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NUNES, M.M. Sintese e caracterizacdo de ciclotrifosfato de sédio contendo
calcio e seu efeito na prevencdo da erosdo do esmalte in vitro. 2021.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi sintetizar e caracterizar ciclotrifosfato de sédio
(NaTMP) contendo célcio, e verificar seu efeito utilizando modelo de lesdes iniciais
de erosdo do esmalte. Os ciclotrifosfatos contendo calcio (CaNaTMP) foram
sintetizados utilizando coluna para cromatografia e adicdo de sobrenadante de
solucdo contendo hidroxido de calcio e analisados por meio de microscopia
eletrOnica de varredura e espectroscopia de raios-X por disperséo de energia. Para
determinar o efeito sobre lesdes erosivas iniciais, blocos de esmalte bovino sadios
(n=96) foram selecionados por dureza de superficie inicial e divididos em 8 grupos
experimentais (12 blocos/grupo): controle (Agua deionizada), 0,24% NaF (1100 ppm
F), 0,25%, 0,5% e 1% de NaTMP e CaNaTMP nas mesmas concentracdes. Os
blocos de esmalte foram imersos em 4 mL das solu¢des experimentais durante 2
minutos, seguidos por 4 desafios erosivos (acido citrico, 0,75%, pH 3,5, por 1 minuto,
sob agitacdo). A porcentagem de perda da dureza de superficie (%SH) foi calculada
apos cada desafio acido. Os dados foram submetidos a andlise de variancia de
medidas repetidas a dois critérios, seguida pelo teste de Tukey (p<0,05). O processo
de sintese levou a substituicdo de atomos de Na por atomos de Ca e as patrticulas
apresentaram tamanhos homogéneos. As solu¢des contendo 0,25%, 0,5% e 1%
CaNaTMP apresentaram menor %SH quando comparadas as suas contrapartes
sem calcio (p<0,001), apds os quatro desafios erosivos. Quando comparado a
solugcdo contendo 1100 ppm F, as solugcdes 0,5% e 1% CaNaTMP promoveram
reducdo na perda de dureza (p<0,001). Concluiu-se que solugbes contendo
CaNaTMP promoveram efeitos protetores superiores em comparagao ao grupo 1100

ppm F sobre lesdes iniciais do esmalte.

Palavras-chave: Esmalte Dentéario, Fosfatos, Célcio, Fluoretos, Erosdo Dentéria,

Dentifricios.



NUNES, M.M. Synthesis and characterization of calcium-containing sodium
cyclotriphosphate and its effect on preventing enamel erosion in vitro. 2021.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.

ABSTRACT

The objective of the present study was to synthesize and characterize sodium
cyclotriphosphate (NaTMP) containing calcium and verify its effect using an initial
enamel erosion model. Cyclotriphosphate containing calcium (CaNaTMP) was
synthesized using column chromatography, and addition of a solution with calcio
hydroxide supernatant and analyzed by scanning electron microscopy and energy-
dispersive X-ray spectroscopy. To determine the effect on enamel initial erosion,
sound bovine enamel blocks (n=96) were selected by initial surface hardness and
divided into to 8 experimental groups (12 blocks/group): control (deionized water),
0.24% NaF (1100 ppm F), 0.25%, 0.5% and 1% NaTMP and CaNaTMP at the same
concentrations. The enamel blocks were immersed in 4 mL of the experimental
solutions for 2 minutes followed by 4 erosive challenges (citric acid, 0.75%, pH 3.5,
for 1 minute, under stirring). The percentage of surface hardness variation (%SH)
was calculated after each acid challenge. Data were subjected to two-way repeated
measures analysis of variance, followed by Tukey's test (p<0.05). The synthesis
process led to the replacement atoms of Na by atoms of Ca with particles having,
homogeneous sizes. The solutions containing 0.25%, 0.5% and 1% CaNaTMP
promoted lower %SH when compared to their counterparts without calcium
(p<0.001), after the four erosive challenges. When compared to the solution
containing 1100 ppm F, the 0.5% and 1% CaNaTMP solutions were superior in
reducing hardness loss (p<0.001). It was concluded that solutions containing
CaNaTMP led to superior protective effects compared to the 1100 ppm F group on

initial enamel erosion.

Keywords: Dental Enamel, Phosphates, Calcium, Fluorides, Dental Erosion,

Dentifrices.
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Sintese e caracterizacdo de ciclotrifosfato de s6dio contendo calcio e seu

efeito na prevencao da erosdo do esmalte in vitro

Resumo

O objetivo do presente estudo foi sintetizar e caracterizar ciclotrifosfato de sodio
(NaTMP) contendo célcio, e verificar seu efeito utilizando modelo de lesbes iniciais
de erosdo do esmalte. Os ciclotrifosfatos contendo célcio (CaNaTMP) foram
sintetizados utilizando coluna para cromatografia e adicdo de sobrenadante de
solucdo contendo hidroxido de célcio e analisados por meio de microscopia
eletrbnica de varredura e espectroscopia de raios-X por disperséo de energia. Para
determinar o efeito sobre lesdes erosivas iniciais, blocos de esmalte bovino sadios
(n=96) foram selecionados por dureza de superficie inicial e divididos em 8 grupos
experimentais (12 blocos/grupo): controle (agua deionizada), 0,24% NaF (1100 ppm
F), 0,25%, 0,5% e 1% de NaTMP e CaNaTMP nas mesmas concentracdes. Os
blocos de esmalte bovino foram imersos em 4 mL das solucbes experimentais
durante 2 minutos, seguidos por 4 desafios erosivos (acido citrico, 0,75%, pH 3,5,
por 1 minuto, sob agitacdo). A porcentagem de perda da dureza de superficie (%SH)
foi calculada ap6s cada desafio acido. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia de medidas repetidas a dois critérios, seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).
O processo de sintese levou a substituicdo de atomos de Na por atomos de Ca e as
particulas apresentaram tamanhos homogéneos. As solu¢Bes contendo 0,25%,
0,5% e 1% CaNaTMP apresentaram menor %SH quando comparadas as suas
contrapartes sem célcio (p<0,001), apdés os quatro desafios erosivos. Quando
comparado a solucdo contendo 1100 ppm F, as solucdes 0,5% e 1% CaNaTMP
promoveram reducdo na perda de dureza (p<0,001). Concluiu-se que solucdes
contendo CaNaTMP promoveram efeitos protetores superiores em comparagao ao

grupo 1100 ppm F sobre lesdes iniciais do esmalte.

Palavras-chave: Esmalte Dentario, Fosfatos, Calcio, Fluoretos, Erosdo Dentaria,

Dentifricios.
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Introducéo

O fluoreto (F) € o principal agente de escolha para reduzir a desmineralizacao
e favorecer a remineralizacdo dos tecidos duros dentarios. Entretanto, o F leva a
hipermineralizacao da parte mais externa do substrato dentario, o que limita a difusado
dos ions para o seu interior e o processo de remineralizacao [Philip, 2019]. Além
disso, os produtos depositados na presenca do F (fluoreto de célcio, apatita
fluoretada e fluorapatita) sdo altamente sollveis em pH abaixo de 4,0, limitando seu
efeito contra os acidos que promovem a erosdo dentéaria [Barbour et al., 2011]. Para
superar as limitacdes descritas acima, ativos a base de fosfato tém sido estudados,
associados ou nédo ao F.

Os agentes a base de fosfatos podem ser classificados como sistemas de
liberacdo a base de calcio e fosfato, os quais tém a funcédo de aumentar a saturacao
do meio oral em relacdo a hidroxiapatita. Como exemplos, tém-se a
nanohidroxiapatita, o fosfato tricalcico funcionalizado, o fosfato de céalcio amorfo
estabilizado pelo fosfopeptideo de caseina (CPP-ACP) e o glicerofosfato de calcio.
Entretanto, estes agentes ndo demonstram efeitos superiores ao F [Gonzélez-
Cabezas & Fernandez, 2018; Delbem & Pessan, 2019]. Outros agentes a base de
fosfato sdo os ciclofosfatos, como o trimetafosfato de sédio (NaTMP), os quais nao
sdo usados como fonte de calcio ou fosfato. O NaTMP, quando associado ao F, atua
como uma barreira contra a difusdo de acido no substrato dentario [Takeshita et al.,
2011; Amaral et al., 2018; Danelon et al., 2018] e favorece um maior fluxo de calcio
e fosfato potencializando o processo de remineralizagdo em profundidade no
substrato dentario [Takeshita et al., 2016; Goncalves et al., 2021]. Quando uma fonte
de fosfato de calcio (CPP-ACP) é aplicada apds o tratamento com NaTMP, o
processo de remineralizacdo foi melhorado em 50% quando comparado ao
tratamento com 1100 ppm F [Gongalves et al., 2021].

Embora a saliva esteja supersaturada em relacédo ao Ca e P [Reynolds et al.,
2003], a capacidade de promover remineralizacdo depende da difusao desses ions
para o interior do substrato dentario [Reynolds, 2008]. Prévios estudos tém mostrado
gue supersaturar 0 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
[Amaral et al., 2016; Amaral et al., 2018; Nalin et al., 2021], de reduzir a penetracao

dos acidos e melhorar a difusédo de célcio para o interior do esmalte [Takeshita et al.,
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2016; Gongalves et al., 2021], funcionalizar o NaTMP com o célcio pode ajudar a
fixar este ion e aumentar sua disponibilidade na superficie dentaria.

Com base no exposto, 0 objetivo do estudo foi sintetizar TMP contendo calcio
(CaNaTMP) e caracterizar morfologicamente por meio de microscopia eletronica de
varredura e espectroscopia de raios-X por dispersao de energia; e analisar o efeito
de diferentes concentrac6es de CaNaTMP (0,25%, 0,5% e 1%) utilizando modelo in
vitro na prevencgéo da eroséo inicial do esmalte. A hipdtese nula do estudo foi que
nao é possivel sintetizar o CaNaTMP que apresente efeito preventivo em lesdes

erosivas iniciais do esmalte quando comparado ao NaTMP e 1100 ppm F.

Material e Métodos

Sintese e caracterizacao de ciclotrifosfatos contendo calcio

Os compostos de TMP com substituicdo parcial do sédio pelo calcio
(CaNaTMP) foram preparados a partir da diluicdo de 30 g de NaTMP (NasP309, CAS
7785-84-4, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em 200 mL de 4gua deionizada
(pH 5,6). A seguir a solucéo foi tratada em uma coluna de vidro (2 cm x 30 cm)
contendo resina de troca idnica catidnica forte na forma H* (DOWEX 50WX4, Dow
Inc., Midland, MI, EUA) para a substituicdo dos ions sédio pelos de ions de célcio
[Watanabe et al., 1998], com fluxo de 1,0 mL/min. Apos a passagem pela coluna (pH
1,11), foi adicionado ao filtrado o sobrenadante de 4,39 g de hidroxido de célcio
(Ca(OH)2, C4d. HC09743RA, Exbédo, Sumaré, SP, Brasil) diluido em 800 mL de agua
deionizada até atingir o mesmo valor de pH da solucdo de NaTMP antes da troca
ibnica. A solucao foi mantida em estufa por 24 horas a 37°C para precipitacdo do
CaNaTMP [Griffith, 1962], seguido pela filtragem usando papel filtro quantitativo
(Quanty JP42, J Prolab, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) e funil de Buchner
conectado a um sistema de vacuo (-600 mmHg) [Amaral et al., 2018]. O precipitado
foi mantido em estufa por 24 horas a 70°C para secagem, e o p0, homogeneizado
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 pés de NaTMP e CaNaTMP foram depositados sobre suportes
recoberto com fita de carbono, submetidos a vacuo e pulverizagao catodica para uma
fina cobertura com ouro (Quorum - Q150T E, West Sussex, UK). A morfologia das

particulas do NaTMP e NaCaTMP foram obtidas por microscopia eletrdnica de
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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 dispersdo de energia (EDS, Oxford Instruments,
INCAX - act, 133 eV, England) com 20 keV, resolucéo espacial de ~2 um e tempo de
contagem de 150 s. Os elementos quimicos analisados foram fésforo (P), oxigénio
(O), sodio (Na) e calcio (Ca).

Analise da capacidade em prevenir lesfes erosivas iniciais do esmalte
Preparo e selecao dos blocos de esmalte

Blocos de esmalte (4 x 4 x 2 mm) foram obtidos da porcdo 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 aprovacéo 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 automéatica (Vector-Phoenix Beta,
Buehler, Lake BIuff, Il, USA), operada com 4 Ibs, 200 rpm e agua. Os blocos de
esmalte foram submetidos a polimento final com disco de feltro umedecido com
solucédo aquosa diamantada (0,25 pum, 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 367,0 KHN. A
dureza de superficie (SH) foi determinada a uma distancia de 200 ym do vértice
direito de uma impresséao de referéncia feita a 1000 um (Knoop, 500 g, 10 segundos,

Shimadzu HMV-2000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o) na regido central do
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bloco de esmalte (Figura 1). Foram realizadas cinco impressfes separadas por uma
distancia de 100 pm utilizando uma ponta Knoop, com carga de 25 g e tempo de 10
s [Danelon et al., 2018].

4 mm " 1000 um
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Figura 1. llustracdo da analise da dureza de superficie ap6s a preparacao dos blocos

de esmalte (SHi), pés-tratamento (SHt), e apds 0 1°, 2°, 3° e 4° desafio erosivo (SHd).

Grupos experimentais e determinacéo do pH, F, TMP e Ca nas solucdes

Solucdes foram preparadas contendo NaTMP ou CaNaTMP nas concentracfes
de 0,25, 0,5 e 1%, e fluoreto a 0,24% (NaF, Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de
Caxias, RJ, Brazil). Os blocos de esmalte foram distribuidos aleatoriamente em 8
grupos experimentais: controle (agua deionizada), 0,24% NaF (1100 ppm F), 0,25%
CaNaTMP, 0,5% CaNaTMP, 1% CaNaTMP, 0,25% NaTMP, 0,5% NaTMP e 1%
NaTMP. O numero de 12 blocos/grupo foi baseado em estudo piloto (n=6),
considerando a diferenca média da dureza de superficie entre os grupos de 12 KHN
e o0 desvio-padrao de 6 KHN, erro a de 0,05 e erro § de 0,85, utilizando programa
estatistico SigmaPlot (versdo 12.0, Systat Software Incorporation, San Jose, CA,
USA).

O TMP nas solugbes experimentais foi determinado pela quantificagdo do
fésforo (P) utilizando método colorimétrico do molibidato, em leitora de microplaca
(EON™ Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) e

comprimento de onda, de 660 nm [Fiske & Subbarow, 1925], apds hidrdlise acida
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(HCI 1,0 mol/L) a 100°C por 1 h [Amaral et al., 2018]. As concentra¢cdes de Ca foram
determinadas em aliquotas de 5 pL das solu¢Bes experimentais de acordo com o
meétodo colorimétrico do Arsenazo Il e comprimento de onda de 650 nm [Vogel et
al., 1983; Amaral et al., 2018]. Para determinacédo das concentracfes de F [Amaral
et al., 2018], utilizou-se eletrodo ion-seletivo (9609 BN; Orion Research Inc., Beverly,
Mass., USA) e medidor especifico de ions (Orion 720 A plus; Orion Research Inc.),
calibrado com padrdes contendo 0,25 a 4,0 ug F/mL e TISAB Il. O pH das solucdes
foi medido utilizando eletrodo de pH (Gel-Filled Plastic pH Electrode 13-620-290,
Fisher Scientific accumet® Electrodes, Ottawa, Ontario, Canada), calibrado com

solugdes padrdes de pH 4,0 e 7,0.

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 apds a refeicdo da manha, de voluntarios de ambos os géneros (idade entre 20-
30 anos, n=6). Para realizacéo da coleta, o estudo foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa para prévia autorizacdo (CAEE:17281319.3.0000.5420).
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].

Desafios erosivos

Blocos higidos foram imersos (4 mL/bloco) em saliva humana apenas uma
vez durante 1 hora sob agitacédo (100 rpm), sendo posteriormente lavados em agua
deionizada por 30 s [Buzalaf et al., 2012]. Imediatamente apds, os blocos foram
imersos individualmente em 4 mL das solucdes de tratamento durante 2 minutos sob
agitacdo (100 rpm) e lavados em agua deionizada por 30 s. O desafio erosivo
consistiu em imergir individualmente cada bloco de esmalte em 4 mL de acido citrico
(0,75%, pH 3,5, Synth, Diadema, SP, Brasil) sob agitagéo (100 rpm) durante 1 minuto
a temperatura ambiente, seguido de lavagem com agua deionizada durante 30 s. No
total, foram realizados quatro desafios erosivos individuais, apos os tratamentos com
as solucdes experimentais (Figura 1). As medidas de dureza da superficie final (SHf)

foram realizadas apds os tratamentos (t) e apds o 1°, 2°, 3° e 4° desafio erosivo (d)
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para calcular a porcentagem de alteracdo da dureza de superficie (%SH=[(SHt,d-
SHi)/(SHi)]x100) [Baumann et al., 2016; Baumann et al., 2017].

Analise de microscopia eletrdnica de varredura da superficie do esmalte

Apés a determinacao da dureza de superficie, blocos de esmalte (n=3) de cada
grupo, foram revestidos com uma camada de ouro de ~ 5 nm por 90 s (Quorum -
Q150T E, West Sussex, Reino Unido). A desmineralizacéo da superficie do esmalte
e a presenca de material amorfo foi determinada por microscopia eletrénica de
varredura (SEM, Carl Zeiss, EVO ILS15, Carl Zeiss NTS LTD, Alemanha) a 20 kV,

em imagens com aumento de 5.000 x.

Analise estatistica

Os grupos experimentais (Controle, 0,24% NaF, 0,25% CaNaTMP, 0,5%
CaNaTMP, 1% CaNaTMP, 0,25% NaTMP, 0,5% NaTMP, 1% NaTMP) e as
condicbes do esmalte (pos-tratamento, 1°, 2°, 3° e 4° desafios erosivos) foram
considerados como fatores de variacdo. A %SH foi usada como variavel. Os dados
apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e homogénea (teste de
Cochran) e, portanto, foram submetidos a andlise de variancia de medidas repetidas
a dois critérios seguida do teste de Tukey. A analise foi realizada no software
SigmaPlot (versdo 12.0, SigmaPlot, Systat Software Incorporation, San Jose, CA,

EUA) com nivel de significancia de 5%.

Resultados

As imagens de MEV mostraram cristais de granulacdo maior e irregular para
NaTMP (Figura 2A) e graos menores e mais regulares para CaNaTMP (Figura 2B).
A analise de EDS identificou os picos dos elementos quimicos Na a 1,04 keV, O a
0,52 keV e P a 2,02 comum para as amostras de NaTMP e CaNaTMP (Figura 2C e
2D) e a presenca dos picos a 0,26 e 3,69 keV caracteristico do elemento Ca somente
em CaNaTMP (Figura 2D). A porcentagem (%) da massa de P e Na nas amostras
de CaNaTMP foi menor quando comparada ao NaTMP (Figura 2C e 2D) e a % de O
foi maior para o CaNaTMP.
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Figura 2. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura das amostras
NaTMP (A) e CaNaTMP (B), e respectivos histogramas de EDS (C e D).

A concentracdo de fluoreto no grupo 0,24% NaF mostrou-se dentro do
esperado, assim como a quantidade de TMP e Ca nos grupos contendo NaTMP e
CaNaTMP (Tabela 1). O pH da solugédo contendo fluoreto foi neutro enquanto os
demais liquidos apresentaram pH fracamente acido (Tabela 1).
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Tabela 1 — Valores médios (DP) de trimetafosfato (TMP), calcio (Ca),
fluoreto (F) e pH nos grupos experimentais

Andlises
Grupos T™P ca . B
(Mg/mL)  (pg/mL) (Hg/mL)
3,2 5,51
Controle — - (0,2) (0,08)
1153,8 6,13
0, — — ’ ’
0,24% NaF (145,9) (0,20)
745,2 58 5,73
NaTMP ’ - ’ )
38,2 0,2 0,21
0,25% :356 1) 255.3 (6 9 ) (5 89 |
CaNaTMP 7 2216)  (05) (0,06)
1569,1 4,6 5,64
NaTMP ! - ' )
137,1 0,5 0,03
0,5% (1205 3) 601,3 (15 7) ; 66 )
CaNaTMP (11,8’) (377”0) (O,’5) (6,04)
3076,6 4,2 5,49
NaTMP (517.6) - (0,8) (0,03)
1,0% 2463,2 1379,6 16,8 5,50
CaNaTMP (30,8) (867,6) (0,5) (0,06)

(-): valor ndo detectavel pela técnica.

Os tratamentos com as solu¢des contendo F ou TMP levaram ao aumento da
dureza quando comparado ao grupo controle (p=0,002; Figura 3). Os valores de
dureza dos grupos 0,24% NaF, 0,25% CaNaTMP e 0,5% CaNaTMP néo diferiram
entre si (p>0,179) apds os tratamentos. O tratamento com 1% CaNaTMP levou a
maior dureza de superficie (p<0,001), o grupo controle apresentou a maior perda de
dureza durante os desafios acidos (p<0,001). O tratamento com 0,24% NaF mostrou
maior protecdo contra o 1° desafio acido quando comparado aos tratamentos
contendo NaTMP (p>0,024), porém este efeito foi reduzindo ao longo dos desafios
até nao haver diferenca apos o 4° desafio (p>0,144). A perda de dureza nao diferiu
entre os tratamentos contendo 0,5% e 1% de CaNaTMP durante os desafios

(p>0,251) e levaram as menores perda de dureza que os demais grupos (p<0,001).
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Figura 3. Valores médios (DP) da porcentagem de alteracédo da dureza de superficie
no esmalte de acordo com os grupos e condi¢cdes experimentais. Letras minusculas
distintas indicam uma diferenca significativa entre os tratamentos e as condi¢des
experimentais (ANOVA, Tukey, p<0,05, n=12).

A analise da superficie do esmalte no grupo Controle apés os desafios erosivos
mostra prismas de esmalte e esmalte interprismatico, com os cristalitos de apatita
totalmente expostos, compativel com "buracos de fechadura" ou estruturas em favo
de mel (Figura 4). O grupo tratado com 0,25% de NaTMP apresentou os prismas de
esmalte removidos e a manutencdo do esmalte interprismatico, e cristalitos de
apatita expostos. Este aspecto foi menos pronunciado com o tratamento com o
fluoreto. Os grupos contendo CaNaTMP apresentaram uma camada amorfa
cobrindo o0s prismas e esmalte interprismaticos, mais pronunciado nas

concentracgdes de 0,5% e 1%.
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Figura 4. Fotomicrografias representativas obtidas pela microscopia eletrénica de
varredura da superficie do esmalte apos os desafios erosivos (Aumento de 5000x).
As setas pretas indicam esmalte interprismaticos. Setas abertas indicam os prismas
de esmalte. Setas brancas indicam material amorfo depositado na superficie do
esmalte.
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Discussao

A adicdo do trimetafosfato de sbédio a produtos fluoretados tem mostrado
reduzir a desmineralizacdo e o desgaste erosivo do esmalte dentario quando
comparado a sua contraparte sem trimetafosfato de sédio [Moretto et al., 2010;
Manarelli et al., 2011; Manarelli et al., 2013; Cruz et al., 2015; Danelon et al., 2018].
Entretanto, ndo foi avaliado o efeito do trimetafosfato de sodio na dissolugcado do
esmalte e se a substituicdo do sddio pelo calcio melhoraria a acédo do ciclotrifosfato.
Os resultados deste estudo mostraram que solugbes contendo CaNaTMP
promoveram menor dissolu¢cdo do esmalte quando comparado com NaTMP e 1100
ppm F; assim a hipétese nula foi rejeitada.

Os dados do presente estudo reforcam as hipdteses anteriores de que o
NaTMP age reduzindo a difusdo do acido para o interior do esmalte minimizando seu
amolecimento em profundidade [Manarelli et al., 2013; Pancote et al., 2014; Danelon
et al., 2018]. Nestes estudos, a associacdo NaTMP/F apresenta efeito superior a
sua contraparte sem NaTMP. A adsorcdo do NaTMP ao esmalte forma uma camada
protetora [Amaral et al., 2016; Amaral et al., 2018; Nalin et al., 2021] com polaridade
negativa que favorece a deposicao de fosfato de célcio [Favretto et al., 2018; Nalin
et al., 2021]. Durante os ataques acidos, a camada de TMP apresenta a capacidade
de reter calcio e fosfato proveniente da dissolucdo do esmalte [Nalin et al., 2021].
Estudos prévios demonstraram que o NaTMP é adsorvido a hidroxiapatita e reduz
sua dissolucao [Amaral et al., 2016; Manarelli et al., 2017; Amaral et al., 2018]. Ao
final do desafio acido observou-se a presenca de uma camada amorfa contendo
fosfato de célcio (CaPOs4) e TMP que envolve os cristalitos de hidroxiapatita e
prismas do esmalte (Figura 4). Assim, quanto maior a concentracao de NaTMP maior
sua capacidade de reduzir a difusédo de acidos e de reter célcio em sua estrutura, e
maior a formagéo de CaPO4-TMP envolvendo cristais e prismas do esmalte.

O tratamento com fluoreto também reduziu a perda da dureza de superficie
tanto quanto os grupos NaTMP. O fluoreto leva a deposicdo do fluoreto de calcio
(“CaF2”) no esmalte formando uma barreira contra os acidos [Magalhdes et al., 2011]
e atuando nos processos de endurecimento [Buzalaf et al., 2012]. O maior
amolecimento observado no grupo controle reforca esta afirmacao. Entretanto, o
efeito do CaF2 é limitado, pois seu pH de dissolucdo é 4,5 e os desafios erosivos

ocorrem em pH < 4,0 e em meio subsaturado em relacéo a hidroxiapatita [Barbour
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et al., 2011]. Assim, o CaF2 é perdido ao longo dos desafios acidos e o seu efeito
reduzido. O mesmo ocorre com 0s agentes que induzem a deposi¢ao de cristais de
apatita, pois seu pH de dissolucao € menor do que 5,5 [Barbour et al., 2011; Lussi et
al., 2011]. Ao final dos desafios acidos, os cristalitos e prismas de esmalte tratados
com fluoreto apresentaram-se menos expostos quando comparado ao grupo
controle. Porém, para obter resultados superiores, os estudos prévios mostram a
necessidade de associar o NaTMP ao fluoreto [Amaral et al., 2016; Manarelli et al.,
2017].

Tendo em vista se tratar de um trabalho inicial, o presente estudo demonstrou
a viabilidade de sintetizar NaTMP contendo célcio (CaNaTMP) utilizando resina de
troca ibnica. Na analise de EDS, foi possivel verificar uma reducéo do pico do Na e
presenca do pico de Ca (Figura 2D) comprovando a substituicdo de pelo menos um
Na por Ca, considerando os dados de % de massa do EDS. Esse novo composto
levou ao menor amolecimento do esmalte com efeito superior aos grupos NaTMP e
NaF, independente da sua concentracdo. A protecdo contra a lesdo erosiva inicial
utilizando 0,5% e 1% de CaNaTMP foi 4 vezes maior apds o 1° desafio &cido quando
comparado ao tratamento com NaF 0,24% (1100 ppm F). ApGs os 2° e 3° desafios
acidos, esta protecéo foi 3 vezes maior do que o tratamento com NaF (Figura 3). O
material amorfo produzido pelo CaNaTMP envolvendo os cristais de hidroxiapatita e
prismas de esmalte (Figura 4) apresentou dureza maior do que 0S grupos sem calcio
na composicao (Figura 3). O material amorfo teoricamente é fruto da dissolucéo do
esmalte (Ca e POa4) retido na estrutura reticulada do CaNaTMP ao final dos desafios
acidos. Provavelmente, no processo de substituicdo do Na, cada atomo de Ca se
ligue a duas moléculas do TMP formando uma estrutura reticular [Pancote et al.,
2014]. Esta alteracdo nas ligacbes entre as moléculas de TMP aumentou a
capacidade do CaNaTMP em reduzir a penetracdo dos acidos para o interior do
esmalte e a perda mineral (Figura 3), e favoreceu uma maior presenca de material
amorfo envolvendo os cristais de hidroxiapatita e prismas de esmalte (Figura 4), apés
os desafios acidos.

A saliva humana foi utilizada neste estudo, visando melhor simular uma
condicao clinica e a formacéo da pelicula salivar adquirida. A presenca da pelicula
adquirida ndo permite o contato direto com o acido e o esmalte reduzindo a
dissolucéo do esmalte [Magalhées et al., 2009; Buzalaf et al., 2012]. De acordo com

Manarelli et al. [2017], a presenca da pelicula adquirida n&o interfere no efeito dos
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fosfatos e melhora sua capacidade em reduzir a dissolugdo da hidroxiapatita. Este
modelo experimental de erosao inicial fornece informagdes valiosas sobre a agéo do
novo composto sintetizado na superficie do esmalte apds a exposicdo aos desafios
acidos. Os ensaios de dureza de superficie sdo adequados para analisar o
amolecimento do esmalte sem perda quantitativa de substancia [Stenhagen et al.,
2010]. Assim, o modelo permite determinar o quanto o esmalte esta amolecido e o
qguanto é suscetivel de reparo e perda de substancia na continuidade do processo
erosivo ou em presenca de abrasdo. No entanto, é necessario analisar os resultados
deste estudo em um experimento de longo prazo, realizar a avaliacdo do produto
depositado na superficie que provavelmente promoveu o efeito protetor na eroséo.
Além disso, deve-se observar possiveis limitacdes dos resultados, como a auséncia
do efeito abrasivo da escovacédo e o0 uso de esmalte bovino mais suscetivel a atagues

de acidos.

Concluséao

Com base nos resultados da metodologia in vitro, concluiu-se que ocorreu
substituicdo parcial do elemento sodio pelo elemento céalcio na sintese e as solugfes
contendo CaNaTMP promoveram efeitos protetores superiores em comparagao ao

grupo 1100 ppm F e aos grupos contendo NaTMP na erosao inicial do esmalte.
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ANEXOS

ANEXO A - Sintese de ciclotrifosfatos com substituicdo do sédio pelo céalcio

Diluicdo de 30 g de NaTMP (NasP3Og9, CAS 7785-84-4,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em 200 mL de agua
deionizada (pH 5,6).

Tratamento da solugdo em uma coluna de vidro (2 cm x 30
cm) contendo resina de troca idnica catidnica forte na forma
H* (DOWEX 50WX4, Dow Inc., Midland, MI, EUA) para a
substituicdo dos ions sédio pelos de ions de célcio [Watanabe
et al., 1998], com fluxo de 1,0 mL/min.

Adicdo do sobrenadante de 4,39 g de hidroxido de calcio (Ca
(OH)2, CAd. HC09743RA, Exddo, Sumaré, SP, Brasil) ao filtrado.




30

Solucdo mantida em estufa por 24 horas a 37°C para
precipitacdo do CaNaTMP.

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.

Aspecto do precipitado ap6s a secagem ha
estufa a 70°C.

Moinho de bolas (Planetary Micro  Mill
PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-
Oberstein, Alemanha) para a homogeneizacdo do
po por 5 minutos.
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ANEXO B — Obtencdao 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 refrigeracao (aAgua deionizada).

Seccédo da coroa utilizando disco diamantado (série 15 HC
Diamond - n. 11-4244 Buehler) separando a superficie
vestibular da lingual.

Face vestibular fixada na placa de acrilico.

Seccédo da face vestibular no sentido longitudinal, na porcéo
mais plana, utilizando-se 2 discos diamantados (série 15 HC
Diamond — n. 11-4243 Buehler), montados em cortadeira sob
refrigeracdo com &gua destilada/deionizada e separados por
um disco espacador de aluminio com 4 mm de espessura. Em
seguida, foi realizado o corte no sentido transversal.
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Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre
placa de resina. Ao lado, bloco de esmalte dentario.

Bloco de esmalte fixado em disco de resina acrilica pré-
fabricada (3 cm de diametro por 8 mm de espessura), com
auxilio de cera pegajosa (Kota Ind. e Com. LTDA), com a
superficie dentinaria voltada para cima.

Polimento de dentina, utilizando politriz Beta Grinder-
Polisher (Buehler) com lixa de granulagao 320 (CARBIMET
Paper Discs, 30-5108-320, Buehler), durante 20 segundos,
sob baixa rotacao e refrigeracao.

Bloco fixado com a superficie do esmalte voltada para cima,
a qual foi polida para analise de dureza.
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Titulo da Pesquisa: Sintese e caracterizacéo de ciclotrifosfato de calcio e seu efeito contra a erosdo do
esmalte in vitro utilizando dentifricios.

Pesquisador: Denise Pedrini

Area Tematica:
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CAAE: 17281319.3.0000.5420

Instituicao Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.511.885

Apresentagao do Projeto:

O objetivo deste estudo in vitro sera sintetizar e caracterizar ciclotrifosfato (TMP) com substituigdo parcial do
sédio pelo calcio, e verificar seu efeito na eroséo inicial do esmalte. Microcompostos de ciclotrifosfatos com
substituicéo parcial do sédio pelo calcio (Ca-TMP) seréo sintetizados e caracterizados morfologicamente por
meio de espectroscopia de UV-Vis, difragdo de raios-X e de microscopia eletrénica de varredura e
transmiss&o. Para determinar o efeito na erosdo do esmalte, blocos de esmalte bovino sadios (n=96) e
desmineralizados (n=96) serao 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 serao imersos em solucao 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 agitagdo). A percentagem de variagdo da dureza superficial (%SH) seré calculada apés os
desafios acidos de 1, 2, 3 e 4 minutos. Para a analise do efeito reparador, os blocos de esmalte
desmineralizados serao tratados e submetidos a desafios erosivos repetitivos, como descrito anteriormente.
A partir de entéo, %SH sera calculada apds a desmineralizacao, e desafios acidos de 1, 2, 3 e 4 minutos. As
variaveis serao 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 substituigdo parcial do sédio pelo calcio, e
caracterizar morfologicamente estes biomateriais por meio de espectroscopia de UV-Vis, difragao de raios-X
e de microscopia eletrénica de varredura e transmisséo; e analisar o efeito da adicao de diferentes
concentracdes desses ciclotrifosfatos com célcio a dentifricios com ou sem fluoreto (1100 ppm F) contra a
erosdo do esmalte in vitro.

Avaliacao 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 agédo de compostos de TMP com substituigao parcial do
sodio pelo calcio no processo da erosdo do esmalte.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa apresenta-se apta para aula realizagao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

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

Recomendacodes:

nao ha

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

Projeto aprovado para a sua realizagao.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Salientamos que, de acordo com a Resolugéo 466 CNS, de 12/12/2012 (titulo X, segéo X.1., art. 3, item b, e,
titulo XI, se¢do Xl.2., item d), ha necessidade de apresentacao de relatorios semestrais, devendo o primeiro

relatério ser enviado até 01/01/2020.
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Brochura 16:38:14
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Situagao do Parecer:
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Necessita Apreciagdo da CONEP:
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ANEXO D - Coleta de saliva humana

Frente a aprovacdo pelo Comité de FEtica em Pesquisa Humana
(CAEE:17281319.3.0000.5420), foi coletada saliva humana de 6 voluntarios
saudaveis no periodo da manha, pelo menos 1 hora apos a ingestdo do café da
manha. Cada voluntario recebia um pedaco de Parafilm para ajudar na producao 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.

Voluntario doando Transferéncia da Centrifugacgao da saliva em
saliva saliva doada para 2.000 xg por 10 minutos

tubos do tipo Falcon

\/

Liquido sobrenadante armazenado
Separagao do liquido sobrenadante em frascos de 50 mL e mantido em
e pellet freezer a -72°C
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ANEXO E - Tratamento com as soluc¢des e anélise do efeito protetor em

lesBes erosivas iniciais

Protecao do bloco de

esmalte bovino com Fixacdo dos blocos em _ Basesfixadasem
csmalte cosmetico bases de resina acrilica dispositivo para reallzagao
do tratamento e desafios

3esc<)|pgerllamento Imers&o (4 mL/bloco) em
eri%é;a/r?o r%r:ﬁ g Z saliva humana durante 1 Lavagem com &gua
379 hora sob agitagdo deionizada por 30 segundos

Tratamento com as Lavagem com agua 4 desafios erosivos com
solucdes deionizada por 30 segundos duracao de 1 minuto cada

experimentais por 2
minutos




Lavagem com agua
deionizada por 30 segundos a
cada desafio
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