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Resumo

OLIVEIRA, L.Q.C. Avaliacdo in vitro da energia livre de superficie da
dentina ap0s tratamento com trimetafosfato de s6dio associado ou néo
ao fluoreto, exposto ou ndo ao célcio. 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Odontoldgica, area de Saude Bucal da Crianca) - Faculdade de
Odontologia de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2018.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a energia livre de superficie (ys) da
dentina apds tratamento com trimetafosfato de sédio (TMP) associado ou ndo
ao fluoreto (F), exposto ou ndo ao célcio (Ca), bem como, a adsorcao de TMP,
F e Ca na dentina. Blocos de dentina bovino (4 mm x 4 mm, n=12
blocos/grupo) foram tratados por meio da imersao em solu¢des contendo TMP
nas concentracoes: 0%; 1%; 3% e 9% seguido da aplicacdo ou ndo de Ca.
Estas concentracfes de TMP foram associadas ou ndao ao F na concentracéo
de 1100 ppm F. Foram determinadas as concentracfes de F, Ca e TMP nas
solucdes antes e apods o tratamento para calcular a adsorcao destes a dentina.
Para analisar a energia livre de superficie (ys) da dentina, os componentes
apolar (ys™) e polar (ys*®) eram determinados ap6s os tratamentos por meio da
medida do angulo de contato. Os dados foram submetidos a analise de
variancia a dois critérios seguidos pelo teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
O TMP reduziu a ys da dentina e aumentou os sitios doadores de elétrons (ys).
Houve correlacdo positiva entre a adsorcdo de TMP e os valores de vys~
(Pearson’s r=0,801; p<0,001). Maiores valores de ys levou a maior adsorcéo
de Ca (p<0,001). A associacdo F/TMP n&o alterou a ys e ys"" e reduziu os
valores de ys, entretanto houve maior adsor¢cdo de Ca. Houve correlacéo
positiva entre a adsor¢cdo de TMP e F (Pearson’s r=0,871; p<0,001). Concluiu-
se que o TMP aumentou a ys e adsorcdo de Ca, e reduziu a ys. A associacao
com o F aumentou a adsor¢cdo de TMP sem aumentar a ys , porém houve

maior adsorcao de Ca.

Palavras Chave: Dentina, Fluoretos, Fosfatos, Energia.
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Abstract

OLIVEIRA, L.Q.C. In vitro evaluation of free surface energy of dentin after
treatment with sodium trimetaphosphate associated or not to fluoride,
exposed or not to calcium. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Odontolégica, area de Saude Bucal da Crianca) - Faculdade de Odontologia de
Aragatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2018.

Abstract

The objective of this study was to evaluate in vitro the free surface energy (ys)
of dentin after treatment with sodium trimetaphosphate (TMP) associated or not
to fluoride (F), exposed or not to calcium (Ca), as well as the adsorption of
TMP, F and Ca in dentin. Bovine dentin blocks (4 mm x 4 mm, n=12
blocks/group) were treated by immersion in solutions containing TMP at
concentrations: 0%; 1%; 3% and 9% followed or not by the application of Ca.
These concentrations of TMP were or not associated with F at the concentration
of 1100 ppm F. Concentrations of F, Ca and TMP were determined in the
solutions before and after the treatment to calculate the adsorption to the
dentin. To analyze the free surface energy (ys) of the dentin, the apolar (ys™)
and polar (ys"®) components were determined after the treatments by means of
the contact angle measurement. Data were submitted to analysis of variance at
two criteria followed by the Student-Newman-Keuls test (p<0.05). The results
showed that TMP reduces ys of dentin and increases electron donor sites (ys").
There was a positive correlation between the adsorption of TMP and the values
of ys~ (Pearson's r=0.801; p<0.001). Higher values of ys led to higher
adsorption of Ca (p<0.001). The F/TMP association did not change ys and ys™"
and reduced the values of ys~, but the adsorption of calcium was higher. There
was a positive correlation between the adsorption of TMP and F (Pearson's
r=0.871, p<0.001). TMP increased ys and Ca adsorption, and reduced ys. The

association with F increased the adsorption of TMP without increasing ys ,

however there was higher adsorption of Ca.

Keywords: Dentin, Fluorides, Phosphates, Energy.
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Avaliagcdo in vitro da energia livre de superficie da dentina apos
tratamento com trimetafosfato de sédio associado ou ndo ao fluoreto,

exposto ou ndo ao célcio

Resumo

Objetivo Avaliar in vitro a energia livre de superficie (ys) da dentina apoés
tratamento com trimetafosfato de sédio (TMP) associado ou nédo ao fluoreto (F),
exposto ou ndo ao calcio (Ca), bem como, a adsor¢cédo de TMP, F e Ca na
dentina.

Materiais e métodos Blocos de dentina bovina (n=12 blocos/grupo) foram
tratados com solugcdes contendo TMP nas concentragdes: 0%, 1%, 3% e 9%
seguidos ou nao da aplicacdo de Ca. Estas solucdes foram associadas ou ndo
a 1100 ppm F. Foram determinadas as concentracdes de F, Ca e TMP nas
solucdes antes e apos o tratamento para o calculo da adsorcdo destes a
dentina. A ys da dentina e os componentes apolar (ys™) e polar (ys"®) foram
determinados pela medida do angulo de contato. Os dados foram submetidos a
analise de variancia a dois critérios seguidos pelo teste Student-Newman-
Keuls.

Resultados O TMP reduz a ys da dentina e aumenta os sitios doadores de
elétrons (ys'). Houve correlacdo positiva entre a adsorcéo de TMP e os valores
de ys (Pearson’s r=0,801; p<0,001). Maiores valores de ys levou a maior
adsorcdo de Ca (p<0,001). A associacdo F/TMP n&o alterou a ys e ys™' e
reduziu os valores de ys,, entretanto houve maior adsorcdo de Ca. Houve
correlagao positiva entre a adsor¢ao de TMP e F (Pearson’s r=0,871; p<0,001).
Conclusdo O TMP aumentou a ys e adsorcdo de Ca, e reduziu a ys. A
associacdo com o F aumentou a adsor¢cdo de TMP sem aumentar a ys-, porém
h& maior adsorcéo de Ca.

Relevancia clinica O TMP apresenta capacidade de alterar a energia de
superficie da dentina levando a maior adsorcédo de Ca e F dando suporte aos

dados obtidos nos estudos in vitro, in situ e clinico.

Palavras Chave: Dentina « Fluoretos * Fosfatos « Energia
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INTRODUCAO

A cérie dentaria € uma doenca cronica muito comum e o uso de fluoretos tem
um papel muito importante no seu controle. A adicdo de fosfatos inorganicos a
produtos fluoretados tem sido sugerida com objetivo de aumentar o efeito
anticarie do fluoreto [1, 3, 4]. Estudos recentes in vitro [3] e in situ [4]
demonstraram que a adicdo de trimetafosfato de sodio (TMP) a 3% em
dentifricios contendo 1100 ppm F reduz a desmineralizacdo e aumenta a
remineralizagdo do esmalte, respectivamente. Esse efeito seria devido a
capacidade dos ciclotrifosfatos em se ligar aos grupos hidroxila da
hidroxiapatita e favorecer a maior deposicéo de fluoreto de célcio (CaF») [1, 6],
bem como, levar a maior incorporacao de fluoreto no interior do esmalte [3, 4,
18]. Entretanto, 0 mecanismo de como isto ocorreria na superficie do esmalte
e, principalmente na superficie da dentina, nao foi testada.

Um estudo em dentina mostrou que formula¢gdes dentifricias fluoretadas
(1100 ppm F) com TMP a 3% apresentam maior capacidade de obliterar os
tubulos dentinarios e aumentar o conteuddo mineral da dentina [7]. Grupos
anionicos, como os presentes nos ciclotrifosfatos, podem se ligar aos sitios
amino do colageno [13, 14] ou hidroxila [1, 6, 17] da hidroxiapatita presentes na
dentina. Isto promoveria uma superficie com capacidade de atrair célcio
através da forca eletrostatica atuando como agentes nucleadores para cristais
de apatita [13, 14]. A hipétese seria que o TMP altera as propriedades de
superficie do substrato, favorecendo a deposicdo de apatita na superficie da
dentina. As propriedades da superficie de um substrato podem ser analisadas

pela energia livre de superficie. Esta e 0s seus componentes apolar e polar sao

Lenara Queiroz Chaves Oliveira
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calculados a partir do angulo de contato de liquidos sondas com as superficies
testadas [10, 19]. Estas andlises podem mostrar se o composto testado
promove uma superficie mais doadora ou receptora de elétrons, o que pode
alterar sua reatividade com o meio.

O tratamento com fosfatos ciclicos altera a energia livre de superficie do
esmalte devido ao aumento dos sitios doadores de elétrons e, como
consequéncia, leva a maior adsor¢cdo de célcio e fosfato no esmalte [16].
Entretanto, na dentina este mecanismo precisa ser elucidado, pois este
substrato apresenta um contetudo organico ao redor de 30%, diferindo do
esmalte. Somando-se a isto, o estudo prévio que observou maior precipitacdo
de fosfato de célcio e maior obliteragcdo dos tubulos dentinarios [7] utilizou
fosfato (TMP a 3%) associado ao fluoreto (1100 ppm F). Portanto, o objetivo do
estudo foi avaliar in vitro a energia livre de superficie da dentina apos
tratamento com TMP associado ou ndo ao fluoreto, exposto ou ndo ao calcio
(Ca), bem como, a adsorcdo de TMP, F e Ca na dentina. A hipétese nula do
estudo foi que a energia livre de superficie da dentina ndo se altera apos
exposicdo ao TMP associado ou ndo ao F e/ou ao calcio, e estes ndo sdo

adsorvidos na dentina.

MATERIAIS E METODOS

Preparo dos blocos de dentina
Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de
bovinos com idade entre 2 e 3 anos. Estes foram previamente esterilizados

com auxilio de um forno de micro-ondas, a 650 w, por 3 minutos (Micro-ondas
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Electrolux MEVA41, Curitiba, PR, Brasil) [23]. Os blocos (4 mm x 4 mm,
n=12/grupo) foram obtidos das raizes na regido abaixo do limite
amelodentinario, na face proximal, sendo um bloco por raiz. A face proximal
permite a obtencdo de um bloco mais plano necessario para uma boa
padronizacdo do experimento. Para isto, foram utilizados discos diamantados
(Extec XL 12205 série 15 HC, Extec Corporation, Enfield, CT, USA) montados
em cortadeira elétrica (Isomet Low Speed Saw, Buehler, Lake Bluff, IL, USA),
sob refrigeracdo com agua deionizada. Estes blocos foram fixados em bases
de resina acrilica pré-fabricadas (x3 cm de diametro por £8 mm de espessura),
com auxilio de cera pegajosa (New Wax, Technew, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
com a dentina da camara pulpar (dentina interna) voltada para cima. A seguir,
esta superficie foi planificada com auxilio da politriz BETA - grinder polisher
(Buehler) e de lixa de carbureto de silica com granulacdo 600 (Extec
Corporation), peso de 4 Ibs, durante 10 segundos sob baixa rotacdo e
refrigeracdo a agua para obtencdo de superficies paralelas com a dentina
externa.

A seguir, os blocos de dentina foram removidos das bases, limpos em
ultrassom (Unique USC 1400, Indaiatuba, SP, Brasil) a 40 Hz em agua
deionizada, durante 20 minutos e novamente fixados nas bases com a
superficie da dentina externa voltada para cima. Esta superficie foi planificada
com as lixas de granulacdes 800 e 1200 (Extec Corporation) por 20 segundos,
seguido de feltro (Lapmaster International LLC, METS- PADS-FNL- A008,
Mount Prospect, IL, USA) por 1 minuto, peso de 4 Ibs, sob baixa rotacdo e

refrigeracdo a agua. Apos a utilizacao de cada lixa, os blocos foram descolados
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e submetidos ao ultrassom, em agua deionizada, durante 20 minutos (Anexo
A). Os blocos foram estocados em ambiente umedecido com 4gua deionizada

a 4°C durante o preparo dos blocos.

Formulacéo das solucdes e tratamento

Foram preparadas solu¢des contendo TMP (Sigma-Aldrich Co., CAS 7785-84-
4, St. Louis, MO, USA) nas concentracdes de 0% (adgua deionizada), 1%, 3% e
9%, e as mesmas concentracbes com adicdo de F na concentracdo de 1100
ppm F sob a forma de NaF (Merck, CAS 7681-49-4, Darmstadt, Alemanha).
Outra solugéo contendo célcio (1,25 mmol; lactato de célcio, Sigma-Aldrich) foi
preparada [15] (Anexo B) (Figura 1). Os blocos (n=12/grupo) foram imersos em
frascos individualmente contendo 1 mL das solucdes de tratamentos, sob
agitacdo constante por um periodo de 2 minutos (Mesa agitadora TE-420
Orbital, Tecnal, Brasil) definindo-se os seguintes grupos: 0% TMP, 1% TMP,
3% TMP, 9% TMP, 1100 ppm F + 0% TMP, 1100 ppm F + 1% TMP, 1100 ppm
F + 3% TMP e 1100 ppm F + 9% TMP, com ou sem aplicacdo de Ca (Anexo
C). ApoOs cada tratamento, os blocos foram lavados com agua deionizada

durante 30 segundos e secos suavemente com papel toalha.

Lenara Queiroz Chaves Oliveira
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Figura 1 — Fluxograma da divisdo dos grupos de acordo com os tratamentos dos

blocos de dentina.

Andlise de F, Ca e TMP das solucdes

O TMP foi dosado apos hidrélise em meio acido por meio da determinacédo do
fésforo (P) liberado. Para tanto, aliquotas de 0,2 mL das amostras foram
acrescidas de 0,2 mL de &cido cloridrico (HCI) a 1,0 mol/L e aquecidas em
banho fervente, a 100°C, por 1 hora. Na sequéncia, a concentracdo de P
liberado foi determinada usando uma aliquota de 100 pL das amostras e dos
padrdes (1,5; 3; 6; 12 e 24 ug P/mL), 50 uL de molibidato e 20 pL de reativo
redutor através do método colorimétrico [8], em placas de 96 pocos (Anexo D).
Para dosagem de F foi utilizado o eletrodo especifico e eletrodo de referéncia

acoplado a um analisador de ions. Foi utilizada uma aliquota de 0,5 mL da
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amostra que foi acrescida de 0,5 mL TISAB Il. O eletrodo foi previamente
calibrado com padrdes contendo 1 a 16 yg F/mL, nas mesmas condi¢gdes das
amostras [3, 4]. Os valores foram expressos em ug F/mm? (Anexo E). A anélise
do Ca foi realizada em espectrofotometro, com comprimento de onda de 650
nm de acordo com o método colorimétrico do Arsenazo Il [24]. Aliquotas de 5
puL foram coletadas das amostras e 50 uL de agua deionizada e 50 pL de
Arsenazo foram adicionados (Anexo F). Amostras (duplicatas) foram coletadas
das solucfes antes e apos o tratamento da superficie da dentina. A adsorcéo a
dentina foi calculada pela diferenca entre as concentracdes de F, Ca e TMP
final e inicial nas solugcbes de tratamentos, obtendo valores negativos que

indicam a diminuicdo nas solucdes devido a adsorcao.

Andlise da energia livre de superficie

A energia livre de superficie (ys) e seus componentes apolar (y-V: Lifshiz van
der Waals) e polar (y*®: &cido/base) na superficie da dentina, ap6és os
tratamentos, foram determinados pelas medidas de angulo de contato. Para a
determinacdo do angulo de contato, os blocos tratados foram mantidos em
ambiente a 22°C por 45 minutos para obter estabilidade da pelicula formada

"W'e +*B e 0s componentes &cido (y*, componente

[19]. Os parametros de vy
receptor) e base (y,, componente doador) da energia livre de superficie
(mN/m), foram calculados de acordo com o modelo de van Oss, Chaudhery e
Good para determinagédo da energia livre de interacdo dos substratos [10, 12,

19, 22]. As medicdes foram realizadas através de um gonidmetro automatico

(DSA 100S, Kruss, Hamburg, Germany), utilizando trés liquidos sondas com os
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parametros de energia de superficie conhecidos: agua (polar), diiodometano
(apolar) e etilenoglicol (polar com componente &cido e base). Para a
determinacdo do angulo de contato, um volume de 0,5 yL de cada liquido foi
dispensado automaticamente em diferente quadrante da superficie da dentina
de cada bloco utilizando uma seringa de vidro (500 pL) e uma agulha com
calibre de 0,5 mm. Apos 1 segundo do gotejamento, os angulos de contato
(direito e esquerdo) foram medidos utilizando uma camera CCD para captura
das imagens e o método da tangente (Drop Shape Analysis DSA4 Software,
version 2.0-01, Kriiss). Cada gota foi medida cinco vezes durante 5 segundos a

uma temperatura de 22°C e umidade relativa do ar de 44 +6 [10, 19] (Anexo G).

Analise estatistica

Para analise dos dados foi considerada como fatores de variacdo a % de TMP,
concentracdo de F (0 ou 1100 ppm F), e exposicdo ou ndo ao Ca. Como
variaveis, os valores de adsorcdo de TMP, Ca e F, e os valores de vs, ys™,
vs"®, vs" e ys~. Os dados de ys, vs™, vs'°, vs' e ys~ foram submetidos & ANOVA
a 2 critérios seguidos pelo teste de Student-Newman-Keuls. Para isto, fixou-se
o fator Exposicdo ou ndo ao Ca para analise entre os fatores % de TMP e
concentracdo de F, e fixou-se o fator Concentracdo de F para andlise entre os
fatores % de TMP e exposi¢do ou ndo ao Ca. Os dados de adsorcédo de TMP e
Ca foram submetidos a ANOVA a 2 critérios, e os dados de adsorcéao de F foi
submetido & ANOVA a 1 critério. O teste de Student-Newman-Keuls foi

utiizado para comparacdo entre as médias. Correlagdo de Pearson foi

Lenara Queiroz Chaves Oliveira



Efeito do trimetafosfato na energia de superficie da dentina 33

realizada entre as varidveis analisadas. Foi utilizado o programa estatistico

SigmaPlot versdo 12.0, com significancia ao nivel de 5%.

Resultados

O tratamento da dentina com 1100 ppm F levou a menores valores de ys
guando comparado a 0 ppm F (p<0,001), sem influéncia da exposicao ao calcio
(p>0,234) (Tabela 1). O tratamento com TMP levou a uma reducédo na ys da
dentina (p<0,005), porém quando o TMP foi associado a 1100 ppm F os
valores de ys ndo mostraram diferencas quando comparado ao grupo 1100

ppm F sem TMP (p>0,473); exceto o grupo 1% TMP sem Ca (p<0,001).

Tabela 1: Valores médios (DP) da energia livre de superficie (ys, mN/m) apés
tratamento da dentina com soluc¢des contendo diferentes porcentagens de TMP

associado ou ndo ao F seguidos ou néo do tratamento com calcio (n=12)

% TMP
Tratamentos

0% 1% 3% 9%

Sem Ca 39,08 24 6°A 23,7°A 11,87
0 . (9,6) (7.3) (4,6) (7,3)

m

PP Com Ca 35,737 27,94 23,574 25,2PA
(1,8) (7,9) (5.8) (5.6)

Sem Ca 30,538 19,1°8 28,134 29,338
(3,7) (7,3) (3.1) (4,0)

1100 ppm F B A B B
Com Ca 29.1% 29.0% 282% 30,8*
(4,5) (4,9) (7.4) (2,8)

Letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre as % de TMP
na linha (comparacgao entre as % de TMP) e coluna (comparagdo com ou sem

célcio) dentro de cada concentracdo de F (Two-way ANOVA, Student-Newman-
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Keuls, p<0,05). Letras maiusculas distintas indicam diferenca significativa entre
os valores com ou sem F em cada % de TMP, sem ou com exposi¢cdo ao Ca

(Two-way ANOVA, Student-Newman-Keuls, p<0,05).

A energia apolar (ys™) da superficie da dentina foi menor quando tratado
com TMP e/ou quando exposto a solucdo contendo Ca (Tabela 2), sem a
presenca de fluoreto nas solugdes. O grupo 1100 ppm F + 0% TMP reduziu a
vs"V quando comparado ao grupo 0 ppm F + 0% TMP (p<0,035). Nos grupos
com 1100 ppm F + TMP n&o houve alteracdo da energia ys™' (p>0,247).
Quando exposto ao célcio a energia ys"¥ somente o grupo 1% TMP apresentou

valores menores (p<0,001).

Tabela 2: Valores médios (DP) da energia apolar (ys™', mN/m) apés tratamento
da dentina com solu¢des contendo diferentes porcentagens de TMP associado

ou ndo ao F seguidos ou néo do tratamento com calcio (n=12)

% TMP
Tratamentos
0% 1% 3% 9%
Sem Ca 36,8%A 33,8%A 29 8PA 27,3%A
(7,9) (3,3) (3,5) (4,0)
OppmF 31,3 30,1°¢A 29 gbcA 32,2°A
comca 20 2.1) (2,0) (3,3)
Sem Ca 33,328 32,434 33,3%B 35,2%B
(2,7) (2,8) (2,5) (1,9)
1100 ppm F 32,6%¢A 21,358 33,0%¢8 31,47
Com Ca ! ! ! !
(3,2) (5.8) (3,7) (2,2)

Letras minasculas distintas indicam diferenca significativa entre as % de TMP

na linha (comparacao entre as % de TMP) e coluna (comparagdo com ou sem
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calcio) dentro de cada concentracao de F (Two-way ANOVA, Student-Newman-
Keuls, p<0,05). Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre
os valores com ou sem F em cada % de TMP, sem ou com exposi¢cdo ao Ca
(Two-way ANOVA, Student-Newman-Keuls, p<0,05).

O tratamento com TMP levou a uma energia polar (ys"®) mais negativa e,

o tratamento com TMP seguido da exposicdo ao célcio produziu uma ys"®

menos negativa (Tabela 3). O grupo 1100 ppm F + 0% TMP apresentou ys"°

negativa e diferiu do grupo 0 ppm F + 0% TMP (p<0,024). Nos grupos com

1100 ppm F + TMP a ys"® foi mais negativa no grupo com 1% de TMP
B

(p<0,001). O tratamento com Ca manteve os valores negativos para ys'= e

préximos entre 0s grupos, exceto o grupo 1100 ppm F + 1% TMP.

Tabela 3: Valores médios (DP) da energia polar (ys"®, mN/m) apds tratamento
da dentina com solu¢des contendo diferentes porcentagens de TMP associado

ou ndo ao F seguidos ou néo do tratamento com calcio (n=12)

% TMP
Tratamentos
0% 1% 3% 9%
Sem Ca 2,2%A -9,3%4A -6,2°% -15,4°4
(2,2) (7,4) (4,1) (6,9)
0 ppm F 4.45A L9 4dA _g 3PdA -6,8%4
Com Ca (2,2) (7,8) (5,0) (4;8)
Sem Ca -2,8%B -13,3°4 -5,1%4 -5,97°
(4,1) (7,8) (3,1) (4,0)
1100 ppm F 3 5a,d,B 7.7%8B -4 9a,d,A -0 6d'B
Com Ca 2.7) (4,8) (8,1) (2,3)

Letras minasculas distintas indicam diferenca significativa entre as % de TMP

na linha (comparacgao entre as % de TMP) e coluna (comparagdo com ou sem
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calcio) dentro de cada concentracao de F (Two-way ANOVA, Student-Newman-
Keuls, p<0,05). Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre
os valores com ou sem F em cada % de TMP, sem ou com exposi¢cdo ao Ca

(Two-way ANOVA, Student-Newman-Keuls, p<0,05).

Houve uma relacdo dose-resposta (p<0,001) entre a % de TMP e os
valores do componente doador de elétrons (ys™) da energia polar nos grupos 0
ppm F + TMP (Tabela 4). Quando os tratamentos com O ppm F + TMP foram
seguidos da exposicdo ao célcio houve reducdo dos valores de sitios ys-
(p<0,022). Os grupos 1100 ppm F + TMP apresentaram diminuicdo dos valores
de ys~ com o0 aumento da % de TMP. Apds a exposicao ao calcio, estes valores
foram menores e diferiram daqueles sem exposicdo ao calcio (p<0,014). As
andlises dos sitios receptores de elétrons (ys') demonstraram que os valores
estiveram proximo a zero e que ndo houve diferencas entre os grupos testados

(p>0,05).

Tabela 4: Valores médios (DP) do componente doador de elétrons (ys, mN/m)
da energia polar apos tratamento da dentina com soluc¢des contendo diferentes
porcentagens de TMP associado ou ndo ao F seguidos ou ndo do tratamento

com célcio (n=12)
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% TMP
Tratamentos
0% 1% 3% 9%
Sem Ca 3,437 19,34 34,204 58,494
0 ppm F (3,5) (6,8) (8,9) (20,6)
Com Ca 5,9%MA 28,5%A 26,0 12,6
(4,0) (8,9) (7,1) (6,6)
Sem Ca 10,34 31,7°B 24,0%8 16,828
(7,3) (10,4) (6,4) (7.5)
1100 ppm F a,c,B a,c,B a,B Cc,A
Com Ca 15,4 13,4 17,3 8,3
(6,8) (6,7) (13,5) (4,1)

Letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre as % de TMP
na linha (comparacao entre as % de TMP) e coluna (comparagdo com ou sem
calcio) dentro de cada concentracao de F (Two-way ANOVA, Student-Newman-
Keuls, p<0,05). Letras maiusculas distintas indicam diferenca significativa entre
os valores com ou sem F em cada % de TMP, sem ou com exposi¢cdo ao Ca

(Two-way ANOVA, Student-Newman-Keuls, p<0,05).

Maior adsorcdo de TMP foi observada com o aumento da porcentagem
nas solucdes de tratamento (Figura 2A) com ou sem fluoreto. Houve relacao
dose-resposta entre a adsorcéo de Ca pela dentina e a % de TMP (Figura 2B)
e correlagao positiva entre a adsorgéao de TMP e Ca na dentina com (Pearson’s
r=0,602; p<0,001) ou sem fluoreto (Pearson’s r=0,619; p<0,001). A adsor¢ao de
TMP e F apresentou relacdo dose-resposta com a % de TMP nas solucfes
(Figura 2A e 2C). Houve correlacdo positiva entre os valores de adsor¢cédo de
TMP e os valores de adsorcdo de F na superficie da dentina (Pearson’s

r=0,871; p<0,001) e entre F e Ca (Pearson’s r=0,586; p<0,001).
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Figura 2 - Valores médios (DP) da adsor¢cédo de TMP (A) e Ca (B) na superficie
da dentina de acordo com a porcentagem de TMP nas solucfes de tratamento
contendo (1100 ppm F + TMP) ou ndo F (TMP). Letras minusculas distintas
significam diferenca considerando os fatores % TMP e a presenca ou auséncia
de F (Two-way ANOVA, Student-Newman-Keuls, p<0,05). C: Valores médios
(DP) da adsorcao de F na superficie da dentina de acordo com a % TMP nas
solucdes de tratamento contendo 1100 ppm F. Letras minusculas distintas
significam diferenca entre as % de TMP (One-way ANOVA, Student-Newman-
Keuls, p<0,05).

Houve correlacdo positiva entre a adsorcéo de TMP e os valores de ys™®
(Pearson’s r=0,617; p<0,001). Houve correlagdo positiva entre a adsor¢ao de

TMP e os valores de ys~ (Pearson’s r=0,801; p<0,001). Houve correlacdo
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positiva entre a adsorcdo de Ca e os valores de ys"® (Pearson’s r=0,478;
p<0,001), e negativa entre adsorcao de Ca e ys~ (Pearson’s r=-0,308; p<0,033).
N&o houve correlacédo significante entre a adsorcdo de TMP e F e os valores de
vs"®  (Pearson’s r=-0,019; p>0,895; Pearson’s r=-0,059; p>0,686,
respectivamente) e os valores de ys~ (Pearson’s r=0,043; p>0,771; Pearson’s
r=0,022; p>0,882, respectivamente) (Figura 2). N&o houve correlagcéo
significante entre a adsorcdo de Ca e os valores de ys"® (Pearson’s r=0,015;
p>0,918) e ys  (Pearson’s r=-0,074; p>0,616) para os grupos tratados com

associacao TMP/F.

Discusséao
Este estudo avaliou o efeito do TMP associado ou ndo ao F, exposto ou ndo ao
Ca, na energia livre de superficie da dentina. Apesar de estudos prévios
mostrarem que o efeito em reduzir a desmineralizacdo do esmalte [3, 4] e
obliterar tdbulos dentinarios [7] ocorre com 1100 ppm F + 3% TMP, outras
concentragcbes de TMP foram utilizadas para compreender melhor o
mecanismo de acdo do TMP. Os resultados mostraram uma relacdo dose-
resposta entre a quantidade de TMP nas solucdes e a energia polar (ys"® =
componente acido-base de Lewis) e ys (base de Lewis, doador de elétrons).
Estes dados foram correlacionados a maior adsor¢cdo de TMP e a maior
adsorcao de célcio a dentina. Assim, a hipétese nula foi rejeitada.

A dentina, por si s6, ndo favorece a adsor¢cdo de calcio. A menor
adsorcéo de calcio para o grupo 0 ppm F e 0% de TMP (Figura 2B), indica

pouca ligagdo com os ions fosfatos na superficie da hidroxiapatita [9, 20], ja
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que os valores do componente polar (ys"®) e seus parametros (ys*; ys") néo
alteraram (Tabela 3 e Tabela 4). A adsor¢do de calcio sem alteragdo na carga
da superficie provavelmente ocorreu pelo deslocamento de dois H* da
superficie por um Ca?* [9]. In vivo, a adsorcdo de proteinas ricas em prolina e
tirosina (pelicula adquirida) a dentina tém a habilidade de se ligar ao célcio e
fosfato proveniente da saliva [2]. Como a base tedrica (acido-base) para o
calculo da vys utilizada no presente estudo [10, 21, 22] envolve a decomposicao
em ys™ e ys"®, e este dltimo em &cido (ys*) e base (ys), os valores da ys sofre
forte influéncia da ys"® e os resultados podem diferir da literatura que utilizaram
outra abordagem para a determinacéo da ys [5]. Os valores mais negativos da

B resultado do aumento da adsorcdo de TMP & dentina, sdo devido aos

yst
maiores valores da ys  (componente basico: sitios doadores de elétrons)
(Tabela 4). Os valores de ys"® podem ser positivos ou negativos e dependera
dos valores de ys" e ys  do liquido e do sélido [21]. De acordo com a
abordagem utilizada no presente estudo, sdo as forcas acido (ys')/base (ys)
gue irdo indicar se uma superficie € mais hidrofébica ou hidrofilica, pois as
forcas dispersivas estardo sempre presentes [10, 22]. A maior ys da dentina
(39,0 mN/m), se comparado ao esmalte (28,8 mN/m) utilizando a mesma
metodologia [16], se deve a energia apolar (ys: Tabela 2) e muito pouco a
positiva energia polar (ys"®: Tabela 3), e esta relacionada aos componentes
organicos [5] presente na dentina. A ys"" das superficies biologicas raramente

excede 45 mN/m e apresentam valores de ys™ menores do que 0,6 mN/m [10,

21, 22]. Sao consideradas superficies monopolares basicas [10, 21, 22].
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Mesmo na presenca da pelicula adquirida, a deposicdo de fosfato de
calcio na dentina € menor se comparado a dentina exposta a saliva humana e
ao tratamento com TMP [7]. Ao tratar a dentina com as solu¢des contendo
diferentes % de TMP, a ys reduziu em 37% com 1% TMP, 40% com 3% TMP e
70% com 9% TMP, principalmente devido aos valores de ys"® mais negativos
(Tabela 3) do que uma diminuicdo da ys™ (Tabela 2). A reducdo pequena da
vs"" esta relacionada & adsorcdo de TMP (Tabela 2 e Figura 2A) que forma
uma pelicula cobrindo a dentina que € rica em ligagdes de hidrocarbonetos [5].
Assim, os valores de ys maiores do que 28,5 mN/m e os valores de ys'
proximo a zero indicam uma superficie hidrofilica [21, 22] apds o tratamento
com TMP. A superficie com maiores valores de ys™ apresenta grande afinidade
por cations podendo se tornar hidrofébica [21, 22]. Como a superficie da
dentina mostrou-se com larga quantidade de sitios doadores de elétrons
(Tabela 4) devido a adsorcdo de TMP (Figura 2A), esta foi capaz de adsorver
mais calcio (Figura 2B). O mesmo fendmeno foi observado para esmalte
guando este foi tratado com hexametafosfato de sddio [16]. Estes resultados
explicam em parte o0s prévios estudos que mostram reducdo da
desmineralizacdo do esmalte [3, 4, 18] e maior deposicao de fosfato de calcio e
obliteracdo dos tubulos dentinarios quando foram utilizados dentifricios
fluoretados contendo TMP [7]. Em resumo, 0s sitios anidénicos do TMP se ligam
aos grupos amino do colageno e hidroxila, presentes na dentina, formando uma
pelicula na superficie com sitios doadores de elétrons (maiores valores de vys).

Com a maior adsorcéo de calcio ocorre uma reducdo dos valores de ys™ (<28,5
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mN/m; Tabela 4) indicando que a superficie ficou muito hidrofébica
principalmente com 9% de TMP.

Quando o TMP foi associado ao fluoreto (1100 ppm F), observou-se
reducdo da ys e ys", valores negativos da ys"® e alteracdo da ys~, e maiores
valores de adsorcdo de TMP e Ca a dentina. Assim, a hipotese nula foi
rejeitada também para associacdo 1100 ppm F + TMP. Considerando a
abordagem acima, a adicdo de F as solu¢des contendo TMP, a superficie da
dentina permanece mais hidrofébica (ys <28,5 mN/m), principalmente com o
aumento da % de TMP nas solucdes (Tabela 4). Isto pode ser devido a
deposicao de fluoreto de calcio, jA que ha uma relacédo dose-resposta entre a %
de TMP e o F adsorvido a dentina (Figura 2A e 2C). Provavelmente, o fluoreto
reage com a hidroxiapatita da dentina deixando o calcio mais superficial com a
formacé&o do fluoreto de calcio [11]. Entretanto, o arranjo estrutural da molécula
de fluoreto de célcio na superficie da dentina faz com que os valores de ys"®
sejam negativos e seu componente ys- aumente 3 vezes (1100 ppm F + 0%
TMP, com e sem Ca), provavelmente devido a maior eletronegatividade do F e
o tamanho dos atomos de Ca [11]. Este efeito é observavel mesmo quando o
TMP estd associado ao F (Tabela 4). Assim, o TMP sozinho produz uma
superficie mais hidrofilica (ys >28,5 mN/m; ys'=0) e a associacdo F/TMP deixa
a superficie hidrofébica devido a precipitacdo de fluoreto de célcio. O TMP
favorece a deposicdo de CaF, quando aplicado a hidroxiapatita [1, 6] quando
associado a concentragbes de F com 500 ppm F ou 1100 ppm F.
Provavelmente, o aumento na adsorcao do fluoreto na forma de fluoreto de

célcio e as possiveis ligacdes do TMP com ions CaF" [3, 4, 18] justifiqguem
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estes resultados. Isto porque, a ys"® nas concentracées de 3% e 9% néo diferiu
do grupo contendo apenas 1100 ppm F (Tabela 3) e os valores dos sitios
doadores de elétrons (ys) foram menores (Tabela 4) se comparado aos
tratamentos com somente TMP (Figura 2A).

Entretanto, os resultados do grupo com 1100 ppm F + 1% TMP néo segue
a hipétese descrita anteriormente. Como a adsorcao de TMP foi 2 vezes maior
na presenca do F (Figura 2A), isto levou uma energia polar com valores mais
negativos (-13,3 mN/m) e o seu componente ys (31,7 mN/m) foi maior do que
0s grupos com 1100 ppm F + 3% TMP e 1100 ppm F + 9% TMP. O grupo 1100
ppm F + 1% TMP tem menos fluoreto adsorvido (Figura 2C) em relacdo aos
grupos 1100 ppm F + 3% TMP e 1100 ppm F + 9% TMP, porém mais TMP
adsorvido (Figura 2A) em relacdo ao grupo com 1% de TMP. Isto explica os
menores valores de ys (Tabela 1) ja que a energia apolar ys™' néo diferiu entre
0s grupos (Tabela 2). Provavelmente, a reatividade do fluoreto com a
hidroxiapatita da dentina deixa o colageno mais exposto e reativo ao TMP que
se liga com maior facilidade aos grupos amino da proteina. Esta hipétese se
baseia na presenca de correlacdo entre a adsorcdo de TMP e fluoreto, e esta
em concordancia com estudos utilizando hidroxiapatita [1, 6]. A hidroxiapatita
tratada com 1100 ppm F apresentou maior formacédo de fluoreto fracamente
ligado (CaF,) e reducéo na formacéo de fluoreto fortemente ligado (FA) com o
aumento da % de TMP [1].

O produto formado na superficie da dentina com os tratamentos TMP/F
aumentou em ~43% a adsorcdo de célcio quando comparado aos tratamentos

somente com TMP (Figura 2B). Apesar dos valores de ys"® e ys-, antes do
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tratamento com calcio, ndo serem maiores do que 0s grupos com TMP
(Tabelas 3 e 4), a presenca de fluoreto nesta camada leva a um aumento na
adsorcdo de célcio a dentina. Entretanto, ndo s6 o fluoreto influenciou neste
resultado, mas o TMP adsorvido é importante para dar inicio a nucleacao do
calcio a superficie, ja que na sua auséncia, a adsorcdo de célcio € similar
guando nem o fluoreto e o TMP estdo presentes no tratamento. Este fato
reforca a hipotese previamente descrita da formacdo de uma camada de TMP
ligado ao ion CaF'. A dentina passa a apresentar uma superficie mais
hidrofébica (ys"®~40 mN/m; ys<28,5 mN/m; vs'<0,6 mN/m), porém mais
propicia a adsorcao de calcio. Isto significaria maior precipitacdo de fosfato de
célcio e obliteracdo dos tubulos dentinarios, como observado em estudo prévio
[7]. Apesar de ser um indicativo do mecanismo de acdo do TMP, os resultados
obtidos neste estudo in vitro deve ser considerado com cuidado. Por exemplo,
diferentemente do que ocorre in vivo, o tratamento foi realizado uma vez com
solu¢des contendo apenas TMP e/ou F para evitar o efeito de outros reagentes
na energia de superficie e seus componentes. Ainda, o tempo de dois minutos
de tratamento refere-se ao uso do dentifricio utilizado pelo menos duas vezes

ao dia durante 1 minuto.

Conclusdes

O tratamento com TMP apresenta dose-resposta para a adsorcdo destes
ciclofosfatos na dentina, aumentado os sitios doadores de elétrons (ys) e
diminuindo a ys da dentina. Estas caracteristicas levam a maior adsorcao de

célcio a superficie da dentina com consequente diminuicdo dos sitios doadores
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de elétrons e aumento da ys. O F associado ao TMP leva a maior adsorcao
deste com dose-resposta entre a concentracdo de TMP e a adsorcdo de
fluoreto na dentina. F/TMP apresenta menor quantidade de sitios doadores de

elétrons (ys ), porém maior adsorcao de calcio.
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Anexo A

Preparo dos blocos

P

A
\

_\.——)

Blocos obtidos abaixo do limite
amelodentinario, na face
proximal da raiz

Incisivos centrais Cortadeira elétrica sob
inferiores bovinos refrigeracéo

* USARATENAS AGUA TS TILAD G&) DEBOSIEATH.

+ WIOLIGARO ARARELEOSEM AL E
AL

Bloco fixado com cera
pegajosa em base de resina

Apos utilizacdo de cada lixa,
os blocos foram submetidos ao

ultrassom, em agua Polimento da dentina em politriz acrilica
deionizada’ durante 21 com lixas 600, 800, 1.200 e
minutos feltro

v

Foram obtidos 192
blocos
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ANEXO B

Formulac¢des das solugdes de tratamento

TMP o7 TMP 1Y Tmp 3 |Tm? 97 TP o/ | TMPLL Tmp 37 “ TMP 9/
J : Biee | F | TAE o f
|
L A A Al V‘ 5 1 L i
Solugdes contendo TMP nas Soluces contendo TMP nas
concentracdes de 0%, 1%, 3% e concentracoes de 0%, 1%, 3% e 9%
9% com 1100 ppm F sob a forma de NaF
ATO DE CALY
_ 8 y

Solucédo de lactato de calcio
contendo 1,25 mmol Ca/mL
(CGHloCaOG)
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ANEXO C

Tratamento dos blocos de dentina com as solugdes experimentais

Blocos imersos individualmente ~ Mesa agitadora por 2 minutos Lavados por 30 segundos
em frascos contendo 1 mL das e secos com papel
solucdes de tratamento absorvente
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ANEXO D

Andlise de TMP nas solucdes

100 pL da amostra
+

50 yL de molibdato
+

20 pL de reativo
redutor

Banho térmico

0,2 mL de TMP
+ Espectrofotometro de
0,2 mL de HCI 1 mol/L microplaca

Apo6s banho maria é feita a diluicao:
TMP 1%: 10 pL da amostra + 990 L de agua
TMP 3% e 9%: 10 uL da amostra + 1.990 pL de
agua
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Amostras diluidas
100 vezes

ANEXO E

Andlise de F nas solucdes

Eletrodo especifico e eletrodo de
referéncia acoplado a analisador de
ions
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ANEXO F

Andlise de Ca nas solucdes

Lt e e S

5 yL das amostras + ;
50 pL de &gua deionizada + Espectrofotdbmetro de microplaca com
50 pL de Arsenazo Il comprimento de onda de 650 nm

Lenara Queiroz Chaves Oliveira



Anexos 57

ANEXO G

Analise da energia livre de superficie

Gonidbmetro automatico

Trés liquidos sondas: agua,
diiodometano e etilenoglicol

Para determinacé&o do
angulo de contato, volume
de 0,5 pL de cada liquido

foi dispensado sobre a

amostra

Lenara Queiroz Chaves Oliveira



