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Santos SS. Efeito da incorporacao do glicerofosfato de célcio ao cimento de ionémero
de vidro nas propriedades fisico-mecanicas e na desmineralizacdo do esmalte

[dissertacdo]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista; 2016.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da incorporacdo do glicerofosfato de
calcio (CaGP) ao cimento de ionémero de vidro (CIV) nas propriedades fisico-
mecanicas e na desmineralizacdo do esmalte. Foram confeccionados corpos-de-prova
(n=56) para cada grupo experimental: CIV sem CaGP (CIV), CIV com CaGP 1, 3 e 9%.
Seis corpos-de-prova foram utilizados na determinacdo da liberacdo de fluoreto (F),
calcio (Ca) e fosforo (P) em solucdes de desmineralizacdo e remineralizacdo durante 15
dias. As propriedades fisico-mecénicas avaliadas 24 horas e 7 dias ap6s a confecgédo
foram: resisténcia a compressdo (n=12), resisténcia a tracdo diametral (n=12), dureza de
superficie do material (n=6) e grau de conversdo de mondémeros (n=8). Para o estudo da
desmineralizacdo do esmalte, corpos-de-prova (n=12) foram adaptados a blocos de
esmalte selecionados pelo teste de dureza de superficie inicial (DS1) e submetidos as
ciclagens de pH. A seguir, foi analisada a dureza de superficie final (DS;) e a
concentragdo de F, Ca e P no esmalte. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
sequida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). A adi¢do de CaGP levou a
maior média de liberacdo de F, Ca e P pelos materiais quando comparado ao CIV
(p<0,001). As propriedades mecénicas (tragdo, compressdo e dureza) com a adigdo de
1% e 3% CaGP apresentaram dentro da variagdo dos cimentos ionoméricos. O grau de
conversdo ndo diferiu entre 0s grupos nos tempos de 24 horas e 7 dias (p>0,439). A

adicédo de 3% e 9% CaGP reduziu a perda mineral e aumentou o F, Ca e P no esmalte

Sdmia Sass Santos
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quando comparado ao CIV (p<0,05). Pode-se concluir que a incorporacgdo de 3% CaGP
ao CIV aumenta a liberacdo de F, P e Ca, promove reducdo na desmineralizacdo do
esmalte mantendo as propriedades fisico-mecéanicas dentro dos pardmetros para este

material.

Palavras-chave: Cimentos de iondmeros de vidro, Desmineralizacdo do dente,

Polimerizacdo, Forca compressiva, Fosfatos.
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Santos SS. The effect of calcium glycerophosphate added to the glass inonomer cement
on the physico-mechanical properties and enamel demineralization [dissertacao].

Aracatuba: Universidade Estadual Paulista; 2016.

The aim of this study was to evaluate the effect of addition of calcium glycerophosphate
(CaGP) to the glass ionomer cement (GIC) on the physico-mechanical properties and
demineralization of the enamel. Specimens (n=56) were fabricated from each
experimental group: GIC without CaGP (GIC), GIC with 1, 3 and 9% CaGP. To
determine the release of fluoride (F), calcium (Ca) and phosphorus (P) were used six
specimens immersed into a demineralization and remineralization solutions during 15
days. The physico-mechanical properties evaluated 24 hours and 7 days after fabrication
were: compressive strength (n=12), diametral tensile strength (n=12), surface hardness
of material (n=6) and the degree of conversion of monomers (n=8). For the study of
enamel demineralization, specimens (n=12) were attached to enamel blocks selected by
the initial surface hardness test (SH1) and submitted to the pH-cycling. Following, final
surface hardness (SH2) and the concentration of F, Ca and P in enamel were determined.
Data were subjected to analysis of variance followed by Student-Newman-Keuls test
(p<0.05). The addition of CaGP led to higher mean release of F, Ca and P by materials
compared to the GIC (p<0.001). The mechanical properties (diametral tensile,
compressive strength and hardness) were within the range of the ionomeric cements
after addition of 1% and 3% CaGP. The degree of conversion was not different between
groups at 24 hours and 7 days (p>0.439). The addition of 3% and 9% CaGP reduced

mineral loss and increased F, Ca and P in the enamel when compared to the GIC
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(p<0.05). It can be concluded that the incorporation of 3% CaGP in the GIC increases
the release of F, P and Ca, promotes reduction in enamel demineralization maintaining

the physico-mechanical properties within the parameters for this material.

Keywords: Glass ionomer cements, Tooth demineralization, Polymerization,

Compressive strength, Phosphates.
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Efeito da incorporacéo do glicerofosfato de calcio ao cimento de iondmero de vidro

nas propriedades fisico-mecéanicas e na desmineralizacdo do esmalte*

Resumo

O objetivo foi avaliar o efeito da incorporacdo do glicerofosfato de célcio (CaGP) ao
cimento de ionémero de vidro (CIV) nas propriedades fisico-mecénicas e na
desmineralizacdo do esmalte. Corpos-de-prova foram confeccionados para cada grupo
experimental: CIV sem CaGP (CIV), CIV com CaGP 1, 3 e 9%. Foram determinadas as
liberacdes de fluoreto (F), célcio (Ca) e fosforo (P) e as propriedades fisico-mecanicas
(compressdo, tracdao diametral, dureza de superficie e grau de conversao de monémeros)
dos materiais nos tempos de 24 horas e 7 dias. A ciclagem de pH foi realizada para
avaliar a perda mineral (dureza de superficie) e a concentracao de F, Ca e P no esmalte.
Os dados foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls (p<0,05). A adicdo de CaGP levou a maior média de liberacdo de F, Ca
e P pelos materiais quando comparado ao CIV (p<0,001). As propriedades mecanicas
(tracdo, compressdo e dureza) apresentaram dentro da variacdo do ionédmero com 1% e
3% CaGP. O grau de conversdo nado diferiu entre 0s grupos nos tempos de 24 horas e 7
dias (p>0,439). A adicdo de 3% e 9% CaGP reduziu a perda mineral e aumentou o F, Ca
e P no esmalte quando comparado ao CIV (p<0,05). Pode-se concluir que a
incorporacgdo de 3% CaGP ao CIV aumenta a liberagéo de F, P e Ca, promove reducdo
na desmineralizacdo do esmalte mantendo as propriedades fisico-mecénicas dentro dos
parametros para este material.

Descritores: Cimentos de iondmeros de vidro, Desmineralizacdo do dente,

Polimerizagéo, Forga compressiva, Fosfatos.

*De acordo com as instrucbes aos autores do periédico Brazilian Oral Research

(http://www.scielo.br/revistas/bor/pinstruc.htm).
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INTRODUCAO

Na odontologia os materiais restauradores com efeito anticariogénico apresentam
e liberam ion fluoreto (F) ou fosfato de calcio para o meio bucal.?* Dentre estes, 0s
cimentos de iondmero de vidro (CIVs) possuem grande liberacdo de F sendo o material
de eleicdo em pacientes com alta atividade de carie, porém, apresenta resisténcia a
fratura e estética reduzidas.!**® Como o processo de desmineralizagdo e remineralizacio
é dependente da presenca de célcio (Ca) e fosfato no meio,” a adicdo de compostos
contendo fosfato de calcio amorfo estabilizado por caseino-fosfopeptideos (ACP-CPP)
aos CIVs melhoram o potencial anticariogénico do material.>*® Estes resultados foram
associados a liberacdo de ions F, Ca e P pelo CIV. No entanto, a incorpora¢do de ACP-
CPP nos CIVs diminui a resisténcia a tracdo diametral e & compresséo do material.?

Outro fosfato de célcio com acgdo anticariogénica € o glicerofosfato de célcio
(CaGP). O CaGP é um fosfato organico que apresenta afinidade pelo esmalte dentario e
fornece ions Ca e P,2° aumentando os niveis destes ions na placa!®'* e um efeito tamp&o
de pH. Estudos tem adicionado o CaGP (50% a e 50% P isomero) em dentifricios com
concentracdo reduzida de fluoreto verificando uma melhora no efeito anticarie dos
produtos.®3%3! Este efeito esteve ligado & sua capacidade de adsorgio ao esmalte e ao
aumento da atividade i6nica de espécies neutras como o CaHPO4° e HF® no biofilme
dentario.®” As espécies neutras apresentam coeficiente de difusdo no interior do esmalte
maior que as espécies carregadas.” Baseado nos estudos acima, a adicio do CaGP aos
CIVs seria outra alternativa para aumentar sua capacidade anticariogénica.

A adicdo de novos compostos aos CIVs pode trazer melhoria nas propriedades
deste material bem como um maior entendimento dos processos de desmineralizacao e
remineralizacdo na presenca de fosfato de calcio e fluoreto. Nesse sentido, considerou-

se importante verificar se a incorporacdo de CaGP em concentracdes de 1%, 3% e 9% a
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um cimento de iondmero de vidro, influenciaria as propriedades fisicos-mecanicas e a
desmineralizacdo do esmalte. A hipétese nula do estudo foi que a adi¢do de CaGP ao
cimento de iondmero de vidro ndo altera a liberacdo de fluoreto, suas propriedades

fisico-mecénicas e o efeito na desmineralizacdo do esmalte.

MATERIAL E METODO

Preparo da mistura do CIV com CaGP

O tamanho das particulas do CaGP (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, Estados
Unidos da América, dl, 50% a- e 50% B-isdbmero) foi padronizado em até 53 um de
didmetro utilizando uma peneira granulométrica acoplada a um agitador
eletromagnético (Bertel IndUstria MetalUrgica LTDA, Caieiras, SP, Brasil) (Anexo A).
O CIV utilizado neste estudo foi o Fuji Il LC (GC Corporation, Tokyo, Japédo) ao qual
foi adicionado o CaGP nas concentraces de 1, 3 e 9% definidas com base nos
resultados obtidos por Zaze et al.! A mistura foi homogeneizada em moinho de bolas
de &gata (Planetary Micro Mill PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-
Oberstein, Alemanha), 5 ciclos (normal/reverso) com duracéo de 1 minuto cada, a uma
velocidade de 100 rpm (Anexo B). Para manipulacdo do material a propor¢do poé-
liguido do CIV recomendada pelo fabricante (3,2 g de p6 para 1,0 g de liquido) foi

mantida.

Liberacéo de F, Cae P dos CIVs
Confeccao dos corpos-de-prova

Para cada material testado: CIV sem CaGP (CIV) e CIV com 1, 3 e 9% de CaGP,
corpos-de-prova (n=6) foram confeccionados com o auxilio de uma matriz metélica

bipartida (5 mm de didmetro e 2 mm de espessura). A extremidade de um fio de aco
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inoxidavel de 0,25 mm de didmetro foi posicionada no interior da matriz, previamente a
insercdo dos materiais, para facilitar a manipulacdo dos corpos-de-prova. A
fotopolimerizacdo (Blue Star 2, Microdont, Socorro, SP, Brasil) foi realizada por 20
segundos, nas superficies superior e inferior. Apds a fotopolimerizacdo, os excessos do

material foram cuidadosamente removidos (Anexo C).

Ciclagem de pH para liberacéo de F, Ca e P dos CIVs

Corpos-de-prova (n=6) de cada material foram colocados em tubos de ensaio de
polipropileno com tampa contendo 2 mL de solucdo de desmineralizacéo (DES) (Cae P
2,0 mmol/L em tampéo acetato 0,075 mol/L, em pH 4,7) e armazenados por 6 horas.
Em seguida, os corpos-de-prova foram transferidos para novos tubos contendo solucao
de remineralizagéo (RE) (Ca 1,5 mmol/L, P 0,9 mmol/L, KCI 0,15 mol/L em tamp&o
Tris 0,02 mol/L, em pH 7,0) permanecendo por 18 horas.?® Estes procedimentos foram
repetidos durante 15 dias. Os tubos foram mantidos sob agitagdo constante com
frequéncia de 120 rpm em mesa agitadora (TE-420 Orbital - Tecnal, Piracicaba, SP,
Brasil), a temperatura de 37°C (Anexo C). Antes de serem imersos em nova solucao
(DES ou RE), os corpos-de-prova eram lavados com agua deionizada e secos com papel
absorvente. As solugdes foram recolhidas diariamente, identificadas e armazenadas em

tubos de ensaio de polipropileno a 4°C para leitura de F, Ca e P liberados.

Analise de F, Ca e P nas solugdes DES e RE

Para a andlise de F das solugbes DES e RE, um eletrodo especifico para ion
fluoreto (9409-BN, Orion Research, Inc., Beverly, MA, Estados Unidos da Ameérica) e
um microeletrodo de referéncia acoplados a um analisador de ions Orion 720 A (Orion

Research) foram utilizados. O eletrodo de F foi previamente calibrado com solucbes
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padrdo de 0,125 a 16 ug F/mL. Para as dosagens foram pipetadas 0,5 mL das solugcfes
DES ou RE e acrescido 0,5 mL de TISAB Il (tampao ajustador de forcga idnica total). As
leituras foram realizadas sob agitacdo constante em agitador magnético (TE-081,
Tecnal) (Anexo D).

O Ca foi dosado por espectrofotometria em leitor de placa (Microplate
Spectrophotometer EON, Biotek, Winooski, VT, Estados Unidos da América)
utilizando comprimento de onda de 650 nm, de acordo com o método descrito por
Vogel et al.?® Foi utilizada uma aliquota de 5 pL, em duplicata, tanto para os padroes
como para as amostras, que foi acrescido de 50 pL de agua deionizada e 50 pL de
arsenazo Ill. Para calibracdo foram utilizados padrdes contendo 40 a 200 pg Ca/mL
(Anexo E).

A dosagem de P foi realizada de acordo com Anderson et al.* Para tanto, 40 pL de
acido sulfarico (H2S04) 0,05 mol/L e 40 pL de acido periddico 1% foram adicionados a
200 pL das solucdes DES ou RE. A seguir, a mistura foi mantida em banho-fervente por
1 hora. Apos o esfriamento, 160 pL de dgua deionizada foi adicionada. Uma aliquota de
55 pL foi transferida para uma placa de 96 pogos. Na sequéncia, adicionou-se 10 pL de
sulfito de sodio 8% e 5 pL de molibdato de s6dio 7%. Ap6s homogeneizacdo dos
reagentes, foi adicionado 5 pL de hidroguinona 1%. A placa foi mantida por 30 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, o volume de cada poco foi ajustado para 250 pL
com agua deionizada. Assim, o P das solucdes foi dosado por espectrofotometria em
leitor de placa (Microplate Spectrophotometer EON, Biotek) utilizando comprimento de
onda de 640 nm (Anexo E). A concentracdo de P determinada nas solugdes DES e RE
apos hidrolise acida foi subtraida da quantidade de P existente nas solu¢des DES (70,4
+3,2 pg P/mL) e RE (41,3 +2,2 pug P/mL) e o valor final considerado como a

proveniente dos materiais.
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Os valores obtidos foram convertidos para pg/cm? (F, Ca e P). As concentracoes
de F, Ca e P das solugdes DES e RE foram determinadas separadamente.
Posteriormente, os resultados das solu¢bes DES e RE foram somados (DES + RE),
completando um periodo de 24 horas e um ciclo da metodologia utilizada (ciclagem de

pH), nos 15 dias analisados.

Determinacdo das propriedades fisico-mecéanicas dos CIVs
Avaliacao da resisténcia a compressao

Doze corpos-de-prova foram confeccionados (2 mm de diametro x 4 mm de
altura)?® em matrizes de silicone de condensacéo (Speedex, Vigodent S.A. Industria e
Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e fotopolimerizados por 20 segundos, nas
superficies superior e inferior. Seis corpos-de-prova foram armazenados por 24 horas e
outros seis por 7 dias, em estufa a 37°C, em ambiente Umido. Em seguida, foram
submetidos ao ensaio de resisténcia a compressdo em maquina de ensaio universal
Instron (DL3000, Instron Co., Canton, MA, Estados Unidos da América), com célula de
carga de 5 kN a uma velocidade de 1 mm/min, em posicao vertical, até que ocorresse a

fratura (Anexo F). A forca de compresséo foi medida em megapascal (MPa).

Avaliacgéo da resisténcia a tracdo diametral

Doze corpos-de-prova foram confeccionados (6 mm de didmetro x 3 mm de
altura) em matrizes de silicone de condensacdo (Speedex) e fotopolimerizados por 20
segundos, nas superficies superior e inferior. Ap0s os periodos de armazenamento
(como descrito anteriormente) foram submetidos ao ensaio de resisténcia a tracdo
diametral (RTD), com célula de carga de 5 kN a uma velocidade de 1 mm/min, em

posicao horizontal, até que ocorresse a fratura. Para tanto, foi utilizada uma maquina de
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ensaio universal Instron (DL3000, Instron Co., Canton, MA, Estados Unidos da

América) (Anexo G). A tensdo de tracdo, medida em MPa, foi calculada usando a

2xFr

mxdxt’

equacdo: RTD = onde Fr é a forca maxima aplicada em newtons (N), d é o

didmetro e t é a altura do espécime.?®

Avaliacdo da dureza de superficie do material

Foram confeccionados 6 corpos-de-prova com o auxilio de uma matriz metalica
bipartida (5 mm de diametro x 2 mm de espessura) e fotopolimerizados por 20
segundos, nas superficies superior e inferior. Apos 24 horas, mantidos em recipiente
plastico e em ambiente Umido (37°C), foram submetidos ao teste de dureza de
superficie. O teste foi determinado utilizando microdurémetro (Micromet 5114 hardness
tester, Buehler, Lake Bluff, IL, Estados Unidos da América), sob carga estatica (Knoop)
de 100 g por um tempo de 10 segundos. Foram realizadas 5 impressdes na superficie do
material distantes 500 pm entre si.?® A seguir, os corpos-de-prova foram armazenados
em estufa a 37°C (em ambiente Umido) e ap6s 7 dias foi repetido o teste da dureza,

sendo realizadas 5 impressfes a 250 um das realizadas em 24 horas (Anexo H).

Determinacéo do grau de conversdo (GC) dos mondémeros dos CIVs

Os CIVs (n=8) foram manipulados, inseridos entre duas laminas de vidro,
pressionados formando um filme de aproximadamente 0,12 +0,02 mm, e
fotopolimerizados por 20 segundos em cada lado da amostra. Em seguida, foram
armazenados durante 24 horas e 7 dias, ao abrigo da luz, em estufa a 37°C. Apoés estes
periodos, os filmes de CIVs foram triturados e misturados com brometo de potassio
(KBr), na propor¢do de 1:35 (mg:mg). As misturas foram colocadas na prensa (Pike

Technologies, Madison, WI, Estados Unidos da Ameérica), sob uma carga de 3
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toneladas, para confeccdo das pastilhas, as quais foram analisadas imediatamente
usando a técnica de espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier (FTIR)
(Anexo 1). Os espectros de absor¢do no infravermelho foram obtidos pelo método de
transmissdo em espectrofotometro (Nexus 670, Nicolet Instrument Corporation,
Madison, WI, Estados Unidos da América), na regido espectral entre 1.400 e 2.000 cm”
! utilizando 128 varreduras e 4 cm™ de resolucéo. A determinacédo do grau de conversio
na polimerizagdo dos CIVs foi baseada na medida da diminuicdo da intensidade da
banda de absorcdo associada ao metacrilato quando o mondémero é convertido em
polimero. Para o material estudado e as condi¢des de preparacdo das amostras, foram
utilizadas as bandas de absorcéo associadas a vibragdes de estiramento das ligagdes C =
C do monémero e COO~ do &cido carboxilico, localizadas aproximadamente em 1640 e

1540 cm?, respectivamente. O valor do grau de conversdo foi determinado utilizando a

[Ab5(C=C)/Ab5(coo_)]polimero
Abs(C=C)/Abs(COO0~)]monsémero

seguinte equacdo: GC (%) = (1 —1 )x 100.

Ciclagem de desmineralizacéo e remineralizacdo
Preparo dos blocos de esmalte

Blocos de esmalte (4x4x3 mm) foram obtidos de incisivos bovinos e a seguir suas
superficies dentinarias foram planificadas com lixa de granulagdo 320 e as superficies
de esmalte foram polidas com lixas de granulagéo 600, 800 e 1200, carga de 4 libras,
sob refrigeracdo a agua, e polidas com feltro (Polishing Cloth Buehler 40-7618,
Buehler) e suspensdo de diamante (Metadi Monocrystalline Diamond Suspension, 1
micron, Blue Color Polish Spray, Water Base 40-6530, Buehler). Ap6s o polimento,
secgOes transversais foram realizadas a uma distancia de 1 mm da borda do bloco, em

cortadeira sob refrigeracdo a dgua deionizada, obtendo-se blocos com 4x3x3 mm. Teste
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de dureza de superficie inicial (DS1) foi realizado para selecdo de 60 blocos de esmalte

que apresentassem valores entre 320 a 370 KHN (Anexo J).

Ciclagem de pH

Cinco grupos experimentais (n=12), com dureza de superficie média dentro do
intervalo de confianca de 338,2 a 342,8 KHN, foram determinados: placebo (sem CIV),
CIV sem CaGP (CIV), CIV com 1% de CaGP (1% CaGP), 3% de CaGP (3% CaGP) e
9% de CaGP (9% CaGP). Os corpos-de-prova de cada material (3x2x1 mm) foram
justapostos as bordas seccionadas dos blocos de esmalte e fixados com auxilio de cera
pegajosa.l® Os conjuntos blocos/corpos-de-prova foram submetidos a 5 ciclagens de
pH,?* a uma temperatura de 37°C, sendo imersos nas solucdes de desmineralizaco (6
horas - Ca e P 2,0 mmol/L em tampé&o acetato 0,075 mol/L, 0,04 ppm Fem pH 4,7 - 2,2
mL/mm?) e remineralizacdo (18 horas - Ca 1,5 mmol/L, P 0,9 mmol/L, KCI 0,15 mol/L
em tamp&o cacodilato 0,02 mol/L, 0,05 ppm F em pH 7,0 - 1,1 mL/mm?). Apds
remocao das soluc@es, os conjuntos foram lavados com jatos de agua deionizada por 30
segundos e secos com papel absorvente. Decorrido o0 5° dia, a solu¢do RE foi trocada, e

0S conjuntos permaneceram nesta nova solucao por 48 horas (Anexo K).

Avaliacdo da dureza do esmalte

Para o teste de dureza de superficie inicial (DS1) foi utilizado o microdurémetro,
com penetrador tipo Knoop, Micromet 5114 hardness tester (Buehler e Mitutoyo
Corporation, Kanagawa, Japan) e o software Buehler OmniMet (Buehler), carga
estatica de 25 g e tempo de 10 segundos.® Foram realizadas 5 impressdes no esmalte a
uma distancia de 300 um da borda seccionada e 100 pm distantes entre si'® (Anexo K).

Apos o término da ciclagem de pH, os materiais unidos aos blocos de esmalte foram
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removidos, e os blocos foram submetidos ao teste de dureza de superficie final (DS>),

utilizando a mesma metodologia do teste de DS1 (Anexo K). O célculo da porcentagem

de perda da dureza de superficie foi feito utilizando a equag¢do %DS= [’S;;S'lm x 100.

Anédlise de F, Ca e P no esmalte

Metade de cada bloco (2x3x3 mm) foi seccionado para obtencdo de um bloco
2x1x3 mm e submetido ao procedimento de microabrasdo utilizando lixa auto-adesiva
(granulagdo 400, Silicon-Carbide, Buehler) em frasco de poliestireno cristal (J-10,
Injeplast, Sdo Paulo, SP, Brasil), baseado na metodologia proposta por Alves et al.
Apo6s a remocdo de uma camada de aproximadamente 50 pm de esmalte de cada bloco
foi acrescentado 0,5 mL de HCI 1,0 mol/L no interior dos frascos. Estes foram mantidos
sob agitacdo constante por 1 hora em mesa agitadora (TE-420 Orbital, Tecnal). Para
analise de F foi utilizado o eletrodo especifico para ion fluoreto Orion 9409-BN (Orion
Research, Inc.), e eletrodo de referéncia 900100 (Orion Research, Inc.), previamente
calibrados com solugdes padrdo (0,16 a 2,56 pug F/mL), acoplados a um analisador de
ions Orion 720 A (Orion Research, Inc.) (Anexo L). Para determinacdo em duplicada do
F, uma aliquota de 0,04 mL da amostra foi tamponada com 0,04 mL de TISAB Il +
NaOH. Para as dosagens de Ca e P, as amostras foram diluidas (1:10) e neutralizadas. O
Ca foi determinado pelo método colorimétrico utilizando-se Arsenazo 11, como descrito
por Vogel et al.® Uma aliquota de 5 pL dos padres e 10 puL das amostras foram
dispostas em placas de 96 pocos (Placa para cultura de celulas de fundo chato - Modelo
92096 — TPP, Switzerland) em duplicata; a seguir, 50 puL de agua deionizada e de
Arsenazo 11 foram adicionadas. Na sequéncia, as placas foram acopladas em leitor de
placas (Microplate Spectrophotometer EON, Biotek), utilizando comprimento de onda

de 650 nm. Para calibracdo, foram utilizados padrdes contendo 40 a 200 pg Ca/mL
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(Anexo L). O P foi determinado de acordo com o método colorimétrico descrito por
Fiske & Subbarow,° utilizando uma aliquota de 50 pL das amostras e 100 pL dos
padrdes em duplicata, 50 puL de molibdato e 20 pL de reativo redutor. Padrbes contendo
15 a 24 pg P/mL foram utilizados. As leituras foram realizadas em duplicatas
utilizando leitor de placas (Microplate Spectrophotometer EON, Biotek) no
comprimento de onda de 660 nm (Anexo L). Os valores foram expressos em pg/mm? (F,

CaeP).

Andlise estatistica

Os dados de liberacdo de F, Ca e P nas solu¢des DES e RE foram considerados
como variaveis e, para as propriedades fisico-mecénicas, foram a tragdo diametral,
compresséo, dureza dos materiais e grau de conversdao. Nesses ensaios, 0 material e o
tempo foram considerados como fatores de variacdo. As variaveis de liberacdo e de
propriedades fisico-mecénicas apresentaram distribuicdo normal (Teste de Shapiro-
Wilk) e homocedascidade (Teste de Cochran) e foram submetidas a analise de variancia
(2-critérios) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Os valores de DS, %DS e F,
Ca e P no esmalte foram considerados como varidveis da ciclagem de pH e o material
como fator de variacdo. Apds confirmacdo da distribuicdo homogénea, as variaveis
foram submetidas a analise de variancia (1-critério) seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls. Todas as anélises foram realizadas com o programa SigmaPlot verséo

12.0 com limite de significancia de 5%.

RESULTADOS
Os maiores valores de liberacdo de F nas solugdes de ciclagem foram observados

no primeiro dia para todos os grupos (p<0,001). O grupo 9% CaGP apresentou maior

Sdmia Sass Santos



Efeito do CaGP nas propriedades do ionémero de vidro 32

valor total de F liberado (p<0,001), seguido pelo grupo 3% CaGP. A partir do décimo
segundo dia todos os grupos apresentaram liberagdo constante (Figura 1A). Maior
liberacdo de Ca ocorreu no primeiro dia (p<0,001) e diminuiu ao longo do tempo para
os CIVs contendo CaGP. Os maiores valores totais foram liberados no grupo de 9%
CaGP (p<0,001) seguido do 3% CaGP (Figura 1B). Quanto a liberagdo de P pelos
materiais nas solucgdes de ciclagem, o grupo 9% CaGP apresentou maior liberagdo no
primeiro dia (p<0,001) quando comparado aos demais grupos. O maior valor total foi
apresentado pelo grupo 9% CaGP (p<0,003) seguido dos grupos 1 e 3% CaGP. Todos
0s grupos mostraram um padrdo similar de liberagdo, com periodos de aumento e
diminuigéo (Figura 1C). Subtraindo os valores de P liberado pelo CIV dos grupos com
CaGP observa-se a quantidade de P proveniente do CaGP (Figura 1D) que foi maior no
grupo com 9% (p<0,042). Houve correlacdo positiva entre a liberacdo de F e de Ca dos
materiais (Pearson’s r = 0,890; p<0,001), porém ndo houve correlacao destes ions com a
liberacdo do P.

A resisténcia a compressdo ndo alterou entre os periodos (24 horas e 7 dias) em
todos os grupos. Os grupos CIV e 1% CaGP apresentaram maiores valores (p<0,001)
seguidos dos grupos 3% e 9% CaGP (Tabela 1). Os maiores valores de tracdo diametral
foram observados no periodo de 7 dias quando comparado a 24 horas (p<0,001), sem
diferenca entre os grupos (p>0,060). Os grupos CIV e de 1% CaGP apresentaram 0s
maiores valores no tempo de 24 horas (p<0,029) quando comparados com 0s grupos 3%
e 9% CaGP (Tabela 1). Na anélise de dureza de superficie dos materiais, 0s grupos CIV,
1% e 3% CaGP apresentaram valores semelhantes entre si (p>0,362) e maiores quando
comparado com grupo de 9% CaGP (p<0,001) no tempo de 24 horas. O grupo 9%

CaGP apresentou maior dureza quando comparado aos demais grupos (p<0,001) no
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tempo de 7 dias (Tabela 1). O grau de conversdo ndo diferiu entre 0s grupos nos tempos
de 24 horas e 7 dias (p>0,439) (Tabela 1).

A avaliacdo da dureza do esmalte apés ciclagem de pH mostrou que o grupo
placebo apresentou maior perda mineral (DS2 e %DS) quando comparado aos demais
grupos (p<0,001). O CIV apresentou perda mineral similar ao grupo 1% CaGP
(p>0,119). A adicdo de 9% CaGP ao CIV levou a menor perda mineral em relagcdo aos
demais grupos (p<0,003) seguido pelo 3% CaGP (p<0,003) (Tabela 2). O F presente no
esmalte foi semelhante entre os grupos CIV e 1% CaGP (p=0,963). O grupo 3% CaGP
apresentou maior valor de F presente no esmalte (p<0,004) quando comparado aos
demais grupos (Tabela 2). O CIV com 9% CaGP apresentou maiores valores de Ca
presente no esmalte quando comparados aos demais grupos (p<0,017). Os grupos 3% e
9% CaGP apresentaram valores de P presente no esmalte semelhantes (p>0,399) e
maiores que os demais grupos (p<0,022) (Tabela 2). Os grupos placebo, CIV e 1%

CaGP apresentaram resultados similares de Ca (p>0,096) e P (p>0,306) (Tabela 2).

DISCUSSAO

O delineamento experimental do presente estudo in vitro permitiu verificar que a
adicdo do CaGP ao CIV aumentou a liberacdo de F, reduziu suas propriedades fisico-
mecanicas e a perda mineral do esmalte. Estas alteracfes foram dependentes da
concentracdo de CaGP adicionada ao CIV. Assim, a hipdtese nula foi totalmente
rejeitada. A adicdo de 3% CaGP, apesar de reduzir a resisténcia a compressao, nao
interferiu nas demais propriedades fisico-mecanicas e aumentou a resisténcia a
desmineralizagdo em 47% em relacdo ao CIV.

A menor perda mineral com a adicdo de CaGP ao CIV, observada com as

concentracdes de 3% e 9%, esta relacionada a maior liberacdo de F e Ca a partir destes
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materiais. Este fendmeno produz um meio supersaturado em relacdo a hidroxiapatita e
fluorapatita® com acéo na perda mineral. Como consequéncia ocorre um aumento da
presenca de F, Ca e P no esmalte que explica a menor perda mineral nestes grupos. A
maior disponibilidade destes ions no meio leva a maior incorporagdo no esmalte.>2022 A
maior liberacdo de F e Ca produzida pelos CIVs com CaGP pode ser explicada pela
grande disponibilidade de Ca no interior da matriz a partir do glicerofosfato.
Provavelmente, parte do Ca proveniente do CaGP reaja com as cadeias anionicas dos
polidcidos da mesma forma como ocorre com o Ca das particulas de
fluoraluminosilicato de calcio. Poderia-se inferir que durante a reacdo &cido-base isto
reduziria o ataque dos poliacidos as particulas vitreas o que afetaria a libera¢do do F ou
que a grande quantidade de Ca levaria a formacdo de fluoreto de célcio na matriz
retendo o F. Entretanto, o que se observa é um aumento da liberacdo de F e Ca com o
aumento da concentracdo de CaGP no CIV. A hipdtese é que o Ca se ligue ao F
formando ions de CaF" que sdo facilmente liberados para 0 meio. Esta afirmacdo é
suportada pela correlagéo forte existente entre a liberagdo de F e de Ca dos materiais.

A liberacdo de P ndo foi correlacionada as liberacdes de Ca e F, pois apresentou
um padrao de liberacdo diferente destes ultimos. O padrdao observado foi em funcdo da
absorcéo de P das solugGes de DES-RE, pois ndo ha P na composi¢do do ionémero,
com periodos de absorcdo e de liberacdo de P (Figura 1C e 1D). Este mesmo padréo
pode ser observado para o Ca a partir do 7° dia de experimento (Figura 1B), porém nao
ocorreu com o F, pois as solugfes DES-RE néo contém este ion (Figura 1A). Quando se
subtrai os valores de P liberados pelo CIV dos grupos com CaGP, observa-se pouca
liberacdo deste ion (Figura 1D) o que comprova que o P liberado provem das solugdes
DES-RE. Provavelmente, o glicerofosfato fica preso na matriz através das ligacdes de

Ca ao poliacido, como cargas na matriz de gel de polissais. As alteracfes observadas
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nas propriedades fisico-quimicas, principalmente com a concentracdo de 9% CaGP,
deve-se ao fato do fosfato orgénico interferir na reacdo acido-base ja que o grau de
conversao do mondmero n&o foi alterado com a adi¢do do CaGP.

A adicdo de CaGP provocou uma diminuicdo das propriedades mecénicas nas
primeiras 24 horas, principalmente na concentragdo de 9%. De acordo com literatura, 0s
maiores valores analisados para tragdo (15,7 - 35,9 MPa),12232627compressio (137,7 -
228,2 MPa)!217:2627 ¢ dureza (64,7 - 89,4 KHN)®® foram analisados apds 24 horas do
preparo da amostra. No presente estudo, os valores obtidos (Tabela 1) parao CIV e CIV
com 1% e 3% CaGP apresentam-se proximo da variacdo para este material, porém com
a adicdo de 9% CaGP apresentaram reducdo 54% (tracdo), 54% (compressao) e 26%
(dureza), ap6s 24 horas. Os CIVs com o passar do tempo aumentam suas propriedades
mecanicas, devido a reagdo acido-base tardia que ocorre com o material.® A adigdo do
CaGP retarda a reacdo entre o acido poliacrilico e as particulas de vidro, pois o
glicerofosfato devera consumir H* e aumentar a quantidade de Ca?" na reagdo &cido-
base nas primeiras 24 horas. Desta forma, o glicerofosfato age como carga na matriz
juntamente com o fluoraluminiosilicato de calcio, ja que parte do p6 foi substituida pelo
fosfato organico. Assim, a acdo em reduzir a perda mineral é devido a grande liberacdo
de Ca e F no meio sem que ocorra a formacao de uma barreira com a adsorc¢ao do CaGP
ao esmalte que reduziria a difusdo de acidos.3%3!

Apesar de apresentar menor capacidade de reduzir a perda mineral que 9% CaGP,
a adicdo de 3% de CaGP produziu resultados melhores que o CIV. Isto é explicado pela
maior presenca de F no esmalte, bem como, no aumento de Ca e P em 60% em relagdo
ao CIV. No grupo com 9% CaGP, a maior presenca de Ca juntamente com o aumento
de F e P produziu menor perda mineral devido a maior liberacdo de Ca e F do material.

Entretanto, uma maior disponibilidade de Ca no meio pode levar a menor presenca de F
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no esmalte®! como observado no presente estudo comparando os grupos 3% e 9% CaGP
(Tabela 2). Assim, uma adequada quantidade de fosfato organico pode ser adicionada
ao p6 do iondmero de vidro modificado por resina melhorando o efeito contra a

desmineralizacdo com minimas alteragdes nas suas propriedades fisico-mecanicas.

CONCLUSAO
Pode-se concluir que a incorporacao de 3% CaGP ao CIV aumenta a liberacdo de
F e Ca e promove reducdo na desmineralizacdo do esmalte mantendo as propriedades

fisico-mecanicas dentro dos parametros para este material.
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Tabela 1: Valores médios (DP) da resisténcia a compressdo, tracdo diametral, dureza de

superficie e grau de conversdo de acordo com 0s grupos

~ o Dureza de Grau de
Compressao Tracdo diametral fici x
(MPa) (MPa) superficie conversao
Grupos (Knoop) (%)
24 7 dias 24 7 dias - 7 dias 24 7 dias
horas horas horas horas
CIV 196,584 210,3** 16,04 25,2°B 59 7*A  ©694%*B 64,6~  64,7*A
(13,6) (8,7) (5,3) (4,7) (2,5) (6,9) (3,8) (1,6)
190,6*A 197,084 13,44 23,1*B 60,6~ 62,7%* 657%  71,9%A
1% CaGP
(15,9)  (12)5) (2,3) (2,7) (4,7) (6,5) (2,8) (4,5)
156,9°A 149,7°A 9 5bA 22,88 6354 687 611> 66,5
3% CaGP
(7,9) (17,9) (1,8) (1,0 (5,8) (5.4) (6,1) (1,6)
c,A c,A b,A a,B b,A b,B a,A a,A
9% CaGP 90,3 99,9 7.4 20,7 43,9 110,9 62,1 63,4
(11,1) (5,7) (0,6) (2,6) (3,2 (6,9) (0,4) (7,5)

Letras mindsculas distintas mostram diferenca estatistica entre os grupos e letras
mailsculas distintas mostram diferenca estatistica entre os tempos, em cada andlise
(Student-Newman-Keuls, p<0,001).

Tabela 2: Valores médios (DP) obtidos das analises nos blocos de esmalte (n=12) ap6s a

ciclagem de pH de acordo com os grupos

Anélises
Grupos DS, DS F Ca P
(KHN) ° (ug/mm3)  (ug/mm®)  (ug/mm?)
lacebo 30,6 88.3° 0,07° 621 6° 466,9°
(14.8) (4,5) (0,01) (111,1) (102,1)
. 21375 37,15 1,03 606, 7% 410,6°
(29,9) (8,7) (0,63) (149,9) (77,9)
201,4° -41,1° 1,86° 743 52 49312
0 1 b ] ] )
1% CaGP (23.6) (5.9) (0,39) (188.8) (190,8)
274.7° -19,5¢ 3,37¢ 974,2b 645,5°
0 1 b ] ] )
3% CaGP (16.4) (5.9) (0,79) (157,8) (142.6)
302,3¢ 11,19 2.52¢ 1276.3° 734.9b
0 b ] b ] )
9% CaGP (17.4) (5.1) (0,93) (413.2) (289.3)

*Letras distintas mostram diferenca entre os grupos para cada analise (DSz, %DS, F, Ca
e P: Student-Newman-Keuls, p<0,001).
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Legenda da Figura:

Figura 1: Valores médios de F (A), Ca (B), P (C) e P proveniente do CaGP (D)
liberados nas solucdoes DES e RE em funcdo do tempo (15 dias). Barras verticais
mostram o desvio padrdo da média. *Valores médios (DP) de F, Ca e P totais liberados
nas solucbes DES e RE durante 15 dias. Letras distintas mostram diferenca estatistica

entre os grupos (Student-Newman-Keuls, p<0,001).
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AnNexos

Anexo A

Preparo do CaGP

Peneiras granulométricas aclopadas
ao agitador eletromagnético para
padronizacdo das particulas de CaGP

(53 um)
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Anexo B

Preparo da mistura do CIV com o CaGP

CIV — Fuji Il LC CaGP Pesagem dos materiais

\l, CaGP + CIV

Mistura dos
Grupos: materiais

CIV, 1%, 3% e 9% de CaGP

Homogeneizagdo da mistura
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Anexo C

Liberacao de F, Ca e P dos materiais

—_
Inser¢ao do material na matriz. Corpos-de-prova (n=6)
Fotopolimerizagdo por 20 s (superficie SUSPCHS_OS P'Of’ fio de ago
superior e inferior). inoxidavel

h——
Grade com os tubos de
Mesa agitadora (37°C e P olipropileno °c -dp
imersos em solu¢ao DES
120 rpm)

ou RE.

Ciclagem dos materiais para dosar as concentragdes de F, Ca e P das
solugdes DES e RE

18 horas

6 horas

Agitacédo

constante 37°C

Solugdes sem fluoreto
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Anexo D

Analise da liberacdo de F dos materiais

Dosagem de F das solu¢does DES e RE

Solugdes padrdo para calibragdo do eletrodo

Eletrodo especifico para ion F.
Leituras realizadas sob

agitacao constante

0,5 mL da solugao
DES ou RE
+
0,5 mL de TISAB 11
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Anexo E

Analise da liberacdo de Ca dos materiais

5 pl da solugéo Leitor de placas.
+ Espectofotometria utilizando
50 pl de agua deionizada comprimento de onda de 650 nm.
+ Método descrito por Vogel et al.,
50 ul de arsenazo Il1 1983.

Analise da liberacéo de P dos materiais

40 puL H,SO,
+
40 pL &cido periddico 1%

+
200 pL das solugdes DES ou RE

Leitor de placas
E— Banho fervente por 1 hora Comprimento de onda 640 nm
Esfriamento

+
10 pL sulfito de sédio 8%
+

160 pL de agua deionizada

5 uL molibdato de sddio 7%
Homogeneizagao
+
5 pL hidroquinona 1%
Placa 30 minutos a temperatura
ambiente

/
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Anexo F

Avaliagéo da resisténcia a compressao

Manipulagiao do material

Inser¢do do material na
Confecgdo da matriz de matriz e fotopolimerizagao

silicone /
—
c-d-p em posigao vertical.
carga aplicada de 5 kN. 6 c-d-p para cada grupo
velocidade de 1 mm/min. experimental (24 h e 7 dias)
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Anexo G

Avaliagdo da resisténcia a tracéo diametral

Manipulagao do material

Inser¢do do material na matriz
e fotopolimerizagiao

Confec¢ao da matriz de silicone

L

c-d-p em posigdo horizontal.

carga aplicada de 5 kN. experimental (24 h e 7 dias)
velocidade de 1 mm/min.

6 c-d-p para cada grupo
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Anexo H

Teste da dureza de superficie dos materiais

Manipulagdo do material Inser¢io do material na matriz.

Fotopolimerizagao por 20 s (superficie 6 c-d-p para cada grupo
superior e inferior) experimental \

E
>

c-d-p armazenados em

5 impressdes realizadas 500um Microdurdmetro Buehler. estufa a 37°C por 24 h e
' distantes entre si. ' Carga estatica — 100 g. 7 dias
a- impressoes realizadas apos 24 h. Tempo — 10's.

b- impressdes realizadas apos 7 dias.
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Anexo |

Determinacéo do grau de conversdo dos mondmeros dos CIVsug

Manipulagdo do material

Confecgao dos filmes dos Arm azenamento
grupos experimentais em estufa a 37°C
¢ ao abrigo da luz

(24 he?7 dias)

Trituragao dos
filmes

FTIR ; ;
Pastilha Prensa para gonfeccao Mistura do p6 do filme

confeccionada das pastilhas com KBr.
Carga de 3 toneladas Propor¢do 1 mg: 35 mg

0,7 T T T T T T T T

Nao polimerizado
Polimerizado

0,6

Absorbancia

T T T T T T T
1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850

T
1500

Ntmero de ondas (cm™)

Regido espectral mostrando as duas bandas de absorcdes utilizadas para estudar o grau de converséo.
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Anexo J

Preparo e selecio dos blocos de esmalte

Bloco fixado com cera pegajosa em base acrilica.

Obtengdo do bloco de esmalte bovino 4x4x3 mm Planificagdo da dentina e polimento do esmalte em politriz.

Secgdo transversal de 1 mm/bloco.
Obtengdo do bloco 4x3x3 mm.

Dureza inicial do esmalte.
Carga estatica — 25 g.
Tempo — 10's.

5 impressdes 100 pm distantes entre
si ¢ 300pm distantes da borda
seccionada
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Anexo K

Confeccgdo dos corpos-de-prova, ciclagem de pH (DES>RE) e dureza de
superficie

Undiao do blloco Bloco de esmalte e Blocos imersos em

x e esmalte c-d-p isolados com M

Confeccdo dos c-d-p bovino ao c-d-p esmalte de unha e solugdo DES ou RE
com auxilio de fixados & haste em estufa a 37°C
cera pegajosa metalica com cera

Ciclagem de pH

+ 48 horas
RE Nova
37°C
Solucao de DES
26,4 mL/bloco

18 horas 6 horas

7 dias

Vieira et al., 2005
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Dureza final.
Carga estaticade 25 g
Tempo de 10 s

Impressoes realizadas antes
e apos ciclagem
a — dureza inicial
b — dureza final
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Anexo L

Analise de F, Ca e P do esmalte

Seccdo dos blocos longitudinalmente ao meio

Eletrodo especifico Orion 9409-BN e

eletrodo de referéncia, aclopados ao
analisador de fons 720A, para a
leitura de F presente no esmalte

Microabraséo.
Remocdao de uma camada de 50 pm com lixa
adesiva de granulagéo 400 adaptada ao frasco J-10

Leitor de placas.

Método colorimétrico para a dosagem de
Ca, utilizando arzenazo I, drescrito por
Vogel et al., 1983. As leituras em duplicata.
No comprimento de onda de 650 nm.

-.‘\\;k .

| —

As leituras em duplicata. No
Leitor de placas. Método comprimento de onda de 660 nm.
colorimétrico para dosagem de P,
descrito por Fiske & Subbarow,
1925
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