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EPIGRAFE
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GUISSO, L. P. Sintese e caracterizagdo de um novo ciclofosfato contendo célcio
e seu efeito em dentifricios contra a erosao do esmalte in vitro. 2024. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2024.

RESUMO

O objetivo do estudo foi determinar a melhor rota de sintese e caracterizar um novo
ciclofosfato de calcio e verificar seu efeito quando administrado em dentifricios, sobre
lesBes iniciais de erosdo no esmalte in vitro. Os ciclofosfatos contendo célcio foram
sintetizados por mistura de solu¢ées de NaTMP com solucdes de fontes de Ca*?
(nitrato de calcio (Ca(NOs3)2) ou cloreto de célcio (CaClz), ou utilizando cromatografia
e adicdo de suspensao de hidroxido de calcio (Ca(OH)2). Os ciclosfosfatos foram
caracterizados por MEV e EDX. Para determinar o efeito sobre lesdes erosivas,
blocos de esmalte bovino sadios (n=120) foram selecionados por dureza de superficie
inicial e divididos em 10 grupos experimentais (12 blocos/grupo) dos dentifricios: [1]
placebo (controle negativo); [2] 1100 ppm F (controle positivo); [3] 0,5% NaTMP; [4]
1% NaTMP; [5] 0,5% TMP-Ca(NOs): e [6] 1% TMP-Ca(NOs)2; [7] 0,5% TMP-CaCl: e
[8] 1% TMP-CacClz; [9] 0,5% TMP- Ca(OH)2 e [10] 1% TMP- Ca(OH)2. Os blocos foram
imersos em suspenséo de dentifricios experimentais durante 2 minutos, seguidos por
4 desafios erosivos (acido citrico, 0,75%, pH 3,5, por 1 minuto cada, sob agitacao).
Foi calculada a porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) a cada desafio
acido. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia de medidas repetidas a
dois critérios e teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). O processo de sintese por
cromatografia levou a substituicdo total dos atomos de sédio por &tomos de célcio,
enquanto as sinteses por mistura ainda apresentaram sodio. Apos 0 primeiro e
segundo desafios acidos, tratamentos com dentifricios 1100 ppm F, 1% TMP-CaClz,
0,5 e 1% NaTMP, 0,5% e 1% TMP-Ca(OH)2 levaram a menor %PDS em comparacgéo
aos outros grupos, sem diferenca estatistica entre si. No terceiro e quarto desafios
acidos, os dentifricios 0,5 e 1% TMP-Ca(OH)2 levaram menor %PDS quando
comparados aos outros grupos (p<0,001). Concluiu-se que a sintese por
cromatografia possibilita a substituicdo total do sédio pelo calcio e os dentifricios de
TMP-Ca(OH)2 promoveram efeitos protetores superiores em comparacao ao grupo

1100 ppm F e aos grupos contendo NaTMP na erosao inicial do esmalte in vitro.



Palavras-chave: Esmalte dentario, Fosfatos, Calcio, Fluoretos, Erosdao dentaria,
Dentifricios.



GUISSO, L. P. Synthesis and characterization of a new calcium cyclophosphate
and its effect in toothpastes against enamel erosion in vitro. 2024. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2024.

ABSTRACT

The objective of the study was to determine the best synthesis route and characterize
a new calcium cyclophosphate and verify its effect when administered in toothpastes,
on initial enamel erosion lesions in vitro. Calcium-containing cyclophosphates were
synthesized by mixing NaTMP solutions with solutions of Ca*? sources (calcium nitrate
(Ca(NOs3)2) or calcium chloride (CaClz), or using chromatography and addition of
calcium hydroxide suspension (Ca(OH)2). Cyclophosphates were characterized by
SEM and XRD. To determine the effect on erosive lesions, blocks of healthy bovine
enamel (n=120) were selected by initial surface hardness and divided into 10
experimental groups (12 blocks/group) of toothpastes: [1] placebo (negative control);
[2] 1100 ppm F (positive control); [3] 0.5% NaTMP; [4] 1% NaTMP; [5] 0.5% TMP-
Ca(NO3)2 and [6] 1% TMP-Ca(NO3)2; [7] 0.5% TMP-CaCl2 and [8] 1% TMP-CaCl2;
[9] 0.5% TMP- Ca(+OH)2 and [10] 1% TMP- Ca(OH)2. The blocks were immersed in
experimental dentifrice suspension for 2 minutes, followed by 4 erosive challenges
(citric acid, 0.75%, pH 3.5, for 1 minute each, under agitation).The percentage of loss
of surface hardness (%PDS) was calculated for each acid challenge. The variables
were subjected to two-criteria repeated measures analysis of variance and the
Student-Newman-Keuls test (p<0.05). The chromatographic synthesis process led to
the total replacement of sodium atoms by calcium atoms, while mixture syntheses still
presented sodium. After the first and second acid challenges, treatments with 1100
ppm F, 1% TMP-CaCl2, 0.5 and 1% NaTMP, 0.5% and 1% TMP-Ca(OH)2 dentifrices
led to lower %PDS in comparison to the other groups, with no statistical difference
between them. In the third and fourth acid challenges, the 0.5 and 1% TMP-Ca(OH)2
toothpastes led to lower %PDS when compared to the other groups (p<0.001). It was
concluded that synthesis by chromatography allows the total replacement of sodium
by calcium and the TMP-Ca(OH)2 toothpastes promoted superior protective effects
compared to the 1100 ppm F group and the groups containing NaTMP in the initial

erosion of enamel in vitro.



Key-words: Dental enamel, Phosphates, Calcium, Fluorides, Tooth erosion,
Toothpaste
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Sintese e caracterizacdo de um novo ciclofosfato contendo célcio e seu efeito

em dentifricios contra a erosdo do esmalte in vitro.
RESUMO

O objetivo do estudo foi determinar a melhor rota de sintese e caracterizar um novo
ciclofosfato de calcio e verificar seu efeito quando administrado em dentifricios, sobre
lesBes iniciais de erosdo no esmalte in vitro. Os ciclofosfatos contendo célcio foram
sintetizados por mistura de solucées de NaTMP com solucdes de fontes de Ca*?
(nitrato de calcio (Ca(NOs3)2) ou cloreto de célcio (CaClz), ou utilizando cromatografia
e adicdo de suspensao de hidroxido de calcio (Ca(OH)2). Os ciclosfosfatos foram
caracterizados por MEV e EDX. Para determinar o efeito sobre lesGes erosivas,
blocos de esmalte bovino sadios (n=120) foram selecionados por dureza de superficie
inicial e divididos em 10 grupos experimentais (12 blocos/grupo) dos dentifricios: [1]
placebo (controle negativo); [2] 1100 ppm F (controle positivo); [3] 0,5% NaTMP; [4]
1% NaTMP; [5] 0,5% TMP-Ca(NOs)2 e [6] 1% TMP-Ca(NOs)2; [7] 0,5% TMP-CaCl: e
[8] 1% TMP-CaClz; [9] 0,5% TMP- Ca(OH)z e [10] 1% TMP- Ca(OH)2. Os blocos foram
imersos em suspensédo de dentifricios experimentais durante 2 minutos, seguidos por
4 desafios erosivos (4cido citrico, 0,75%, pH 3,5, por 1 minuto cada, sob agitacéo).
Foi calculada a porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) a cada desafio
acido. As variaveis foram submetidas a analise de variancia de medidas repetidas a
dois critérios e teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). O processo de sintese por
cromatografia levou a substituicdo total dos atomos de sdédio por atomos de calcio,
enquanto as sinteses por mistura ainda apresentaram sédio. Apés o primeiro e
segundo desafios acidos, tratamentos com dentifricios 1100 ppm F, 1% TMP-CaClz,
0,5 e 1% NaTMP, 0,5% e 1% TMP-Ca(OH)2 levaram a menor %PDS em comparacdo
aos outros grupos, sem diferenca estatistica entre si. No terceiro e quarto desafios
acidos, os dentifricios 0,5 e 1% TMP-Ca(OH)2 levaram menor %PDS quando
comparados aos outros grupos (p<0,001). Concluiu-se que a sintese por
cromatografia possibilita a substituicdo total do sédio pelo calcio e os dentifricios de
TMP-Ca(OH)2 promoveram efeitos protetores superiores em comparacao ao grupo
1100 ppm F e aos grupos contendo NaTMP na erosao inicial do esmalte in vitro.

Palavras-chave: Esmalte dentario, Fosfatos, Calcio, Fluoretos, Erosdao dentaria,

Dentifricios.
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1. INTRODUCAO

A erosdo dentéria é definida como a dissolu¢cdo quimica dos tecidos duros
dentarios por acidos de origem intrinseca ou extrinseca, sem envolvimento bacteriano
[Wiegand & Attin, 2003; Schlueter et al., 2020]. Uma revisdo estimou a prevaléncia
global de erosédo dentaria variando de 30 a 50% e 20-45%, respectivamente para
dentes deciduos e permanentes, com numeros tdo altos quanto 100% reportados em
alguns estudos [Schlueter & Luka, 2018]. As medidas usadas para prevenir ou
minimizar os efeitos da erosdo dentaria incluem a aplicacdo de fluoretos tépicos
[Magalhdes et al., 2012], especialmente em altas concentracdes, visto que fornece
minerais adicionais as superficies do esmalte, o que reduz sua taxa de dissolugdo em
desafios acidos [Lagerweij & ten Cate, 2006]. Apesar do fluoreto (F) levar a
hipermineralizacdo da parte mais externa do substrato dentario, os produtos
depositados na presenca do fluoreto (fluoreto de calcio, apatita fluoretada e
fluorapatita) sdo altamente soltveis em pH abaixo de 4,5, limitando seu efeito contra
0s acidos que promovem a erosao dentaria [Philip, 2019, Barbour et al., 2011]. Para
superar a limitacdo descritas acima, ativos a base de fosfato tém sido estudados,
associados ou néo ao flaor (F).

Os agentes a base de fosfatos podem ser classificados como sistemas de
liberacéo a base de célcio (Ca*?) e fosfato (PO43), os quais tém a funcdo de aumentar
a saturacdo do meio oral com estes ions em relacdo a hidroxiapatita. Como exemplos,
tém-se a nanohidroxiapatita, o fosfato tricalcico funcionalizado, o fosfato de calcio
amorfo estabilizado pelo fosfopeptideo de caseina (CPP-ACP) e o glicerofosfato de
célcio. Entretanto, estes agentes ndo demonstram efeitos superiores ao fluoreto
[Gonzéalez-Cabezas & Fernandez, 2018; Delbem & Pessan, 2019]. Outro agente a
base de fosfato sdo os ciclofosfatos, como o trimetafosfato de sédio (NaTMP). Este
diferentemente dos agentes anteriores, ndo serve com fonte de fosfatos, porém
guando associado ao fluoreto, atua como uma barreira contra a difusdo de &cido no
substrato dentario e favorece um maior fluxo de célcio e fosfato potencializando o
processo de remineralizacao em profundidade no substrato dentario [Takeshita et al.,
2011; Takeshita et al., 2016; Gongalves et al., 2021; Amaral et al., 2018]. Além disso,
em um estudo recente foi observado que guando uma fonte de fosfato de calcio é
aplicada apds o tratamento com com dentifricios de NaTMP com flaor, o processo de

remineralizacdo foi melhorado em 50% quando comparado ao tratamento com 1100
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ppm F [Gongalves et al., 2021].

Embora a saliva apresente célcio e fosfato, a capacidade de promover
remineralizacdo depende da difusdo desses ions para o interior do substrato dentario
[Reynolds et al., 2003; Reynolds, 2008]. Prévios estudos tém mostrado que
supersaturar o meio com calcio pode reduzir o efeito erosivos dos acidos [Lussi et al.,
2011]. Assim, como o NaTMP apresenta a capacidade de adsorver ao esmalte, de
reduzir a penetracdo dos acidos e melhorar a difusdo de calcio para o interior do
esmalte, funcionalizar o NaTMP com o calcio poderia, teoricamente, favorecer a
retencdo deste ion e aumentar sua disponibilidade na superficie dentaria [Amaral et
al., 2016; Amaral et al., 2018; Nalin et al., 2021;Takeshita et al., 2016; Goncalves et
al., 2021].

Diante do exposto, seria interessante substituir o ion sédio (Na*) do NaTMP por
fons Ca*?, verificar se tal substituicdo produziria um composto com maior atividade no
processo de erosédo. Considerando as propriedades do TMP (e.g., reducao da difuséo
de acidos, adsorcao as estruturas mineralizadas e nucleacéo de calcio e fosfato) e os
efeitos do Ca sobre processos de des-/re-mineralizacdo e precipitacdo mineral, é
possivel que a substituicdo de ions Na* por ions Ca*? gere um composto que retna
propriedades de ambos, TMP e célcio, sobre processos de erosdo quando
incorporado a dentifricios [Dalpasquale et al., 2017; Souza et al., 2017].

A substituicdo do sédio pelo célcio no NaTMP pode ser realizada com auxilio de
uma coluna cromatogréfica de troca ibnica com resina [Watanabe et al., 1998],
havendo a substituicdo dos ions Na* por hidrogénio, seguida de uma reacao de
neutralizagcdo com uma fonte de calcio. Outro método reportado na literatura para
essa substituicdo seria a mistura de solucdes de fosfato (i.e., NaTMP) e uma solucéo
de calcio (nitrato de célcio (Ca(NO3)2), cloreto de calcio (CaClz) ou hidroxido de calcio
(Ca(OH)2)) [Griffith, 1962]. Logo, seria importante verificar qual a melhor forma de
sintetizar um novo ciclofosfato com substituicdo do Na* pelo Ca*? no NaTMP e avaliar
o efeito destas sinteses em dentifricios utilizando modelo in vitro, na prevenc¢éo da

erosao inicial do esmalte.

2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi determinar a melhor rota de sintese e

caracterizar um novo ciclofosfato com substituicio do ion sodio (Na') do
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trimetafosfato de sédio (NaTMP) por ions célcio (Ca*?), e verificar seu efeito, quando
administrado em dentifricios, sobre lesdes iniciais de erosdo no esmalte in vitro. A
hipotese nula do estudo foi que ndo é possivel sintetizar um novo ciclofosfato a base
de célcio (Ca) que apresente efeito preventivo em lesfes erosivas iniciais do esmalte

guando comparado ao 1100 ppm F.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Sintese e caracterizacao de ciclofosfatos contendo calcio

Os ciclofosfatos contendo calcio foram preparados a partir da diluicdo de NaTMP
(NasP309, CAS 7785-84-4, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em &gua
deionizada (pH 5,6), e diluicdo de diferentes fontes de Ca (hidroxido de célcio
(Ca(OH)2 ou nitrato de célcio (Ca(NOs)2) ou cloreto de calcio (CaCl2)). A rota de
sintese para a substituicdo do sddio pelo célcio foi realizada apenas pela mistura de
solugéo ou cromatrografia seguida pela mistura de solucdo [Watanabe et al., 1998;
Griffith, 1962]. Para realizar a cromatografia, a solucéo foi tratada em uma coluna de
vidro (2 cm x 30 cm) contendo resina de troca ibnica catiénica forte na forma H*
(PUROLITE C100H, Purolite®, Philadelphia, PA, EUA) para a substituicdo dos ions
Na* pelos de ions de Ca*?, com fluxo de 0,5 mL/min [Watanabe et al., 1998]. Apéds a
passagem pela coluna (pH 0,7) foi adicionado a solugéo tratada o sobrenadante de
Ca(OH)2 (Cod. HC09743RA, Ex6do, Sumaré, SP, Brasil) diluido em agua deionizada
até atingir o mesmo valor de pH da solucdo de NaTMP antes da troca ibnica.
Concomitantemente foram preparadas solugcdo de NaTMP e solucdes de diferentes
fontes de Ca: Ca(NOs)2 ou CaCl.. Em seguida, foi adicionado separadamente as
solucBes de diferentes fontes de calcio na solucdo de NaTMP para substituicdo do
sodio pelo célcio por meio de mistura de duas solucbes. Todas as solugdes foram
mantidas em estufa por 48 horas a 37°C para precipitacdo do novo composto, seguido
pela filtragem usando papel filtro quantitativo (Quanty JP42, J Prolab, S&o José dos
Pinhais, PR, Brasil) e funil de Buchner conectado a um sistema de vacuo (—600
mmHg) [Griffith, 1962; Amaral et al., 2018]. Os precipitados foram mantidos em estufa
por 24 horas a 70°C para secagem, e 0s pos, homogeneizados em moinho de bolas
(Planetary Micro Mill PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein,
Alemanha) por 5 minutos [Amaral et al., 2018].

A seguir, os poOs sintetizados foram depositados sobre suportes recoberto
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com fita de carbono, submetidos a vacuo e pulverizagdo catddica para uma fina
cobertura com ouro (Quorum - Q150T E, West Sussex, UK). A morfologia das
particulas foram obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV, Carl Zeiss,
EVO ILS15, Carl Zeiss NTS LTD, Germany) a 20 kV e aumento de 3.000 x. A
composicdo quimica das amostras foi determinada por espectroscopia de raios-X por
disperséo de energia (EDS, Oxford Instruments, INCAXx - act, 133 eV, England) com
20 keV, resolucéo espacial de x 2 um e tempo de contagem de 150 s. Os elementos
guimicos analisados foram fésforo (P), oxigénio (O), sodio (Na), cloro (CI) e calcio
(Ca).

1 | Preparo do sistema 2 ) Limpeza da resina 3 ) Passagem do NaTMP

Resina Purolite
na forma H*
2 (PUROLITE
C100H, Purolite®)

Funil de separacdo |

' Passagem de 2,00L \
| de &gua deionizada \—/f

1 [ La de vidro \ | Solugd@o de NaTMP |
- - ) A (12gem SOmL)
i) c.0 = = rr——
™ ™ m
; ‘ | Aresina n@o pode [ Troca idnica de
Colunade30x2cm | ser mantidaseco sédio por hidrogénio |
de digmetro | =
Béguer pora ] [ Passagem de dgua 7 1 ;J siyc:, ;eéc;n;zn}:orfﬁep
descarte | » até sair incolor I e, (fluxo de 0.5 mL/min) :
pH 0,50
4 | Controle do pH 5 ) Precipitacao de TMP-Ca(OH), 6 ) Precipitado mantido em estufa
0:z0 00
°
Precipitccdo '
até o pH
e,

| Agitac&o e aferic&o de pH |
da solugcdo de H,TMP
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Figura 1. Fluxograma do preparo da coluna cromatogréfica (1 e 2), da troca ibnica de NaTMP
(3), sintese e precipitacdo do TMP-Ca(OH). (4, 5 e 6).
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3.2. Analise do efeito da adicdo de diferentes concentracbes de TMP-Ca(NO3)2 , TMP-

CaCl, e TMP-Ca(OH). a dentifricios contra a erosao inicial do esmalte
3.2.1. Preparo e selecéo dos blocos de esmalte

Blocos de esmalte (4 x 4 x 2 mm) foram obtidos da por¢cdo mais plana da
superficie vestibular das coroas de dentes incisivos bovinos, obtidos dos descartes
post mortem de animais criados para o abate comercial (artigo 1°, paragrafo 3°, Lei
n° 11.794/08, de 8 de outubro de 2008). Como a experimentacdo animal é definida
como procedimentos conduzidos em animais vivos (artigo 3°, Lei n°® 11.794/08, de 8
de outubro de 2008), o estudo n&o requereu prévia aprovagdo da Comisséo de Etica
no Uso de Animais. Os dentes foram previamente esterilizados com auxilio de um
forno de micro-ondas, a 650 W, por 3 minutos (Micro-ondas Electrolux MEV41,
Curitiba, PR, Brasil) [Viana et al., 2010; Favretto et al., 2018]. Os blocos tiveram sua
superficie de dentina planificada e a superficie de esmalte foi polida sequencialmente
utilizando discos de papel de carboneto de silicio (granulacdo 600, 800 e 1200, Extec,
Enfield, CT, USA) e maquina de polimento automatica (Vector-Phoenix Beta, Buehler,
Lake Bluff, Il, USA), operada com 4 Ibs, 200 rpm e 4gua. Os blocos de esmalte foram
submetidos a polimento final com disco de feltro umedecido com solugdo aquosa
diamantada (0,25 um, Extec, Enfield, CT, USA). Ao final do uso de cada lixa, os blocos
foram limpos em agua deionizada utilizando ultrassom (Unique USC 1400, Indaiatuba,
SP, Brazil), operado a 40 Hz e 135 W durante 20 minutos a temperatura ambiente
[Favretto et al., 2018; Neves et al., 2018]. Os blocos foram estocados em ambiente
umedecido com agua deionizada a 4°C durante o preparo dos blocos.

Foram selecionados blocos com superficie plana, sem riscos, trincas ou
hipoplasias, e com dureza de superficie inicial (SHi) entre 351,0 e 368,0 KHN. A
dureza de superficie (SH) foi determinada a uma distancia de 200 ym do vértice direito
de uma impressao de referéncia feita a 1000 um (Knoop, 500 g, 10 segundos,
Shimadzu HMV-2000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) na regido central do
bloco de esmalte. Foram realizadas cinco impressdes separadas por uma distancia
de 100 um utilizando uma ponta Knoop, com carga de 25 g e tempo de 10 s [Toledo
P.T.A, 2022]. Os blocos de esmalte foram distribuidos aleatoriamente de acordo com
a média de SH do total de blocos e o intervalo de confianca entre 10 grupos

experimentais: placebo (controle negativo); 1100 ppm F (controle positivo); 0,5%
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NaTMP; 1% NaTMP; 0,5% TMP-Ca(NOs)2 e 1% TMP-Ca(NOs). (fonte de Ca*2
proveniente de Ca(NOs)2); 0,5% TMP-CaClz e 1% TMP-CaCl: (fonte de Ca*?
proveniente de CaClz); 0,5% TMP- Ca(OH)2 e 1% TMP- Ca(OH)2 (fonte de Ca*?
proveniente de Ca(OH)2).

3.2.2. Formulacéo, determinagcdo do pH e concentracdo de F, P e Ca nos

dentifricios experimentais

Os dentifricios foram manipulados em laboratério com o0s seguintes
componentes: dioxido de titanio, carboximetilcelulose, metil-p-hidroxibenzoato de
sadio, sacarina, 6leo de menta, glicerina, silica abrasiva, lauril sulfato de sodio e agua.
Foram preparados dentifricios contendo TMP-Ca(NO3)2, TMP-CaClz, TMP-Ca(OH):2 e
NaTMP nas concentracdes de 0,5 e 1%. Um dentifricio placebo (sem F e sem PO4?3)
e um dentifricio contendo 1100 ppm F (NaF, Merck, CAS 7681-49-4, Alemanha) foram
preparados utilizando a mesma formulacao base que os demais.

Para determinacéo do pH cada dentifricio foi suspenso com agua deionizada
na proporcao 1:3 (peso:peso) e foi realizada a leitura através do eletrodo de pH
(2A09E, Analyser, Sao Paulo, Brazil), calibrado com padrao de pH 4 e 7, sob agitacéo
constante [Moretto et al., 2010]. Para determinacé&o do F, foi pesado ~100 mg de cada
dentifricio, em triplicata, em tubos de polipropileno aos quais foram acrescentadas
agua deionizada até volume final de 10 mL. ApGs dispersdo em agua, uma amostra
da suspensédo foi tratada com HCI 2 mol L para avaliacdo de fluoreto total e
tamponada com NaOH 1 mol L. Para avaliagdo do fluoreto i6nico, os sobrenadantes
foram obtidos por centrifuga (906 xg; 20 min). O mesmo volume de TISAB Il ("tampé&o
de ajuste de forca i6nica total", Orion, Thermo Scientific Inc., Beverly, MA, EUA) foi
adicionado as solucdes. As medicdes de fluor foram realizadas com um eletrodo ion
seletivo para fluoreto (9609 BN — Orion) acoplado ao analisador de ions (Orion 720
A), calibrados com padrdes contendo entre 0,125 e 4,0 pug F/mL. foi usado.

Para medicbes de fésforo total e calcio em dentifricios, a amostra foi
submetida a hidrélise acida prévia com adicdo de HCI 1 mol L* em temperatura logo
abaixo do ponto de ebulicdo. O fosforo total foi determinado utilizando método
colorimétrico do molibidato com comprimento de onda de 660 nm [Fiske & Subbarow,
1925]. Também foi determinado o P idnico (no sobrenadante — PI) utilizando 100 pL

das amostras. Tanto as amostras quanto os padrdes de P (1,5; 3; 6; 12 e 24 ug P/mL)
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foram acrescidos com 50 uL de molibidato e 20 pL de reativo redutor em placas de
96 pocos [Delbem et al., 2012; Amaral et al., 2018].

O célcio (Ca) foi determinado (ug Cal/g) em espectrofotometro (Microplate
Spectrophotometer EON, Biotek, USA), com comprimento de onda de 650 nm de
acordo com o método colorimétrico do Arsenazo Il [Vogel et al., 1983]. Aliquotas de
5 uL foram coletadas das amostras (suspensdo e sobrenadante) e 50 yL de agua
deionizada e 50 uL de Arsenazo foram adicionados em microplacas de 96 pogos
(“Fundo chato”, Kasvi, Sdo José do Pinhais, PR, Brasil) [Delbem et al., 2012; Amaral
et al., 2018]. Foram utilizados padrdes contendo 20 a 200 uyg Ca/mL para construgéo
da curva de calibragao.

3.2.3. Coleta da saliva humana

Previamente aos desafios erosivos, a saliva humana estimulada com
parafilme (Parafilm® M, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi coletada no periodo
da manha, 1 h apos a refeicdo da manha, de voluntarios de ambos os géneros (idade
entre 20- 30 anos, n=6). Para realizacdo da coleta, o estudo foi submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa para prévia autorizacdo (CAEE:69125123.5.0000.5420).
Imediatamente apdés a coleta, as amostras das salivas foram combinadas e
centrifugadas durante 10 minutos, a 4°C e 2.000 x g. Os sobrenadantes foram

estocados a -72° C em frascos plasticos com 50 mL [Schipper et al., 2007].

3.2.4. Desafios erosivos

Blocos higidos foram imersos (4 mL/bloco) em saliva humana apenas uma
vez durante 1 hora sob agitacdo (100 rpm), sendo posteriormente lavados em agua
deionizada por 30 s [Buzalaf et al., 2012]. Imediatamente apos, os blocos foram
imersos individualmente em 4 mL de suspensédo de dentifricios (1:3 peso:peso),
durante 2 minutos sob agitagédo (100 rpm) e lavados em agua deionizada por 30 s. O
desafio erosivo foi realizado imergindo individualmente cada bloco de esmalte em 4
mL de acido citrico (0,75%, pH 3,5, Synth, Diadema, SP, Brasil) sob agitacado (100
rom) durante 1 minuto a temperatura ambiente, seguido de lavagem com agua
deionizada durante 30 s. No total, foram realizados quatro desafios erosivos

individuais, apds os tratamentos com as suspensdes de dentifricios. As medidas de
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dureza da superficie final (SHf) foram realizadas ap6s os tratamentos (T0) e apés o
1°, 29, 3° e 4° desafio erosivo (T1, T2, T3,T4) para calcular a porcentagem de perda
da dureza de superficie (%PDS=[(SHt,d-SHi)/(SHi)]x100) [Toledo P.T.A, 2022].

3.3. Andlise estatistica

Os grupos experimentais e as condi¢cdes do esmalte (pds-tratamento, 1°, 2°,
3° e 4° desafios erosivos) foram considerados como fatores de variacdo. A %PDS foi
usada como variavel. As variaveis %PDS em cada tempo foram submetidas a analise
de variancia de medidas repetidas a dois critérios seguidas pelo teste Student-
Newman-Keuls. Foi utilizado do programa estatistico SigmaPlot (SigmaPlot, Systat
Software Incorporation, San Jose, CA, USA) para Windows versdo 12.0, com

significancia ao nivel de 5%.

4. RESULTADOS
4.1. Sintese e caracterizacdo dos ciclotrifosfatos a base de calcio

Através das imagens obtidas pela microscopia eletronica de varredura (MEV),
foi possivel observar granulacbes pequenas e regulares para todos 0s grupos
analisados (NaTMP, TMP- Ca(OH)2, TMP-CaClz: e TMP-Ca(NO3)2) (Figura 1). Pelos
espectrogramas obtidos pela técnica de espectroscopia EDS, foram observados picos
de sodio (Na) a 1,04 keV para o NaTMP, TMP-CaClz e TMP-Ca(NOs)2, além de picos
de oxigénio (O) a 0,52 keV e fésforo (P) a 2,02 keV comuns a todos outros compostos,
houve também a presenca de picos a 3,69 e 4,00 KeV caracteristicos de calcio (Ca)
nos compostos que apresentaram este elemento e um pico a 2,60 keV caracteristico

do cloro (CI) para o composto de TMP-CaCl: (Figura 1).
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4.3. Formulacéo, Determinacdo de pH e concentracdo de F e P nos dentifricios

experimentais.

O grupo placebo, 1100 ppm F e TMP-Ca(OH)2 apresentaram valores de pH
préximo ao neutro, enquanto as demais solucbes de dentifricio apresentaram pH
fracamente 4cido (Tabela 1). A concentracéo de fluoreto do grupo 1100 ppm F e dos
demais foram condizentes com a manipulagdo do dentifricio, assim como a
concentracdo do calcio (Ca), fosforo (P) e fluoreto (F) nos demais grupos. As
concentracdes de célcio e fosforo foram maiores apos a hidrélise das suspensdes de

dentifricio (P total e Ca i6nico).

Tabela 1 — Valores médios (DP) de fésforo (P) ibnico e total, calcio (Ca) ibnico e total,
fluoreto (F") ibnico e total e pH dos dentifricios

P P Ca Ca F F
Concentragéo Grupos I6nico  Total 16nico Total I6nico Total pH
(ng/mL) (pg/mL)  (pg/mL)  (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

11,7 12,4 6,6

Placebo ] ' ' T (099 (104) (0.05)
Controles
1141 1175 69
LLOD g - - - T (2139) (2239) (0,10)
111 439 51 59 62
NaTMP171) (@99  ~ T (013 (0200 (0.04)
153 253 11 603 91 89 61
TMP-Ca(NOs):  379) (348) (007) (L40) (011 (028) (0.1)
0,5%
170 347 0.9 529 65 91 65
TMP-CaCl. 1 15y (779)  (003) (110) (337) (045) (0.03
128 402 14 430 80 88 70
TMP-CaOH):  003) (134) (004 (061) (029) (0.26) (0,03)
146 929 56 40 59
NaTMP™ ©20)  (8.82) y - 0.77) (0,80) (0,01)
120 401 11 776 83 91 53
TMP-CaNOs)2 g 89)  (005)  (003) (9.17) (210) (011) (0.40)
1%

361 5509 0.9 819 69 108 63
TMP-CaClz 599y  (1.05) (0.05) (673) (010) (0,75 (0,02)
232 822 15 443 62 97 71

TMP-Ca(OH):2 (1 96) (370) (00) (L7) (070) (0,69) (0,16)

(-): Valor néo detectavel pela técnica.
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4.2. Perda de dureza de superficie

Foi possivel observar perda significativa na dureza de acordo com o0s
tempos/desafios, dentro de cada grupo experimental (Figira 2). Os valores de dureza
superficial (%PDS) nao diferiram entre si apos o tratamento com os dentifricios (TO)
(Figura 2). Os tratamentos com dentifricios 1100 ppm F, 1% TMP-CaClz, 1% e 0,5%
NaTMP, 1% e 0,5% TMP-Ca(OH)2 apresentaram menores perdas em comparacao
aos outros grupos avaliados, sem diferenca estatistica entre si para o T1 e T2. Os
grupos 0,5 e 1% TMP-Ca(NOs)2 obtiveram %PDS iguais ao grupo placebo nos
primeiros dois desafios (T1 e T2) e nos dois desafios seguintes (T4 e T5)
apresentaram %PDS iguais ao grupo 1100ppm F. A %PDS nao diferiu entre os
tratamentos contendo 0,5 e 1% de TMP-Ca(OH)2 ap0s o tratamento (TO) e durante
os desafios (T1, T2, T3, T4). Ap6s os dois ultimo desafios acidos (T3 e T4) estes
grupos promoveram as menores %PDS quando comparados aos demais grupos
(p<0,001).
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Figura 3. Valores médios de porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) de cada
grupo apos o tratamento (TO) e apds os desafios &cidos (T1, T2, T3, T4). Letras distintas
indicam diferenca significativa entre os grupos. Barras denotam desvios padrdoes das médias
(ANOVA, Student-Newman-Keuls, p<0,05, n=12). * indica diferenca significativa entre
diferentes tempos dentro de cada grupo experimental. Placebo (controle negativo); 1100 ppm
F (controle positivo); 0,5% NaTMP; 1% NaTMP; 0,5% TMP-Ca(NOs3). e 1% TMP-Ca(NOs).
(fonte de Ca*? proveniente de Ca(NOs).); 0,5% TMP-CaCl, e 1% TMP-CacCl; (fonte de Ca*?
proveniente de CaCl); 0,5% TMP- Ca(OH). e 1% TMP- Ca(OH), (fonte de Ca*? proveniente
de Ca(OH),).
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5. DISCUSSAO

A associacao do trimetafosfato de s6dio (NaTMP) a produtos fluoretados tem
mostrado reduzir o processo de desmineralizagcdo e o desgaste erosivo do esmalte
dentario [Moretto et al., 2010; Manarelli et al., 2013; Manarelli et al., 2014]. Ha
evidéncias de que os agentes a base de fosfato de célcio fornecem altas
concentracdes de ions Ca*? e PO43 que ajudam a prevenir lesées erosivas, quando
aplicado antes do desafio 4cido, reduzindo a porcentagem de perda de microdureza
superficial do esmalte humano [Yu et al., 2018 ; Bejoy et al., 2020]. Porém, até entéo
nao foi avaliado o efeito de um ciclofosfato com calcio em sua composicdo na
dissolugéo do esmalte. Os resultados deste estudo mostraram que o ciclofosfato a
base de célcio apresentou efeito preventivo em lesfes erosivas iniciais do esmalte
guando comparado ao 1100 ppm F; assim a hipétese nula foi rejeitada.

A influéncia do flior na erosdo dentaria depende de muitos fatores, como
maior concentracdo, frequéncia de aplicacdo e veiculo [Schlueter et al., 2020]. A
presenca de fluoreto na superficie do esmalte leva a formacdo de uma camada
protetora de fluoreto de célcio (CaF2) que bloqueia a agdo dos acidos e promove 0
endurecimento dessa superficie, entretanto o CaF: é dissolvido facilmente em pHs <
4,00, o que limita sua eficacia nestas condi¢cdes, sendo gradualmente perdido ao
longo dos desafios acidos [Buzalaf et al., 2012, Magalhées et al., 2011]. No presente
estudo, o NaTMP apresentou perdas de dureza de superficie semelhantes ao grupo
1100 ppm F ap6s dois primeiros desafios acidos (T1 e T2). Esse resultado difere de
estudos anterios, pois o NaTMP apresenta resultados significativos na
desmineralizacdo do esmalte apenas quando associado ao F [Amaral et al., 2016;
Danelon et al., 2014; Takeshita et al., 2009]. E importante ressaltar que nenhum
estudo investigou o efeito antierosivo de dentifricios com NaTMP sem associar ao F.
Diante dos resultados, o NaTMP possivelmente foi incorporados a pelicula salivar ou
a superficie do esmalte promovendo uma protecao nos primeiros desafios acidos, isso
ocorre porque os grupos fosfatos podem se ligar a locais livres de calcio na superficie
do esmalte [Busscher et al., 2002].

Os dentifricios com os compostos TMP-CaClz e TMP-Ca(NOs)2 apresentaram
maior perda de dureza superficial (%PDS) quando comparado ao TMP-Ca(OH)..
Apesar da sintese por meio da mistura de solucdes seja 0 método mais pratico e

acessivel, subprodutos podem ser formados, diminuindo a a¢do e concentragdo do
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ciclotrifosfato de calcio. As reacdes dos grupos contendo TMP-CaClz e TMP-
Ca(NO3)2, além de possivelmente produzirem um ciclotrifosfato contendo calcio,
produzem, respectivamente, os subprodutos NaCl e NaNOs, cuja presenca em
dentifricios ndo causa efeitos adversos a saude bucal. Solucbes salinas (NaCl) em
concentragcfes maiores séo utilizadas como enxaguante bucal, reduzindo a contagem
de col6nias de S. mutans pela acdo da osmose [Duane et al, 2023].

A utilizacdo da cromatografia por meio da resina de troca ibnica mostra-se o
método mais eficiente de sintese do ciclotrifosfatos a base de calcio, removendo todo
Na e impurezas da solucdo antes da incorporacdo do ion Ca*?, sendo o Unico
subproduto da sintese a agua. Na analise de EDS, foi possivel verificar auséncia do
pico de sodio e presenca do pico de calcio comprovando a substituicéo total de sodio
por célcio, considerando os dados de % de massa do EDS. Esse novo composto
levou ao menor amolecimento do esmalte com efeito superior aos demais grupos
avaliados, independente da sua concentracdo, evidenciando a eficacia da sintese.
Provavelmente, no processo de substituicdo do sodio, um atomo de calcio é ligado a
duas moléculas do NaTMP formando uma estrutura reticular [Pancote et al., 2014], o
célcio ligado somente p6de ser quantificado por meio de hidrélise, denotando uma
forte interacdo entre calcio e TMP, na qual possivelmente matém a forma ciclica e ndo
linear, corroborando com os resultados promissores obtidos apés os desafios acidos.
Esta alteracdo nas ligacbes entre as moléculas aumentou a capacidade do TMP-
Ca(OH)2 em reduzir a penetracdo dos acidos para o interior do esmalte e a perda
mineral. Além disso, ao utilizar o TMP-Ca(OH)2, possivelmente ocorre um aumento
do Ca*? e PO4 no meio, que sdo importantes para a estrutura mineral dos dentes
[Danelon et al., 2014; Nalin et al., 2021]. Isso permite que o TMP-Ca(OH)2 tenha um
efeito direto no esmalte e diminua a solubilidade acida da hidroxiapatita [Danelon et
al., 2014j.

O modelo experimental de erosao inicial fornece informacgdes relevantes
sobre a agdo dos novos compostos sintetizados na superficie do esmalte apds os
desafios acidos. A diminuicdo constante da microdureza superficial em todos os
grupos mostra que os tratamentos realizados ndo previnem completamente o
desgaste erosivo, mas a progressao da erosao foi significativamente prejudicada pelo
TMP-Ca(OH)2. Os ensaios de dureza de superficie foram adequados para analisar o
amolecimento do esmalte sem perda quantitativa de substancia, permitindo dessa

forma determinar o quanto o esmalte esta amolecido e o quanto € suscetivel de reparo
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e perda apos os desafios acidos [Stenhagen et al., 2010]. A saliva humana utilizada
no presente estudo reproduz a pelicula adquirida, na qual ndo permite o contato direto
com o acido e o esmalte reduzindo a dissolucdo do esmalte, simulando uma condi¢ao
clinica [Magalhéaes et al., 2009; Buzalaf et al., 2012]. A presenca da pelicula adquirida
nao interfere no efeito dos fosfatos e melhora sua capacidade em reduzir a dissolugao
da hidroxiapatita.

O estudo apresenta algumas limitacdes intrinsecas ao modelo in vitro, como
os desafios acidos realizados logo apés o tratamento e a lavagem do esmalte logo
apos o desafio acido. Em condic¢8es clinicas, o paciente pode demorar horas de um
procedimento a outro, mantendo o acido por mais tempo em contato com o esmalte,
0 que aumentaria a perda de dureza. Além disso, deve-se observar possiveis
limitacdes dos resultados, como a auséncia do efeito abrasivo da escovacao e o0 uso
de esmalte bovino mais suscetivel a ataques de acidos. Estudos futuros sao
necessarios para corroborar e consolidar os resultados obtidos neste estudo, bem

como aprofundar o conhecimento sobre o impacto do ciclofosfato a base de célcio.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados da metodologia in vitro, concluiu-se que sintese por
cromatografia possibilita a substituicdo total do elemento sddio pelo elemento calcio
e os dentifricios contendo TMP-Ca(OH)2 promoveram efeitos protetores superiores
em comparagdo ao grupo 1100 ppm F e aos grupos contendo NaTMP na erosao

inicial do esmalte in vitro.
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ANEXOS

ANEXO A - Sintese de ciclofosfatos com substituicdo do sédio pelo calcio e

confeccgéo dos dentifricios

Diluicdo de 15 g de NaTMP (NasP3Og, CAS 7785-84-4,

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em 50 mL de agua
deionizada (pH 5,6).

Tratamento da solu¢do em uma coluna de vidro (2 cm x 30
cm) contendo resina de troca i6nica cationica forte na forma
H* (PUROLITE C100H, Purolite®, Philadelphia, PA, EUA)

para a substituicdo dos ions sddio [Watanabe et al., 1998],
com fluxo de 0,5 mL/min.

Adicdo de suspenséo de 8,78 g de hidréxido de calcio (Ca
(OH)2, Cb6d. HCO09743RA, Exd6do, Sumaré, SP, Brasil) ao
filtrado para formacgéo do ciclofosfato de calcio.
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Aparéncia dos precipitados de
TMP-CaCl2 e TMP-Ca(NOs3)2
respectivamente logo apos a
mistura de solucdes.

Solugdes e precipitados de ciclotrifosfatos de calcio mantidos
em estufa por 24 horas a 37°C.

Filtragem usando papel filtro quantitativo
(Quanty JP42, J Prolab, S&o José dos
Pinhais, PR, Brasil) e funil de Buchner
conectado a um sistema de vacuo (—600
mmHg).

Precipitado mantido em estufa por 24 horas a 70°C
para secagem.
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Aparéncia do precipitado ap0ds filtrado e seco em estufa
a70°C

Moinho de bolas (Planetary Micro Mill PULVERISETTE
7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Alemanha)
para a homogeneizacao do pé por 8 horas.

PO0s moidos e caracterizados
prontos para serem adicionados
aos dentifricios experimentais.

Dentifricios experimentais confeccionados em
laboratério utilizados no tratamento.
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ANEXO B - Obtencéo e preparo dos blocos de esmalte

Coroa do dente bovino incisivo central inferior,
separada da raiz através de disco diamantado de
duas faces (KG Sorensen D 91), montado em motor
de bancada (Nevoni), mantido sob refrigeracéo
(dgua deionizada) com face vestibular fixada em
placa de acrilico com cera pegajosa.

Seccdo da face vestibular no sentido
longitudinal, na porcdo mais plana,
utilizando-se 2 discos diamantados
(série 15 HC Diamond — n. 11-4243
Buehler), montados em cortadeira sob
refrigeracao com agua
destilada/deionizada e separados por
um disco espacador de aluminio com 4
mm de espessura. Foi realizado
também corte no sentido transversal.

Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre
placa de resina. Ao lado, bloco de esmalte dentario
utilizado como espécime.

Bloco de esmalte fixado em disco de resina acrilica pré-
fabricada (3 cm de didmetro por 8 mm de espessura),
com auxilio de cera pegajosa (Kota Ind. e Com. LTDA),
com a superficie dentinaria voltada para cima.
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Polimento de dentina, utilizando politriz Beta
Grinder-Polisher (Buehler) com lixa de
granulacao 320 (CARBIMET Paper Discs, 30-
5108-320, Buehler), durante 20 segundos, sob
baixa rotacéo e refrigeracgéo.

Polimento de esmalte com lixas 600, 800, 1200
e feltro com solucdo diamantada sob baixa
rotacao e refrigeracéao.

Bloco fixado em base acrilica com sua
superficie de esmalte voltada para cima,
polida para analise de dureza,
tratamento e desafios acidos.
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ANEXO D - Coleta de saliva humana

Frente a aprovagcdo pelo Comité de FEtica em Pesquisa Humana
(CAEE:17281319.3.0000.5420), foi coletada saliva humana de 6 voluntérios
saudaveis no periodo da manhd, pelo menos 1 hora apés a ingestdo do café da
manha. Cada voluntario recebia um pedaco de Parafilm para ajudar na producéo da
saliva e um recipiente plastico onde depositavam por 20 minutos toda saliva
produzida. Ao final, toda saliva coletada foi homogeneizada em um becker e vertida
em varios falcons de 15 mL. Em seguida, esses falcons eram levados a uma
centrifuga, por 10 minutos, a 4°C, forca de 2.000 xg. Os sobrenadantes foram

coletados e armazenados em frascos de 50 mL a -72°C.

Transferéncia da saliva doada Centrifugacao da saliva em
para tubos do tipo Falcon 2.000 xg por 10 minutos a -4°C

\

Sobrenadante liquido armazenado em
frascos de 50 mL e mantido em freezer
a-72°C

Separacao do sobrenadante e
pellet
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ANEXO E - Tratamento com as soluc¢des e andlise do efeito protetor em lesfes

erosivas iniciais

Bases acopladas em dispositivo para
realizacdo dos tratamentos e desafios acidos

Blocos fixados em base
acrilica

it o LZEL) BT 8
n

L= 000 . .

SR
Saliva humana descongelada Imers&o dos blocos de esmalte (4
em banho maria a 37°C mL/bloco) em saliva humana durante 1

hora sob agitacao

30

SK=300 o~ - n
i 60 B

N o 0 o 0 . . PoER

Lavagem com agua Tratamento dos blocos de esmalte em
deionizada por 30 s solucgdes experimentais por 2 min




SK-300 o-

o - n
td 0 30 o

T~

N e 000 . .

Lavagem com agua
deionizada por 30 s

4 Desafios erosivos realizados com duracao
de 1 min cada
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