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Resumo

SOUZA, J. A. S. Ac¢do do trimetafosfato de sodio sobre a hidroxiapatita durante
ciclagem de pH: Analise Bioquimica, por Espectrometria de Infravermelho e Difracio
de Raios-X. 2011. Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2011.

Resumo
Estudos mostram que o trimetafosfato de sodio (TMP) tem agdo preventiva na
desmineralizacdo do esmalte dentario quando associado a baixas concentracdes de fluoreto
(F), porém o mecanismo pelo qual o TMP age no esmalte ainda ¢ incerto. O objetivo deste
trabalho foi analisar a agdo do TMP e/ou F sobre a hidroxiapatita (HA). A HA foi preparada
pelo método de precipitagdo (nitrato de calcio e fosfato de amonio) e maturada durante 7 dias
(37 °C). O precipitado foi separado por filtra¢ao, seco (70 °C) e triturado até obter graos entre
75 e 53 um de diametro. Amostras de HA (n=5) foram suspensas em solugdes (100 mL) que
definiram os seguintes grupos: placebo (agua deionizada), 500 (500 pug F/mL), 1100 (1100 pg
F/mL), TMP 1%, TMP 3%, 500 TMP 1% e 500 TMP 3%. A ciclagem de pH foi realizada 3
vezes reduzindo o pH das solugdes até 4,0 e, apoés 30 minutos, elevando para 7,0. Apos 24
horas de maturagdo, o precipitado foi seco a 70 °C por 24 horas, triturado em um p6 fino (53
um) e caracterizado por Espectrometria de Infravermelho (FTIR) e Difra¢do de Raios-X
(DRX), assim como analise de F, Calcio (Ca) e Fosforo (P) sendo os dados submetidos a
Andlise de Variancia, seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05). A DRX mostrou picos mais
definidos no grupo 1100 quando comparado aos demais. A associagao F (500 ug F/mL) ao
TMP 1% ou 3% produziu picos mais definidos quando comparado a HA preparada (HAp),
TMP 1% e TMP 3%. O FTIR mostrou que a intensidade das bandas de fosfatos foi maior nos
grupos fluoretados em relagdo ao placebo. Menor intensidade das bandas de carbonato foi
observada nos grupos 1100 e 500 TMP 1%. A associagao TMP 1% ou 3% a solugdo de 500
aumentou quatro vezes a formag¢ao de CaF, quando comparada ao grupo 500 e duas vezes em
relacdo ao 1100 (p<0,05). Os grupos 1100, 500 TMP 1% e 500 TMP 3% apresentaram
relagdo Ca/P mais proxima a da HA higida. Conclui-se que a associagao F/TMP aumentou a
concentracdo de F (CaF;) na estrutura da HA e favoreceu a precipitacdo de uma HA mais

estavel.

Palavras-chave: Hidroxiapatita. Trimetafosfato. Desmineraliza¢do. Fluoreto.




Abstract

SOUZA, J. A. S. Sodium trimetaphosphate effect on hydroxyapatite submitted to pH-
cycling conditions: Biochemical, Infrared Spectroscopy and X-ray Diffraction Analyses.
2011. Trabalho de Conclusdao de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2011.

Abstract

Studies have shown that sodium trimetaphosphate (TMP) has a preventive effect in dental
enamel demineralization when associated with low fluoride (F) concentrations, but the
mechanisms by which TMP acts in enamel is still uncertain. The aim of this study was to
analyze the effect of TMP and/or F in hydroxyapatite (HA). HA was prepared by precipitation
(calcium nitrate and ammonium phosphate) and matured during 7 days (37 °C). The
precipitate was separated by filtration, dried (70 °C) and ground to obtain particles between 75
and 53 pm in diameter. Synthetic HA (n=5) was suspended in TMP solutions (100 mL) and
divided into the following groups: placebo (deionizer water), 500 (500 pg F/mL), 1,100
(1,100 pg F/mL), TMP 1%, TMP 3%, 500 TMP 1% and 500 TMP 3%. The pH-cycling
regimen was repeated 3 times, by lowering the solution’s pH to 4.0 and, after 30 minutes,
rising to pH 7.0 (37 °C). After 24 of maturation, the precipitate was dried at 70 °C for 24
hours, ground into a fine powder (53 pum in diameter) and characterized by Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR) and X-ray Diffraction (DRX), as well as F,
calcium (Ca) and phosphorous (P) analyses. Data was submitted to ANOVA, followed by
Bonferroni’s test (p<0,05). Results of DRX showed more defined peaks for the group 1,100,
when compared to the others. The association of F (500 pg F/mL) with TMP at 1 or 3%
resulted in more defined peaks when compared to HA prepared (HAp), TMP 1% and TMP
3%. FTIR analysis showed phosphate bands with higher intensity for the fluoridated groups
when compared with the placebo. Peaks were less pronounced in the groups 1,100 and 500
TMP 1%. The association of TMP 1% or 3% to 500 pg F/mL solution increased CaF,
formation 4 and 2-fold, respectively when compared to groups 500 and 1,100 (p<0,05).
Groups 1,100, 500 TMP 1% and 500 TMP 3% presented Ca/P molar ratios closer to pure HA.
It was concluded that the association of fluoride and TMP increased the concentration of F

(CaF,) in the HAp structure and promoted the precipitation of more stable HA.

Keywords: Hydroxyapatite. Trimetaphosphate. Demineralization. Fluoride.
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1 INTRODUCAO

Os fosfatos de calcio sintéticos e naturais sao amplamente empregados na medicina e
na odontologia para a reparacdo de perdas de tecidos Osseos devido a sua alta
compatibilidade. Dentre estes fosfatos, a hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH), — HA) possui
grande importancia, pois ¢ o que apresenta maior estabilidade termodinamica proxima da
temperatura ambiente (Andrade et al, 1999). Um grande nimero de técnicas tem sido
desenvolvido para a sintese do p6 de HA devido as crescentes aplicagdes (Gonzalez, 1971).
Um dos métodos mais utilizados € a técnica da precipitacdo, que envolve reacdes via umida
entre percussores de calcio (Ca) e fosforo (P) com controle de temperatura e pH da solugao.

O esmalte dentério pode estar susceptivel a dois tipos de desmineralizagdo: provocada
por acidos provenientes do biofilme dentdrio (microrganismos), denominada de cérie dentaria,
ou por acidos advindos da alimentagdo, medicamentos, meio ambiente ou acidos gastricos,
chamada de erosdo dentaria (Imfeld, 1996; Wiegand et al., 2007). Isto produz lesdes
diferentes na estrutura do esmalte e que respondem de formas diferentes aos tratamentos.
Observa-se que os dentifricios fluoretados com 1100 pg F/g apresentam efeito anticarie,
porém mostram efeito limitado sobre a erosdo dentaria (Magalhaes et al., 2007; Moretto et al.,
2010; Ponduri et al., 2005).

A carie dentaria ¢, ao nivel de estrutura dura, a simples dissolu¢do do esmalte dentario
na saliva. O componente estrutural inorganico do esmalte na qual constitui 95% ¢
predominantemente HA. Portanto, manter esse componente na estrutura dentaria, diminuindo
a sua dissolucdo, seria uma das formas de se diminuir a progressao da carie dentaria. O uso de
produtos fluoretados tem sido apontado como o principal responsavel pelo declinio na
prevaléncia da cérie (Cury et al., 2004; Stookey et al., 2004) bem como do aumento na
incidéncia da fluorose (Cochran et al, 2004; Mascarenhas, 2000). Portanto, torna-se
necessario o desenvolvimento de novas diretrizes para a promocao da saude bucal e o reparo
das lesoes cariosas, sem causar danos aos individuos.

Alguns trabalhos tém demonstrado que sais de fosfato tém acdo anticariogénica. A
suplementagdo com sais de fosfato teve inicio através da adicdo em dietas e gomas de mascar
(Larson et al., 1972; Vogel et al., 2000). Dentre os varios sais de fosfato com atividade
anticariogénica (Gonzalez, 1971; Gonzalez et al., 1973; Harris et al., 1967; Standtler et al.,

1996), o trimetafosfato de sodio (TMP) parece ser o mais ativo (Harris ef al., 1967).
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O TMP ¢ um composto ciclico que pode ser hidrolisado através de uma base ou um
acido forte (Gonzalez, 1971). Sugere-se que o TMP atue predominantemente sob forma
inalterada, através da deposicao na superficie e/ou pela sua incorporagdo ao esmalte. Quando
incorporado a HA altera as trocas de minerais com o meio (MacGaughey e Stowell, 1977),
diminuindo a solubilidade tornando a deposi¢ao de fosfatos de calcio na superficie do esmalte
mais lenta (MacGaughey, 1983), favorecendo a formag¢do de compostos quimicos mais
semelhantes a HA e fluorapatita (FA) (Gonzalez, 1971).

Roberts (1995) demonstrou o efeito do pré-tratamento com TMP sobre a solubilidade
da HA, associado ou ndo ao fluoreto de sodio (F) em diferentes concentragdes que variaram
de 0 a 5 ug F/g, e concentragdo de TMP de 5 mmol/L. A HA tratada foi exposta a solugdo
tampao acetato 0,1 mol/L pH 5,0. Apds 5 minutos, as amostras foram filtradas e a analise de
Ca foi realizada através da espectroscopia de absorcao atomica. O efeito do pré-tratamento da
HA com F em baixos niveis foi reduzir sua solubilidade rapidamente. Acima de 1 pg F/g, o
efeito do F formou um platé. Com TMP, na concentracao de 5,0 mmol/L e auséncia de F, foi
observada uma diminuic¢ao na solubilidade da HA. Quando F foi adicionado a solucao de pré-
tratamento, a dose-resposta foi semelhante aquela na auséncia de TMP. Como a diminui¢ao
da solubilidade devido a presenca de TMP foi mantida mesmo quando a dose-resposta do F
foi maxima, pode-se concluir que o efeito do TMP foi adicionado ao do F.

A adicao de TMP a dentifricios fluoretados de baixa concentracdo de F (500 ug F/g)
apresentou acdo anticariogénica semelhante a um dentifricio padrdo de 1100 pg F/g
(Takeshita et al., 2009a). Esta associacdo aumenta o F e o Ca presente no esmalte,
apresentando resultados semelhantes ao dentifricio padrao. Em um estudo in situ, Takeshita et
al. (2009b) demonstraram que o dentifricio com 500 pg F/g associado ao TMP 1% apresentou
menor perda mineral quando comparado ao padrao 1100 pug F/g. As concentragdes de F e Ca
presente no esmalte foram semelhantes ao dentifricio 1100 pg F/g, ao mesmo tempo que
promoveu menor concentragdo de polissacarideos insoliveis no biofilme dentério. Entretanto,
a quantidade de P no esmalte e no biofilme dentario ndo aumentou com a suplementacao de
TMP no dentifricio de baixa concentragdo de F. O TMP ¢ um sal de fosfato inorganico,
solivel em &gua, mas ndo sofre hidrolise no biofilme dentario; além disso, a hidrélise
quimico-fisica ndo produz a liberacao de fosfato ao meio (Delbem, 2009). O desenvolvimento

de dentifricios com baixa concentracdo de F tem impacto direto na reducdo da toxicidade
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cronica (Fluorose dentaria) que causa uma redug¢do na mineralizagdo do esmalte/dentina de
dentes permanentes durante sua mineraliza¢ao (Mascarenhas, 2000).

Considerando-se que o mecanismo de agdo do TMP adicionado ao dentifricio sobre o
esmalte dentario ainda ndo esta bem esclarecido, a analise do efeito do TMP sobre a HA seria
importante para verificar as alteragdes que podem ocorrer na combinagdo dos dois elementos

e o efeito do TMP sobre a deposicao de CaF, e FHA.
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2 PROPOSICAO

A proposi¢ao do presente trabalho foi analisar a acdo do Trimetafosfato de Sodio
(TMP) sobre a HA preparada pelo método de precipitacdo quando submetida a ciclagem de
pH através da andlise de Difracdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia de Infravermelho
Transformada de Fourier (FTIR) e dosagem de F, Ca e P presentes na HA.




Material e Méetodo



Material e Método 22

3 MATERIAL E METODO

3.1 Sintese da Hidroxiapatita (ANEXO A)

A sintese da HA foi realizada baseando-se no estudo de Qu e Wei (2005). Para isto,
solucdes de nitrato de calcio (Ca(NOs3),.H,O, Sigma-Aldrich Co., USA) 1 mol/L (300 mL) e
de fosfato de amodnio dibasico ((NH4);HPO,, Sigma-Aldrich Co., USA) 0,3 mol/L (600 mL)
foram preparadas. O pH de ambas as solugdes foi ajustado entre 10-12 utilizando hidréxido de
amonia (29,5%). A solucdo de fosfato de amonio dibasico foi adicionada a solugdo de nitrato
de célcio lentamente (2 a 5 mL/minuto), sob agitacdo constante e a temperatura de 37 °C, para
facilitar a precipitacio de HA bem cristalizadas. A maturagdo dos precipitados ocorreu
durante 7 dias a temperatura de 37 °C, mantendo o pH da solucdo ao redor de 10, em Becker,
para o crescimento dos cristais e a formagao tunica de fase HA. O precipitado foi separado por
filtracdo utilizando funil de Buchner acoplado a um sistema de vacuo (-600 mmHg), lavado
repetidamente com dgua deionizada (250 mL/0,5 g de HA) e seco em estufa por 24 horas a 80
°C. Decorrido esta fase, o precipitado foi triturado utilizando um almofariz de agata e graos
entre 75 ¢ 53 um de didmetro foram selecionados utilizando peneiras granulométricas. Duas
aliquotas de aproximadamente 0,5 g foram separadas para caracterizacdo pela andlise de

DRX, FTIR e analise de F, Ca ¢ P na HA.

3.2 Ciclagem de pH e tratamento (ANEXO A)

Cinco ciclagens de pH foram realizadas para cada grupo testado. Para tanto, solugdes
(100 mL) de TMP (Na3;P3;09, Sigma-Aldrich Co., USA) nas concentracdes de 1,0 e 3,0%
(Takeshita et al., 2009) foram preparadas, associadas ou nao ao fluoreto de sédio (500 pg
F/g). Uma solugdo com 1100 pg F/g (NaF, Merck, Alemanha) foi utilizada como controle
positivo (CP). O p6 da HA (0,5 g) produzido foi suspenso em cada solugdo de TMP e/ou F
preparada (n=5), durante 18 horas, mantendo pH 7,0. Cinco aliquotas de HA também foram
suspensas em agua destilada/deionizada, considerando-as como controle negativo (CN).

Ap0s este periodo, o pH das solugdes foi reduzido lentamente até 4,0, utilizando acido
nitrico (HNOs, Merck, Alemanha) 1 mol/L. Decorrido 30 minutos, o pH de cada solucao foi
elevado para 7,0, adicionando-se hidroxido de s6dio (NaOH, Merck, Alemanha) 1 mol/L. O
processo de ciclagem de pH foi repetido 3 vezes, a temperatura de 37 °C (Qu e Wei, 2005). A
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maturagdo dos precipitados foi realizada durante um dia a temperatura de 37 °C. Apds a
ciclagem de pH, o precipitado foi filtrado utilizando funil de Buchner acoplado a um sistema
de vacuo (-600 mmHg) e lavado subsequentemente cinco vezes com agua deionizada para
eliminar residuos remanescentes de sodio na solugdo (Wei et al., 2003). O precipitado foi seco
em estufa por 24 horas a 80 °C, triturado utilizando almofariz e pistilo de adgata e os graos
com 53 um de didmetro foram selecionados utilizando peneiras granulométricas, para analise

de DRX, FTIR e determinacao de F, Ca e P no p6 de HA.

3.3 Difracéo de Raios-X (DRX)

Duas amostras da HA obtida, que foram submetidas a ciclagem de pH e tratamento,
foram preparadas e acondicionadas em porta amostra para a analise de DRX. Os dados da
DRX da amostra de HA foram obtidos de um difratdmetro da marca HGZ/4, com um gerador
Seifert ID 3000, usando-se a radiacdo de CuKo, com monocromador de grafite, sendo a
tensdo e a corrente utilizadas 40 KV e 40 mA, respectivamente. As amostras foram
examinadas de 10° a 80°, varredura angular 2 6 variando de 10 a 100°, com o passo de 0,02° e

o tempo de 1 s.

3.4 Espectroscopia no Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR) (ANEXO B)

Duas amostras da HA ciclada de cada grupo foram preparadas e acondicionadas em
porta amostra para a analise de FTIR. Os espectros das amostras foram obtidos por meio de
refletincia difusa, utilizando espectrofotdometro da Marca Nicolet, modelo Magna 760,
varredura espectral de 64, com frequéncia entre 4500 a 450 cm™ e resolucio de 2 cm™. Apos a
obtengdo dos espectros, estes foram normalizados e as alturas dos picos dos grupos

experimentais foram comparadas com as do grupo HAdesm.

3.5 Anélise de Calcio e Fésforo na Hidroxiapatita (ANEXO C)

Para a determinagdo de Ca e P, 10 mg de HA ciclada das cinco amostras de cada grupo
foi pesada em balanca analitica, em frascos de poliestireno cristal (J-7, Injeplast, PR, Brasil) e
foi adicionado ao frasco 0,5 mL de solugcdo de acido cloridrico (HCI) 1,0 mol/L. Apods
agitacdo durante 1 hora (Mesa Agitadora Orbital, TE-141, Tecnal), foi acrescido ao frasco 0,5
mL de TISAB II (Total Ionic Strenght Adjustment Buffer, pH 5,0) modificado com 20 g
NaOH/L.




Material e Método 24

A concentragdo de Ca foi analisada através do método colorimétrico
(espectofotometro — HITACHI U-2000) da cresolftaleina (Kit Bioclin). Para isso, a amostra
foi diluida 10 vezes utilizando 0,1 mL das amostras ¢ 0,9 mL de agua deionizada. Desse
volume foi coletado 0,1 mL e acrescentou-se 1,0 mL do reagente de trabalho (tampao +
reagente de cor) e ap6s 20 minutos, iniciou-se o teste colorimétrico no espectofotometro. O
zero do aparelho foi ajustado com dgua deionizada e a leitura das amostras foi realizada em
duplicata. O P foi dosado utilizando uma aliquota de 0,1 mL através do método colorimétrico

descrito por Fiske e Subbarow (1925).

3.6 Andlise de Fluoreto ligado fracamente (CaF;) e fortemente (FHA) a Hidroxiapatita
(ANEXO O)

Para analise do CaF, e FHA, 10 mg do p6 de HA ciclada das cinco amostras de cada
grupo foi pesado em microtubos de polipropileno (1,5 mL) e acrescentou-se 0,5 mL de KOH
1,0 mol/L para extragdo do CaF,, seguindo o método de Caslavska et al. (1975). Apds 24
horas de agitacdo (Mesa Agitadora Orbital, TE-141, Tecnal), a suspensdo foi centrifugada a
2900xg por 20 minutos. Uma aliquota de 0,3 mL do sobrenadante foi neutralizada com 0,3
mL de TISAB II modificado com HCI 1,0 mol/L e o CaF, foi determinado, como descrito
anteriormente, utilizando 80 pL da amostra em duplicata. A FHA foi mensurada apods
descartar o sobrenadante restante e o precipitado foi lavado 3 vezes em d4gua
destilada/deionizada e uma vez em metanol. Apds evaporagdo do metanol, 0,25 mL de
solugdo de HCI 1,0 mol/L foi adicionado ao microtubo, agitado durante 1 hora e, em seguida,
adicionou-se 0,25 mL de TISAB II modificado com 20 g NaOH/L. As amostras (80 pL)
foram analisadas, em duplicata, para determinag¢do da FHA como descrito anteriormente.

Para dosagem de F (CaF, e FHA) foi utilizado o eletrodo especifico (Orion 9409) e
eletrodo de referéncia invertido (Orion 900100) acoplado a um analisador de ions (Orion
720A+). O eletrodo foi previamente calibrado com padrdes contendo 0,045 a 0,720 ug F/g,
nas mesmas condigdes das amostras. Foi pipetado uma aliquota de 80 pL da amostra e a

leitura foi realizada em duplicata. Os resultados foram expressos em mg F/g.

3.7 Anélise Estatistica
Os dados da espectrometria no infravermelho foram descritos em fun¢ao da presenga e

intensidade (%) das bandas de acordo com os grupos submetidos a ciclagem de pH em relagao
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a HA sem tratamento (HAdesm). Os resultados da concentragdo (mg/g) de F (CaF, e FHA),
Ca e P na HA foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade, Kolmogorov-
Smirnov e Cochran, respectivamente. Os dados de Ca apresentaram distribuicado normal e
homogénea e foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de Bonferroni. Os
resultados de F ¢ P foram submetidos & andlise paramétrica, como descrita anteriormente,
apos transformagdo logaritmica. A analise estatistica foi realizada utilizando o programa

GMC versao 2003 com limite de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS
O padrao da DRX obtido para a hidroxiapatita preparada (HAp) esta apresentado na

figura 1. Este padrao foi comparado com o padrao da hidroxiapatita da base de dados
CRYSTMET, confirmando que o material obtido pelo método descrito neste estudo ¢
somente HA (Figura 1A). A Figura 1B mostra o difratograma obtido para os grupos HAp, HA
sem tratamento (HAdesm) e 1100. O padrao da DRX do grupo HAdesm ¢ semelhante ao da
HAp (Figura 1B). O grupo 1100 apresentou os picos mais definidos do que os grupos HAp ¢

HAdesm, indicando que a cristalinidade da HAp aumentou na presenca de F.
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1100

] W ‘I Lt | ]
Pt | | M e WA

{

Intensidade (u.a.}'
Intensidade (u.a.)

Rl _' A
W ]

- oM ¥ A
R P A R W el AL
|
Y

T '“.I..' .I -".IH\.'...I. '.-.I T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60

28 28

A B
Figura 1 — (A) Padrao da DRX da hidroxiapatita preparada (HAp) e hidroxiapatita da base de
dados CRYSTMET. (B) Padrao da DRX da hidroxiapatita preparada (HAp), HA sem
tratamento (HAdesm) e HAp tratada com 1100 pg F/g (1100).

O padrao da DRX dos grupos TMP 1% e TMP 3% apresentaram-se similares e ndo
foram diferentes da HAp, assim como o tratamento com 500 pg F/g associado ao TMP a 1%
ou a 3% produziu picos mais definidos do que a HAp, TMP 1% e TMP 3% indicando uma
melhora na cristalinidade da HA. Os padrdes da DRX para os grupos TMP 3% e 500 TMP 3
% foram exemplificados na figura 2 com os grupos TMP 1% e 500 TMP 1%.




Resultados 28

’('“.\ h -
3 1 : _ \ _
3 1 500 TMP1% bl ]
2 A -
e ] | | \ .
£ 7 TMP1% f'\ ,r'h " \ i
T LTI v M ]
7 lw“*wwumﬁm#ﬁ"ww‘,{w I\W’”rmw‘ ‘LMJ*\MV“WF‘WWW»M ]
1 HAp I ‘

T T T g T " T ' J ' J

10 20 30 40 50 60

20 (graus)

Figura 2 — Padrdo da DRX da hidroxiapatita preparada (HAp), HA tratada com TMP a 1%
(TMP 1%) e HA tratada com 500 pg F/g associado ao TMP 1% (500 TMP 1%).

As bandas caracteristicas da HA correspondente aos grupos funcionais dos fosfatos
(PO4™), hidroxilas (OH") e 4gua (H,0) foram observadas confirmando a obtencio da fase
solida (Figura 3). O grupo fosfato apresentou 2 bandas: uma nas regides de 1086-1088
(estiramento simétrico - v;) e 1166-1217 cm’ (estiramento assimétrico - v3) € outra nas
regides de 584-598 (vibragdo angular - v;) e 619-638 cm’ (vibragdo angular - v4). As bandas
da OH" foram observadas nas regides de 642-663 e 3568-3572 cm™ (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo grafica do espectro no infravermelho transformado de Fourier de
acordo com os grupos apos a ciclagem de pH: A= HAp; B= HAdesm; C= TMP 1%; D= TMP
3%; E=500 pg F/g; F= 1100 pg F/g; G= 500 TMP 1%; H= 500 TMP 3%.

A espectrometria no infravermelho mostrou alteragio na intensidade das bandas (cm™)

de PO, (584-598, 619-638, 1086-1088 e 1166-1217) ¢ OH (642-663 ¢ 3568-3572) em
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relagdo a HAdesm. A intensidade das bandas de PO,> (584-598, 619-638 ¢ 1086-1088) foi
maior nos grupos fluoretados (500, 1100, 500 TMP 1% e 500 TMP 3%) quando comparado
ao grupo HAdesm (Figura 4). Menores intensidades das bandas de PO,’™ nas regides 584-598,
619-638 e 1166-1217 cm™ foram observadas nas HA tratadas com TMP 1 e 3% (Figura 4).
Apenas a HA tratada com a solugdo de 500 pg F/g associado ao TMP 3% apresentou maior
intensidade da banda de PO, na regido de 1166-1217 cm™ comparado aos demais grupos. As
bandas OH™ nas regides 642-663 e 3568-3572 cm™ apresentaram menor intensidade nos

grupos tratados (Figura 4).
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Figura 4 — Variagdo da intensidade (%) dos grupos funcionais dos fosfatos (PO4) e hidroxila

(OH") em relacdao a HA submetida a ciclagem de pH sem tratamento (HAdesm).

As bandas nas regides 1421-1427 ¢ 1452-1458 cm™ referem-se ao grupo carbonato
(COs™) que apresentaram menor intensidade nos grupos tratados (Figura 5). Menor
intensidade foi observada nos grupos 1100 e 500 TMP 1%. As bandas nas regidoes de 1639-
1651 e 3350-3454 cm’ correspondem a tracos de H,O na estrutura dos cristais de HA. Sua

intensidade foi menor nos grupos com F (Figura 5).
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Figura 5 — Variagio da intensidade (%) dos grupos funcionais de carbonatos (CO3™) e agua

(H20) em relacdo a HA submetida a ciclagem de pH sem tratamento (HAdesm).

As concentracdes de F na HA, fracamente (CaF,) e fortemente (FHA) ligado, sdo

apresentadas na Tabela 1. Os grupos com F apresentaram maiores valores de CaF, ou FHA do

que os grupos sem F (p<0,05). Os grupos 500 TMP 1% e 500 TMP 3% apresentaram valores

de CaF, semelhantes entre si e maiores do que os grupos 500 e 1100. A associagdo TMP 1%

ou 3% a solu¢do de 500 aumentou quatro vezes a formacdo de CaF, quando comparada ao

grupo 500 e duas vezes em relagdo ao 1100 (p<0,05). O grupo 1100 apresentou valores

maiores de FHA dentre os grupos (p<0,05). Os grupos 500 e 500 TMP 1% apresentaram
valores de FHA semelhantes (p>0,05).
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Tabela 1 — Valores médios (+DP, n=5) das concentracdes (mg/g) de fluoreto ligado

fracamente (CaF;) e fortemente a HA (FHA) de acordo com os grupos

Analise - Fluoreto (mg/g)

Grupos "CaF," FHA

HAp 8,4 +1,8° 1,2 0,2

HA gesm 5,0 £1,4° 1,2 £0,3°
500 7.719,1 £374,3° 5.580,3 +688,2°
1100 12.518,7 £717.7° 9.871,5+1.717.2°
TMP 1% 3,10,9° 1,6 £0,1°
TMP 3% 5,2 +1,1° 2,3 +0,5°

500 TMP 1% 29.386,6 +999 2 5521,2 +1.921,2¢
500 TMP 3% 29.064,3 +4.2555' 2.926,9 +716,2

Valores seguidos por letras distintas em cada andlise mostram diferengas estatisticas entre os grupos
(Bonferroni; p<0,05).

As concentragdes de Ca e P na HA sdo apresentadas na Tabela 2. Os grupos 1100, 500
TMP 1% e 500 TMP 3% apresentaram concentracdes similares de Ca (p>0,05) e maiores que
os demais grupos (p<0,05). Os grupos 1100, 500 TMP 1% e 500 TMP 3% apresentaram
relacdo Ca/P molar mais proxima a da HA (HAp) higida (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores médios (+DP, n=5) das concentracdes (mg/g) de célcio e fosforo e

proporcao molar (Ca/P) de acordo com os grupos

Analise - Calcio e Fosforo (mg/g) Ca/P
Grupos Calcio Fésforo molar
HAp 373,9 27,17 202,4 £12,3% 1,56 +0,09*¢
HA gesm 237,5 +21,6° 194,2 £7,3%¢ 1,15 £0,08"
TMP 1% 334,6 £20,5° 153,6 +14,1° 1,61 £0,07 2
TMP 3% 268,5 +9,9° 137,3 £8,1° 1,49 £0,08%°
500 ug Fl/g 317,0 #4 4° 184,9 +12,8¢ 1,43 +0,08°
1100 pg Fig 362,9 +8,8? 1470 +11,5°¢ 1,68 +0,08°
500 TMP 1% 395,2 £59,3° 172,2 £7,6° 1,60 £0,01°
500 TMP 3% 362,9 £+19,6° 171,8 £16,9° 1,57 £0,02%¢

Valores seguidos por letras distintas em cada analise mostram diferengas estatisticas entre os
grupos (Bonferroni; p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Os achados dos estudos de Takeshita et al. (2009a) mostram que a adigdo de TMP a
dentifricios fluoretados de baixa concentragdo de F (500 pg F/g) apresentam agdo
anticariogénica semelhante a um dentifricio padrao de 1100 pg F/g. A eficacia do TMP pode
estar associada a adsorcdo a superficie do esmalte ¢ a redugdo da desmineralizagdo
(MacGaughey e Stowell, 1977) e a maior presenca de F e Ca no esmalte quando associado ao
F (Takeshita et al., 2009), mas sua acdo sobre a estrutura do esmalte ndo estd bem
estabelecida. No presente estudo foi utilizado p6 de HA e um modelo in vitro para simular
dissolu¢do e precipitagdo para verificar como o TMP age sobre a HA.

Os fosfatos de calcio sintéticos e naturais sdo amplamente empregados na medicina e
na odontologia para a reparacdo de perdas de tecidos Osseos devido a sua alta
compatibilidade. Dentre estes fosfatos, a HA possui grande importancia, pois € o que
apresenta maior estabilidade termodinamica proxima da temperatura ambiente (Andrade et
al., 1999). Um grande numero de técnicas tem sido desenvolvido para a sintese do p6 de HA
devido as crescentes aplicacdes (Gonzalez, 1971). Um dos métodos mais utilizados ¢ a técnica
da precipitacdo, que envolve reagdes via umida entre percussores de Ca e P com controle de
temperatura e pH da solugao.

De acordo com Rintoul ef al. (2007) e Sundaram et al. (2008), a presenga do grupo
funcional OH™ na frequéncia 642-663 cm™ indica a precipitagdo de HA. Apesar do modelo de
ciclagem de pH produzir uma redugdo na concentracao de Ca e na propor¢ao molar Ca/P no
grupo HAdesm (Tabela 2), ndo houve alteragdo no arranjo cristalino basico (Figura 1B).
Ishikawa et al. (1993) mostraram que HAp deficiente em Ca apresentou o mesmo arranjo
cristalino que a HAp estequiométrica.

A incorporacao de ions F a estrutura da apatita aumenta a cristalinidade e a proporcao
Ca/P (van der Hoek, 1980). O grupo 1100 apresentou uma maior cristalinidade (Figura 1B) e
uma maior concentracdo de Ca (Tabela 2) do que o grupo HAdesm, de acordo com Jha et al.
(1997) e Sundaram et al. (2008). A reducdo dos grupos funcionais OH" pode significar que o
F esta ligado ao ion OH™ sem substitui-lo, indicando a precipitacdo de uma HA fluoretada com
alta propor¢ao molar Ca/P e cristalinidade. A substituicdo parcial e completa ocorre quando se
observa a presenga de um pico na regido 745-747 cm™ (Caslavska et al., 1975; Sundaram et
al., 2008), o qual ndo foi observado nos grupos fluoretados. Porém, estes grupos apresentam

fluoreto fortemente ligado a estrutura da HAp correlacionando-se (r= -0,836; p= 0,038) com




Discussdo 35

as variagdes da intensidade do grupo funcional OH™ na regido 642-663 cm™ (Figuras 3 e 4;
Tabela 1). Ja o fluoreto fracamente ligado (CaF;) ndo apresentou correlagdo com as bandas
OH".

A associacdo F (500 pg F/g) e TMP (1 e 3%) propiciou a formacao de CaF, duas e
quatro vezes maiores quando comparado aos grupos 1100 e 500, respectivamente (Tabela 1).
Isto ¢ um dos fatores que podem explicar os resultados obtidos por Takeshita et al. (2009)
quando mostraram resultados semelhantes ou superiores utilizando dentifricios com 500 pg
F/g associado ao TMP (1 e 3%) comparado ao dentifricio com 1100 pg F/g.

De acordo com Antonakosa et al. (2007) e Coates. (2000), os modos vibracionais dos
PO,” se mostram mais intensos em apatitas mais mineralizadas. No presente estudo, o
aumento das bandas de PO, (584-598 (v»), 619-638 (v4) ¢ 1086-1088 (v;) cm™) ¢ a
diminuigdo das bandas de CO5* (v3) observado nos grupos com F (500, 1100, 500 TMP 1%,
500 TMP 3%; Figuras 3, 4 ¢ 5) estdo relacionados a uma apatita bem mineralizada
(Antonakosa et al., 2007; Coates. 2000). Embora o FTIR indique um aumento na intensidade
das bandas de PO4", a anélise quimica mostrou redu¢do na concentracdo de P,
principalmente, para os grupos fluoretados 1100, 500 TMP 1% e 500 TMP 3%, sendo em
maior grau no grupo 1100 (Tabela 2). Esta reducdo pode estar relacionada a ocorréncia de P
na forma de hidrogeno fosfato (HPO4*) (868-897 cm™) ocupando os sitios de PO4> (Qu e
Wei, 2005; Ogaard, 2001; Viloria et al., 2000), que corresponde a banda que mostrou uma
redu¢do maior na intensidade nos grupos fluoretados 1100, 500 TMP 1% e 500 TMP 3%
quando comparados aos grupos TMP 1% e TMP 3% (Figuras 3 e 5).

A adsor¢do de TMP a HA alterou o processo de desmineralizagdo pela reducio da
perda de Ca para o meio. Durante a ciclagem de pH, o TMP reduziu a perda de Ca da
estrutura da HA (Tabela 2). Quando associado ao F (500 pg F/g), a concentracdo de Ca
presente na HA foi mantida similar aos grupos 1100 e HAp. A reducao de P e a menor perda
de Ca na HA podem explicar a melhor propor¢ao molar Ca/P observada nos grupos 1100, 500
TMP 1% e 500 TMP 3%. Isto ¢ outro fator que pode explicar os resultados obtidos por
Takeshita et al. (2009).




Conclusao



Conclusao 37

6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que o TMP associado a 500 ug F/g reduz a
desmineralizacdo da HA, diminuindo a perda de Ca, favorecendo a precipitagao de um cristal
com menor quantidade de impurezas como CO32' e HPO42'. Assim, uma HA menos soluvel.
Também, aumenta a formacao de CaF, adsorvido a estrutura do cristal, mas nao o fluoreto

fortemente ligado ao cristal.
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ANEXO A
SINTESE E CICLAGEM DE pH DA HIDROXIAPATITA

A solugdo de fosfato de amoénio dibasico foi
adicionada a solu¢do de nitrato de calcio
lentamente (2 a 5 mL/ minuto), por meio de
um funil de separacdo, a 37 °C.

1.
2. Os precipitados foram separados por
filtracdo, utilizando funil de Buchner

acoplado a um sistema de vacuo (- 600

mmHg).

3. Gral e pistilo de agata utilizado para triturar o
po de hidroxiapatita.
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4. Peneiras granulométricas para obtencdo de
graos com 53 um de didmetro.

5. Esquema da ciclagem de pH realizada

e > FrTR— com 0,5 g de HA sintetizada com 100

DA mal . (N2OH) 1 mol 1 mL das solucdes de tratamento (agua

' deionizada, 1100 pg F/g, TMP 1%,

oA SoRm B 406 TMP 3%, 500 TMP 1% ¢ 500 TMP
3%).

6. Béquer contendo p6 de hidroxiapatita e solucao de
tratamento sob agitacdo constante, a 37° C,
utilizado na ciclagem de pH.
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ANEXO B
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

1. Espectrofotometro modelo Magna 760
(Nicolet, Madison, USA).

2. Amostras da hidroxiapatita acondicionadas em porta
amostra para analise de FTIR.

3. Porta amostra para a analise de FTIR
acoplado ao espectrofotometro.
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ANEXO C
ANALISE DE FLUORETO, CALCIO E FOSFORO NA
HIDROXIAPATITA

5mg HA ciclada
+0,5ml KOH 1,0mol L

{ Agitacdo ta/ 24h }
|
‘ Centrifugar 2900g/20 min. }

0,4 ml sobrenadante [ Precipitado + 0,25mL H20
+0,4 ml HCI 1,0 mol L '

l 3 vezes

(g;j\ Centrifugar 2900g/20 min. J
|

Descarte do sobrenadante
+ 0,25mL H20 sobre o precipitado

Descarte do sobrenadante
+ 0,25mL metanol sobre o precipitado

Evaporacédo do metanol em
estufa a 60C, durante 12 horas

I
Precipitado + 0,5mL HCI 1,0 mol L™ J
|

| Agitagdo ta/ 1h }
I
{ 0.5 mL NaOH 1,0 mol L™ J

Leitura de Diluir 1:20
FImV (FA) 0,05 mL+0,95mL

¥\

Leitura Leitura
de Ca de P

Leitura de F/ mV
(CaF2)

N































