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RESUMO

Jesus AJS. Sintese de ciclotrifosfato de calcio e seu efeito contra a erosao
inicial do esmalte: estudo in vitro. 2024. Trabalho de conclusao de curso
(Graduagao) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2024.

O objetivo do presente estudo foi sintetizar e caracterizar ciclotrifosfato (TMP)
com substituicdo total do sédio pelo calcio, e verificar seu efeito na erosao inicial
do esmalte. Microcompostos de ciclotrifosfatos com substituicdo total do sodio
pelo calcio (CaTMP) foram sintetizados e caracterizados morfologicamente por
meio da microscopia eletronica de varredura (MEV) e por espectroscopia de raios
X por energia dispersiva (EDX). Os blocos de esmalte (n = 98) foram distribuidos
aleatoriamente de acordo com a média de dureza de superficie (SH) do total de
blocos e o intervalo de confianca entre 7 grupos de dentifricios experimentais
contendo 1% dos compostos: 0% de CaTMP e 100% de NaTMP (NaTMP), 20%
de CaTMP e 80% de NaTMP (20% CaTMP), 50% de CaTMP e 50% de NaTMP
(50% CaTMP), 80% de CaTMP e 20% de NaTMP (80% CaTMP), e 100% de
CaTMP e 0% de NaTMP (CaTMP). Como Controle negativo foi utilizado um
dentifricio placebo e, como controle positivo, um dentifricio de 1100 ppm F (NaF,
Merck, CAS 7681-49-4, Alemanha). Para a analise do efeito protetor, os blocos
de esmalte higidos foram imersos em saliva humana por 2 horas (sob agitacao),
seguido por solucao de dentifricios com saliva humana durante 2 minutos. Logo,
foram feitos 4 desafios erosivos (acido citrico, 0,75%, pH 3,5, por 1 minuto, sob
agitacao). A percentagem de variacao da dureza superficial (%SH) foi calculada
apo6s o tratamento e desafios acidos de 1, 2, 3 e 4 minutos. As varidveis foram
submetidas a analise de variancia de medidas repetidas a dois critérios seguidas
pelo teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). O dentifricio contendo CaTMP
apresentou o maior efeito protetor em comparagao aos outros grupos (p <
0,001). O efeito protetor foi 100% CaTMP > 80% CaTMP > 50% CaTMP > 20%
CaTMP > 1100 ppm F > NaTMP > Placebo (p < 0,001). Quanto maior a

porcentagem de CaTMP nas solugdes, maior foi a adsorcdo de CaTMP. Todos os



grupos produziram precipitados com uma camada mais espessa para 0S grupos
CaTMP. Concluiu-se que solucdoes de dentifricios contendo CaTMP tém efeito

protetor superior nas lesdes erosivas iniciais do esmalte.

Palavras-chave: Esmalte dental; Fosfatos; Erosao dental.



ABSTRACT

JESUS AJS. Synthesis of calcium cyclotriphosphate and its effect against
initial enamel erosion: in vitro study. 2024. Trabalho de conclusao de curso
(Graduagao) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2024.

The objective of the present study was to synthesize and characterize
cyclotriphosphate (TMP) with total replacement of sodium by calcium, and to
verify its effect on the initial erosion of enamel. Cyclotriphosphate
microcompounds with total replacement of sodium by calcium (CaTMP) were
synthesized and morphologically characterized using scanning electron
microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX). The enamel
blocks (n = 98) were randomly distributed according to the average surface
hardness (SH) of the total blocks and the confidence interval between 7 groups
of experimental dentifrices containing 1% of the compounds: 0% CaTMP and
100% NaTMP (NaTMP), 20% CaTMP and 80% NaTMP (20% CaTMP), 50% CaTMP
and 50% NaTMP (50 % CaTMP), 80% CaTMP and 20% NaTMP (80% CaTMP),
and 100% CaTMP and 0% NaTMP (CaTMP). A placebo dentifrice was used as a
negative control and a 1100 ppm F dentifrice (NaF, Merck, CAS 7681-49-4,
Germany) was used as a positive control. To analyze the protective effect, the
sound enamel blocks were immersed in human saliva for 2 hours (enhanced),
followed by a dentifrice solution with human saliva for 2 minutes. Therefore, 4
erosive challenges were performed (citric acid, 0.75%, pH 3.5, for 1 minute,
under effective). The percentage of variation in surface hardness (%SH) was
calculated after treatment and fatty acid challenges of 1, 2, 3 and 4 minutes.
The variables were subjected to two-way repeated measures analysis of variance
followed by the Student-Newman-Keuls test (p<0.05). Toothpaste containing
Ca-TMP showed the greatest protective effect compared to other groups (p <
0.001). The protective factor was 100% CaTMP > 80% CaTMP > 50% CaTMP >
20% CaTMP > 1100 ppm F > NaTMP > Placebo (p < 0.001). The higher the
percentage of CaTMP in the solutions, the greater the adsorption of CaTMP. All



groups produced precipitates with a thicker layer for the CaTMP groups. It is
concluded that toothpaste solutions containing CaTMP have a superior effect on

initial erosive lesions of the enamel.

Keywords: Dental enamel; Phosphates; Tooth erosion.
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1 INTRODUCAO

A erosdo dentaria € a perda quimica de substancia mineralizada do
dente causada pela exposicdao a acidos nao derivados de bactérias orais?,
enquanto o desgaste dentdrio erosivo abrange a perda gradual da superficie
mineralizada do dente devido a varios fatores fisicos ou quimiofisicos, incluindo
erosdo dentaria, atrito e abrasdo!2. O desgaste erosivo dos dentes é cada vez
mais reconhecido como uma condicdo comum nas clinicas dentarias, com
prevaléncia relatada variando entre 30 a 50% nos dentes deciduos e 20 a 45%
nos dentes permanentes3, particularmente exacerbado quando associado ao
refluxo gastroesofagico*. Estagios avancados de desgaste dentdrio erosivo
podem comprometer tanto a estética quanto a funcdo, impactando
significativamente a qualidade de vida do paciente®. A erosao dentaria continua
a ser uma preocupacgao significativa, necessitando de investigacao minuciosa
sobre as suas causas, estratégias de prevencao eficazes e protocolos de

tratamento apropriados.

Embora o Fluor (F) possa ter um efeito protetor em condicdes onde os
fatores erosivos ndao sdao excessivos®, alguns estudos mostraram um efeito
limitado de cremes dentais contendo pelo menos 1000 ppm de F em substratos
dentarios erodidos’8. Neste contexto, varios protocolos de tratamento
envolvendo compostos fluoretados tém sido implementados para estimular a
formagao de uma camada de precipitacdao mineral em lesdes erodidas®®. Entre
as possiveis opgoes terapéuticas, tem sido investigada a eficacia de outros
agentes remineralizantes, como o0s sais de fosfato, no manejo da erosao

dentarial011,12,13

Entre os varios sais de fosfato, o trimetafosfato de sédio (NaTMP), um
polifosfato ciclico, tem apresentado propriedades promissoras, incluindo forte
adsorcao em substratos dentdarios!41>, a capacidade de reduzir a difusao de H*
e aumentam a difusdo de calcio e fosfato!>1¢ e a capacidade de ligacao a grupos
OH~ 1617 Além disso, estudos demonstraram que o NaTMP reduz a erosao das

estruturas dentarias quando associado ao flior (200 a 1100 ppm F)11.12,18,19
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Pesquisas indicam que grupos anidnicos de fosfatos lineares podem atrair ions

de cdlcio, servindo como agentes nucleantes para cristais de apatita 1617,

Entende-se que a eficacia do NaTMP depende da sua combinacao com
fliori214,  Embora estudos recentes tenham explorado os efeitos
remineralizantes e o potencial antierosivo do NaTMP em produtos fluoretados,
nenhum analisou a substituicdo quimica de ions sddio por ions calcio na molécula
TMP (CaTMP). Tal alteracdo eletrostatica poderia potencialmente produzir um
composto que combinasse as caracteristicas de ambos os ions, potencializando
sua capacidade antierosiva e possibilitando seu uso sem a necessidade de
coadministragao com fldor. Além disso, estudar as interacdes e ligagdes quimicas
entre o CaTMP e a superficie do esmalte através da energia livre de superficie
pode ajudar a compreender melhor os mecanismos que envolvem os efeitos do

CaTMP na erosao inicial do esmalte.

Enquanto isso, o NaTMP tem sido amplamente utilizado devido a sua
capacidade de aumentar a reducao da solubilidade do esmalte, indicando
afinidade pela superficie do esmalte e/ou hidroxiapatita?®. A substituicdo de ions
sédio por ions calcio poderia resultar em um composto que combina as

propriedades do NaTMP e do cdlcio nos processos de mineralizacao.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo in vitro foi sintetizar ciclotrifosfatos (TMP) com
substituicdo total do sddio pelo calcio (CaTMP) e produzir compostos com
diferentes proporgdes (peso/peso) de CaTMP/NaTMP e avaliar seu efeito na
erosdo inicial do esmalte dentario. A hipdtese nula do estudo foi que o dentifricio
contendo CaTMP teria um efeito semelhante a um dentifricio 1100 ppm F contra

a erosao inicial do esmalte dentario.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese de ciclotrifosfatos (Trimetafosfato: TMP) com

substituicao total do sodio pelo calcio

As sinteses dos compostos foram realizadas no Laboratério de
Odontopediatria do Departamento de Odontologia Preventiva e Restauradora
(FOA-UNESP)?L. Os compostos de TMP com substituicdo total do sédio pelo calcio
foram preparados a partir da dissolugdo de 30g do TMP de sodio (NaTMP)
comercial (NazP309, CAS 7785-84-4, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em
40 mL de agua deionizada. A seguir a solugdo foi tratada em uma coluna de
troca i6nica catibnica para a substituicao dos ions sddio pelos de ions de calcio??.
O ajuste da composicao foi obtido pelo rigoroso controle da quantidade de TMP
de sédio inicial, do pH e a fracdo de resina de troca i6nica. A precipitacdo e a
incorporacao de calcio foram feitas com auxilio de uma solugao de hidroxido de
calcio (Ca(OH)2, Céd. HC09743RA, Exodo, Brasil), até atingir o pH inicial da
solucdao antes da troca i0nica. As solugdes foram mantidas em estufa a 37 °C
por 48 horas?3, a sequir filtradas, e o p6 resultante, mantido na estufa & 70 °C
para secagem, por 24 horas. Em seguida, o p6 foi homogeneizado em moinho
de bolas (Planetary Micro Mill PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-
Oberstein, Alemanha) por 2 horas. O composto foi denominado como TMP de
calcio: CaTMP. Compostos contendo 20%/80%, 50%/50% e 80%/20% de
CaTMP/NaTMP (peso/peso) foram misturados em moinho de bolas, como

descrito anteriormente.

3.2 Caracterizacao de compostos de CaTMP

A morfologia e a estrutura geral do pé CaTMP foram avaliadas utilizando

um microscépio eletronico de varredura (MEV) de emissdao de campo (modelo
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SEM/ZEISS DSM-940A, Oberkochen, Alemanha). A amostra do po6 foi montada
em stubs de aluminio, revestida com uma fina camada de ouro-paladio por meio
de revestimento por pulverizacdo catddica e examinada a uma tensdo de
aceleracao de 5 kV. Além disso, a analise de espectroscopia de energia dispersiva
de raios X (EDX) foi realizada em MEV para adquirir dados semiquantitativos

relativos a composicdao quimica do composto.

3.3 Preparo dos blocos de esmalte e grupos experimentais

Blocos de esmalte (4 x 4 x 2 mm, n=98) foram obtidos da porgao mais
plana da face vestibular das coroas de dentes incisivos bovinos foram imersos
em solucao de formaldeido a 2% em pH 7,0 por 30 dias antes de qualquer
procedimento experimental!’l.Como os dentes bovinos foram obtidos dos
descartes post mortem de animais criados para o abate comercial (artigo 19,
paragrafo 39, Lei n® 11.794/08, de 8 de outubro de 2008), e a experimentacao
animal é definida como procedimentos conduzidos em animais vivos (artigo 39,
Lei n° 11.794/08, de 8 de outubro de 2008), o estudo ndo requer prévia
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais. Os blocos tiveram sua
superficie de esmalte ou dentina polida sequencialmente utilizando discos de
papel de carboneto de silicio refrigerado a dgua (granulacdo 600, 800 e 1200,
Extec, Enfield, CT, USA) e maquina de polimento automatica (Vector-Phoenix
Beta, Buehler, Lake BIuff, Il, USA), operada com 4 Ibs, 200 rpm e refrigeragao a
agua. Os blocos de esmaltes foram submetidos ao polimento final com um disco
de feltro umedecido com solugao aquosa diamantada (0,25 um, Extec, Enfield,
CT, USA). Os blocos foram estocados em ambiente umedecido com &agua
deionizada a 4°C durante seu preparo. Como critério de inclusao, os blocos

apresentaram uma superficie plana, sem riscos trincas ou hipoplasias.

A dureza de superficie (SH) foi determinada da seguinte maneira: uma
impressdo de referéncia foi feita a 1000 ym (Knoop, 500 g, 10 segundos,

Shimadzu HMV-2000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) da regiao central do
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bloco de esmalte. A uma distédncia de 200 ym do vértice direito da maior
impressao, foram realizadas cinco impressdes (SH inicial - SHi) separadas por
uma distancia de 100 um (Knoop, 25 g, 10 segundos, Shimadzu HMV-2000)11].
Os blocos de esmalte foram distribuidos aleatoriamente de acordo com a média
de SH do total de blocos e o intervalo de confianca entre 5 grupos de dentifricios
contendo 1% dos compostos: 0% de CaTMP e 100% de NaTMP (NaTMP), 20%
de CaTMP e 80% de NaTMP (20% CaTMP), 50% de CaTMP e 50% de NaTMP
(50% CaTMP), 80% de CaTMP e 20% de NaTMP (80% CaTMP), e 100% de
CaTMP e 0% de NaTMP (CaTMP). Como Controle foi utilizado placebo e, como
controle positivo, um dentifricio contendo 1100 ppm F (NaF, Merck, CAS 7681-
49-4, Alemanha). O numero de blocos por grupo foi baseado em estudos prévios
que analisaram dentifricios fluoretados contendo TMP em modelo de erosaoll.24,
e considerando valores médios de dureza superficial (SH) e perda integrada de
dureza subsuperficial (AKHN) como desfecho primario, com diferencas minimas
detectaveis entre as médias (50 e 2,000, respectivamente). Adicionalmente,
foram considerados no calculo os desvios padrao esperados (25 e 1.000,
respectivamente), um erro o de 5% e um erro 8 de 20%. Apds tratamento e
desafios erosivos, a dureza superficial foi medida e a perda percentual na dureza
superficial (%SH) foi determinada. Adicionalmente, também foram realizadas
andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV) e raios X de energia
dispersiva (EDX). Para anadlise estatistica, os valores de SH e energia livre
superficial foram considerados como varidveis, sendo 0s grupos experimentais

considerados como fator de variagao.

3.4 Formulacdao dos dentifricios experimentais e

determinacao da concentracao de F, Ca, P e pH

Os dentifricios foram formulados utilizando os seguintes ingredientes:
didxido de titanio, carboximetilcelulose, metil p-hidroxibenzoato de sddio,

sacarina, 6leo de menta, glicerina, silica abrasiva, lauril sulfato de sddio e agua
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deionizada. Cada ingrediente foi cuidadosamente misturado para atingir um peso
total de 100 g para cada pasta de dente. Dentifricios contendo trimetafosfato de
calcio e trimetafosfato de sdédio foram preparados nas concentragoes
especificadas para seus respectivos grupos. Ademais, foi formulado um creme
dental contendo fluoreto de sédio (NaF, Merck, CAS 7681-49-4 e Alemanha) na
concentracao de 1100 ppm F. Além disso, também foi preparada uma formulacao
de creme dental placebo sem trimetafosfato de calcio, trimetafosfato de sddio e
flior (F). Todas as formulacbes de dentifricios foram armazenadas em
temperatura ambiente e hermeticamente fechadas para manter a integridade da

amostra.

Os niveis de fluor nos dentifricios experimentais foram medidos seguindo
o método descrito por Delbem et al.?>.Inicialmente, uma amostra da suspensao
foi tratada com HCI 2 mol L! para avaliacao de flUor total e posteriormente
tamponada com NaOH 1 mol L1. Os sobrenadantes obtidos por centrifugacao
(906 xg; 20 min) foram utilizados para avaliacao de fluoreto i6bnico. O mesmo
volume de TISAB II (tampao de ajuste de forga idnica total, Orion, Thermo
Scientific Inc., Beverly, MA, EUA) foi adicionado as solucdes. As medicdes de
fldor foram realizadas utilizando um eletrodo ion-seletivo (Orion 9609-BN; Orion
Research Inc., Beverly, EUA) conectado a um analisador de ions (Orion 720 A+;

Orion Research Inc.), calibrado com padroes variando de 0,125 a 4,0 pg. F/mL.

Além disso, foram determinados os niveis de fésforo total (PT) e célcio
(CaT) nos cremes dentais?>. As amostras foram submetidas a hidrélise acida pela
adicao de HCl 2 mol L' a uma temperatura logo abaixo do ponto de ebulicdo.
Apds uma centrifugacao de 20 minutos (906 xg) das suspensodes, foram medidos
o fésforo idnico e o calcio. O calcio id6nico (Cal) e o calcio total (CaT) foram
determinados pelo método colorimétrico Arsenazo III descrito por Vogel et al.?¢,
com padrodes de calibracao variando de 40 a 200 pg Ca/mL. O fosforo idnico (PI)
e o fosforo total (PT) foram medidos usando um método colorimétrico descrito
por Fiske & Subbarow?’ com um espectrofotometro (espectrofotometro Hitachi
U-1100 UV/Vis - Hitachi High Technologies, Tdéquio, Japdao) em um comprimento

de onda de 660nm. Os resultados foram expressos em ug/g.
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O pH das solugdes foi determinado em triplicata sob constante agitacao
utilizando eletrodo de pH (Gel-Filled Plastic pH Electrode 13-620-290, Fisher
Scientific accumet® Electrodes, Ottawa, Ontario, Canada) calibrado com

solugOes padrao de pH 4,0 e 7,0.

3.5 Coleta da saliva humana

Previamente aos desafios erosivos, a saliva humana estimulada com
parafilme foi coletada no periodo da manha, 1 h apds a refeicdo da manha, de
voluntarios de ambos os géneros (idade entre 20 e 30 anos, n=6) com boa saude
bucal e sem uso de qualquer medicacdao?®. Para realizacdo da coleta, o estudo
foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CAAE: 52188021.2.0000.5420)
para autorizacdo. Imediatamente apds a coleta, as amostras das salivas foram
unificadas 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 2°,
Esta temperatura foi mantida para preservar as propriedades da saliva humana

até a sua utilizacdo a temperatura ambiente.

3.6 Desafios erosivos

Previamente aos desafios acidos, os blocos de esmalte foram imersos
individualmente em saliva humana (4 mL/bloco) durante 2 horas, para formagao
da pelicula adquirida, e lavados em &gua deionizada por 30 segundos. A seguir,
os blocos foram imersos individualmente nas solucdes/ pasta de dentifricio em
agua deionizada (1:3 - peso:peso) correspondente a seus respectivos grupos
(4ml/bloco), sob agitacdo (100 rpm), durante 2 minutos. Apds a lavagem com
agua deionizada, os blocos foram imersos individualmente em 4 mL de &cido
citrico (0,75%, pH 3,5; Synth, Brasil) sob agitacdao (100 rpm) durante 1 minuto

a temperatura ambiente, seqguido de lavagem com &gua deionizada durante 30
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segundos. No total, foram realizados quatro desafios erosivos, apds os
tratamentos com dentifricios. As medidas de dureza da superficie final (SHf)
foram realizadas apdés cada desafio erosivo para calcular a porcentagem de
alteracdao da dureza de superficie (%SHC=[(SHf-SHi)/(SHi)]x100) apés 1, 2, 3

e 4 minutos do desafioll,

3.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliar a capacidade de deposicao dos dentifricios nas superficies
do esmalte, os blocos de esmalte foram preparados conforme descrito
anteriormente e polidos (2 blocos/grupo). Cada bloco foi dividido em duas
metades, sendo uma metade coberta com esmalte. Posteriormente, os blocos
foram expostos a saliva humana por 2 horas para formar uma pelicula adquirida.
Em seguida, uma mistura de dentifricio e saliva humana foi aplicada em cada
bloco por dois minutos, seguida por enxague com agua deionizada por 30
segundos. Logo, o esmalte foi cuidadosamente removido com lamina de bisturi
e acetona, e os blocos foram novamente lavados e secos com papel toalha. Os
blocos de esmalte foram entdo fixados em stubs com fita condutora de carbono
e revestidos com uma fina camada de ouro (~5 nm de espessura) por 90
segundos em um aparelho de revestimento por pulverizacao catddica (Quorum
- Q150T E, West Sussex, Reino Unido). Imagens de cada amostra foram
capturadas usando um microscépio eletronico de varredura (MEV) (Carl Zeiss,
EVO LS15, Carl Zeiss NTS LTD, Alemanha) com uma ampliacdao de 1000x e uma
tensao de aceleracdao de 20 kV para avaliar a presenca de depodsitos nas
superficies do esmalte. Ademais, a composicao desses depdsitos foi analisada
por espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDX) (Oxford Instruments,
INCAx-act, 133 eV, Inglaterra) operando a 20 keV com resolucao espacial de

aproximadamente 2 um e tempo de contagem de 210 segundos!!.
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3.8 Analise Estatistica

Todas as variaveis apresentaram distribuicdes normais (teste de
Shapiro-Wilk) e variancias homogéneas (teste de Cochran). Para analise
estatistica, foram considerados como fatores de variacdo o dentifricio de
tratamento e o tempo de exposicao ao acido. A variavel %SHC em cada tempo
de desafio foi submetida a analise de variancia de medidas repetidas a dois
critérios (ANOVA) seguidas pelo teste de Student-Newman-Keuls. Foi utilizado o
programa estatistico Sigmaplot (SigmaPlot, Systat Software Incorporation, San

Jose, CA, USA) para Windows versao 12.0, com significancia ao nivel de 5%.
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4 RESULTADOS

As imagens de MEV mostraram cristais de granulagao irregulares para
NaTMP (Figura 1A) e graos esféricos regulares para CaTMP (Figura 1B). A analise
EDS identificou picos correspondentes aos elementos quimicos Na a 1,04 keV, O
a 0,52 keV e P a 2,02 keV, comuns as amostras NaTMP e CaTMP (Figura 1C),

bem como picos caracteristicos de 0,26 e 3,69 keV do elemento Ca no CaTMP
(Figura 1D).

Figura 1 - Imagem de microscopia eletronica de varredura de amostras
de NaTMP (A) e CaTMP (B). (C) Espectroscopia de raios X com dispersao
de energia do composto CaTMP

Weight %
Weight % P Ca=227
8800 Na=22.3 8800 4 P=209
P=346 0=56.4
0=43.1

Ca

Na

2200 \
0

T T T T ] T T T T ]
0,58 1,58 2,58 3,58 4,58 0,59 1,59 2,59 3,59 4,59
Energy (keV) Energy (keV)

cps/eV
cpsleV

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

As concentracoes médias (£SD) de fldor total (FT) e fluoreto i6nico (FI)
nos dentifricios experimentais (Tabela 1), foram, respectivamente: 1) Placebo
(16,5+1,6) e (14,4 £ 1,6); 2) 1100 ppm F (1134,1 £ 43,6) e (1107 £ 59,3);
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3) 100%NaTMP/0%CaTMP (10,2 =+ 0,2) e (11,4 + 0,4); 4)
80%NaTMP/20%CaTMP (13,3 £ 1,7) e (12,5 £ 0,6); 5) 50%NaTMP/50%CaTMP
(10,5 £ 0,64) e (12,9 £ 0,7); 6) 20%NaTMP/80%CaTMP (12,0 £ 0,8) e (11,3
+0,9)e 7) 100%CaTMP/0%NaTMP (21,6 £ 16,6) e (17,3 £ 2,4). A concentragao
de fldor ficou dentro da faixa de 10% proposta para os dentifricios. Todos os
dentifricios experimentais apresentaram pH variando de 6,83 a 7,19 (Tabela 1).
As concentracdes iOnicas de calcio/fésforo (Cal e PI) foram inferiores as
concentracoes de calcio/fésforo total (CaT e PT), influenciadas pela concentragao
de CaTMP. Quanto maior a concentracdao de CaTMP nos grupos, maiores as

concentracgdes de calcio/fésforo idnico e total (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores médios (Hg/g) de calcio (Ca), fosforo (P), fluoreto (F),
ionico (I) e total (T), e pH nos grupos experimentais

(continua)
Fluoreto Calcio Fosforo
pH
Grupos
Ionico Total Ionico Total Ionico Total
14.4 16.5 255.3 348.5 6.89
Placebo - -
(1.6)* (2.1) (22.2) (27.6) (0.06)
1107.3 1134.1 295.8 606.4 7.05
1100 ppm F - -
(59.3) (43.6) (3.6) (66.1) (0.06)
100%NaTMP/0 11.4 10.2 419.4 2933.5 6.83
Y%CaTMP (0.4) (0.2) (2.6) [47.9] (0.04)
80% NaTMP/
12.5 13.3 3419.8 588.5 5122.2 7.15
20% CaTMP -
(0.6) (1.7) (269.3) (28.5) (147.2) (0.03)
50% NaTMP/ 12.9 10.5 2837.1 616.5 3646.0 6.90

50% CaTMP (0.7) (0.64) (255.6) (44.3) (60.8) (0.04)
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Tabela 1 - Valores médios (Hg/g) de calcio (Ca), féosforo (P), fluoreto (F),
ionico (I) e total (T), e pH nos grupos experimentais

(conclusao)

Fluoreto Calcio Fosforo

pH
Grupos
Ionico Total Ionico Total Ionico Total

20% NaTMP/

11.3 12.0 2190.2 448.5 3551.7 7.05
80% CaTMP -

(0.9) (0.8) (16.9) (13.6) (5.0) (0.06)
100%CaTMP/0 17.3 21.6 5675.2 769.0 6534.5 7.19
YoNaTMP (2.4) (16.6) (172.4) (38.0) (33.2) (0.05)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

(—) N&o detectavel. (*) Desvio padrdo da média.

Em relagdo ao ganho de dureza pds-tratamento, o dentifricio contendo
100%CaTMP/0%NaTMP  apresentou o0os maiores valores, superando
significativamente os dos demais grupos (p<0,05; Tabela 2). Além disso, este
creme dental experimental também demonstrou o efeito protetor antierosivo

mais eficaz no esmalte apds desafios erosivos (p<0,05; Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios (DP) da porcentagem de alteracao da dureza
de superficie (%SH) no esmalte de acordo com os grupos e condicoes
experimentais (n=12)

(continua)
Condigcao experimental
Grupos -
Apos
1st Desafio 2"d Desafio 3" Desafio 4" Desafio
tratamento

0.224 —33.904 —51.4¢4 -60.39A -66.8%4
Placebo

(0.1) (1.2) (1.1) (0.8) (0.4)

2.238 -17.6%8 —27.4¢<8 —52.44BE —58.8¢BE
1100 ppm F

(0.3) (0.2) (0.7) (1.8) (0.3)
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Tabela 2 - Valores médios (DP) da porcentagem de alteracdao da dureza
de superficie (%SH) no esmalte de acordo com os grupos e condicoes

experimentais (n=12)

(conclusao)

Condigao experimental

Grupos

Apoés
= 1%t Desafio 2" pesafio 3" Desafio 4 Desafio
tratamento
A - b,C — ,C — d,B - B

100%NaTM/ 0.7° 39.0 47.3¢ 51.1 59.4¢
0%CaTMP (0.1) (1.2) (1.3) (0.4) (0.2)
80% NaTMP/

258 -35.90€ -43.8¢F -57.140 -62.0¢0
20% CaTMP

(0.3) (1.3) (0.8) (1.7) (0.9)
50% NaTMP/

3.5%8 -30.5bF -38.4F -56.6%0 -59.2¢8
50% CaTMP

(0.3) (1.4) (1.0) (0.6) (1.9)
20% NaTMP/ 80%

5,720 -20.8°6 -27.5¢8 -53.04€ -57.20EF
CaTMP

(0.9) (1.3) (0.9) (1.8) (1.2)

,C - b,D - ,D - d,C - ,C

100%CaTM/ 7.40 7.1 17.1¢ 43.4 48.1¢
0%NaTMP (1.3) (0.8) (0.6) (0.6) (0.8)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Letras minusculas distintas indicam uma diferenca significativa entre as condicbes
experimentais para cada agente. Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa
entre os agentes para cada condicao experimental (ANOVA de medidas repetidas a dois

critérios, Student-Newman-Keuls, p <0,05).

A adicdao de trimetafosfato de calcio em varias concentragdes ao
trimetafosfato de sddio em cremes dentais resultou na formacao de uma camada
precipitada fina e homogénea contendo quantidades aproximadas de Ca, P e O
(Fig. 2.C-G).
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Figura 2 - Imagens de MEV de uma amostra representativa em diferentes

grupos e respectivo espectro da analise de EDX: (A) Placebo, (B) 1100
ppm F, (C) 100%NaTMP/0%CaTMP, (D) 80%NaTMP/20%CaTMP, (E)

50%NaTMP/50%CaTMP

100CaTMP/0%NaTMP.

80CaTMP/20%NaTMP
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(continua)



30

Figura 2 - Imagens de MEV de uma amostra representativa em diferentes
grupos e respectivo espectro da analise de EDX: (A) Placebo, (B) 1100
ppm F, (C) 100%NaTMP/0%CaTMP, (D) 80%NaTMP/20%CaTMP, (E)
50%NaTMP/50%CaTMP (F) 80CaTMP/20%NaTMP e (G)
100CaTMP/0%NaTMP.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Asteriscos brancos indicam esmalte higido. Asteriscos pretos indicam esmalte precipitado
formado ap0s os tratamentos. As setas indicam o limite entre o esmalte higido e o esmalte

precipitado formado apos os tratamentos.
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5 DISCUSSAO

Em modelos de erosao in vitro que visam reduzir a perda de esmalte, a
combinacao de fluor e fosfatos surgiu como uma alternativa promissorati.18:30,
Estudos anteriores demonstraram que a inclusdo de NaTMP aumenta a eficacia
antierosao de dentifricios com fldori112.18 ‘mesmo em formulagdes com menores
concentracgdes de flior (250 ppm F)11°, O aumento da precipitacao de fosfato
de célcio pode aumentar ainda mais os efeitos antierosivos do TMP. Portanto, o
presente estudo in vitro avaliou dentifricios contendo F, NaTMP e ciclotrifosfatos
com substituicdo completa de sddio por calcio (Na/CaTMP) em sua capacidade
de inibir lesdes iniciais de erosao do esmalte. Os resultados deste estudo
indicaram que os cremes dentais contendo Na/CaTMP resultaram em menor

amolecimento do esmalte em comparagao com 1100 ppm F.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a adicao de CaTMP
aumentou significativamente o efeito protetor contra a erosao do esmalte.
Consequentemente, a hipdtese nula do estudo foi rejeitada com base nos dados
obtidos. Em estudo anterior!?, ndo foram investigadas formulacdes constituidas
apenas por NaTMP sem suplementacao de fluor. Esta decisao foi informada por
evidéncias anteriores indicando que a eficacia do NaTMP sozinho é inferior aquela
observada com cremes dentais contendo fllor. Esses achados sao consistentes
com os resultados, indicando que os cremes dentais contendo apenas TMP
apresentam efeitos semelhantes ou diminuidos, dependendo da concentracdo e

das condigOes de desafio (Tabela 2).

Sabe-se que a presenca de fllor (F) em cremes dentais induz a formacao
de CaF; nas superficies erodidas do esmalte, mitigando parcialmente a erosao
do esmalte apds ciclos erosivos, conforme evidenciado em estudo anterior3!.
Esses gldbulos de CaF, servem como barreira fisica, dificultando o contato do
acido com o esmalte e contribuindo para o endurecimento do esmalte3!. Esta
camada dissolve-se facilmente em acido, mas atua como uma barreira fisica
adicional, impedindo a dissolugcao do mineral subjacente do esmalte. Estes

precipitados nao sé protegem diretamente a superficie subjacente do esmalte,
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mas também libertam ions de flior em resposta a desafios erosivos3?. Em
relacdo ao trimetafosfato (TMP), sua adsorcao no esmalte pode impedir a difusao
do acidol! 16, reduzindo assim o amolecimento do esmalte!?. A substituicao
completa do sodio por calcio tem mostrado resultados promissores em termos
de protecao contra desafios erosivos, provavelmente atribuidos a precipitacao
de fosfato de cadlcio, que oferece defesa durante episddios erosivos.
Consequentemente, o aumento da precipitacdo de fosfato de calcio resultante
da substituicdo de sodio por calcio obstrui a difusdao acida e minimiza o
amolecimento do esmalte em todos os desafios conduzidos, mesmo na auséncia

de fldor.

Além disso, outros sais de fosfato também foram notados pela sua
capacidade de adsorcdo no esmalte, incluindo calcio (Caz+) e fosforo (PO43-)%4:33,
Este estudo demonstrou que o aumento da concentracao de CaTMP levou a
niveis mais elevados de calcio/fésforo i6nico e total, facilitando uma protecao
subterranea mais rapida e profunda. Alternativamente, os dentifricios contendo
100%CaTMP aumentaram a eficacia da saliva, apresentando propriedades
antierosivas superiores, exibiram melhoria de 28% e 18% no reparo em 2
minutos, respectivamente, e demonstraram maior resiliéncia contra testes
erosivos subsequentes em comparagao com placebo e dentifricios com 1100

ppm de F, conforme mostrado na Tabela 2.

Dado que o esmalte é composto principalmente de calcio (Ca), fésforo (P)
e oxigénio (0), a aplicacao de agentes contendo fosforo e calcio leva a alteragoes
quantitativas minimas. Esta observacdo é apoiada pelo aumento da dureza
superficial (%SH) do esmalte higido apds uma Unica aplicacao dos tratamentos,
conforme detalhado na Tabela 2. Além disso, analises de imagens de microscopia
eletronica de varredura (MEV) do esmalte higido (Figura 2) revelaram
disparidades qualitativas na camada superficial entre os grupos, influenciando

potencialmente a dureza superficial.

E fundamental observar que a saliva humana foi utilizada neste estudo
para melhor mimetizar as condicOes clinicas, pois foi proposto que a presenca

da pelicula salivar adquirida pode mitigar a perda do esmalte. A acao diluidora,
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a capacidade tampdo e a supersaturacao da saliva em relacdo ao conteudo
mineral do dente contribuem para esse efeito protetor34. Este modelo
experimental de erosao precoce fornece informagdes valiosas sobre a acao de
compostos recém-sintetizados na superficie do esmalte apds exposicao a
desafios acidos. A dureza superficial é adequada para analisar desafios acidos
no esmalte sem quantificar a perda de substéancia3>, permitindo a determinacgao
do amolecimento do esmalte e da suscetibilidade a reparacao e perda de
substancia a medida que o processo erosivo progride. Com certeza, € importante
interpretar os resultados deste estudo com cautela. Mais estudos sao
necessarios, especialmente experimentos de longo prazo, para avaliar o produto
depositado na superficie e sua contribuicdo para o efeito protetor contra a
erosdo. Além disso, é importante reconhecer possiveis limitagdes dos resultados,
como a auséncia do efeito abrasivo da escovacao e o uso de esmalte bovino,
sabidamente mais suscetivel a ataques acidos. Além disso, estudos in vivo ou in

situ forneceriam informacgodes adicionais sobre esta questao.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados da metodologia in vitro, concluiu-se que
dentifricios contendo Na/CaTMP apresentaram efeitos protetores superiores em

comparacgao ao grupo 1100 ppm F na erosao inicial do esmalte.
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Apresentacao do Projeto:

O objetivo deste estudo in vitro sera sintetizar e caracterizar ciclotrifosfato (TMP) com substituicdo parcial do
sodio pelo calcio, e verificar seu efeito na erosao inicial do esmalte. Microcompostos de ciclotrifosfatos com
substituicdo parcial do sédio pelo calcio (Ca-TMP) serdo sintetizados e caracterizados morfologicamente por
meio de espectroscopia de UV-Vis, difragdo de raios-X e de microscopia eletrénica de varredura e
transmissdo. Para determinar o efeito na erosdo do esmalte, blocos de esmalte bovino sadios (n=96) e
desmineralizados (n=96) serdo selecionados por dureza de superficie inicial e submetidos a 8 grupos
experimentais (12 blocos/grupo): placebo (sem F e Ca-TMP), 1100 ppm F, 1% Ca-TMP, 3% Ca-TMP, 9%
Ca-TMP; 1100 ppm F + 1% Ca-TMP, 1100 ppm F + 3% Ca-TMP e 1100 ppm F + 9% Ca-TMP. Para a
analise do efeito protetor, os blocos de esmalte sadios serdo imersos em solugéo de dentifricios com saliva
humana uma vez por 2 minutos, seguidos por 4 desafios erosivos (acido citrico, 0,75%, pH 3,5, por 1
minuto, sob agitacdo). A percentagem de variagdo da dureza superficial (%SH) sera calculada apés os
desafios acidos de 1, 2, 3 e 4 minutos. Para a analise do efeito reparador, os blocos de esmalte

desmineralizados serdo tratados e submetidos a desafios erosivos repetitivos, como descrito anteriormente.

A partir de entdo, %SH sera calculada apds a desmineralizacao, e desafios acidos de 1, 2, 3 e 4 minutos. As

variaveis serdo submetidas a analise de variancia de medidas repetidas a
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trés critérios seguidas pelo teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Os objetivos do estudo serdo sintetizar ciclotrifosfatos com substituicdo parcial do sédio pelo calcio, e
caracterizar morfologicamente estes biomateriais por meio de espectroscopia de UV-Vis, difracdo de raios-X
e de microscopia eletrénica de varredura e transmissdo; e analisar o efeito da adi¢do de diferentes
concentragdes desses ciclotrifosfatos com calcio a dentifricios com ou sem fluoreto (1100 ppm F) contra a

erosdo do esmalte in vitro.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Havera risco minimo, pois havera coleta de saliva que sera estimulada com auxilio de parafina, sendo
expectorada em frasco estéril.

Beneficios:

O beneficio sera entender melhor o mecanismo de agéo de compostos de TMP com substituicdo parcial do
soédio pelo calcio no processo da erosdo do esmalte.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa apresenta-se apta para aula realizagao.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram adicionados de acordo com a resolugdo 466/12 do CNS.

Recomendacgoes:

ndo ha

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto aprovado para a sua realizagdo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Salientamos que, de acordo com a Resolugdo 466 CNS, de 12/12/2012 (titulo X, se¢do X.1., art. 3, item b, e,
titulo Xl, secado XI.2., item d), ha necessidade de apresentacéo de relatérios semestrais, devendo o primeiro
relatério ser enviado até 01/01/2020.
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ANEXO B - IMAGENS DA METODOLOGIA

Sintese de ciclotrifosfatos (Trimetafosfato: TMP) com substituicdo total do sddio

pelo calcio
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Coleta da saliva humana

Desafios erosivos




Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

45



