compreendendo valores centrados em 1385 cm™ (LV et al., 2006;
TAMMARO et al., 2014). Tal fato pode ser observado nos resultados do presente
trabalho em que a banda correspondente ao CO3? variou de 1383 a 1385 cm™,
corroborando com a literatura.

A fim de concluir a caracterizacdo estrutural dos produtos apresenta-se na
tabela 8 a quantificacdo do fluor total dos HDLs fluoretados, obtida pelo método de
HMDS. Os HDLs precursores foram utilizados como controles da analise e, como
esperado, ndo apresentaram valores quantificaveis de fluor.

Tabela 8 - Concentragdo de F dos HDLs fluoretados.

Condicbes de Media (DP) da

Amostra Grupo Sintese concentracéo de F total
(ppm)

Mg, Al — CI HDL micrométrico 1 - -

Mg, Al - F HDL 1 2h, 25°C 979,20 £ 67

Mg, Al - F HDL 1 2h, 40°C 985,52 £+ 111

Mg, Al - F HDL 1 24h, 25°C 561,60 * 86

Mg, Al — F HDL 1 24h, 40°C 1097,52 + 223
Mg, Al — CI HDL nanométrico 2 - -

1Mg, Al - F HDL 2 2h, 25°C 594,10 + 34

Mg, Al — F HDL 2 2h, 40°C 739,20 £ 146

Mg, Al — F HDL 2 24h, 25°C 510,14 £ 25

Mg, Al — F HDL 2 24h, 40°C 610,88 = 68
Mg, Al — CI HDL nanométrico 3 - -

Mg, Al — F HDL 3 2h, 25°C 732,20 £ 36

Mg, Al — F HDL 3 2h, 40°C 851,28 £ 17

Mg, Al — F HDL 3 24h, 25°C 123,10 £ 13

Mg, Al — F HDL 3 24h, 40°C 635,00 = 40

Fonte: prépria autoria, 2018.
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Inicialmente a partir da técnica de quantificacdo do fldor total por HMDS, é
possivel observar que todos os produtos dos trés grupos analisados apresentaram
flior em sua composicdo, o que, em conjunto com as demais técnicas ja descritas,
caracterizam os produtos como HDLs fluoretados. Ademais, esta técnica permitiu,
também, avaliar a influéncia das condic¢des de sintese (Tabela 8).

Assim, para todos os produtos, quando houve aumento da temperatura,
independente do tempos de agitacdo, obteve-se maior concentracao de flior. Este
resultado corrobora com os estudos de Batistela et al. (2011), Lv et al. (2006), Lv et
al. (2007) e Kameda et al. (2015a), que também avaliaram a adsor¢éo de fluoretos em
HDLs e obtiveram melhores resultados de flior quando a temperatura foi aumentada.

Com relagcéo ao tempo de agitacéo, ou seja, ao tempo de contato do HDL com
a solucao fluoretada (NaF), verifica-se que, para os 3 grupos (Tabela 8), quando o
tempo foi aumentado de 2 para 24 h, houve reducédo na quantidade de fltor, apenas
com excecao do produto submetido a 40°C do grupo 1, em que ocorreu 0 inverso.

O que difere do estudo de Koilraj e Kannan (2013) que avaliaram a captacao
de fluoreto em diferentes tempos de contato usando 1 g/L do HDL precursor (ZnCrs-
NOs-HDL) em 50 mg/L de uma solugédo fluoretada. Os autores encontraram um
equilibrio de adsorcao do anion (F) em 1 h, mas com o aumento do tempo de contato
para 3 h, maiores quantidades de fluoreto no material foram alcangadas (31 mgF/g).

Kameda et al. (2015b), utilizando um HDL precursor do tipo Mg, Al — NOs,
também em um estudo de adsorcéo via troca idnica do nitrato pelo fluoreto, verificaram
gue com o aumento do tempo de agitacdo de 8 pra 25 h houve melhores resultados
para a concentracdo de flior no material.

Em resumo, sugere-se que nos produtos dos grupos 2 e 3, a melhor condi¢ao
foi a de menor tempo de agitagdo a uma maior temperatura (739,20 e 851,28 ppm de
fldor, respectivamente); ja no grupo 1, a melhor condicao foi a de maior tempo de
agitacdo, também em maior temperatura (1197,52 ppm de fltor). Logo, diante dos
produtos obtidos, o produto Mg, Al — F HDL na condi¢ao 24h, 40°C do grupo 1, ganha

destaque pela maior quantidade de flior encontrada (1097,52 ppm).

5.2 Caracterizacao térmica dos HDLs
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A figura 19 mostra as curvas térmicas dos HDLs precursores com as suas

derivadas. Os comportamentos térmicos foram caracteristicos do padrdo
termogravimétrico da argila, com a observacédo de duas etapas de perdas de massa
(CHOUDARY et al., 2002; ISLAM e PATEL, 2009; BENICIO et al., 2015).

Na figura 19A, correspondente ao Mg, Al — Cl HDL micrométrico, a primeira
perda de massa foi de 14,5% e ocorreu desde 33°C até aproximadamente 98,25°C.
Esta degradacéao térmica corresponde a perda de agua superficial adsorvida e a agua
interlamelar, estagio este reversivel, sem perda da estrutura lamelar (BENICIO et al.,
2015). A segunda perda de massa foi de 19,73% e ocorreu entre 360,42°C até
441,95°C. Nesta etapa ocorre a desidroxilagéo estrutural e a consequente perda da
estrutura lamelar, assim como a perda do anion, acompanhada da formacéo de HCI.
Logo, houve uma perda de massa total em torno dos 34,2%, permanecendo o material
com 65,8% em massa ao término dos 800°C.

Na figura 19B, na curva térmica referente ao po resultante do Mg, Al — ClI HDL
suspensao coloidal, sdo observados os mesmos eventos, mas com alteracdo tanto
das faixas de temperatura, como do percentual de perda de massa. A primeira perda
(12,3%) ocorreu entre 95,1 a 211,6°C e a segunda perda foi de 26,9% entre 334,9 a
390,9°C. Houve entdo, 39,2% de perda de massa total, com 60,8% em massa do

material ao término dos 800°C.

Figura 19 - Curvas térmicas dos HDLs precursores: A) Mg, Al - CI HDL micrométrico; B)

Mg, Al - ClI HDL nanométrico po6 resultante.
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As figuras 20, 21 e 22 apresentam as curvas térmicas dos trés grupos de
produtos fluoretados estudados, com as suas derivadas (DTG). Ja as figuras 23, 24 e
25 mostram as curvas térmicas dos trés grupos de produtos fluoretados estudados

com as variacdes de parametros de sintese.



Figura 20 - Grupo 1: Curvas térmicas (TG/DTG) obtidas dos produtos fluoretados a partir do HDL precursor micrométrico. A) Produto

2h25°C; B) Produto 24h25°C; C) Produto 2h40°C e D) Produto 24h40°C.
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Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 21 - Grupo 2: Curvas térmicas (TG/DTG) obtidas dos produtos fluoretados a partir do HDL precursor nanomeétrico suspensao.
A) Produto 2h25°C; B) Produto 24h25°C; C) Produto 2h40°C e D) Produto 24h40°C.
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Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 22 - Grupo 3:

Produto 2h25°C; B) Produto 24h25°C; C) Produto 2h40°C e D) Produto 24h40°C.

Curvas térmicas (TG/DTG) obtidas dos produtos fluoretados a partir do HDL precursor nanomeétrico po. A)
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Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 23 - Grupo 1: Curvas térmicas obtidas do HDL precursor micrométrico e dos produtos fluoretados: A) Em 2h de agitacéo; B) Em

24 horas de agitacdo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 24 - Grupo 2: Curvas térmicas obtidas do HDL precursor nanométrico suspenséao e dos produtos fluoretados: A) Em 2h de

agitacao; B) Em 24 horas de agitacdo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 25 - Grupo 3: Curvas térmicas obtidas do HDL precursor nanométrico p6 e dos produtos fluoretados: A) Em 2h de agitacdo; B)

Em 24 horas de agitacéo; C) Em 25°C de temperatura e D) Em 40°C de temperatura.
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Fonte: propria autoria, 2018.
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Os resultados mostraram que todos os produtos apresentaram também duas

perdas de massa assim como 0s precursores cloretados, configurando perfis térmicos

semelhantes. Desta forma, no geral, a primeira perda de massa dos HDLs fluoretados

€ em torno de 13 a 17% e ocorre em temperaturas de 74,85 a 219,7°C,

correspondendo também a perda de 4gua adsorvida na superficie e interlamelar. Em

seguida, ocorre a segunda perda de massa em torno dos 25% em temperaturas que

variam de 220 e 468°C o que corresponde a desidroxilacdo e perda de estrutura

lamelar, com consequente formacédo de HF. O mesmo pode ser visto nos estudos de
Lima et al. (2012), Wu et al. (2007), Iguchi et al. (2016), e Lv et al. (2006). Na tabela 9
é possivel conferir os valores de perda de massa dos HDLs em fungao da temperatura.

Tabela 9 - Valores referentes a perda de massa dos HDLs a partir do TGA.

— Perda de Massa (%) / Temperatura (°C) Perda
HDLs Grupo ondi¢ao total
de sintese 12 22 de
massa
Mg, Al — CI HDL
) " 1 - 14,5% /33,01 -98,25°C 19,73 % /360,42 —441,95°C 34,2%
micrométrico
Mg, Al — F HDL 1 2h 25°C 16,97 %/ 74,85 - 199,39°C 23,4% / 336,73 - 428,23°C 40,3%
Mg, Al — F HDL 1 2h 40°C 16,79 %/ 96,21 - 203,38°C 22,87% / 330,09 - 423,7°C 39,6%
Mg, Al — F HDL 1 24h 25°C 17,46 % /92,51 - 205,65°C 23,77 % / 327,52 - 429,04°C 41,2%
Mg, Al — F HDL 1 24h 40°C 16 % /113,97 - 211,76°C 23,12 %/ 331,20 - 432,01°C 39,1%
Mg, Al — CI HDL
" 2 - 12,3 % /95,1 —211,6 °C 26,9% / 334,9 — 390,9 °C 39,2%
nanométrico
Mg, Al — F HDL 2 2h 25°C 14,5%/139,7 — 212,8°C 25,2 % /327,6 - 442°C 39,7%
Mg, Al — F HDL 2 2h 40°C 14,6 %/ 133,8 — 212,7° 25,1 % /342,9 -439,7°C 39,7%
Mg, Al — F HDL 2 24h 25°C 14,4 %/ 144,3 — 213,9°C 25,1 %/ 333,2 - 451,6°C 39,5%
Mg, Al — F HDL 2 24h 40°C 14,9 %/ 150,9 — 214,5°C 26,3 % / 349 — 446,5°C 41,2%
Mg, Al — CI HDL
. 3 - 12,3% /95,1 —211,6 °C 26,9% / 334,9 — 390,9 °C 39,2%
nanométrico
Mg, Al — F HDL 3 2h 25°C 13,4 %/ 166,1 — 219,6°C 26,6 % /220 — 353,1°C 40%
Mg, Al — F HDL 3 2h 40°C 14,1%/162,1-217°C 24,7 %/ 319,9 - 468°C 38,8%
Mg, Al — F HDL 3 24h 25°C 14,9 %/ 164,3 — 216,6°C 26,7 %/ 403,3 — 447,2°C 41,6%
Mg, Al — F HDL 3 24h 40°C 13,7 %/ 166,3- 219,7°C 26,7% / 220 — 341,3°C 40,4%

Fonte: propria autoria, 2018.

No grupo 1 (Figura 23), é visto que inicialmente todos os HDLs fluoretados

apresentaram maior perda de massa do que o HDL precursor micrométrico, em torno
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de 3%, para todas as condi¢des de sintese. Na segunda perda, valores em torno dos
4% a mais foram observados. Também € possivel verificar que maiores temperaturas
de decomposicéo foram necessarias para primeira etapa de perda de massa quando
comparados ao HDL precursor.

Para os grupos 2 e 3 (Figuras 24 e 25), observa-se que para o primeiro estagio
de decomposicao, todos os HDLs fluoretados apresentaram 2% a mais de perda de
massa que o HDL cloretado. E com relacédo a outra etapa, o percentual de perda de
massa foi quase igual para todos os produtos assim como para o precursor (=1%).
Temperaturas mais elevadas também foram observadas durante as fases de
decomposicdo para todos os produtos destes grupos, quando comparados ao HDL
nanomeétrico.

De forma geral, foi observado que a estabilidade térmica dos produtos
fluoretados foi melhor que a dos precursores, fato que pode ser explicado pela
presenca do fluoreto na estrutura do HDL, pois este ion forma fortes ligacdes de
hidrogénio, aumentando a interacdo entre as moléculas e dificultando sua perda de
estrutura, necessitando, portanto, de valores mais elevados de temperatura quando
comparado com o HDL precursor para que seja decomposto (LIMA et al, 2012; WU et
al., 2007; Lv et al., 2006). Este fato também corrobora com a escala de estabilidade
do HDL quando da presenca do anion fluoreto em comparagéo ao anion cloreto como
ja descrito por REIS (2009) e MYATA (1983).

5.3 Caracterizacao morfolégica dos HDLs

As micrografias obtidas por MEV dos Mg, Al — Cl HDLs precursores sao
apresentadas pelas figuras 26 e 27.

As imagens foram analisadas em ampliacdes de 300x e 2000x e revelaram para
o HDL micrométrico um aglomerado de particulas, semelhantes as descritas por Islam
e Patel (2009) e por Donato et al. (2012). J4 para o HDL nanométrico, sdo observadas
particulas mais dispersas em formato de folhas finas como descritas por Xu et al.
(2006).
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Figura 26 - Estrutura e morfologia do HDL precursor: Mg, Al - Cl HDL

micrométrico obtido do MEV. Em A) aumento de 300x; B) aumento de 2000x.

SEMHV:5.0KV |  WD:14.97 mm VEGA3 TESCAN SEMHV:50kV |  WD:14.95mm VEGA3 TESCAN
View field: 458 pm Det: SE 100 pm View field: 69.2 um Det: SE 20 pm

SEM MAG: 302 x | Date(m/dly): 0472717 |  IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.00 kx | Date(midly): 04/27/17 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: prépria autoria, 2018.

Figura 27 - Estrutura e morfologia do HDL precursor: Mg, Al - Cl HDL

nanomeétrico obtido do MEV. Em A) aumento de 300x; B) aumento de 2000x.

%3 g1 ST 5

. 3 * 3 . . P
SEM HV: 5.0 kV. WD: 15.68 mm VEGA3 TESCAN WD: 15.66 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 303 x Det: SE 100 pm Det: SE ‘ 20 pm

View field: 457 pm guest IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA guest IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: propria autoria, 2018.

As micrografias dos HDLs fluoretados, com as variacdes de parametros de
sintese, podem ser observadas nas figuras 28 (grupo 1), 29 (grupo 2) e 30 (grupo 3).

Segundo Benicio et al. (2015), o tamanho e a forma dos HDLs variam de acordo
com o0 método de preparacdo e composi¢do quimica dos materiais. Dessa forma é
possivel observar que as micrografias para todos os produtos fluoretados revelaram
maiores particulas quando comparadas aos HDLs precursores, variados tamanhos e
superficies irregulares.
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Figura 28 - Imagens de MEV para o grupo 1, em todas as condi¢des. Em ampliagéo de
300x e 2000x.

Condicao de sintese Ampliacéo de 300x Ampliacdo de 2000x

Mg, Al — F HDL 2h25°C

SEM HV: 5.0 kV WD: 14.86 mm VEGA3 TESCAN  SEM HV: 5.0 KV WD: 14.81 mm VEGA3 TESCAN|

View field: 459 ym Det: S 100 pm View fiold: 69.0 pm Dot: SE 20 um

SEM MAG: 301 x| Date(midly): 042717 | IFALICAMPUS MACEIO/NL AB.QUIMICA SEM MAG: 2.01 kx| Dato(m/dly): 04127117 | IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Mg, Al — F HDL 2h40°C

SEM HV: 5.0 kV | wWD: 14.90 mm 1 VEGA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV wD: mm 1 | 1 VEGA3 TESCAN|
View field: 461 ym | Det: SE 100 pm View field: 69.3 ym Det: SE | 20um
SEMMAG: 300 x | Date{m/dly): 04/2717 |  IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.00 kx | Date(midy): 0422747 | IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Mg, Al — F HDL 24h25°C

SEM HV: 5.0 kV WD: 14.95 mm | 1 | veEGazTESCaN

View field: 67.8 ym Det: SE 20 um

SEM MAG: 2.04 kx__ Date(midy): 042747 | __IFALCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Mg, Al — F HDL 24h40°C

SEM HV: 5.0 KV WD: 15.02 mm VEGA3 TESCAN  SEM HV: 5.0 kV. : 14.97 mm L | vEGA3TESCAN

View Tield: 460 ym [ 100 um View field: 69.4 pm Det: 20 pm
SEMMAG: 301 X | Date(midiy): 04/27/17 | IFALCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.00 kx | Date(midly): 0427117  IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 29 - Imagens de MEV para o grupo 2, em todas as condi¢des. Em ampliagéo de
300x e 2000x.

Condicao de sintese Ampliacdo de 300x Ampliacdo de 2000x

e TR

Mg, Al — F HDL 2h25°C

SEMHV: 5.0 kV Wi 14.99 mm 11 VEGA3 TESCAN _SEMHV:50KV__ |  WD:14.06 mm ’_l_l_u_l_l_.\_l_l_l VEDAVAE SO
SEM MAG: 301 x Det: St 7100 pm SEM MAG: 2.01 kx| Det: SE 20 m

View feid: 460 pm guest | WALCAMPUS MACEION AB.GUIMICA View field: 68.7 pm | guest | wauCAMPUS MACEIOLAB.QUIMICA

Mg, Al — F HDL 2h40°C

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.06 mm L VEGAITESCAN  SEMHV:50KV |  WD:15.03mm VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 300 x Det: SE 100 ym SEM MAG: 2.00 kx| [ BT

View field: 461 ym quest IFALCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA View field: 69.2 pm | guest | FAUCAMPUS MACEIOILAB.QUIMICA
R 8 »

Mg, Al — F HDL 24h25°C

SEMHV:50kV | wD:1525mm VEGA3 TESCAN  SEMHV:5.0kV WD: 14.90 mm VEGA3 TESCAN
SEMMAG:300x | Det: SE 100 pm SEM 00 kx Det: 20 ym
View held: 461 ym | avest_ FAUCAMPUS MACEIONABQUIMICA_____ View feld: 69.3 quest | ALCAMPUS MACEIOILAB.QUIMICA

Mg, Al — F HDL 24h40°C

: - i < A A
SEMHV: 5.0 kV WD: 15.24 mm VEGAI TESCAN|  SEMHVS0KV | WD:1512mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 301 x Det: SE SEM MAG: 2.03 kx | Det: SE ‘ 20 pm

Viow Tiold: 460 um | quest IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA View field: 68.2 ym _| guest | WAUCAMPUS MACEIOILAB.QUIMICA

Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 30 - Imagens de MEV para o grupo 3, em todas as condi¢des. Em ampliagéo de
300x e 2000x.

Condicao de sintese Ampliacéo de 300x Ampliacdo de 2000x

{

Mg, Al — F HDL 2h25°C

$
SO

Mg, Al — F HDL 2h40°C g

Fih

Mg, Al — F HDL 24h25°C

Mg, Al — F HDL 24h40°C

Fonte: propria autoria, 2018.
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5.4 Cinética de liberacdo de F- dos HDLs fluoretados

A andlise de liberacéo de F realizada durante os 21 dias, para cada condi¢ao
de sintese em ambos meios (neutro e &cido) nos trés grupos estudados, revelou
curvas cinéticas que podem ser observadas nas figuras 31, 32 e 33, respectivamente.
Ademais, os valores de AUC em pg/ml x h, podem ser observados nos graficos (Figura
31, 32 e 33).
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Figura 31 - Gréficos da cinética de liberacdo de flior (F? para o grupo 1, em todas as

condi¢cdes de sintese.
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Fonte: propria autoria, 2018.
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Figura 32 - Gréficos da cinética de liberacéo de flior (F) para o grupo 2, em todas as

condi¢cdes de sintese.
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Figura 33 - Gréficos da cinética de liberacao de fluor (F) para o grupo 3, em todas as

condi¢cdes de sintese.
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Com relacdo aos resultados obtidos a partir da quantificagdo do flior ibnico
através da cinética realizada em ambos o0s meios (neutro e 4cido) representados nas
figuras 31, 32 e 33, verifica-se perfis de liberacdo de F-, que relacionam a porcentagem
desse ion liberada do produto versus o tempo decorrido durante o experimento,
totalizando os 21 dias. Assim, € possivel realizar uma analise comparativa com
relacdo ao comportamento in vitro dos HDLs fluoretados, envolvendo parametros
relacionados a (i) quantidade maxima de F- liberada durante o tempo pré-estabelecido;
(ii) velocidade de liberacdo do F- e (iii) a magnitude de liberacao desse ion (AUC).

E visto, portanto, que de modo geral, apesar da diferenca na porcentagem de
liberac@o registrada entre os produtos no meio neutro e acido, a caracteristica
comportamental ou o padrao de liberacao de flior predominante compreendeu perfis
logaritmicos de liberacdo, em que o meio acido implicou em maiores valores
quantificaveis desse ion para todos os produtos analisados, com exce¢ao apenas para
0 produto Mg, Al — F HDL 2h25°C do grupo 3, com 6% de liberagcdo em ambos os
meios. Ademais, com relacdo ao percentual de liberacdo total de F-, destacou-se o
produto Mg, Al — F HDL 24h25°C em todos os 3 grupos. E dentre os produtos desta
condicao, destaca-se o Mg, Al — F HDL-F 24h25°C do grupo 3 (Figura 33), com 45,7%
(pH 7,0) e 46,6% (pH 5,5) de F e AUC =781,4 e 782,1 pg/mL x h, respectivamente,
ao final do ensaio. Inobstante, foi o produto que apresentou um menor valor
guantificavel de fluor total quando comparado aos outros produtos.

A dispersdo inicial de ions de flior durante os primeiros dias pode ser
importante clinicamente devido a formacdo de fluoreto de calcio na superficie do
esmalte, além disso alguns efeitos biolégicos podem ser observados, como acao
bactericida e/ou bacteriostatica do material, porém uma liberacdo mais lenta e
controlada tem um efeito mais significativo pois mais fldor na cavidade bucal
proporcionara mais acao remineralizante da estrutura dentaria (AHN et al., 2011;
CURY et al., 2016).

O processo de des-remineralizacdo dentaria esta intimamente relacionado com
a presenca constante de ions flior na cavidade bucal. Tal fato, deve-se a formacao
da fluorapatita que se forma quando a hidroxila (OH") presente da hidroxiapatita que
constitui o esmalte dentéario é substituida pelos fluoretos. A fluorapatita, por sua vez,
apresenta maior capacidade de precipitar em baixo pH, contrabalanceando a perda
mineral sofrida pelo esmalte e dentina durante a desmineralizacdo, retardando assim

o desenvolvimento da carie dentaria (MEIRA, 2015).
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E sabido, portanto, que o fluoreto (F) liberado no meio bucal interfere na
dindmica da cérie e atua como um fator de protecdo da doenca exercendo um papel
preventivo mesmo em baixas concentracdes. Logo, seu principal efeito anticéarie
ocorre quando ele esta presente no meio bucal na sua forma livre (i6nica), soltuvel e
sua elevada concentracao continua no meio bucal € uma étima vantagem no processo
de desmineralizacdo e remineralizacado dentéaria (CURY e TENUTA, 2009; CURY et
al., 2016; TENUTA e CURY, 2010; FUKUSHIMA et al., 2000; HELLWIG e LENNON,
2004; BUSALAF et al., 2011).

Nesse contexto, métodos melhorados de entrega de flior assim como materiais
com potencial liberagdo desse ion tem sido bastante estudados e avaliados, visando
uma liberacado lenta e prolongada desse anion (FUKUSHIMA et al., 2000; XU et al.,
2006b; NGUYEN et al. (2017). Segundo Khan et al. (2013), os materiais restauradores
com alta capacidade de liberacéo de flior sdo clinicamente importantes e desejaveis
porque podem manter sua acao anticariogénica por mais tempo. Porém, segundo Al-
Dehailan et al. (2017), a literatura ainda é escassa em estudos sobre a cinética do
flior no meio intra-oral, mais especificamente na saliva e no biofilme. Dois estudos ja
reportados com o uso de verniz fluoretado analisou a quantidade de flGor na saliva e
verificou aumentos consideraveis desse ion persistindo por até 6h e 24h (TWETMAN;
SHOLD-LARSSON; MODEER, 1999; EAKLE et al., 2004). Ja avaliando a presenca
de flaor no biofilme, utilizando verniz fluoretado, os autores obtiveram niveis elevados
de fluoreto por um periodo de até uma semana (SKOLD-LARSSON; MODEER,;
TWETMAN, 2000).

Vé-se, entdo, que os resultados do presente trabalho em ambos meios
sugerem um eficicia na agcdo anticarie, visto que sdo materiais que liberam flGor e
permitem uma crescente liberacdo desse ion com o passar dos dias (21), o que é
esperado clinicamente ja que mais flior estara disponivel no meio bucal promovendo
a remineralizagédo da estrutura dentaria, assim como relatado por Cury et al. (2016).

Tammaro et al. (2014), avaliaram o efeito de um hidroxido duplo lamelar
também fluoretado micrométrico incorporado em uma resina composta e a sua
propriedade de liberacdo de F por 160 dias objetivando uma liberacdo lenta e
controlavel desse ion na cavidade bucal. Obtiveram, portanto, um comportamento
semelhante com os resultados do presente estudo, em que com o passar dos dias
mais flaor foi sendo liberado. Segundo os autores, este fenbmeno deve-se a estrutura

lamelar da argila inorganica que permite uma boa ancoragem dos ions assim como
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uma boa acomodacéao do fluoreto, corroborando a boa estabilidade do material como
visto nas caracterizac¢des ja descritas.

Este comportamento cinético porém nao foi visto por Agnol (2016) o qual
conduziu um estudo em que aplicou um verniz fluoretado Verniz-F Duraphat 4h e 24h
(aplicacé@o do verniz e remocgéo apos 4h e 24h, respectivamente) e logo apds esse
periodo, assim como no 7 e 28 dias foram feitas bidpsias &cidas no esmalte para
determinacao da concentracao de F- com o passar do tempo e observou-se-se que 0s
valores de fluoreto liberado retornaram a niveis basais apés sete dias do uso, nao
sendo observado mais efeito anticarie dessa formulacdo por longos periodos de
tempo. O fldor foi entdo rapidamente perdido e sua acdo preventiva que esta
intimamente relacionada com sua presenca constante na cavidade bucal, foi
interrompida interferindo no curso da doenca apés uma semana de aplicacdo do
verniz, mesmo mantido de forma prolongada sobre os dentes por 24h.

Fernandes (1996), avaliou o perfil de liberacdo de flior de oito marcas
comerciais de iondbmero de vidro nos seguintes periodos: 6, 12, 18, 24h, 7 e 28 dias e
obteve 0 mesmo comportamento de liberacdo de F- para todas as amostras apesar
de obter diferenca de valores quantificaveis de fllor, assim como o presente estudo.
Obteve, portanto, um “burst effect” (efeito explosdo), com registros de grande
liberac&o de flior nos primeiros intervalos de leitura, seguindo-se de queda acentuada
e/ou gradual com o passar do tempo.

No estudo realizado por Fukushima et al. (2000) com intuito de avaliar a
concentracéo de F sollvel presente na saliva de adultos e criancas ap6s os periodos
de 0, 3, 6, 9, 15, 30, 45 e 60 minutos depois da escovacdo com dentifricios fluoretados
mostrou que logo apds a escovacdo obteve-se uma alta concentracdo de F-, que vai
diminuindo com o tempo conforme vai havendo a lavagem da cavidade bucal pela
saliva tanto nos adultos como nas criancgas.

Garcez (2001), realizou um estudo em que avaliou a liberacéo de flior em 6
materiais restauradores também em dois meios de imersdo, 4gua deionizada e em
meio acido, por 15 dias. Os materiais utilizados foram Vitremer (VIT), Dyract (DYR),
Ariston (A), Tetric Ceram (TET), Definite (DEF) e Z100. As solugdes contendo o corpo-
de-prova de cada material foram trocadas diariamente e os espécimes armazenados
durante o periodo pré-estabelecido. Foi utilizado também o TSAB Il para retirada dos
interferentes da analise. Os resultados obtidos mostraram maior quantidade de

liberacdo no meio acido para todos 0s materiais com excec¢ao apenas para o Ariston.



83

E, maiores valores de liberag&o de flaor inicial também foram observados, declinando
com o tempo com 0 mesmo padréo de liberagdo para todos as amostras.

Moreau e Xu (2010), avaliaram a interferéncia do pH do meio na liberacédo de
fldor e nas propriedade mecanicas de cinco materiais dentarios restauradores durante
84 dias e obtiveram maiores resultados de flior quando o meio foi &cido (pH 4,4),
porém as propriedade mecéanicas dos matérias foram reduzidas quando comparadas
ao meio de pH 7.

Vé-se, também, que pesquisas mais recentes ja mostram o interesse de
pesquisadores em avaliar a liberacéo de flaor utilizando nanomateriais pelo fato de
apresentarem uma alta area de superficie e melhor capacidade de penetrar no
biofime (WANG; GUPTA; ROTELLO, 2015; HANNIG e HANNIG, 2012). Nesse
contexto, Nguyen et al. (2017) avaliaram nanoparticulas de biopolimeros de alginato,
pectina e quitosana fluoretadas e verificaram um forte potencial de aplicacao clinica
odontoldgica destes materiais como agentes especificos para pacientes com risco a
desenvolver carie, sendo o flior liberado em baixas concentracdes e de forma
sustentada, com maior destaque para a hanoparticula de quitosana, com 33 -113 ppm
e 6,2 % de liberacao, por um periodo de 24h. A liberacdo de F também foi maior no
meio acido simulando um ataque cariogénico. Porém, apesar de resultados
promissores uma preocupacao dos pesquisadores € com relacdo a adesédo dessas
nanoparticulas, pois influéncias intra-orais podem interferir na sua acao, ja que a
biodisponibilidade do fluoreto depende de varios fatores como a composicéo salivar e
a taxa de secrecdo e a propria mucosa que podem servir como adesdo para as
nanoparticulas, limitando a agéo do fluor.

Khan et al. (2013), na busca por desenvolver um material nanométrico
restaurador com liberacdo de fldor, sintetizaram a nanofluorapatita com o compdésito
de poliuterano. Para tanto, avaliaram a liberacdo de flior do material em que as
amostras foram armazenadas em saliva artificial e 4gua deionizada por 180 dias.
Obtiveram, portanto, diferenca insignificante entre o padrao de liberagéo da saliva e
da agua deionizada e o composto proporcionou uma liberacdo sustentada de fltor
durante um longo periodo de tempo totalizando um acumulativo de 0,0026 mg/L.

Dessa forma, estudos que visem a utilizacdo de materiais com liberacdo de
fldor direcionada, com retengéo e substantividade se faz importante estudar e com
base nisso, os hidréxidos duplos lamelares apresentam-se como nanomateriais que

sugerem ser potenciais pra liberar flior no local de acéo desejado (desenvolvimento
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da carie), ja que se degradam em meio &cido (MARANGONI, 2005) e diante da
cinética de liberacdo de fluoreto realizada no presente estudo, em que se pdde
representar, in vitro, o0 comportamento da concentracédo de liberac@o do flor iénico
presente nos produtos fluoretados, com forte potencial remineralizante e protetor para
carie dentaria, sugere-se materiais promissores com efeito anticarie a serem utilizados

na clinica odontoldgica.

5.5 Avaliac&o microbiologica

Os resultados visuais dos testes de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo
atestaram a nao eficacia antimicrobiana das amostras de HDLs estudados, tanto para
0S precursores como para os produtos fluoretados. As placas dos referidos ensaios
encontram-se ilustradas no apéndice 1 e 2.

Dessa forma, inicialmente para o teste de difusdo em &gar em que néo foram
observados halos de inibicdo, compreende-se a descaracterizacdo das amostras
testadas em uma concentracdo de 1 mg/mL como sensivel ao S. mutans. J& o
controle positivo (digluconato de clorexidina 0,12%) mostrou-se eficaz com
consequente formacéo de halo (12 mm) e o controle negativo (salina), ndo apresentou
formacao de halo, como ja era esperado.

Ainda com vistas na obtencdo da eficacia antimicrobiana dos produtos
fluoretados do presente estudo contra S. mutans, a microdiluigdo em caldo realizada
a uma concentracao de 200 pg/mL também ndo mostrou acdo antimicrobiana dos
produtos testados contra o microrganismo em questao (Apéndice 2), exceto para o
controle positivo (clorexidina) e o controle do meio caldo BHI.

Ademais, o plagueamento dos pocos evidenciou o crescimento bacteriano,
mais uma vez confirmando a ineficacia das solucdes testadas (Apéndice 3).

Com relacao a acédo microbioldgica de hidréxidos duplos lamelares com anion
fluoreto intercalado, a literatura ainda é escassa nessa abordagem, mas relata alguns
estudos utilizando outros tipos desse nanomaterial sobre a aplicacao destes no campo
antimicrobiano (CHEN et al., 2012; CARJA et al., 2009; MISHRA et al., 2013; Zhang
et al., 2013; NOCCHETTI et al., 2013; RYU et al., 2010). E, segundo Mishra; Dash;
Pandey (2018) e Saifullah e Hussein (2015), o efeito microbiolégico de HDLs esta
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relacionado a incorporacdo ou intercalacdo de algum agente antimicrobiano a sua
estrutura.

Chen et al. (2012) e Carja et al. (2009), avaliaram a incorporacdo de
nanoparticulas de prata (AgNPbio) em Mg-Al-NOs/HDL e Zn-Al-NOs/HDL, objetivando
a acdo antimicrobiana desse material contra bactérias tanto Gram-negativas
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) como Gram-positivas (Staphylococcus
aureus e Bacillus substilis). Obtiveram, portanto, que o HDL sem a incorporacgéo das
AgNPbio, ndo mostrou atividade antimicrobiana, jA o complexo Ag-HDL exibiu
excelentes atividades contra as bactérias testadas.

Marcato et al. (2013), também avaliando a ac&o antimicrobiana de HDLs, nesse
caso do tipo Mg-Al-SO4/HDL (250 pg/ml) estruturado também com a incorporacdo de
nanoparticula de prata (HDL- AgNPbio) contra bactéria Gram-positiva (S. aureus) e
Gram-negativa (E. coli) ndo obtiveram acédo antimicrobiana contra as referidas
bactérias quando o HDL foi testado sozinho. J&a, o complexo HDL- AgNPbio, mostrou
eficacia microbiolégica com uma concentracéo inibitoria minima de 6.6 e 12 ug/ml
contra S.aureus e E.coli, respectivamente.

Um outro estudo de Mishra et al. (2017), avaliou o Zn-Al-SO4/HDL também
contra as bactérias E. coli e S. aureus além de uma cepa fungica de Fusarium
oxysporum e obtiveram formacéo de halo de inibicdo de 25 mm para a E. coli, tendo
insignificante acdo antimicrobiana para as outras cepas testadas.

Moaty, Farghali e Khaled (2016) avaliaram o efeito antimicrobiano utilizando um
HDL do tipo Zn-Fe-NOs, também utilizando o teste de difusdo em pocos além da
obtencdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) contra as bactérias: Proteous
vulgaris, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, além de fungos do tipo
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Geotricum candidum e Trichophyton
mentagrophytes. Para tanto, também utilizaram o HDL em DMSO a 1 mg/mL e os
resultados in vitro revelaram atividade antimicrobiana do HDL contra todos os
microorganismos testados com consequentes formacéo de halos, variando de 17.6 a
25.6 mm. Valores de concentracao inibitéria minima foram obtidos entre 0.98 a 15.6
pg/mL para bactérias tanto Gram-negativas como positivas e para os fungos, o HDL
foi mais eficaz em concentra¢cdes mais baixas de 0.49 a 3,9 pg/mL. Os autores entéo
concluiram excelentes atividades antimicrobianas desse tipo de HDL frente aos

referidos microrganismos testados.
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Diante do exposto, vé-se que a acao antimicrobiana de HDLs ainda é pouco
estabelecida e ndo se tem estudos na literatura quanto a atividade antibacteriana de
HDLs contra o S. mutans, sendo necessarios mais estudos com foco no principal
microrganismo causador da céarie.

E, tomando como base a acgéo antimicrobiana do fllor que esta presente no
material, a literatura reporta segundo alguns autores que o fldor interage com o
processo metabolico da bactéria, ndo havendo duvidas do seu efeito antibacteriano,
porém isso acontece em niveis de flor muito superiores aos que prevalecem na
cavidade oral (TEN CATE, 1999). Para Loveren (2001), existe uma discusséo acerca
do efeito antimicrobiano do fltior, se este contribui para a prevencao da carie com acao
antimicrobiana, jA que as concentracdes de F para acdo contra bactérias do biofilme
superam muito a concentracdo necessaria que reduz a dissolucdo da hidroxiapatita.
Koo (2008) relata que o F~ pode afetar a fisiologia das células microbianas, incluindo
Streptococcus cariogénicos, a exemplo do S. mutans, no entanto, as implicacfes in
vivo ainda ndo estdo esclarecidas. Diante disso, € perceptivel que a dinamica
antimicrobiana do fluoreto também ainda € desconhecida.

E, com relacdo a concentracdo inibitéria minima de fluoretos contra
microorganismos orais, a faixa de valores € bem ampla, onde segundo Ochoa-Herrera
et al. (2009), bactérias orais sdo inibidas por concentracdes de fluoretos entre 10 —
1600 mg/L. Dong et al. (2012), relata valores de CIM de uma solucdo de NaF de 625
mg/L contra S. mutans. Ja Xu et al. (2015) reporta uma CIM de NaF também contra
S.mutans de 1170 mg/L. Logo, é perceptivel uma variancia de valores de
concentracdes para inibicdo de bactérias orais, em especial a referida bactéria gram-
positiva. Relacionando tais valores com os do presente estudo, indica-se que a
ineficacia antimicrobiana dos produtos testados pode estar relacionado as baixas
concentracdes de fluor presentes nos HDLs fluoretados, os quais compreenderam
valores entre 1,6 — 14,6 mg/L.

Cury et al. (2016) e Fejerskov et al. (2015) relatam com relagcdo ao efeito
antimicrobiano do fluoreto que este ion ndo é capaz de prevenir o desenvolvimento
da lesdo de carie porque ndo evita a formacdo do biofilme dentario em niveis
disponiveis na saliva. Segundo Buzalaf et al. (2011), o fluor interfere na dinamica da
carie, porém sua principal acdo envolve o0s processos de desmineralizacdo e

remineralizagdo dentaria.
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Em um experimento de quimioterapia com uma comunidade de nove bactérias
orais, acreditou-se que 19 ppm de flior poderia prevenir o S. mutans de crescer, no
entanto, s6 em altas concentragcbes o fllor reduziu o numero de organismos
especificos no biofiime (BRADSHAW; MCKEE; MARSH, 1990). J& utilizando um gel
fluoretado de 12.300 ppm por 10 dias consecutivos a proporcao de S. mutans reduziu
no biofilme dentario no estudo realizado por Loesche et al. (1975) diferente do estudo
feito por Lynch; Navada; Walia (2004) em que avaliaram a acao anticarie de
dentifricios fluoretados e concluiram que baixos niveis em torno de 1500 ppm de F
presentes no biofilme dentario foram insuficientes para ter um efeito antimicrobiano
significativo.

Com base no exposto, independente dos estudos in vitro sobre o efeito do
fluoreto em bactérias como no biofilme como um todo, os efeitos de desmineralizac&o
e remineralizacdo dentaria que ocorrem mesmo em baixos niveis de F~ sdo mais
importantes do ponto de vista clinico visando o controle da céarie dentaria (GUEDES e
BOWEN, 1990). E estudos que aprimorem a acao antimicrobiana de HDLs
estruturados com fluoreto interlamelar se faz importante estudar para melhor elucidar

essa questao.

6 CONCLUSAO

Com este estudo, foi possivel a preparacdo e o desenvolvimento de 12
produtos fluoretados do tipo hidroxidos duplos lamelares, contendo em sua
composicdo o anion fluoreto, na forma de p6, em diferentes condi¢des laboratoriais,
variando o tempo de agitacao e a temperatura durante o processo de sintese.

Através da caracterizacao estrutural foi possivel conhecer a carga e o tamanho
dos HDLs precursores nanométricos; quantificar o magnésio, aluminio e cloro nos
HDLs (EDX), conhecer o comportamento cristalino deste tipo de material, com
sugestiva indicacdo da presenca do fluoreto no espaco interlamelar (DRX), verificar
os grupos funcionais existentes (FT-IR) e quantificar o fluoreto presente nos produtos
(HMDS). Além disso, a analise térmica comprovou melhor estabilidade térmica aos
HDLs fluoretados e a analise morfolégica revelou particulas aglomeradas e/ou
dispersas, de tamanhos variados.

Dentre os produtos analisados, a amostra que se destacou com uma maior taxa
de liberacdo de F ao final do ensaio foi o Mg, Al — F HDL 24h25°C do grupo 3,
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apresentando uma troca aniodnica total, espacamento basal (d003) de 7,8 A, banda
relativa ao anion carbonato (COs?) de 1383 cm, 123,1 ppm de F com 45,7 e 46,7%
de liberacdo de fluoreto em meio neutro e acido, respectivamente e com uma perda
de massa total de 41,6%.

Os HDLs fluoretados em concentracdes de 1000 e 200 pg/mL mostraram-se
ineficazes frente a cepa de S.mutans, sendo valido realizar mais estudos que visem a
acao microbiolégica desses materiais.

Assim, com base nos resultados compilados neste estudo, sugere-se que
hidréxidos duplos lamelares fluoretados representam um novo e promissor método de
liberacdo de F-, de forma simples e facil obtencdo fazendo-se ainda necessérias
avaliacbes acerca do potencial remineralizante e antimicrobiano. E como
perspectivas, pretende-se obter formulacées de materiais odontoldgicos fluoretados a
base desses nanomateriais, sendo um novo caminho para o estabelecimento de mais
uma categoria de material fluoretado na clinica odontolégica, de uma maneira eficaz

e relevante a ser utilizando contra a carie dentaria.
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APENDICES

APENDICE 1 - Difusdo em agar para todas as amostras: precursores, produtos e controles positivo e negativo do experimento.

HDLs precursores

Grupos

Condigao de sintese
Mg, Al-FHDL | Mg, Al-FHDL | Mg, Al-FHDL | Mg, Al-F HDL

Micrométrico

Nanométrico

Fonte: propria autoria, 2018.

24h25°C

24h40°C

Controles do
experimento
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APENDICE 2 — Microplaca com teste de microdiluicdo em caldo, feito em duplicata para todos os grupos e a legenda dos pocos em tabela.

Tabela 10 - Legenda dos pocos referente a microplaca de 96 pocos.

Figura 34 - Microplaca de 96 pog¢os com as Poco Amostra Cogﬁl]ltgezc;de Grupo

amostras do experimento. AleBl Mg, Al - CI HDL micrométrico - Precursor
A3 e B3 Mg, Al - CI HDL nanométrico - Precursor

A5 e B5 Mg, Al — F HDL 2h 25°C 1

A7 e B7 Mg, Al — F HDL 24h 25°C 1

A9 e B9 Mg, Al — F HDL 2h 40°C 1

AlleB11 Mg, Al — F HDL 24h 40°C 1

DleEl Mg, Al — F HDL 24h 25°C 2

D3 eE3 Mg, Al — F HDL 2h 25°C 2

D5 e E5 Mg, Al — F HDL 2h 40°C 2

D7 e E7 Mg, Al — F HDL 24h 40°C 2

GleH1 Mg, Al — F HDL 24h 25°C 3

G3eH3 Mg, Al — F HDL 24h 40°C 3

G5eH5 Mg, Al — F HDL 2h 25°C 3

G7 e H7 Mg, Al — F HDL 2h 40°C 3

controle positivo (clorexidina

G10 e H10 0.12%) - -

GlleH1l1 controle negativo (salina) - -

G12 e H12 controle meio BHI-caldo - -

Fonte: propria autoria, 2018.
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APENDICE 3 — Plagueamento para todas as amostras.

Fonte: propria autoria, 2018.
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APENDICE 4 — Resumo dos resultados de caracterizacdo expostos no presente trabalho.

Caracterizagéo estrutural

Caracterizagéo térmica

Caracterizagéo

Condica morfolégica
Grupos ode . x .
Sintese EDX DRX (A) FTIR (cm-?) HMDS | % Liberacdo de F TGA MEV
(ppm) (neutro/acido)
HDL _ - i i i 34,2%; 33,01 — 98,25°C +
micromeétrico - - d(003)=7.9 | 0(COs") =1355 360,42 — 441,95°C Aglomerados
o Troca anibnica _ 2 _ 979,20 o o 40,3%; 74,85 - 199,39°C +
2h25°C parcial d(003)=7,8 u(CO5%) = 1385 4,6% 8,4% 336,73 - 428.23°C Aglomerados
0 Troca anidnica _ 2 _ 985,52 o o 39,6%; 96,21 - 203,38°C +
Grupo 1 2h40°C parcial d(003)=7,6 v(CO5%) = 1385 4,1% 7,8% 330,09 - 423,7°C Aglomerados
0 Troca anidnica _ 2 — 561,60 o o 41,2%; 92,51 - 205,65°C +
24h25°C parcial d(003) =7,6 0(CO5%) =1385 5,4% 9,9% 327,52 - 429,04°C Aglomerados
an . 0p" - °
24h 40°C Troc;a?;;’ln'ca d(003) = 7,6 0(CO2)=1383 | 109752 | 560 o | 391 g"gf 12%'?743; %)11,3(? ©* Aglomerados
HDL
nanométrico ) ) _ 2y ) ) ) 39,2%; 95,1 - 211,6°C + ;
suspens&o d(003)=7,9 0(COz*) = 1355 334.9 — 390,9°C Estrutura foliar
coloidal
Troca 39,7%; 139,7 - 212,8°C + .
2h25°C aniénica d(003) = 7,8 v(COz%) =1385 594,10 2,1% 5,2% 9T . 442°C Estrutura foliar
parcial )
o Troca anibnica _ o _ 739,20 39,7%; 133,8 — 212,7°C + .
Grupo 2 2h40°C varcial d(003) = 7,8 0(CO4?) =1384 3,8% 8,8% 342.0 - 439 7°C Estrutura foliar
o Troca anidnica _ 2y 510,14 o o 39,5%; 144,3 - 213,9°C + :
24h25°C parcial d(003)=7,8 0(C0O5%)=1385 11,2% 20,8% 333,2 — 451 6°C Estrutura foliar
7] (5 —_ ©
2an 40°c | 102NN | 4003) = 7,8 0(CO)=1385 | 61088 | g205 | 1030 | L2809 ALASCH Estrutura foliar
HDL
nanométrico _ 2 ) } } 39,2%; 95,1 —-211,6°C +
p6 resultante - - d(003)=7,9 v(CO5%) = 1355 334.9 — 390,0°C Aglomerados
da suspensao
Y] 04" —_ ©
2h25°C Troca{;gllomca d(003) = 7,8 0(COs?) =1383 732,20 6.0% 6.0% 40%; 166;135§i€3é3 C+220 Aglomerados
2hapec | 1002 aNONCA | G003 = 78 0(COZ)=1383 | 85128 | g3% | 11,8% 388% 1021 2rrCH Aglomerados
Grupo 3 T Y a1 60/3 1%2:-% 62816?6 C
. roca anionica _ 2y = 123,10 ,6%; 164,3 — 216,6°C +
24h25°C total d(003)=7,8 0(COs%) =1383 45,7% 46,7% 403.3 - 447 2°C Aglomerados
7] (/% - °
24h 40°C Troci;g'f”'ca d(003) = 7,8 0(COs2) =1383 | 63500 | (6% 8.0% | 404%: 16_6’33412?(':7 C+220 Aglomerados

Fonte: propria autoria, 2018
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