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Anadlise in vitro da energia livre de superficie no esmalte dentario tratado com
glicerofosfato de calcio ou trimetafosfato de sédio, exposto ou nao ao calcio e
fosfato

Emanuelle Karine Prado Nalin * Marcelle Danelon ¢ Juliano Pelim Pessan ¢

Emanuel Soares da Silva * Alberto Carlos Botazzo Delbeme

Objetivo: Analisar in vitro a energia livre de superficie (ys) no esmalte dentario
apés o tratamento com diferentes concentracbes de Trimetafosfato de sddio
(TMP) ou Glicerofosfato de calcio (CaGP), exposto ou n&o a solugédo contendo
calcio (Ca) e fosfato (PO4), assim como determinar a adsor¢do de TMP, CaGP,
Ca e PO4 ao esmalte dentario. Méfodo: Blocos de esmalte bovino (n=192; 24
blocos/grupo) planificados e polidos foram tratados (2 mL/bloco/2 minutos) com
TMP (0, 1, 3 e 9%) ou CaGP (0, 0,25, 0,5 e 1%), expostos ou ndo a solugao
contendo Ca/PO4. TMP, CaGP, Ca e PO4 foram analisados nas solug¢des antes
e apos o tratamento para calcular a adsor¢gdo ao esmalte. A ys, 0s componentes
apolar (ys-V) e polar (ys"B), e acido/base (ys*/ys~) foram calculados pelo dngulo de
contato de trés liquidos sondas (agua, diiodometano e etilenoglicol). Os dados
foram submetidos a ANOVA seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
Resultados: A adsorg¢ao de TMP foi dose-dependente (p<0,001) e reduziu a ys e
vs"B, @ aumentou a vys~, quando comparado ao grupo sem TMP (p<0,001). A
solugéo contendo Ca/PO4 aumentou a vs (p<0,050) e a ys"B (p<0,001) e reduziu
a ys~ (p<0,001). Houve correlagédo entre a adsor¢édo de TMP e Ca (r = 0,916;
p<0,001) e P (r = 0,899; p<0,001) ao esmalte. A adsor¢do de CaGP ao esmalte
foi dose-dependente (p<0,001) diminuindo a ys, ys-V e ys~ quando comparado ao
grupo sem CaGP (p<0,001). Quando exposto a solucdo de Ca/PO4, houve
aumento da ys"V e ys~, e diminuigdo da ys"B (p<0,001), sem adsorgdo de Ca ao
esmalte. Conclusgo: O TMP e CaGP foram adsorvidos ao esmalte reduzindo a
vs, devido a "8 ou ys™W, respectivamente. O TMP produz sitios doadores de
elétrons (ys) induzindo a adsor¢cdo de Ca enquanto o CaGP libera Ca para o
meio.

Palavras-Chave: Esmalte dentario, Fosfato, Calcio, Energia
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In vitro analysis of surface free energy in dental enamel treated with calcium glyc-
erophosphate and sodium trimetaphosphate, whether exposed or not to the solu-

tion containing calcium and phosphate

Emanuelle Karine Prado Nalin * Marcelle Danelon ¢ Juliano Pelim Pessan ¢

Emanuel Soares da Silva * Alberto Carlos Botazzo Delbem«

Objective: In vitro analysis of free surface enamel (ys) in dental enamel after
treatment with different concentrations of sodium trimetaphosphate (TMP) or
calcium glycerophosphate (CaGP), exposed or not to the solution containing
calcium (Ca) and phosphate (PO4), as well as to determine the adsorption of
TMP, CaGP, Ca and POs to the dental enamel. Design: Bovine enamel blocks (n
= 192; 24 blocks/group) planned were treated (2 mL/block; 2 minutes) with TMP
(0,1,3e9%), CaGP (0, 0.25, 0.5 e 1%) exposed or not to the solution containing
CaPOs were analyzed in the solutions before and after the treatment will be de-
termined for the calculation of the adsorption of these to the enamel. The ys and
their components "V Lifshitz-van der Waals surface tension component ,ys"®
and Lewis acid-base interaction (ys*/ys”) was calculated by measuring the contact
angles of three liquids probes (deionized water, diiodomethane and ethylene gly-
col). The data were submited to ANOVA followed by Student-Newman Keuls test
(p<0.05). Results: The adsorption of TMP was dose-dependent (p<0.001) re-
duced the ys and ys"® when compared to the group without TMP (p<0.001). The
solution containing Ca/PQO4 increased the ys, vs"® and reduced the ys~ (p<0.001).
There was a correlation between adsorption of TMP and Ca (r = 0.916; p<0.001)
and P (r = 0.899; p<0.001) to the enamel. The adsorption of CaGP to the enamel
was dose-dependent (p<0.001) reducing the ys, ys"V and ys~when compared to
the group without CaGP (p<0.001). When exposed the de Ca/PO4 solution there
was an increase of ys"V and ys~, reduction of ys"B (p<0.001), without adsorption
of calcium to the enamel. Conclusion: The TMP was adsorbed to the enamel
reducing the ys due the ys"V or vV, respectively. The TMP generates electron-
donor inducing adsorption of Ca while CaGP releases Ca to the medium.

Key words: Dental Enamel, Phosphate, Calcium, Energy
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Resumo

Objetivo: Analisar in vitro a energia livre de superficie (ys) no esmalte dentario
apds o tratamento com diferentes concentracbes de Trimetafosfato de sdodio
(TMP) ou Glicerofosfato de calcio (CaGP), exposto ou n&o a solugédo contendo
calcio (Ca) e fosfato (PO4), assim como determinar a adsor¢do de TMP, CaGP,
Ca e PO4 ao esmalte dentario. Méfodo: Blocos de esmalte bovino (n=192; 24
blocos/grupo) planificados e polidos foram tratados (2 mL/bloco/2 minutos) com
TMP (0, 1, 3 e 9%) ou CaGP (0, 0,25, 0,5 e 1%), expostos ou ndo a solugao
contendo Ca/POs. TMP, CaGP, Ca e PO4 foram analisados nas solugdes antes
e apos o tratamento para calcular a adsor¢gdo ao esmalte. A ys, 0s componentes
apolar (ys-V) e polar (ys"B), e acido/base (ys*/ys~) foram calculados pelo dngulo de
contato de trés liquidos sondas (agua, diiodometano e etilenoglicol). Os dados
foram submetidos a ANOVA seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
Resultados: A adsor¢ao de TMP foi dose-dependente (p<0,001) e reduziu a ys e
vs"B, e aumentou a ys~, quando comparado ao grupo sem TMP (p<0,001). A
solugéo contendo Ca/PO4 aumentou a vs (p<0,050) e a ys"B (p<0,001) e reduziu
a ys~ (p<0,001). Houve correlagcédo entre a adsor¢édo de TMP e Ca (r = 0,916;
p<0,001) e P (r = 0,899; p<0,001) ao esmalte. A adsor¢do de CaGP ao esmalte
foi dose-dependente (p<0,001) diminuindo a ys, ys-V e ys~ quando comparado ao
grupo sem CaGP (p<0,001). Quando exposto a solucdo de Ca/PO4, houve
aumento da ys"V e ys~, e diminuigdo da ys"B (p<0,001), sem adsorgdo de Ca ao
esmalte. Conclusgo: O TMP e CaGP foram adsorvidos ao esmalte reduzindo a
vs, devido a "8 ou ys™W, respectivamente. O TMP produz sitios doadores de
elétrons (ys) induzindo a adsor¢cdo de Ca enquanto o CaGP libera Ca para o

meio.
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Introdugao

O declinio da carie dentaria foi observado em muitos paises desde a dé-
cada de 70, sendo alvo de muitas discussdes [Sheiham e James, 2015]. A adigédo
de fluoreto (F) as aguas de abastecimento publico e o uso de produtos fluoreta-
dos de uso tdpico contribuiram para a reducédo da doencga. Dentre os produtos
topicos, o dentifricio fluoretado destaca-se como a forma de administragdo mais
utilizada pela populagéo e que contribui efetivamente para a diminuigao da carie
dentaria [Marinho, Higgins, Logan, e Sheiham, 2003].

Sabendo-se da existéncia do risco de toxidade crénica pelo F, principal-
mente quando utilizado em concentracdo convencional por criancas de tenra
idade [Walsh et al., 2010], e seu efeito limitado contra a erosdo dentaria [Ponduri
et al., 2005; Magalhaes et al., 2007], estudos tém sido conduzidos na tentativa
de buscar outros agentes que potencialize o efeito do F sobre os processos de
Des/Remineralizagéo, adicdo de fosfatos inorganicos e organicos a dentifricios

com concentragéo reduzida de F mostrou aumentar o efeito anticarie e anti-ero-
sivo. Takeshita et al., 2015; Danelon et al., 2018]. Nos ultimos anos, estudos

demonstraram que € possivel aumentar a efetividade de dentifricios com redu-
zida concentragao de F e convencionais sobre a desmineralizacao e reminerali-
zacao do esmalte [Amaral et al., 2013; Moretto et al., 2010; Zaze et al., 2014a;
Takeshita et al., 2015; Takeshita et al., 2016; Freire et al., 2016] ou com 1100
ppm F [Castro et al., 2015; Danelon et al., 2015; Danelon et al., 2017; Danelon
et al., 2018].

As hipéteses que explicam os efeitos dos fosfatos em reduzir a perda mi-
neral do esmalte baseiam-se, principalmente, na sua capacidade em ligar-se aos
grupos hidroxila da hidroxiapatita [Delbem et al., 2014; Amaral et al., 2018], for-
mando uma camada que reteria calcio (Ca), fosfato (POs) e F, aumentando a
disponibilidade desses ions durante os processo de desmineralizagdo e remine-
ralizacao [Amaral et al., 2013; Zaze et al., 2014b; Takeshita et al., 2015; Takes-
hita et al., 2016; Castro et al., 2015; Danelon et al., 2015; Danelon et al., 2017].
Estas hipoteses foram consideradas tanto para o trimetafosfato de sodio (TMP)
quanto para o glicerofosfato de calcio (CaGP). Como o TMP é um fosfato ciclico
inorgénico e o CaGP um fosfato organico (fosfolipidio), a interacdo com a
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superficie do esmalte e com o meio podem ser diferentes. Nesse sentido, torna-
se fundamental avaliar o comportamento dos sais acima mencionados com a
superficie do esmalte, bem como na presenca de um meio rico em Ca e PO4
(simulando o ambiente salivar) corroborando para a comprovagéao cientifica das
hipbéteses levantadas.

Por outro lado, sabe-se que as propriedades da superficie de um subs-
trato e sua interagdo com o meio podem ser analisadas pela energia livre de
superficie (ys). O método utiliza principios da termodinédmica e dependendo a
abordagem utilizada, € possivel demonstrar quais forgas reativas sao determi-
nantes (apolar e/ou polar) [Comyn, 1992; Ueta, 2016] na interagao entre esmalte
e fosfato [Neves et al., 2018], assim como, se 0 composto testado promove uma
superficie mais doadora ou receptora de elétrons, o que pode alterar sua reativi-
dade com o meio. Estudo prévio demonstrou que o tratamento com hexameta-
fosfato de sodio aumenta os sitios doadores de elétrons e consequentemente
leva a maior adsorgéo de calcio e fosfato no esmalte [Neves et al., 2018].

Diante o exposto acima, o objetivo do presente estudo analisar in vitro a
energia livre de superficie (ys) no esmalte dentario apos o tratamento com dife-
rentes concentragdes de Trimetafosfato de sédio (TMP) ou Glicerofosfato de cal-
cio (CaGP), exposto ou nao a solugao contendo calcio (Ca) e fosfato (PO4), as-
sim como determinar a adsorcao de TMP, CaGP, Ca e PO4 ao esmalte dentario.
A hipotese nula foi de que a energia livre de superficie do esmalte nao se altera
apo6s tratamento com TMP ou CaGP, tratados ou ndo a solugao contendo Ca e
PO4, e ndo influenciaria na adsorcéo destes ao esmalte.

Materiais e Métodos

Delineamento experimental

Dentes incisivos bovinos com idade entre 2 e 3 anos foram obtidos e
mantidos previamente em recipientes plasticos com solucéo de formol a 2% pH
7,0 durante 1 més. A seguir, blocos de esmalte (4 mm x 4 mm, n=192, 24
blocos/grupo) foram obtidos da regiao vestibulo-cervical e tiveram sua superficie
dentinaria planificada. Apds, a superficie do esmalte foi polida sequencialmente

com discos de lixa (carboneto de silica, granulagdo 600, 800 e 1200, Extec,
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Enfield, CT, USA), refrigeragdo a agua, utilizando maquina de polimento (Vector-
Phoenix Beta, Buehler, Lake BIluff, Il, USA), por 30 s, e disco de feltro para
polimento (Polishing Pads LAP MASTER FNL-A008, Mount Prospect, IL, USA)
umedecido em suspensdo aquosa diamantada (0,25 um, Extec, Enfield, CT,
USA), durante 1 minuto. Entre cada lixa e ao final, os blocos foram submetidos
ao ultra-som (Unique USC 1400, Indaiatuba, SP, Brasil), a 40 Hz em agua
deionizada durante 2 minutos. Blocos de esmalte com superficies planas e
auséncia de trincas e hipoplasias foram inseridos no experimento. O tratamento
dos blocos de esmalte foi realizado através da imersao em solugdes contendo
TMP (0%, 1%, 3% e 9%) [Takeshita et al., 2009; Amaral et al., 2018] ou CaGP
(0%; 0,25%; 0,5%; 1,0%) [Zaze et al., 2014]. Metade dos blocos (n=96) foi
exposta as solugdes contendo Ca e PO4, apds o tratamento com TMP ou CaGP.
Para analise do mecanismo da interacdo do TMP ou CaGP com a superficie do
esmalte, foram mensuradas as medidas do angulo de contato de trés liquidos
sondas na superficie do esmalte tratado, para o calculo da ys e seus

componentes (Figura 1).

Formulagéo das solugbes e tratamento dos blocos de esmalte.

Foram preparadas solugdes contendo TMP (Sigma-Aldrich Co., CAS
7785-84-4, St. Louis, MO, USA) nas concentragdes de 1% (pH 6,04), 3% (pH
6,21) e 9% (pH 5,89) [Takeshita et al., 2009; Amaral et al., 2018], e sem TMP
(dgua destilada/deionizada: 0% de TMP). As solugbes contendo CaGP (B-
isdmero, Sigma-Aldrich Chemistry, CAS 58409-70-4, St. Louis, MO, USA) foram
formuladas nas concentragdes de 0,25% (pH 7,52), 0,5% (pH 7,78), 1,0% (pH
9,22) [Zaze et al., 2014a] e sem CaGP (agua: 0% de CaGP). Solugéo contendo
Ca e PO4 (1,25 mmol de Ca(NOs3)2:4H20 e 3,5 mmol/L NaH2PO42H20, pH 5,33;
Sigma-Aldrich, USA) foram preparadas [ten Cate, 2012]. Os blocos (n=24/grupo)
foram imersos em frascos individualmente contendo 1 mL das solugbdes de
tratamentos (TMP ou CaGP), sob agitagdo constante por um periodo de 2
minutos (Mesa agitadora TE-420 Orbital, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). A
seguir, foram suavemente lavados com agua deionizada por 30 s e secos com

toalha de papel. Doze blocos foram estocados em ambiente com umidade
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relativa do ar a 44 + 6 e temperatura a 23° C (Termo-Higromero Digital HTH-240,
Hikari, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os demais blocos (n=12/grupo) foram imersos em
1 mL de solugédo contendo Ca e POs sob agitagdo, durante 2 minutos, lavadas

com agua e secos, como descrito anteriormente (Figura 1).

Determinagédo de CaGP, TMP, Ca e PO4 das solugbes

O TMP e CaGP foram dosados apds hidrolise em meio acido por meio da
determinacdo do fosforo (P). Para analise do TMP, aliquotas de 0,1 mL das
amostras foram acrescidas de 100 yL de acido cloridrico (HCI) a 1,0 mol/L e
aquecidas em banho fervente, a 100° C, por 1 hora. A seguir, sobre as aliquotas
100 pL das amostras e dos padrdes (1,5; 3; 6; 12 e 24 ug P/mL) foram adiciona-
dos 50 pL de molibidato e 20 pL de reativo redutor. O P foi determinado através
de método colorimétrico em comprimento de onda a 660 nm [Fiske & Subbarow,
1925], utilizando placas de 96 pogos e espectrofotometro (Microplate Spec-
trophotometer EON, Biotek, USA). Para analise do CaGP, aliquotas de 100 pL
das amostras foram acrescidas de 20 pL de acido sulfurico 0,05 mol/L e 20 pL
de acido peridédico a 1%, aquecidas em banho fervente, a 100° C, por 1 hora.
Ap0s o resfriamento, foram adicionados 800 L de agua deionizada. A seguir, as
aliquotas 55 pyL das amostras e dos padrdes (1,5; 3; 6; 12 e 24 ug P/mL) foram
pipetadas em placas de 96 pogos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). Em
seguida adicionaram-se 10 pL de sulfito de sodio a 8% e 5 yL de molibdato de
sodio a 7%. Apos a homogeneizagao dos reagentes, foram adicionados 5 uL de
hidroquinona a 1%. A placa foi mantida por 30 min a 37° C. Apos esse periodo,
o volume de cada pogo foi ajustado com 175 pL de agua deionizada. O P foi
determinado através de método colorimétrico em comprimento de onda a 640
nm usando um leitor de placas (Microplate Spectrophotometer EON, Biotek,
USA). A analise do Ca foi realizada pelo método colorimétrico do Arsenazo Il
[Vogel et al., 1983] utilizando leitora de microplaca e comprimento de onda de
650 nm. Aliquotas de 5 pL foram coletadas das amostras e 50 pyL de agua deio-
nizada e 50 pL de Arsenazo foram adicionados, como também nos padrdes (40,
80, 120, 160 e 200 pg Ca/mL). O P das solugdes de Ca e PO foi determinado
como descrito anteriormente para dosagem do TMP, porém sem a realizagao da
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hidrolise. As dosagens foram realizadas em duplicatas e coletadas das solugdes
antes e apos o tratamento da superficie do esmalte. A adsorgao ao esmalte foi
calculada pela diferenga (A pg) entre as concentragées de TMP, CaGP, Ca e
POs final e inicial nas solugbes, obtendo valores negativos que indicam a dimi-
nuicdo nas solugdes devido a adsor¢cdo ao esmalte.

Anélise da Energia Livre de Superficie

A fim de avaliar o mecanismo da interagdo do TMP e CaGP com a
superficie do esmalte, todos os blocos foram analisados quanto a energia livre
de superficie (ys) e seus componentes apolar (ys-V: Lifshiz van der Waals) e polar
(ys"B: acido/base). As medidas foram realizadas com goniémetro automatico
(DSA100S, KRUSS GMBH, Hamburgo, Alemanha) usando trés liquidos sondas
com energia de superficie conhecida: agua deionizada (polar), diiodometano
(apolar) e etileno glicol (polar com componentes acido e base). Previamente as
medi¢des, os blocos permaneceram ao ar por 45 min para obter estabilidade da
camada formada pelo tratamento [van der Mei et al., 2002]. Para a determinagao
do angulo de contato, uma gota com volume de 0,5 yL de cada liquido foi
dispensado em um quadrante diferente na superficie do esmalte utilizando uma
seringa de vidro (500 pL) e agulha com calibre de 0,5 mm. Um segundo apoés a
deposigao da gota, os angulos de contatos (direito e esquerdo) foram medidos
usando uma camera CCD para captura da imagem e o método de analise de
forma Laplace-Young (Drop Shape Analysis DSA4 Software, version 2.0-01,
Kruss). Cada gota teve os angulos de contato medidos cinco vezes durante 5 s
a uma temperatura de 22° C e umidade relativa do ar de 44 + 6 (Termo-
Higrémetro Digital HTH-240, Hikari, Sdo Paulo, SP, Brasil) [Harnett et al., 2007;
van der Mei et al., 2002]. Os parametros de s e ys"B e acido (ys*, componente
doador) e base (ys~, componente receptor) da energia livre de superficie (mN/m),
foram calculados de acordo com o0 modelo de van Oss, Chaudhury e Good [van
Oss, 1995; Chaudhury, 1996; Knorr et al., 2005; van der Mei et al., 2002; Harnett
et al., 2007].

Analise Estatistica
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Para analise dos dados foram consideradas como fator de variagdo as
concentragcdes de CaGP e TMP e a exposig¢ao ou néo as solugdes contendo Ca
e PO4. Como variaveis, foram considerados os valores de energia livre de super-
ficie (mN/m) e os componentes polar e apolar, bem como os valores de adsor¢ao
de CaGP, TMP, Ca e POs. Apos os testes de normalidade e homogeneidade, os
dados foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls. Os dados de Ca do CaGP e do P da solugao de Ca e PO4 foram
heterogéneos e submetidos a teste Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
Teste de correlacdo de Pearson ou Spearman foi aplicado entre as variaveis
[Dancey & Reidy, 2011]. Foi utilizado o programa estatistico SigmaPlot verséo

12.0, com significancia ao nivel de 5%.

Resultados

O tratamento com TMP levou a menores valores de angulo de contato
para os trés liquidos sondas quando comparado ao sem TMP (p<0,001). As
comparagoes entre as médias estdo descritas na Tabela 1. Houve redugao da ys
para todos os grupos, apoés tratamento com TMP (p<0,001), exceto para o grupo
tratado com 1%TMP, o qual foi semelhante ao 0%TMP (p=0,812). A imersdo em
solugédo de Ca e PO4 levou a maiores valores de ys apds tratamento com 1% e
9% de TMP em relagdo aos demais grupos (p<0,050), sem diferenga entre
0%TMP e 3%TMP (p=0,060).

Os valores da ys™V (Figura 2A) foram maiores para os tratamentos com
TMP do que os grupos sem TMP (p<0,001). A ys"B tornou-se mais negativa com
aumento da % do TMP (p<0,050), havendo uma relagdo de dose-resposta. A
exposic¢ao a solugdo contendo Ca e PO4 levou a valores de ys"8 menos negativos
(p<0,001) em comparagao aos grupos que nao foram expostos a essa solugéao,
sem alteragéo da ys™ (p=0,102). Correlagao fraca e positiva foi observada entre
vs € ys-V (Pearson’s r = 0,312; p=0,002) e forte e positiva entre ys e ys"B (Pearson’s
r =0,867; p<0,001). Houve aumento dos sitios doadores de elétrons (ys~) apos o
tratamento com TMP quando comparado ao grupo sem TMP (p<0,001)
mostrando uma relagdo dose-resposta (Figura 2B). Os valores de ys~ das

superficies tratadas com TMP foram menores (p<0,001), apds a exposi¢ao a

Emanuelle Karine Prado Nalin



27

solucdo de Ca e POs4, considerando a comparagdo entre as respectivas
concentragdes de TMP. Houve correlagdo forte e negativa entre ys~ e ys"®
(Pearson’s r = -0,800; p<0,001) e fraca e positiva entre ys~ e ys"V (Pearson’s r =
0,186; p=0,070). A adsor¢cdao de TMP ao esmalte apresentou relagdo dose-
resposta com o aumento da % de TMP nas solu¢des de tratamento (Figura 2C).
Correlacédo forte e positiva foi observada entre adsorcdo de TMP e de Ca
(Pearson’s r = 0,916; p<0,001) e de P (Pearson’s r = 0,899; p<0,001) no esmalte
(Figura 2C e 2D). Houve correlagao forte e positiva entre a ys~ e a adsorgéo de
TMP (Pearson’s r = 0,946; p<0,001), de Ca (Pearson’s r = 0,861; p<0,001) e de
P (Pearson’s r = 0,885; p<0,001) no esmalte.

O tratamento com CaGP levou a maiores valores de angulo de contato
para os trés liquidos sondas quando comparado ao grupo sem CaGP (p<0,001).
Os valores de ys do esmalte reduziram apos tratamento com CaGP quando
comparado ao sem CaGP (p<0,001), sem diferenga entre as concentra¢des
(p>0,050). Apds a exposigao a solugao contendo Ca e POs, 0s angulos de
contato diminuiram (p<0,001) quando comparado ao grupo sem CaGP (Tabela
2) e a ys foi maior (p<0,050). As demais comparacgdes entre as médias estdo
descritas na Tabela 2.

O tratamento com CaGP reduziu a energia apolar (y-V) quando compa-
rado ao grupo sem CaGP (p<0,001), sem diferenga entre as concentra¢des
(p=0,783). A energia polar (ys"®) ndo apresentou diferenga entre os tratamentos
(p=0,670). A exposicao a solugdes contendo Ca e PO4 aumentou a y-V da su-
perficie do esmalte tratadas com CaGP em relagdo ao grupo sem CaGP
(p<0,001), sem diferenca entre as concentragdes (p>0,050). A vs"® apresentou
valores mais negativos quando comparado ao grupo sem CaGP (p<0,001), sem
diferenga entre as % de CaGP (p>0,050). Houve correlagdo moderada e positiva
entre vs e ys" (Pearson’s r = 0,654; p<0,001) e, fraca e positiva entre ys e ys"®
(Pearson’s r = 0,174; p=0,091). Os valores dos sitios doadores de elétrons (ys)
foram menores apos o tratamento com CaGP quando comparado ao grupo sem
CaGP (p<0,001), ndo havendo diferencga (p>0,050) entre as concentracdes (Fi-
gura 3B). A imers&o na solugdo contendo Ca e PO4 levou a um aumento da ys~

para os grupos com CaGP (p<0,001) e diminui¢do para o grupo sem CaGP

Emanuelle Karine Prado Nalin



28

(p<0,001). Os valores dos sitios receptores de elétrons (ys*) foram préximos a
zero sem interac&o entre os tratamentos (p=0,182). Houve correlagdo moderada
e negativa entre ys~ e ys"8 (Pearson’s r = -0,627; p<0,001) e forte e positiva entre
vs~ e ys-V (Pearson’s r = 0,843; p<0,001).

A adsorgao de CaGP no esmalte apresentou relacdo dose-resposta com
o aumento da concentragao nas solugdes de tratamento (Figura 3C). A adsorgéo
de P foi maior para os grupos com CaGP quando comparado ao sem CaGP
(p<0,001), mas sem diferenga entre as concentragdes (p>0,050). Maior quanti-
dade de Ca foi observada nas solugdes de Ca e POg4, apds o tratamento dos
blocos de esmalte com CaGP (Figura 3D). Correlagao forte e positiva foi obser-
vada entre adsorgédo de Ca e de GP (Spearman’s r = 0,866; p<0,001) a partir do
CaGP. Houve correlagdo moderada e positiva entre a adsor¢cdo de GP e de P
(Spearman’s r = 0,680; p<0,001), e negativa com o Ca (Spearman’s r = -0,567;
p<0,001) no esmalte (Figura 3C e 3D). Houve correlagdo moderada e positiva
entre a ys~ e a adsor¢ao de GP (Spearman’s r = 0,533; p<0,001), forte com o Ca
(Spearman’s r = 0,755; p<0,001) e moderada com o P (Spearman’s r = -0,603;

p<0,001) no esmalte.

Discussao

Como a superficie do esmalte ndo apresenta caracteristicas que favore-
¢am a adsorgéo de fosfato de calcio [Neves et al., 2018], este estudo avaliou o
efeito do tratamento com CaGP e TMP em diferentes concentragdes na energia
livre de superficie e adsorg¢ao de calcio e fosfato ao esmalte bovino. Os resulta-
dos mostraram que o tratamento com TMP favoreceu a adsor¢cdo de Ca e P
reduzindo a energia livre de superficie (ys), havendo uma relagdo de dose res-
posta entre a % de TMP nas solugdes, energia polar (ys"5: acido-base de Lewis)
e componente acido base (ys—: doador de elétrons). Os tratamentos com as so-
lugdes de CaGP, mostraram que o CaGP foi adsorvido ao esmalte (Ca e P ad-
sorvido) reduzindo a energia livre de superficie (ys) do esmalte devido aos me-
nores valores da energia apolar (ys-V). Assim, a hipotese nula foi rejeitada.

A superficie do esmalte apresentou-se pouco hidrofébica no presente es-

tudo, pois os valores de energia livre de superficie foram menores do que 30
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mN/m (28,1 mN/m) [van Oss, 1993; Knorr et al., 2005], com valores de ys* proxi-
mos a zero (0,3 mN/m) e de ys~ pouco maior que 28,5 mN/m (30,6 mN/m) [van
Oss, 1995]. Além disto, as superficies biologicas podem ser consideradas como
monopolares basicas, pois os valores de ys"¥ ndo excederam 45 mN/m e os va-
lores de ys* foram aproximadamente zero [van Oss, 1993; van Oss, 1995; Harnett
et al., 2007]. Resultados semelhantes foram observados previamente no estudo
de Neves et al. [2018]. Como a abordagem tedrica utilizada no presente estudo
para o calculo da ys foi acido-base [van Oss, 1993; van Oss, 1995; Harnett et al.,
2007], envolvendo a decomposigdo em ys-V e ys"B, estas influenciam fortemente
a ys. Assim, os resultados podem diferir de outros estudos que utilizaram diferen-
tes abordagens tedrica para obtencdo da ys. Em adigdo, serdo as forgas
acido(ys*)/base(ys”) que indicardo se uma superficie € mais hidrofébica ou hidro-
filica, pois as forgas dispersivas (energia apolar) estdo sempre presente [van
Oss, 1995; Harnett et al., 2007].

Considerando a abordagem anterior, avaliando apenas o angulo de
contato da agua, € possivel afirmar que o tratamento com TMP aumenta o
carater hidrofilico da superficie do esmalte, tornando-a propensa ao
molhamento, pois os angulos de contato foram inferiores a 65° [Vogle, 1998].
Outro dado que fornece suporte para esta afirmacdo, sao os valores de
vs~ maiores do que 28 mN/m que indicam uma superficie hidrofilica apos o
tratamento com TMP [Olsson et al., 1992; van Oss, 1995]. O esmalte sem
tratamento com TMP adsorveu 462% menos calcio do que a superficie tratada
com TMP (Figura 2D). Isto indica pouca ligacdo com os ions fosfatos na
superficie do esmalte [Harding et al., 2005; Vandiver et al., 2005] ja que os
valores do componente polar (ys"B) e seus pardmetros (ys*; ys~) ndo se alteraram.
Portanto, pode-se concluir que o esmalte ndo favorece a adsorgédo de Ca e POa.
Entretanto, no meio bucal, a adsorgao através do esmalte de proteinas ricas em
prolina e tirosina (pelicula adquirida) tem a fungédo de ligar-se ao Ca e POq4
proveniente da saliva [Buzalaf et al., 2012]. A adsor¢cdo de Ca sem alteragao na
carga da superficie provavelmente ocorreu pelo deslocamento de dois H* da

superficie por um Ca?* [Harding et al., 2005].
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Os dados comprovam que o TMP é adsorvido ao esmalte mesmo ambos
apresentando-se carregados negativamente, por meio da interagdo entre os
sitios anidénicos do TMP e grupos hidroxila da hidroxiapatita [Delbem et al., 2014;
Amaral et al., 2018]. Consequentemente, a superficie do esmalte passa a ter
maior quantidade de sitios doadores de elétrons devido a adsor¢dao de TMP
(Figura 2B e 2C). Em acréscimo, estas superficies podem ser parcialmente ou
totalmente neutralizadas por Ca?* ou CaH,PO4* presentes nas solugdes de Ca
e PO4 [Neves et al., 2018]. Maior quantidade de ions contendo Ca foi adsorvida
ao esmalte do que PO4 (Figura 2D) devido a redugao dos ys~ e valores menos
negativos para ys"B (Figura 2A e 2B). Como a nucleagdo de Ca e PO4 ocorre na
camada de TMP adsorvido, ha uma supersaturagdo desses ions proxima a
superficie do esmalte. Desta forma, a precipitacdo nao ocorre diretamente no
esmalte, mantendo os poros na superficie abertos, o que facilita a difusdo de
ions para o interior do esmalte [Takeshita et al., 2011; Takeshita et al., 2015;
Takeshita et al., 2016; Emerenciano et al., 2018]. Provavelmente os estudos in
situ [Takeshita et al., 2015; Takeshita et al., 2016; Emerenciano et al., 2018] que
mostram maior conteudo de Ca no esmalte na presenca do TMP séo
consequéncia deste mecanismo. Os resultados do presente estudo trazem
novos conhecimentos que ajudam a explicar o efeito do TMP na redugéo da
desmineralizacdo e aumento da remineralizacao em profundidade no esmalte
[Takeshita et al., 2011; de Castro et al., 2015; Danelon et al., 2015; Takeshita et
al., 2015; Takeshita et al., 2016; Danelon et al., 2017; Emerenciano et al., 2018],
comprovando assim as hipoteses dos estudos anteriores.

Diferentemente do TMP, o tratamento do esmalte com CaGP levou a uma
superficie hidrofdbica, pois ocorreu uma redugdo na ys devido ad redugdo dos
valores da ys"V (redugéo de 20%) e nenhuma alteragéo significativa nos valores
de ys"B (Figura 1A). Os resultados da ys~ confirmam estes achados, pois ocorreu
uma reducéo de 43% em seus valores (< 28,5 mN/m), reforcando a superficie
do esmalte como hidrofdbica [van Oss, 1993; van Oss, 1995] apds o tratamento
com CaGP, independente da concentracao utilizada. As interagdes de van der
Waals ocorrem entre todos os atomos e moléculas (energia apolar), assim nao

ha substancias com energia de superficie somente com energia polar. Porém,
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existem superficies que podem n&o conter nenhuma energia polar, como os hi-
drocarbonetos. No caso do esmalte, a maior parte da energia de superficie é
advinda do seu componente apolar e menor componente polar. O CaGP é um
fosfolipidio composto por glicerol, que possui grupo funcional dos alcoois, e fos-
fato (polar). Apesar de a parte glicerol possuir hidrocarbonetos (apolar), apre-
senta também oxigénio que adiciona um componente polar a molécula. Portanto,
a agua e moléculas polares tem maior dificuldade de se aderirem nessa superfi-
cie, 0 que sugere que a ndo alteragdo nos valores de energia polar apds os tra-
tamentos com CaGP e solugéo contendo Ca e PO4 é advinda da propria energia
de superficie do esmalte.

O arranjo estrutural do CaGP adsorvido a superficie do esmalte, conside-
rando que a unido entre o glicerol e o fosfato seja a parte estavel da molécula,
produz uma disposicdo em concha da molécula no esmalte [Inoue et al., 1992].
Assim, ha a formacéo de uma pelicula com esta caracteristica que leva a menor
energia apolar quando o esmalte foi tratado com as solu¢des contendo CaGP.
Isto explica a redugéo da energia de superficie do esmalte ja que o componente
polar ndo sofreu alteracao apos os tratamentos. Apesar disso, ocorre a diminui-
cao dos sitios doadores de elétrons (ys~), componente basico da energia polar
(Figura 3B). Os menores valores do componente basico da energia polar podem
indicar que a disposi¢do em concha do CaGP reage com a hidroxiapatita do es-
malte de forma que a parte apolar da molécula (glicerol) fique voltada para a
superficie do esmalte e a parte polar (fosfato) para fora com os atomos de Ca
dispostos superficialmente na camada de CaGP adsorvida ao esmalte. Conside-
rando estes dados, os tratamentos somente com CaGP produzem uma superfi-
cie mais hidrofébica que nao favorece a adesao celular ou de proteinas a super-
ficie do esmalte e nem a adsorgao de Ca?* ou CaH,PO4* (Figura 3D).

A ligagao entre e calcio e o grupo fosfato da estrutura do CaGP é consi-
derada a parte instavel da molécula [Inoue et al., 1992] o que sugere que essa
instabilidade favoreca a perda de Ca para o meio (Figura 3D) deixando o grupos
anidnicos de fosfato livres. Isto explica 0 aumento dos sitios doadores de elétrons
apos o tratamento com as solugdes de Ca e PO4 e 0 aumento do Ca na solugéo
de Ca e POq4 (Figura 3B e 3D). Assim, a camada de CaGP adsorvida ao esmalte

funcionaria somente como fonte de calcio favorecendo a redugdo da perda
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mineral nos processo de carie como observado em estudos in vitro [Zaze et al.,
2014a] e in situ [Amaral et al., 2013; Zaze et al., 2014b]. Nesses estudos, o con-
teudo de Ca e PO4 no esmalte esta aumentado quando as formulagdes dentifri-
cias contém CaGP [Amaral et al., 2013; Zaze et al., 2014b], bem como, a quan-
tidade destes ions no biofilme [do Amaral et al., 2013]. Porém, apéds a liberacao
de Ca, a superficie apresenta mais sitios doadores de elétrons o que pode favo-
recer a nucleacado de Ca e PO4 ao esmalte, estando em um meio rico com esses
ions.

O presente estudo trouxe novos entendimentos sobre 0 mecanismos de
acao do TMP e CaGP. Apesar de ambos os fosfatos reduzirem a ys do esmalte,
esta ocorreu por caminhos diferentes. O TMP, como é um fosfato inorganico,
deixa a ys"® mais negativa e aumenta a ys~. O CaGP, um fosfato organico com
grupamento apolar e polar, diminui a ys-V e os ys~, porém os ys~ aumentam apds
liberacdo do Ca da molécula. Embora o presente estudo colabore para o enten-
dimento do mecanismo de acdo do TMP e CaGP, os resultados devem ser ava-
liados com cautela, visto que o modelo nao previu a presenga da saliva, o trata-
mento foi realizado uma vez e utilizando solu¢gdes aquosas, sem a complexidade
das formulagdes testadas nos estudos prévios. Também, o esmalte bovino foi
utilizado para substituir o esmalte humano, pois apresenta semelhante arquite-
tura ultraestrutural, composi¢cdo mineral [Nogueira et al., 2014; Teruel et al.,
2015] e condigdes de lubricidade [Reeh et al., 1995]. Em acréscimo, a associa-
¢ao com fluoreto e seu efeito na ys e na adsorgdo ao esmalte deve ser investi-
gada para melhorar o entendimento do mecanismo de acéo desses fosfatos.
Concluséao

Concluiu-se que o tratamento com o TMP e CaGP foram adsorvidos ao
esmalte reduzindo a ys, devido a ys"B ou ys-", respectivamente. O TMP produz
sitios doadores de elétrons (ys7) induzindo a adsorgéo de Ca enquanto o CaGP

libera Ca para o meio.
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Legendas das Figuras

Figura 1 — Fluxograma do delineamento experimental de acordo com os
tratamentos dos blocos de esmalte.

Figura 2 — (A) valores médios do componente apolar (ys-V: Lifshitz-van der
Waals) e polar (ys"8: acido-base de Lewis), da energia livre de superficie, e (B)
do componente acido (ys*: receptor de elétrons) e base (ys: doador de elétrons),
da energia polar, de acordo com a % de TMP exposto ou n&o a solugdo com Ca
e PO4. (C) valores médios da adsorgao de TMP e (D) de Ca e PO4 no esmalte
de acordo com a % de TMP. As barras verticais indicam os desvios-padroes.
Letras distintas indicam diferenga significativa entre os grupos em cada analise
(n =12; Student-Newman-Keuls; p<0,050).

Figura 3 — (A) valores médios do componente apolar (ys-V: Lifshitz-van der
Waals) e polar (ys"8: acido-base de Lewis), da energia livre de superficie, e (B)
do componente acido (ys*: receptor de elétrons) e base (ys: doador de elétrons),
da energia polar, de acordo com a % de CaGP exposto ou n&o a solugdo com
Ca e POs. (C) valores médios da adsor¢ao de CaGP e (D) de Ca e PO4 no
esmalte de acordo com a % de CaGP. As barras verticais indicam os desvios-
padrdes. Letras distintas indicam diferencga significativa entre os grupos em cada
analise (n =12; Student-Newman-Keuls; p<0,050).
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Tabela 1: Valores médios (DP) dos angulos de contato (6) dos liquidos sondas e

da energia livre de superficie (ys) apos tratamento do esmalte com solug¢des

contendo diferentes concentragdes de TMP seguidos ou ndo pela exposi¢ao de

Ca e PO4 (n=12)

Agua Diiodometano Etilenoglicol Vs
Tratamentos . . s
(") (") (%) (mN/m)
68,42 54,423 59,62 24,62
0%TMP
(6,3) (5,8) (7,4) (3,9)
40,5° 48,30 40,3° 25,52
1%TMP
Sem (4.9) (4.7) (3,3) (3,7)
Ca-POq 36,3° 45,1° 44,0° 18,5°
3%TMP
(3,8) (3,0) (3,7) (3,9)
25,2°¢ 51,3¢2 42,7° 11,7¢
9%TMP
(2,6) (2,8) (3.7) (4.4)
69,62 56,22 62,32 25,52
0%TMP
(7.7) (5,4) (6,4) (3,9)
45,5° 46,40¢ 44,2° 30,2¢
1%TMP
Com (5,2) (6,0) (5,7) (4,2)
Ca-POq4 52,74 47,1b¢ 50,9¢ 22,32
3%TMP
(7,9) (7,4) (7,9) (4.7)
58,8¢ 47,6° 50,2°¢ 29,0¢
9%TMP
(5,8) (7,4) (7,8) (3,9)

Letras minusculas distintas indicam diferenga significativa entre os grupos em

cada analise (ANOVA a dois critérios, Student-Newman-Keuls; p<0,05).
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Tabela 2: Valores médios (DP) dos angulos de contato (#) dos liquidos sondas e

da energia livre de superficie (ys) apos tratamento do esmalte com solug¢des

contendo diferentes concentragdes de CaGP seguidos ou ndo da exposicédo com

Ca e PO4 (n=12)

Agua Diiodometano Etilenoglicol Ys
Tratamentos . . .
(%) (%) (%) (mN/m)
63,82 53,02 53,72 28,12
0%CaGP
(4.6) (5.8) (7,6) (5.4)
79,9° 61,2° 69,6° 22,6°
0,25%CaGP
Sem (4,0) (4,6) (4.4) (3,9)
Ca POy 79,0° 61,7° 70,2° 21,9°
0,5%CaGP
(5,5) (3,0) (4,5) (1,9)
80,6° 62,1° 70,1° 22,7°
1%CaGP
(7,1) (3,8) (6,8) (2,5)
73,6° 60,9° 64,5° 23,7°
0%CaGP
(3,9) (4.4) (5,3) (3.2)
41,19 43,4° 41,5¢ 25,5°
0,25%CaGP
Com (7,0) (6,7) (3,4) (3,6)
Ca-POq4 29,2¢ 44 ,6° 30,8¢ 28,34
0,5%CaGP
(5,5) (3,9) (4,2) (3,1)
35,7 41,3¢ 32,7¢ 30,4¢
1%CaGP
(6,1) (6,1) (2,9) (2,4)

Letras minusculas distintas indicam diferenga significativa entre os grupos em

cada analise (ANOVA a dois critérios, Student-Newman-Keuls; p<0,05).
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Anexos
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Anexo A - Preparo dos blocos de esmalte.

A — Incisivos centrais bovinos;

B — Cortadeira elétrica sob refrigeracéo;

C — Obtencéao dos blocos 4/4mm;

D — Polimento dos blocos de esmalte com politriz;
E — Planificagao da dentina;

F — Polimento do esmalte.
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Anexo B - Solugbes experimentais.
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200 yL da solugdo TMP
+

200 yL de HCI 1 M
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Anexo C - Dosagem TMP (P) nas Solugbes.

Banho maria por 1 hora

20 pyL da amostra
+

50 L de molibitado Aménia
+

& - ! ‘F’j\;f?\

20 uL de reativo redutor

e\““\m ﬂ

Espectrofotometro de

Banho Térmico TE- 054 MAG, Tecnal. microplaca EONC, Biotek, USA
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Anexo D - Dosagem CaGP (P) nas solugdes.

Banho maria por 1 hora ‘

» S | ~<x:,>\ . 10 pL da amostra
S —— +
80 uLH0 5L de molibitado de Sédio

e
100 uL da solugdio CaGP e\”‘m“ /
+

5uL de Hidroquinona
20 pL Ac. Sulfurico -

+ Banho Térmico TE- 054 MAG, Tecnal.
20 uL Ac, Periédico

Espectrofotometro de
microplaca EONC, Biotek, USA
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Anexo E - Dosagem Calcio nas Solugdes.

5 pL da amostra,
50 L de Agua deionizada, microplaca EON, Biotek, USA

Espectrofotometro de

50 pL de Arsenazo Il
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Anexo F - Tratamento dos Blocos de Esmalte.

2 Minutos
Mesa Agitadora
TE-420 Orbital Tecnal, Brasil 30 segundos
45 minutos

2ml Solugdo Q

para formagao da camada
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Anexo G - Analise da Energia Livre de Superficie.

Goniémetro Automdtico
DAS110S, Kruse, Germany

Trés liquidos foram contidos no interior das seringas de vidro: agua, diiodo-
metano e etilenoglicol, para determinagao do &ngulo de contato, um volume
de 0,5 uL de cada liquido foi dispensado sobre a amostra.
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