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RESUMO

Alania Salazar Y. Estudo in vitro sobre a remineralizacao de lesdes cariosas com o
uso de materiais resinosos contendo particulas de fosfato dicalcico dihidratado
funcionalizadas com TEGDMA [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2017. Versao Original.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de compdsitos experimentais contendo
nanoparticulas de fosfato dicalcico dihidratado (DCPD) na remineralizagao de lesées
artificiais em esmalte, em funcdo do conteudo de particulas de DCPD e da
funcionalizagdo destas com dimetacrilato de trietileno glicol (TEGDMA). Cinco
compositos contendo uma concentragdo equimolar de dimetacrilato de glicidila
bisfenol A (BisGMA) e TEGDMA e 60 vol% de particulas foram manipulados. A fase
inorganica foi constituida por particulas de vidro de bario silanizadas e 0% (controle:
Sem DCPD), 10% ou 20% (em volume) de particulas de DCPD, funcionalizadas (F)
ou ndo (NF) com TEGDMA. Foram produzidas lesdes artificiais subsuperficiais em
fragmentos de esmalte humano mediante a imersdo destes em 30 ml de solugéo
desmineralizante (pH 5.0) por 12 dias a 37°C. Os blocos de esmalte foram divididos
em 6 grupos (n=6 - 10), de acordo ao compasito aplicado na les&o: Sem DCPD, 20%
DCPD NF, 20% DCPD F, 10% DCPD NF, 10% DCPD F além de um grupo sem a
aplicagcado do compdsito (Sem tratamento, ST) e expostos a ciclagem de pH (16 dias,
4 h em solugao desmineralizante/pH=5 e 20 h em solugédo remineralizante/pH=7). As
solugbdes foram trocadas a cada 4 dias, e coletadas para calcular o conteudo de
calcio e fosfato mediante espectrofotometria. Os corpos de prova foram seccionados
longitudinalmente e avaliados mediante microradiografia transversal (TMR). Os
parametros analisados foram a profundidade da lesdo (LD, ym), a perda mineral
integrada (AZ, vol%.um) e a média da perda mineral (R). Foi calculado o AAZ (%,
[100x(AZinitial — AZtreatment)/Ainitial]) para estimar a porcentagem de remineralizagao.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um critério e o teste
de Tukey para comparagdes multiplas (alfa = 0.05). Todos os grupos restaurados
mostraram recuperagao mineral entre 3 a 23%. Houve diferencia significativa entre o
AAZ do grupo ST e os contendo DCPD funcionalizado. No entanto, devido a alta

dispersédo de dados (particularmente no grupo Sem DCPD), ndo foi observada



diferenca significativa entre os grupos cuja les&o foi recoberta por compésito. Todos
os grupos contendo DCPD mostraram maior recuperagdo mineral nos tergos médio
e profundo da lesdo. O grupo ST mostrou desmineralizagdo adicional. A
concentragédo de ions calcio e fosfato no meio de imersao nao foi influenciada pela
presenga de DCPD, independentemente da funcionalizagdo ou da porcentagem de
DCDP no compésito. Concluiu-se que os compositos contendo DCPD foram

capazes de promover a recuperagao mineral nas areas mais profundas da lesdo.

Palavras-chave: Resinas Compostas. Fosfato de calcio. Remineralizagdo dentaria.



ABSTRACT

Alania Salazar Y. Remineralization potential of resin composites containing
TEGDMA-functionalized calcium phosphate particles [thesis]. Sdo Paulo:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017. Versao Original.

The aim of the study was to evaluate the effect of experimental composites
containing dicalcium phosphate dihydrate (DCPD) nanoparticles on remineralization
of artificial enamel lesions, as a function of DCPD particle content and their
functionalization with triethylene glycol dimethacrylate (TEGDMA). Five composites
containing equal parts (in mols) of bisphenol A glycidyl methacrylate (BisGMA) and
TEGDMA and 60 vol% of filler content were manipulated. Filler phase was
constituted by silanized barium glass (BG) and 0% (control: no DCPD), 10% or 20%
(by volume) of DPCD particles, either functionalized (F) or non-functionalized (NF)
with  TEDGMA. Artificial subsurface lesions were produced in human enamel
fragments by immersing them in 30 ml of demineralization solution (pH 5.0) for 12
days at 37°C. Fragments were divided into six groups (n= 6 - 10), according to the
composite applied on the lesion: no DCPD, 20% DCPD NF, 20% DCPD F, 10%
DCPD NF, 10% DCPD F plus an unrestored group (non treated, NT) and exposed to
pH cycling (16 days, 4 h in demineralization solution/pH=5 and 20 h in
remineralization solution/pH=7). Every 4 days the solutions used were changed and
collected to calculate calcium and phosphate content through spectrophotometry.
Specimens were sectioned longitudinally and evaluated using transverse
microradiography (TMR) for lesion depth (LD, in ym) and integrated mineral loss (AZ,
vOol%.um). AAZ% [100X(AZinitiai — AZyeatment)/AZiniia] Was used to estimate
remineralization. Data were analyzed by one-way ANOVA/Tukey test (alpha: 0.05 for
all tests). All restored groups showed enamel remineralization, ranging from 3% to
23%. Significant differences were observed between NT group and groups
containing functionalized DCPD. However, due to high data scattering (particularly in
the group without DCPD), no statistically significant differences were found between
the groups that had their lesions covered by composite. Groups containing DCPD
showed more mineral recovery in the middle and the deepest third of the lesion. NT



group showed further demineralization. Calcium and phosphate ion concentrations
were not influenced by the DCPD particle content or its functionalization with
TEGDMA. In conclusion, all composites containing DCPD particles were able to
promote mineral recovery of the enamel lesion, mainly on the deeper areas of the

lesion.

Keywords: Composite resins. Calcium phosphate. Tooth remineralization.
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1 INTRODUCAO

A longevidade de restauragbes em composito € em muitos casos limitada
pelo surgimento de novas lesdes de carie proximo a interface dente/restauragao (1,
2). Uma das estratégias que poderiam contribuir para a redugéo do risco de novas
lesbes € a incorporagcdo de ortofosfatos de calcio (CaP) nos compdsitos
restauradores. Nanoparticulas de CaP s&o capazes de liberar ions calcio e fosfato
em niveis suficientes para promover a deposicdo de apatita nos tecidos dentarios
mineralizados (3, 4). De fato, diversos estudos verificaram que lesbes artificiais n&o-
cavitadas em esmalte recuperaram entre 14% e 38% do seu conteudo mineral apés
28-30 dias de ciclagem de pH quando em contato com compdsitos resinosos
contendo 40% em peso de fosfato de calcio amorfo (ACP) (5-7).

Infelizmente, a adicdo de CaP em compdsitos resinosos provoca uma redugao
significativa na sua resisténcia mecanica devido a falta de ligagdo quimica entre as
particulas CaP e a fase resinosa (5, 8). Uma das estratégias propostas para
minimizar este efeito é a funcionalizagdo das particulas de CaP (3, 9). No entanto,
estudos que avaliaram o efeito da silanizacdo de particulas de CaP verificaram que
o carater hidrofébico do silano interfere no trénsito de fluidos e ions, retardando o
acesso da agua as particulas e diminuindo a liberagdo de ions (10, 11).

Recentemente, nanoparticulas de fosfato dicalcico dihidratado (DCPD)
funcionalizadas com dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA) foram sintetizadas
com o objetivo de melhorar a interacdo destas particulas com a fase orgéanica
resinosa e assim aumentar a resisténcia mecanica do composito, sem prejudicar a
liberac&o de ions (11). Dentre as diferentes fases de CaP, o DCPD foi escolhido por
apresentar indice de refragdo (1,54 - 1,55) similar ao vidro de bario (1,53), o que
permite que a transmissao da luz durante a fotopolimerizagdo do compdésito nao seja
afetada. O uso do TEGDMA como agente funcionalizante permitiia a sua co-
polimerizagdo com os monémeros contidos na matriz resinosa. Com efeito, quando
estas particulas foram adicionadas em materiais com matriz de BisGMA:TEGDMA
obteve-se valores até 40% maiores na resisténcia a flexdo biaxial apos 24 horas (12,
13).

O DCPD, em relagdo a outras fases do ortofosfato de calcio, apresenta
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solubilidade relativamente alta devido a razdao de Ca/P=1 e pela presenga de

moléculas de agua em sua estrutura (~0,088 g/L a 25°C, versus ~0,0003 g/L da

hidroxiapatita, com Ca/P=1,67) (14, 15), o que poderia representar uma vantagem
em relacdo a liberagcado de ions. Estudos prévios mostraram que a funcionalizagao
com TEGDMA n3o afetou as concentracdes idnicas de Ca?* liberadas por resinas
experimentais sem cargas de reforgo e compdsitos (12, 13).

O efeito remineralizador de compdsitos contendo nanoparticulas de DCPD
funcionalizadas com TEGDMA ainda n&o foi avaliado. Assim, o presente estudo se
propés a verificar o efeito do conteudo de nanoparticulas e da funcionalizagdo sobre

o conteudo mineral de lesdes artificiais de carie em esmalte.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROCESSO DES/RE

Eventos de queda do pH neutralizados por agao da saliva ocorrem
constantemente na cavidade oral, provocando processos de desmineralizacdo e
remineralizagao dentaria. A desmineralizagcao se refere a dissolugdo dos cristais de
apatita do esmalte mediante a liberagdo de ions para a saliva/biofiime, enquanto a
remineralizagdo descreve a precipitagcdo mineral na superficie do esmalte (16) e o
crescimento dos cristais de apatita parcialmente dissolvidos (17, 18). O esmalte é
relativamente estavel no ambiente bucal e, em geral, ha um equilibrio dindmico entre
os processos de desmineralizagdo (DES) e remineralizagdo (RE). A lesédo cariosa
ocorre quando ha um desequilibrio entre a DES e a RE como resultado do frequente
metabolismo de carboidratos pelas bactérias do biofilme, o que resulta na producéao
de acidos (16, 19, 20)

O esmalte tem uma estrutura morfolégica e propriedades mecanicas unicas,
se diferenciando dos outros tecidos mineralizados como o 0sso e a dentina. Este
tecido € composto por cristais de hidroxiapatita carbonatada deficiente em calcio
[Ca10xNax(PO4)sy(CO3),(OH)2.uFy] (21) com formato hexagonal, altamente
organizados (96% em peso e 87% em volume) e, entre estes cristais, ha uma matriz
organica composta por proteinas complexas como ameloblastinas e enamelinas
(17). Os cristais se organizam paralelamente ao longo eixo do dente, formando os
prismas do esmalte, agrupando-se em média 1000 cristais por prisma (18, 22, 23).
Entre os prismas, ha uma regido interprismatica onde os cristais apresentam um
desvio de 60-70% do longo eixo. Esta configuragdo permite a presenga de vias de
difusdo, as quais representam uma caracteristica importante relacionada ao
desenvolvimento das lesbes cariosas, pois através destas vias, preenchidas por
material organico e agua, ocorrem trocas idnicas. A densidade dos prismas varia em
funcdo da profundidade do esmalte, assim, quanto mais proximo a dentina, o tecido

apresenta-se mais poroso, com mais fluidos e proteinas (18).
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A hidroxiapatita pode apresentar defeitos e substituicbes de elementos na
sua composicdo, sendo comum encontrar carbonatos, fluoretos, sédio e magnésio
dentro da estrutura cristalina. O centro dos cristais de hidroxiapatita tem maior
conteudo de carbonato. A inclusdo de carbonato e magnésio torna a apatita mais
instavel e soluvel em meio bucal (pH critico 6,2), enquanto a inclusdo de fluor torna o
cristal mais acido resistente (pH critico 4,5). A apatita pura apresenta solubilidade
intermediaria (pH critico 5,5) (18, 21, 24). O pH critico corresponde ao valor de pH
no qual a solugdo encontra-se saturada em relagdo ao esmalte. Esta saturagao
depende da solubilidade dos cristais do esmalte e, em menor extensao da atividade
dos constituintes minerais da saliva (calcio, fosfato e o fluoreto)(21). Dessa forma,
entende-se por que a superficie do esmalte, rica em fluor e pobre em carbonato, se
carateriza por ter maior dureza e ser menos porosa que a subsuperficie. A forma,
composi¢ao e organizagao dos cristais determinam as propriedades do esmalte em
relacdo a sua dureza, resisténcia a fratura e solubilidade (18, 22, 23, 25) e definem o

padréo de desmineralizagdo do esmalte diante de um ataque acido (21).

A saliva tem um papel importante pela capacidade de neutralizar os acidos e
de fornecer ions de calcio e fosfato para o biofilme, necessarios para induzir a
remineralizagéo (17, 19, 26). A concentracdo de calcio salivar varia entre 40 - 120
ppm. A saliva tem menor concentragdo de calcio e maior concentragcdo de fosfato
inorganico que o plasma e é saturada com relagao a certos sais de fosfato de calcio
(19). Quanto menor o pH, maior a presenga de calcio ibnico, sendo este o
responsavel pelo equilibrio do processo DES/RE (21). A camada superficial do
esmalte encontra-se em contato constante com a saliva, o que auxilia na

manutengao da integridade estrutural do esmalte (19).

O material organico (peptideos salivares e glicoproteinas) presente na
superficie do esmalte, conhecido como pelicula adquirida, tem influencia sobre os
processos DES/RE. A permeabilidade idnica seletiva da pelicula adquirida restringe
o transporte de ions para dentro e para fora dos tecidos dentarios, inibe a
desmineralizagdo do esmalte e determina a composicdo da microbiota inicial que
adere ao dente (21). A formagdo do biofilme acontece apds a adesao das células
bacterianas a pelicula adquirida. O biofilme funciona como reservatério de eletrolitos
remineralizantes como calcio, fosfato e fluor (18, 21, 22, 27, 28), apresentando

inclusive maiores concentragdes de calcio e fosfato que a saliva (21).
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O processo de dissolugdao do esmalte € complexo e inclui trés fatores
principais (saliva, esmalte e biofilme), os quais envolvem outros sub-fatores
dependentes. Os fatores associados s&o os referentes a saliva e ao fluido do
biofiilme dentario (pH, composigdo, saturagdo e hidrodinamica), ao esmalte
(composigcdo e solubilidade) e a superficie exposta (presenca de defeitos, ions
absorvidos e transformacédo de fases). Em linhas gerais, quando o valor de pH é
menor que 5,5, a hidroxiapatita iniciara sua dissolugdo. Porém, se o pH for 4,5
havera deposicdo para a fluorapatita concomitante a dissolugdo da hidroxiapatita.
Como a fluorapatita se deposita principalmente na superficie do esmalte e a
hidroxiapatita predomina na  subsuperficie, apos sucessivos desafios
desmineralizantes, as alteragbes no conteudo mineral promoverao o
desenvolvimento de uma lesdo  subsuperficial, observada  apenas
microscopicamente (21, 29). Assim, o H" dos acidos produzidos pelas bactérias
reage com os ions COs2, PO, e OH presentes no fluido do biofilme e no esmalte,
provocando a subsaturagdo destes em relagdo a hidroxiapatita e esgotando a
capacidade de tamponamento do meio. Sendo que, para manter o equilibrio, ocorre
a saida do fosfato, carbonato e hidroxila da apatita, promovendo a sua dissolugao
(19, 21).

Apos a desmineralizacdo, o esmalte se torna mais opaco e
microscopicamente a superficie do esmalte se mostra bastante rugosa,
apresentando inumeros poros (aproximadamente de 100 nm) localizados
principalmente na subsuperficie (16). Os cristais desmineralizados se apresentam
mais finos e com nucleos ocos. A regido interprismatica se encontra dissolvida,
resultando em espacgos entre os prismas de até 600 nm (16), o que permite maior
penetracdo do acido e o avango em profundidade do processo de desmineralizagéo
(21). Estes minerais se depositam na superficie externa, deixando-a mais acido
resistente (21), especialmente se o fluoreto estiver presente no momento do ataque
acido. A presenca da camada superficial pseudo-intacta nas lesdes cariosas pode
ser explicada por este mecanismo conhecido como auto-inibidor ou de
reprecipitacao (18, 22, 27, 30).

Para que a lesdo cariosa ocorra, o biofilme dentario devera apresentar
frequentemente um pH inferior a 5,5 ou estar insaturado em relagdo aos ions da
apatita. A perda mineral subsuperficial culmina clinicamente com o aparecimento da

mancha branca (21). Histologicamente a les&o cariosa inicial apresenta quatro
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zonas: a camada superficial intacta, o corpo da lesdo, a zona escura e a area
translucida. A parte mais externa corresponde a camada superficial que se
apresenta relativamente “intacta” e mais mineralizada, € rica em fluoretos e
proteinas insoluveis, com um volume de poros menor a 1% (18). O corpo da lesdo
apresenta maior perda mineral e maior porosidade (5%). A zona escura, observada
dessa forma sob microscopia de luz polarizada, contém 2 a 4% de volume de poros
(21). Na zona translucida é possivel detectar uma perda mineral seletiva,
especificamente de magnésio e carbonato, o que confirma a alta solubilidade destes
minerais (18, 31). Esta perda mineral seletiva faz com que a area desmineralizada
seja menos soluvel e também pode mudar a gradiente de concentragéo facilitando a
deposicdo de mineral. Nesta area, observa-se poucos poros (21, 31). Nas areas
mais profundas da lesdo do esmalte encontram-se pequenas porcentagens de fluor,
magneésio e proteinas. Foi sugerido que isto representa algum grau de
remineralizagdo espontanea ou algum processo de reparagéo natural (18, 31).

O termo remineralizagao pre supde um processo de crescimento mineral no
qual ions de calcio e fosfato provenientes da saliva ou de outras fontes topicas sao
depositados no dente (14, 24). A remineralizagdo ocorre naturalmente no ambiente
bucal quando o desafio cariogénico & detido (24, 27) ou quando ha uma
supersaturacdo de minerais no meio bucal (32). O processo de remineralizagdo se
baseia na precipitagdo mineral, onde os ions da saliva sao atraidos aos cristais de
hidroxiapatita pela carga elétrica da superficie. Alguns autores sugerem que no
processo de remineralizagao também ha formacdo de fases precursoras amorfas
que passam por rapidas transformagdes em hidroxiapatita cristalina (17). O calcio
presente no fluido do biofilme pode interagir com o esmalte, sendo que a velocidade
de interacdo é maior na presencga do fluoreto, porém torna a deposi¢gao de minerais
restrita a superficie (19, 30, 33).

Durante a remineralizagdo, os cristais de hidroxiapatita crescem
principalmente em duas dire¢gdes simultaneamente, promovendo um fenédmeno de
alongamento e engrossamento do cristal, assim como um aumento da cristalinidade
(16, 18); no entanto, sdo menos organizados que a estrutura original (17).

O processo de precipitacdo pode-se autolimitar. Por exemplo, se a
precipitacdo ocorrer de forma muito rapida, a taxa de deposicao mineral sera maior,
porém superficial, sem atingir as areas desmineralizadas mais profundas (17, 25, 33,

34). Por outro lado, se a precipitagao for lenta, havera uma concentragdo constante
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de calcio e fosfato que sera dirigida a profundidade da lesédo (17, 33). Neste caso, a
velocidade de deposicdo mineral depende da cinética da precipitagdo que é
influenciada por fatores locais como o pH, presenga de sementes cristalinas,
concentragéo de fluor, proteinas inibidoras de precipitagdo, o grau de saturacédo da
saliva em relacdo a hidroxiapatita e a superficie disponivel para o crescimento
mineral (17-19, 25, 27, 33-35)

Os modelos de estudo in vitro e in situ sao capazes de simular as condi¢des
de des-remineralizacdo que ocorrem in vivo e podem ser utilizados para testar a
eficacia anticarie de diferentes agentes, dando suporte para o delineamento de
ensaios clinicos (28, 36, 37). Os experimentos in vitro s&o 0s mais comuns e
utilizados pela sua facilidade e aplicabilidade, comparados com os modelos in situ e
in vivo, sendo possivel obter grande quantidade de informagbes de forma rapida e
altamente padronizada, o que se tornaria dificil, e impossivel em alguns casos, com
estudos in vivo (25). No entanto, existem limitagdes uma vez que do ponto de vista
bioldgico, dificiimente os modelos in vitro simulam adequadamente as condigbes
intrabucais, tdo diversas e complexas. Portanto, é importante levar essas limitagdes
em conta ao correlacionar os resultados dos estudos laboratoriais com respostas in
vivo (25). Os modelos in vitro e in situ utilizam principalmente lesdes cariosas
produzidas artificialmente, que apresentam caracteristicas diferentes daquelas
encontradas na clinica. Em geral, leses artificiais sdo mais superficiais e altamente
reativas aos fluoretos. Porém, a camada superficial pseudo-intacta apresenta-se
mais fina do que as encontradas clinicamente (36). As lesdes artificiais sdo dificeis
de serem criadas, pois qualquer alteracdo das condigdes desmineralizantes pode
induzir a formacao de lesdes erosivas e cavitadas (18, 25, 38). As lesdes cariosas in
vivo remineralizam com menor velocidade que aquelas in vitro (34). Assim, nos
modelos in vitro, € possivel observar diversos graus de remineralizagdo em um
periodo bastante curto, muitas vezes nos primeiros dias (25, 34, 37). As lesbes
artificiais em esmalte que apresentam uma maior perda mineral sdo mais porosas e
respondem melhor a solugbes remineralizantes em comparagdo as lesbes mais
leves, que sdo mais propensas a sofrer desmineralizagdo adicional (31, 39, 40).
Dentre os modelos in vitro, existem os abidticos (sem interagdo com bactérias) que
se dividem em dindmicos, mais proximos do que ocorre na cavidade oral; ou
estaticos. Os modelos bidticos envolvem o biofilme de uma ou diferentes espécies,

sendo estas semelhantes as condigdes orais (41). Estudos in situ sdo utilizados para
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avaliar eficacia de produtos remineralizantes ou comparar diferentes desafios
cariogénicos. Apresentam vantagens sobre os estudos in vitro, pois possibilitam a
presenca de saliva humana renovada constantemente e a formacao de uma biofilme
mais complexo e proximo do que ocorre clinicamente. No entanto, ndo é possivel
testar muitas variaveis como nos modelos in vitro. Em geral, os estudos in situ s&o
conduzidos apos 0s ensaios in vitro (28, 42).

As técnicas mais utilizadas para avaliar o grau de remineralizagdo séo a
microscopia eletrbnica de varredura (SEM) (16, 23, 43-47) e de transmissao (TEM)
(16, 43, 48), a espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDX) (23, 47-49),
a microscopia de luz polarizada (50), método quantitativo de fluorescéncia induzida
por luz (QLF) (40), a espectroscopia infravermelha de Fourier (FTIR) (49), a difragcao
de RX (DRX) (16, 23, 43, 51), a microradiografia transversal (TMR) (6, 26, 31, 34,
44, 50, 52), a microtomografia computarizada (micro-CT) (48, 53, 54), microdureza
(46) e a nanoindentacgao (16, 20, 23, 27, 44, 45, 51, 55).

Dentre as técnicas citadas, a microradiografia transversal (transverse
microradiography, TMR) (56-59) €& considerada “padrdo ouro” para o
acompanhamento do processo DES/RE. Descrita por Thewlis ha mais de 70 anos
(60), esta técnica € considerada de grande precisdo e alta reprodutibilidade e
consiste na exposigao de fatias de esmalte ao raio-X, para o posterior analise da
densidade mineral, segundo uma escala de cinza (mediante a calibragdo com um
stepwedge de aluminio) e em relagao a referéncias previamente determinadas (56).

Apesar da modernizagdo dos modelos e métodos em cariologia, ainda &
desafiador trabalhar com diferentes modelos para induzir e quantificar a des-
remineralizagdo do esmalte. Idealmente, diferentes métodos podem ser combinados
tanto para a formacgao das lesbes quanto para a quantificagcdo da perda ou ganho

mineral.

2.2 REMINERALIZACAO

Um dos objetivos da odontologia atual € conseguir prever, deter e reverter a

progressdo das lesbes cariosas, se possivel de forma n&o invasiva. Diferentes
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estratégias e materiais tém sido desenvolvidos para promover a recuperagdo mineral
e interferir no metabolismo da placa dental (20, 46, 61-64).

O uso de fluoretos na odontologia representa uma das medidas de maior
sucesso na saude preventiva. O principal mecanismo de agao dos fluoretos para
prevenir a desmineralizacdo do esmalte se baseia no estimulo a formacdo da
fluorapatita, que requer valores mais baixos de pH do que a hidroxiapatita para
sofrer dissociagédo (19). A aplicagédo topica de fluoretos através de produtos como
dentifricios ou vernizes tem demostrado reduzir o desenvolvimento de lesdes
cariosas (65, 66). No entanto, a exposi¢cdo continua a altas concentragcbes pode
causar fluorose, especialmente em criangas (67). Assim como os fluoretos, o fosfato
de calcio amorfo (ACP) estabilizado com o fosfopeptido de caseina (CPP)
demonstrou ter efeito anticariogénico (51), podendo agir sinergisticamente com os
fluoretos (68). Enquanto os fluoretos disponiveis no biofiime promovem a formagéao
de fluorapatita na presencga de ions de calcio e fosfato (69), o0 mecanismo de acgéo
do ACP-CPP se baseia na regulagédo a atividade dos ions calcio e fésforo do fluido
do biofilme, ajudando a manter a supersaturacdo destes ions diminuindo a
desmineralizagdo e promovendo a remineralizagdo do esmalte (70). O ACP, sem a
presenca do CCP, é bastante instavel e se transforma rapidamente em um fase mais
termodinamicamente estavel, como a hidroxiapatita ou fluorapatita (61). Apds ter
sido exposto exposto a pastas contendo ACP-CPP (ToothMouse™, GC Europe,
Leuven, Bélgica), o esmalte desmineralizado demostrou aumento da sua dureza,
reducdo na porosidade e sinais de recuperagado mineral (51). No geral, dentifricios
(71) e enxaguatorios (72) contendo ACP exibiram resultados melhores de
remineralizagdo em comparagao a materiais contendo fluoretos. De fato, atualmente
existem diversos estudos clinicos que verificaram o potencial remineralizador do
ACP em lesdes em esmalte (70, 73, 74).

A remineralizagdo de lesbes em esmalte € uma pratica relativamente
previsivel e amplamente pesquisada. No entanto, a remineralizagdo da dentina
ainda apresenta desafios a serem superados. A estrutura heterogénea e complexa
da dentina precisa de estratégias remineralizadoras capazes de produzir deposigéo
de minerais dentro das fibrilas colagenas degradadas e inibir a agdo das
metaloproteinasas (MMPs). O desenvolvimento de biomateriais remineralizantes
leva em consideragdo duas abordagens, em geral agrupadas como fop-down (de

cima para baixo) ou bottom-up (de baixo para cima). A primeira, e mais utilizada,
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consiste na adigdo de algum nanocomponente que promova a deposi¢ao de ions e a
penetracédo destes nas fibrilas colagenas da dentina (75). A segunda abordagem se
baseia em um processo conhecido como “cristalizacdo nao classica mediada por
particulas” e representa uma nova técnica, chamada remineralizagdo biomimética ou
bioremineralizagédo, que procura reconstituir a dentina desmineralizada a partir das
regides mais profundas da lesdo utilizando nanoparticulas precursoras da
hidroxiapatita (por exemplo, o ACP) as quais sao estabilizadas por analogos
biomiméticos de proteinas ndo colagenas (43). Ao se comparar ambas as técnicas
(top-down e bottom-up), observou-se um maior aumento do conteudo mineral
dentinario com a técnica bottom-up apds quatro meses do que com a técnica top-
down (75).

A técnica da remineralizagdo biomimética pode utilizar varios componentes,
dentre eles moléculas polianidnicas, analogos biomiméticos (acidos policarboxilico
ou poliacrilico), o acido polivinilfosfénico, fluido corporal artificial (Simulated Body
Fluid, SBF) e ACP, todos com o propdsito de simular as fun¢des das proteinas da
matriz colagena, inibir o efeito das MMPs ou fornecer ions Ca®* e PO,> (76-79). Os
objetivos da remineralizagdo biomimética sdo aumentar o conteudo mineral (80),
mantendo a orientagdo original dos cristais encontrada na dentina sadia (81),
recuperar as propriedades mecanicas da dentina (82) e proteger a rede colagena
contra enzimas endogenas (como as MMPs), acidos bacterianos e outros
agressores quimicos (83). Alguns estudos relatam que nas primeiras horas ja é
possivel se observar fibrilas colagenas altamente mineralizadas, com cristais
hierarquicamente depositados (79, 83-85).

Considera-se que a biomineralizagdo € um processo de desidratagcao
progressiva, visto que o conteudo mineral aumenta as custas da diminuicdo da
agua, a fim de manter um volume constante (86). Por este motivo, a qualidade da
unido de sistemas adesivos a dentina pode ser melhorada mediante este tipo de
remineralizagdo, uma vez que a degradagao hidrolitica dos componentes resinosos
seria evitada (87, 88). Da mesma forma, a presenga de inibidores das MMPs no
meio biomimético aumenta a resisténcia a degradagao das fibrilas colagenas (89).
Com efeito, o contato com o meio de remineralizacdo biomimético promoveu
aumentos no mddulo de elasticidade da camada hibrida de até 118% apds 4 meses
(90), bem como o preenchimento de defeitos nanoscépicos no seu interior (88). A

remineralizagao biomimética se apresenta como uma alternativa promissora para a
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recuperacado mineral da dentina e da camada hibrida na interface dentina-compésito,

o que justifica a intensa atividade de pesquisa observada sobre este tema.

2.3 REMINERALIZACAO COM MATERIAIS RESINOSOS

Diversos grupos de pesquisa tém se dedicado ao desenvolvimento de
compositos resinosos bioativos contendo fosfatos de calcio. Entre os ortofosfatos de
calcio mais pesquisados estdo o fosfato de calcio amorfo (ACP) (5, 6, 91, 92), o
fosfato dicalcico anidro (DCPA) (10, 93) e o fosfato tri-calcico (TCP) (94). De modo
geral, estes estudos mostram que as concentracbes de ions liberadas por
compositos contendo 40 % em peso de fosfato de calcio atingem niveis de
saturacido capazes de promover a recuperagao do conteudo mineral de lesdes
artificiais em esmalte em niveis significativos (6, 91, 93). A remineralizagéo relatada
nestes estudos situa-se entre 14% e 38% apods 15-30 dias de ciclagem DES/RE. Nos
materiais controle (ou seja, sem a adi¢cao de fosfato de calcio), em geral observa-se
uma perda adicional de mineral entre 6% e 55% (6, 7, 52).

A liberagdo de ions Ca** e PO4> por materiais resinosos esta relacionada a
area superficial das particulas de CaP, presenca de agente funcionalizante,
porcentagem de CaP no compdésito, pH do meio de imersdo e hidrofilia da matriz
resinosa (12, 13, 54, 92, 94, 95). Dados de diversos estudos mostraram que a
liberacdo apds 7 dias situa-se entre 4 ppm e 30 ppm para o ion calcio e entre 6 ppm
e 52 ppm para o hidrogénio fosfato em compdésitos contendo entre 11 e 40% (em
peso) de CaP (6, 8, 10, 12, 96-98).

Atualmente, é encontrado um compdsito comercial contendo particulas de
ACP (Aegis, Bosworth Co., Skokie, IL, USA) e o fabricante o indica seu uso em
situagbes com baixa solicitagdo mecanica, como selante de féssulas e fisuras,
cimento de bandas ortodénticas, restauracbes de classe V e base cavitaria. O
selante contendo ACP apresentou remineralizagdao semelhante ao de um material
contendo fluoreto apds ciclagem de pH na superficie do esmalte. No entanto,
quando analisada a remineralizacdo em profundidade o compdsito com ACP

mostrou numericamente maior concentracdo mineral em comparagao com 0s outros
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grupos (selante contendo fluor e um cimento de iondbmero de vidro modificado com
resina) (99).

Uma vez que a adicdo de particulas de CaP no compdésito diminui sua
resisténcia mecanica, diversas estratégias foram avaliadas para contornar este
problema e permitir que estes compadsitos possam ser utilizados em restauragdes
com elevada solicitacdo oclusal. Por exemplo, a associagao de CaP com particulas
de reforgo (63) e whiskers de nitreto de silicio (97) resultou em um aumento da
resisténcia, com valores similares ao de compdsitos comerciais. Outras abordagens
se basearam na silanizagdo da particula de fosfato de calcio (10, 54) ou em
alteragdes da superficie da particula para melhorar o embricamento mecanico a
matriz resinosa (91, 100).

Nanoparticulas de DCPD funcionalizadas com TEGDMA foram desenvolvidas
com o objetivo de proporcionar o estabelecimento de uma interface mecanicamente
resistente com a matriz resinosa de compdsitos (11). De fato, foi observado que a
funcionalizagdo do DCPD aumentou os valores de resisténcia a fratura em
comparagao ao composito contendo particulas nao funcionalizadas. Além disso, um
composito contendo 10 vol% de nanoparticulas de DCPD funcionalizadas e 50%
vol% de vidrio de bario apresentou resisténcia a fratura semelhante ao compdsito
controle contendo 60% de vidro de bario (12) e a um composito comercial
microhibrido apds 28 dias de imersdo em agua. A funcionalizacdo nao teve efeito
negativo sob a liberagdo de ions Ca®* e HPO,* (12), tendo sido registadas
concentracdes apds 28 dias de imersido de 6,6 ppm para calcio e 0,6 ppm de
hidrogénio fosfato. A capacidade remineralizadora de compositos contendo

nanoparticulas de DCPD funcionalizadas com TEGDMA ainda nao foi avaliada.

’ Rodrigues MC, Chiari MD, Alania Y, Natale LC, Arana-Chaves VE, Méir M, et al. lon-releasing dental
restorative composites containing functionalized brushite nanoparticles for improved mechanical
strength. 2017; trabalho submetido para publicacao.
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PROPOSIGAO

Os objetivos desta pesquisa foram:

1) Avaliar o efeito de compdsitos experimentais contendo nanoparticulas de
DCPD, funcionalizadas com TEGDMA ou n&o, sobre o conteddo mineral de

lesdes artificiais de carie em esmalte em corpos de prova submetidos a

ciclagem DES/RE.

Ho (hipdtese nula): apds a ciclagem DES/RE, o conteudo mineral das lesdes
nao € afetado pela presencga, concentragao ou funcionalizagao das particulas

de DCPD no compasito.

2) Determinar, ao longo do periodo da ciclagem de pH, as concentragdes de

ions calcio e hidrogénio fosfato presentes nas solu¢gdes DES e RE.

Ho: as concentracdes ibnicas nas solucbées DES e RE ndo sao afetadas pela
concentracao ou pela funcionalizagdo das nanoparticulas de DCPD presentes

nos compaositos.
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4 MATERIAL E METODOS

41 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE FOSFATO
DE CALCIO

Nanoparticulas de fosfato dicalcico dihidratado (DCPD, CaHPO4-2H0)
funcionalizadas com dimetacrilato de trietileno glicol (TEGDMA) foram sintetizadas
através de um processo sol-gel em meio aquoso envolvendo a reagéo entre nitrato
de calcio, Ca(NOs); - 4H,0, e fosfato de amoénio dibasico, (NH4).HPO,4 (11). Para a
sintese das nanoparticulas funcionalizadas, o TEGDMA foi adicionado a solugéo de
(NH4)2HPO4 respeitando-se a relagdo molar de 0,75 mols de TEGDMA por mol de
(NH4)2HPO4 (Apéndice A).

A formagdo do DCPD foi confirmada em ambas as sinteses através da
difractometria de raio-X (International Center for Diffraction Data/Joint Committee on
Powder Diffraction Standards, ICDD/JCPDS, PDF 09-0077) (Figura 4.1). A analise
elementar detectou 18,8% de carbono para o DCPD funcionalizado, o que
corresponde a um teor de TEGDMA de 32% (Apéndice B). Para as nanoparticulas
nao funcionalizadas, o conteudo de carbono detectado foi 0,2%, abaixo do valor de
exatiddo (acuracia) do equipamento (0,3%). A distribuicdo de tamanho dos
aglomerados das nanoparticulas determinada por difracdo de luz laser mostrou
mediana (Dsg) de 23 ym (minimo: 5,6 ym, maximo: 71,0 ym) para as nanoparticulas
funcionalizadas e 15 ym (minimo: 4,5 ym, maximo: 50,2 ym) as nanoparticulas nao
funcionalizadas. Para determinagdo da area superficial, as nanoparticulas foram
lavadas com 7 mL de acetona e agitadas por 30 min, colocadas 5 min no ultrassom
e logo centrifugadas por 3 min. Este processo de lavagem foi repetido cinco vezes e
apos a ultima lavagem o material foi colocado em estufa a 37°C até que a acetona
evaporasse completamente. Assim, de acordo com o método BET, a area superficial
das nanoparticulas foi 12 m?g (funcionalizadas) e 38 m?/g (n&o funcionalizadas). As
nanoparticulas em formato de placas e os aglomerados de nanoparticulas podem
ser observados, respectivamente, nas imagens de microscopia eletronica de

transmissao (Figura 4.2) e de varredura (Figura 4.3).
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Figura 4.1 - Difractogramas das nanoparticulas de DCPD sintetizadas
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Figura 4.2 - Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo mostrando as nanoparticulas
de DCPD funcionalizadas com TEGDMA (A) e néo funcionalizadas (B)

200 nm
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Figura 4.3 - Imagens de microscopia eletrbnica de varredura mostrando os aglomerados de
nanoparticulas de DCPD funcionalizadas com TEGDMA (A) e ndo funcionalizadas
(B). Cada uma das placas representa um aglomerado. Note que os aglomerados de
DCPD funcionalizado apresentam bordas lisas e cantos arredondados,
diferentemente dos aglomerados de nanoparticulas nao funcionalizadas, que
apresentam angulos arredondados e bordas defeituosas

det vac mode wD 5\% spot | mag [ 50 ym —M@M@M8MmM8 ™
BSED | High vacuum | 10.8 mm | 20.00 kv | 5.0 | 3 000 x LCT - POLI_USP

vac mode —
BSED | High vacuum | 9.4 mm | 20.00 kv 1 LCT - POLI_USP
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4.2 PREPARACAO DOS COMPOSITOS EXPERIMENTAIS

Foram preparados cinco compdsitos, todos utilizando uma matriz orgéanica
contendo BisGMA (2,2-bis[4-(2-hidroxi-3-metacriloxipropoxi)fenil]-propano, lote:
MKBP7411V) e TEGDMA na proporcédo 1:1 (em mols), 0,5% em peso de
canforoquinona (lote: S32604) e 0,5% em peso de EDMAB (4-dimetilaminoetil
benzoato, lote: MKB69133V). A essa matriz foram adicionadas 10 vol% ou 20 vol%
de nanoparticulas de DCPD n&o funcionalizadas ou funcionalizadas. Para
determinar a quantidade do DCPD em volume a ser adicionada a matriz resinosa
dos compdsitos, as nanoparticulas tiveram suas densidades mensuradas em um
picndmetro a hélio (Ultrapyc 1200e, Quantachrome Instruments, Boynton Beach, FL,
EUA) obtendo-se 2,4 g/ml para o DCPD nao funcionalizado e 1,7 g/ml para o DCDP
funcionalizado. Vidros de bario silanizado (Dso: 0,5 pm, FGM, Joinville, SC - Brasil)
foram adicionados para completar a fracdo volumétrica de 60 %. Um material
controle contendo apenas vidros de bario também foi preparado. Os componentes
foram pesados com auxilio de uma balanga analitica com precisdo de 0,1 mg
(Mettler Toledo XS105 Dual Range, Columbus, OH, EUA) e misturados manual e
mecanicamente (2500 RPM) sob vacuo com o auxilio de um misturador mecénico
planetario (SpeedMixer DAC150.1 FVZ-K, FlackTek Inc. Landrum, SC, EUA). Os
compositos foram armazenados em recipientes protegidos da luz e sob refrigeragéo

até 1 hora antes do uso.

4.3 PREPARO DOS DENTES E PRODUGAO DE LESOES ARTIFICIAIS DE CARIE

Foram utilizados terceiros molares humanos extraidos, livres de caries e sem
trincas visiveis em esmalte (avaliadas em estereomicroscopio), obtidos do Biobanco
de Dentes Humanos da FOUSP. Os dentes foram limpos e armazenados em
solugdo salina (NaCl a 0,9%) contendo Timol (0,1%) até o seu uso. O protocolo de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da USP (SISNEP: 31054214.5.0000.0075, Anexo A).
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Os dentes foram submetidos a dois cortes transversais, um deles 1 mm acima
da jungdo amelocementaria e o segundo corte a 4 mm do primeiro em diregao a face
oclusal. Foi escolhida a area mais plana e com maior espessura de esmalte para
receber os cortes subsequentes, obtendo-se blocos de esmalte com 6 x 4 mm
(Figura 4.4). Os blocos foram fixados em uma base de acrilico com cera para
incrustagao (Kota, Sao Paulo, SP, Brasil) deixando apenas a superficie da dentina
exposta. Esta superficie foi planificada em politriz metalografica (EcoMet 3000 e
AutoMet 2000, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) sob refrigeragéo, utilizando lixas de
carbeto de silicio de 320 grit (Norton Abrasivos, Guarulhos, SP - Brasil) com o
proposito de se obter paralelismo entre esta superficie e a base de acrilico. Em
seguida, o bloco foi removido da base e novamente fixado, desta vez com a
superficie de esmalte exposta para que esta superficie fosse planificada.

Figura 4.4 - Sequéncia de cortes para a obtencdo do bloco de esmalte. Esquerda: cortes
paralelos com 4 mm de distancia, transversais ao longo eixo do dente. Centro: Vista
superior da fatia do dente. Direita: Cortes paralelos a 6 mm de distancia no sentido
vestibulo-lingual

Foram utilizadas lixas de 600 grit (Tatu Hidrolix, SP, Brasil) a fim de se obter
um melhor controle do desgaste, que nao deveria ultrapassar 300 um. A quantidade
de desgaste foi monitorada utilizando-se um reldégio comparador (Mitutoyo No.2119-
50, Kanagawa, Japao). Em seguida, todos os blocos passaram por polimento com
lixa 1200 grit/P4000 (Microcut®, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) por 2 minutos.

Previamente a producdo de carie artificial, os blocos foram recobertos com
esmalte cosmético vermelho nas areas nao planificadas (bordas e angulos. Uma fina
linha central (< 1mm de espessura) também foi protegida com esmalte cosmético

com o propoésito de utiliza-la como area controle (Figura 4.5).
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Figura 4.5 - Bloco protegido com esmalte cosmético, pronto para a produgéo de lesado cariosa

3

Lesbes cariosas sub-superficiais foram criadas no esmalte mediante a
imersdo (sem agitacdo) de cada um dos blocos em 30 ml de solugdo
desmineralizante de Buskes (36) por 12 dias a 37°C (Apéndice C).

4.4 PROCEDIMENTO RESTAURADOR E CICLAGEM DE pH

Antes da aplicagdo do material resinoso sobre as lesbes, uma das areas
laterais ao controle foram recobertas com esmalte cosmético de modo a evitar seu
contato com as solugdes utilizadas durante a ciclagem de pH (Figura 4.6, Apéndice

D). Esta area foi utilizada como “baseline”, representando a lesao artificial.
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Figura 4.6 - Esquema de disposigdo das areas experimentais apds da produgéo de lesédo cariosa
artificial. A: area de esmalte higido (sem les&o), B: area da leséo artificial protegida
por esmalte cosmético, C: area da lesdo artificial que recebera o compdsito (a
excegao do grupo Sem Tratamento)

3,

Foram definidos seis grupos experimentais de acordo com o compadsito
aplicado sobre a lesédo (Tabela 4.1). Adicionalmente, foi avaliado um grupo controle
no qual os blocos de esmalte foram submetidos a ciclagem DES/RE sem receberem
nenhum dos compositos (sem tratamento) a fim de se avaliar exclusivamente o

efeito da ciclagem sobre as lesdes.

Tabela 4.1 - Delineamento experimental

Grupo Tratamento n
Sem Tratamento Sem Tratamento 6
20% NF 20% DCPD NF + 40% bario 7
20% F 20% DCPD F + 40% bario 8
10% NF 10% DCPD NF + 50% bario 8
10% F 10% DCPD F + 50% bario 10
Sem DCPD 60% bario 10

Com o propésito de padronizar o volume do compdsito, foi utilizada uma

matriz de silicone com uma janela de 3 x 4 e 2 mm de espessura (volume: 24 mm?®),
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a qual foi posicionada sobre a metade exposta da lesdo e, em seguida, preenchida
com o material. A fotoativagéo foi realizada com aparelho de luz LED Bluephase N
(lvoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) com irradiancia de 1200 mW/cm? por 40
segundos (Figura 4.7).

Figura 4.7 - Espécime restaurado com o compdésito recobrindo apenas a metade do bloco (A: vista
superior, B: vista lateral)

B metade da lesdo 5Si
composito
recoberta com experimental

esmalte cosmético /

\

Em seguida, os espécimes foram expostos a um modelo de ciclagem de pH
desmineralizante (38) no qual os corpos de prova foram individualmente imersos em
26,4 mL (ou seja, 2,2 mL de solugdo por mm? de lesdo exposta) de solugéo
desmineralizante com pH 5,0 durante 4 h a 37°C. Apds a imersao em solugdo DES,
os corpos de prova eram lavados em agua e imersos em 13,2 mL (1,1 mL/ mm?) de
solucao remineralizante com pH 7,0 a 37°C por um periodo de 20 h, totalizando 24 h
(Apéndice D). A cada quatro dias, as solu¢des foram trocadas por solugdes novas. O
periodo total da ciclagem foi de 16 dias (Figura 4.8).
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Figura 4.8 - Procedimento experimental utilizado no estudo

DENTES
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4.5 AVALIACAO MICRORADIOGRAFICA (TRANSVERSE MICRORADIOGRAPHY,
TMR)

Finalizada a ciclagem, os corpos de prova foram seccionados no sentido do
longo eixo do bloco de esmalte, de modo que no mesmo corte fosse possivel
observar todas as areas (tratamento, esmalte higido e leséo inicial). Foi possivel
obter até trés fatias de 0,5 mm por corpo de prova, as quais foram polidas
manualmente com lixas de granulagdo 600 (Tatu Hidrolix, SP, Brasil) sob
refrigeracdo com agua até se atingir uma espessura menor do que 0,1 mm, aferida
com reldgio comparador.

As fatias foram coladas com fita adesiva no porta-amostra do equipamento de
TMR (em torno de 20-30 amostras por porta-amostra) (Figura 4.9). Como referéncia,
foi incluido no porta-amostra um padrdao de aluminio (step-wedge, 14 passos,
aproximadamente 30 ym de espessura por passo, 99,9% Al), necessario para a
calibragdo da densidade radiografica pelo software do sistema. O porta-amostra
juntamente com a placa de vidro radiografica foram colocados na camara escura do

equipamento gerador de raio-X (Softex TMR, Kanagawa, Japdo). A placa
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radiografica foi sensibilizada pelo raio-X (20 kV e 20 mA) por 13 min. Apds a
exposic¢ao, a placa foi revelada e fixada manualmente em ambiente escuro a 20°C (7
min em cada uma das solugdes). Posteriormente, a placa foi lavada com agua

corrente (10 min) e seca ao ar.

Figura 4.9 - Porta-amostra contendo as fatias de dente, utilizado no equipamento de TMR (A)
e microradiografia (placa de vidro radiografica irradiada) contendo step-wedge de
aluminio ao centro (B)

Para a analise, as placas radiograficas foram colocadas em um microscépio
optico. Primeiramente, foi obtida a curva de calibragdo da densidade radiografica
utilizando a imagem radiografica do step-wedge. Em seguida, foram fotografadas as
areas correspondentes ao tratamento e a lesdo inicial de cada fatia. As imagens
foram fotografadas com aumento de 20x (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemanha)
com uma camera CCD (Canon, Toquio, Jap&o) acoplada a um computador com
software para captura e analise da densidade das imagens (TMR 2012 e TMR 2006
software, Inspektor Research BV, Amsterda, Holanda) com resolugdo de 640 x 480
pixels e 256 niveis de cinza (44, 59). No caso de conseguir tirar mais de uma
fotografia por area, foi feita a média dos valores das variaveis relacionadas aquele
dente. O procedimento de analise consiste na selecdo de duas areas, uma delas
correspondendo a um volume mineral igual a zero (cor preta) e outra
correspondendo ao esmalte sadio. Em seguida, o software determina a espessura
(em micrometros) da fatia que esta sendo analisada comparando sua densidade
radiografica com as densidades das diversas espessuras do step-wedge. Com esta
informagédo, associadas aos coeficientes de absorgao linear do aluminio (131,5), do

material orgénico e agua (11,3) e da hidroxiapatita estequiométrica (260,5), a
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quantidade de material inorganico (porcentagem do volume mineral, vol%) presente
no esmalte € calculada de acordo com a seguinte férmula, determinada por Angmar
et al. (56):

100(131,5 t5-11,3t) (1)
(260,5-11,3)t,

V% =

onde t e t; representam as espessuras da fatia e do step-wedge,
respectivamente. O software fornece os valores para as seguintes variaveis (Figura
4.10):

1.AZ (unidade: vol%.um): € a area sobre a curva (integral) do volume mineral
versus a profundidade da leséo;

2. Profundidade da leséo (lesion depth, LD, unidade: um): definida pela
distancia medida a partir da superficie (0% volume mineral) até a profundidade em
que o esmalte volta a apresentar conteudo mineral igual ou maior que 82,5% que
equivale a 95% do conteudo mineral do esmalte higido, definido como sendo 87%,
segundo Angmar et al. (56), Arends e ten Bosch (58);

3. Razdo AZ/LD (R, unidade: vol%): expressa a média de volume mineral da
leséo;

4. Espessura da camada supetfficial pseudo-intacta (superficial layer, SL,
unidade: um).

A remineralizagdo (AAZ, em porcentagem) foi calculada utilizando-se o AZ da
lesdo inicial e da lesdo apos a ciclagem DES/RE (tratamento), de acordo com a
seguinte férmula:

ANZ= (AZeszo inicial = AZ tratamento)/AZ esao inicial) X 100% (2)

Valores negativos indicam desmineralizacdo adicional. A variagdo na
profundidade da lesdo (ALD) apods a ciclagem DES/RE foi calculada de acordo com
a seguinte férmula:

ALD= (LD feszo inicial = LD tratamento)/LD 1eszo iniciar) X 100% (3)

Sendo que valores negativos indicam um aumento na LD. A variagdo da R
(AR) ap6s a ciclagem DES/RE foi calculada de acordo com a seguinte formula:

AR= (Riesao inicial = R tratamento)/R lesao inicial) X 100% (4)

Desta forma, valores negativos indicam um aumento do volume mineral da
lesdo. A variagcdo da espessura da camada superficial pseudo-intacta (ASL) apds a
ciclagem DES/RE foi calculada de acordo com a seguinte formula:

ASL= (SL tratamento = SL leso inicial)/SL leszo iniciat) X 100% (9)



Assim, valores negativos indicam diminuigdo da espessura da SL.
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Figura 4.10 - Imagem capturada da microradiografia (A) e anadlise realizada pelo software (B). B: 1
- Valores das diferentes variaveis determinados pelo software. 2 - Grafico obtido
automaticamente pelo software mostrando o volume mineral em funcdo da
profundidade. 3 — Grafico demostrando a correlagdo entre a espessura do step-

wedge e a transmissdo de luz pela placa radiografica. 4 — Imagem do software

representando o reconhecimento dos limites da lesdo cariosa. 5 — Grafico
mostrando a selegdo das areas representativas de volume mineral zero e esmalte
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4.6 LIBERACAO DE iONS

As concentrag¢des de ions calcio e hidrogénio fosfato nas solugdes DES e RE
utilizadas na ciclagem de pH dos grupos sem tratamento e os restaurados com
composito contendo DCPD foram determinadas ao término do periodo de quatro
dias em que a solugado foi utilizada. Como baseline, foram utilizadas as solug¢des
DES e RE inicialmente preparadas, sem exposicdo os corpos de prova. Como
controle adicional, foram analisadas solugdes expostas apenas ao compdsito em
volume equivalente ao usado nas restauracbes com o intuito de quantificar os ions
liberados pelo material sem a influéncia do dente.

As aliquotas foram analisadas utilizando-se espectrofotometria (DU 800
Spectrophotometer, Beckman Coulter, Brea, CA - EUA). A concentragcdo de ions
calcio foi determinada através do método colorimetrico de Patrick et al. (101, 102) no
qual o calcio em solugdo reage com acido cloranilico (CsH2Cl,O4) formando um
precipitado de cloranilato de calcio. O precipitado € lavado em alcool isopropilico e
dissolvido em uma solugdo de EDTA (acido etileno diamino tetra acético), gerando
uma solugéo de coloragao rosea (Apéndice E).

Para a quantificagdo do hidrogénio fosfato (HPO4*) foi utilizado o método de
Fiske e Subbarow (103). Este método se baseia na reagdo do fésforo com o acido
molibdico, formando um complexo de acido fosfomolibdico, o qual é reduzido pelo
acido ascorbico formando uma solugdo de cor azul, cuja intensidade é proporcional
ao teor de fosforo inorganico (Apéndice F). Para todas as leituras foram
estabelecidas curvas padrao de ambos os compostos resultantes das reacdes. Os

resultados foram obtidos em ppm (partes por milh&o).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos com a técnica de TMR foram analisados através de ANOVA
de fator unico e do teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os valores de
concentragéo de calcio e hidrogénio fosfato presentes nas solu¢des DES e RE foram

submetidos ao teste n&o paramétrico de Kruskal Wallis, com comparagdes multiplas
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feitas através do teste de Dunn. Em todas as analises, foi adotado o nivel global de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 MICRORADIOGRAFIA TRANSVERSAL (TMR)

Os valores de AZ (perda mineral da lesdo), LD (profundidade da lesdo), R
(média de perda de volume mineral da lesdo) e SL (espessura da camada superficial
pseudo-intacta) da lesao inicial, da lesdo apds a ciclagem DES/RE e as variagbes
percentuais resultantes da ciclagem estdo descritos nas tabelas 5.1, 5.2 e 5.3,
respectivamente. Os valores de AZ, LD, R e SL da lesdo inicial foram
estatisticamente semelhantes para todos os grupos (p>0,05, Tabela 5.1). Apds a
ciclagem DES/RE, foram observadas diferencas estatisticamente significantes para
AZ e LD (p<0,05, Tabela 5.2). O grupo “sem tratamento” (constituido por dentes com
lesdes nao restauradas) apresentou perda mineral significativamente maior que os
grupos 20% F, 10% F e “sem DCPD”. A profundidade da lesao foi significantemente
maior para o grupo “sem tratamento” em comparagdo com todos o0s grupos

restaurados com compasitos contendo DCPD.

Tabela 5.1 - Médias e desvios-padrdo da perda mineral da lesdo (AZ), profundidade da lesédo (LD),
média de perda de volume mineral (R) e espessura da camada superficial pseudo-
intacta (SL) da les&o inicial para os grupos experimentais avaliados. Letras iguais
indicam auséncia de diferengas estatisticamente significantes entre os grupos para cada
coluna (ANOVA/teste de Tukey, p<0,05)

Grupos n AZ (vol%.um) LD (pm) R (vol%) SL (um)
Sem tratamento 6 3160 (720)* 81(15)* 39(M* 53(1,7"
20% NF 7 3104 (1015)" 69 (15)*  42(8)* 54 (0,9)"
20% F 8 3086 (576) * 710 415"  55(1,7)"
10% NF 8 3111 (335)* 74 (12)*  42(6)* 7,9(1,6)"
10% F 10 3046 (828) " 77 (16)*  39(8)"  6,0(1,9"
Sem DCPD 10 2492 (797)" 66 (12)»  38(9)*  6,0(1,2)"

Média 3000 (712) 74 (15) 40 (7) 6,0 (1,5)
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Tabela 5.2 - Médias e desvios-padrdo da perda mineral da lesdo (AZ), profundidade da lesédo (LD),
média de perda de volume mineral (R) e espessura da camada superficial pseudo-intacta
(SL) da lesado inicial ap6s a ciclagem DES/RE para as condigbes experimentais
avaliadas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos para cada coluna (ANOVA/teste de Tukey, p<0,05)

Grupos n AZ (vol%-pum) LD (um) R (vol%) SL (um)

Sem tratamento 6 3719 (1167)"  88(15)*  42@)" 7,127

20% NF 7 2530 (989)"® 63 (14)®  40(10)* 55(1,1)"
20% F 8 2405 (682)° 65 (13)® 37(6)" 6,3(23)"
10% NF 8 2450 (397)"®  63(9)®  39(6)* 7,4(2,0)"
10% F 10 2341 (551)" 64 (12)° 38®6)" 62(1,7)"
Sem DCPD 10 2334 (882)° 68 (14)"® 34 (8)*  6,2(1,3)"

Todos os grupos nos quais as lesbes foram recobertas por compdsito
mostraram recuperagao do conteudo mineral apos a ciclagem, com valores variando
entre 3% e 23% (Tabela 5.3). Apos a ciclagem de pH, os valores de AAZ de ambos
os grupos utilizando DCPD funcionalizado foram significativamente maiores
comparados ao do grupo sem tratamento, o qual apresentou desmineralizag&o
adicional (p<0,05). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre grupos nas demais variaveis analisadas (ALD, AR e ASL). O box-plot (Grafico
5.1) evidencia a ampla dispersdo dos dados, em particular no grupo restaurado com

o composito sem DCPD.



59

Tabela 5.3 - Médias e desvios-padrdo para a remineralizagdo (AAZ), variagdo da profundidade da
lesdo (ALD), variagdo da meédia de perda de volume mineral (AR) e variagcdo da
espessura da camada superficial (ASL) para cada grupo experimental avaliado. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para cada
coluna (ANOVA/teste de Tukey, p<0,05)

Grupos ANZ (%) ALD (%) AR (%) ASL (%)

Sem tratamento  -17,1 (25,0) ® -10 21 A -8 (22) 4 33, 6 (40,7)"
20% NF 16,0 (23,1) "B 6 (23) " 6 (15)" 6,7 (31,9)"
20% F 22,6 (13,6) 13 (17) A 10 (16)* 11,9 (9,3)*
10% NF 20,2 (15,3) *® 14 (18) A 5 (25)4 -6,7 (11,6)"
10% F 21,4 (11,6) 16 (17) A 0 (26)" 9,9 (34,4)"
Sem DCPD 3,3 (37,9)"® -4 (20) A 8 (27)" 7,3 (34,7)"

AAZ: valores negativos indicam desmineralizagao adicional. ALD: valores negativos
indicam um aumento na profundidade da les&o. AR: valores negativos mostram
aumento na média da perda de conteudo mineral. ASL: valores negativos mostram
diminuigao da espessura da camada superficial.
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Grafico 5.1 - Box-plot mostrando a distribuicdo dos dados de AAZ (%) em fungéo dos grupos. O
simbolo W indica o valor da média e a linha horizontal dentro da caixa, a mediana
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A figura 5.2 mostra os valores de recuperagdo mineral (%) em funcdo da
profundidade da lesdo. E possivel observar a desmineralizacdo acentuada
apresentada pelo grupo sem tratamento, com redugdes crescentes de volume
mineral até a profundidade de 70 ym. Para o grupo que utilizou o compdsito sem
DCPD, observa-se alguma remineralizagcdo até a profundidade de 30 pym e
desmineralizagdo a partir de 40 ym. Nos grupos que utilizaram compdsitos com
DCPD, observou-se remineralizacdo em todas as profundidades, com os valores

mais elevados observados entre 20 ym e 40 ym.
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Figura 5.2 - Distribuicdo dos valores de recuperagdo mineral (%) dos grupos em fungdo da
profundidade da les&o. Valores negativos indicam desmineralizagéo adicional
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Considerando-se que a profundidade média das lesdes iniciais foi de 74 ym, a
recuperacdo de conteudo mineral também foi avaliada dividindo-as em tercos:
superficial (de 0 a 25 ym), médio (de 26 a 50 ym) e profundo (de 51 a 74 ym). Na
Tabela 5.4 observa-se que a recuperacgao foi significativamente maior nos primeiros
micrometros da lesdo para os grupos 20% NF, 20% F, 10% NF e o grupo controle
sem DCPD em comparacgao ao sem tratamento. Por outro lado, nos dois tergos mais
profundos da leséo (entre 26 e 74 pm) todos os grupos contendo DCPD obtiveram
uma maior recuperacéo do que o grupo que utilizou o compésito sem DCPD e grupo
sem tratamento (H=253,25, p<0,001).
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Tabela 5.4 - Médias e desvios-padrao da recuperagao mineral (%) em fungédo da profundidade da
lesdo. Letras mailsculas iguais indicam auséncia de diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos para cada coluna. Letras minusculas iguais indicam
auséncia de diferencas estatisticamente significantes entre as profundidades para um
determinado tratamento (Kruskal-Wallis/teste de Dunn, p<0,05)

Recuperacéo mineral (%)

Grupos N superficial Médio Profundo
(0 =25 pm) (26 — 50 pm) (51 =74 ym)
Sem tratamento 6 -1,6 (0,8) “@ 7,1(2,8) " -19,1 (3,5) “@
20% NF 7 3,3(2,1)° 7.2 (1,4)5 6,1 (2,1) A
20% F 8 7,8 (3,8) " 11,1 (4,9) *@ 1,8 (0,4) B°
10% NF 8 7,6 (0,8) " 9,3 (1,0) B2 3,5(2,4) %
10% F 10 1,7 (1,2) B 9,0 (2,3) P2 6,5 (2,9) "
Sem DCPD 10 7,0 (1,8) " 1,4 (2,6) “° 3,4 (1,4) ¢

A figura 5.3 mostra exemplos de imagens das lesdes artificiais em esmalte
analisadas no estudo. E possivel ver um aumento na progress&o da lesdo no grupo
sem tratamento, enquanto a lesdo permaneceu estatica no grupo tratado com
material sem DCPD. Para os grupos tratados com DCPD, é possivel notar regressao

da lesdo independentemente da concentracéo e da funcionalizacao.
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Figura 5.3 - Imagens de microradiografias do esmalte representando a les&o inicial e a situagcéo apos
ciclagem DES/RE de cada um dos grupos

Sem Tratamento - inicial Sem Tratamento - tratamento

20%NF - inicial 20%NF - tratamento

20%F - tratamento

10%NF =inicial %NF - tratamento

10%F = inicial 10%F - tratamento

Sem DCP Sem DCPD
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5.2 LIBERAGAO DE iONS

A figura 5.4 mostra as concentragdes de calcio encontradas na solugdo DES na
qual ficaram armazenados apenas os compositos. Nao foram detectadas diferencas
estatisticamente significantes entre os quatro compdsitos em nenhum dos quatro
periodos analisados. Em relagdo ao periodos, com exceg¢do do grupo 20% NF, os
demais grupos apresentaram aumentos estatisticamente significantes entre o
segundo e terceiro periodo. Nos primeiros dois periodos, as concentragdes
detectadas foram inferiores a concentragao inicial da solugéo (52 ppm). No terceiro
periodo, as concentragbes encontradas foram numericamente semelhantes a
concentracao inicial da solugao e no quarto periodo a concentracdo média foi de 65

ppm, ou seja 25% maior que a concentracéo inicial (H=32,17, p<0,001).
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Figura 5.4 - Concentracdes de ca* (ppm) detectadas nas solu¢gdes DES nas quais apenas o
composito foi imerso. Letras mailsculas indicam o resultado das comparagbes
multiplas entre materiais para o mesmo periodo. Letras minusculas indicam o resultado
das comparagbes multiplas para o mesmo material nos diferentes periodos (Kruskal-
Wallis/teste de Dunn, p<0,05). A linha tracejada representa a concentragao inicial do
ion na solugao
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A figura 5.5 mostra as concentragdes de calcio encontradas na solugédo RE na
qual ficaram armazenados apenas os compdsitos. Para um mesmo periodo da
ciclagem ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significantes entre os
quatro compdsitos em nenhuma das quatro solugdes analisadas, exceto no terceiro
periodo no qual 20% F mostrou uma concentragdo de calcio menor que 0s grupos
com 10% de DCPD. De modo geral, semelhante ao encontrado na solugéo DES, foi
observada uma redugdo numérica na concentragdo de calcio entre o primeiro e
segundo periodos de ciclagem e aumentos sucessivos entre o segundo e o quarto
periodos, com diferengas estatisticamente significantes entre o terceiro e quarto
periodos, exceto para o 10% NF (H=57,81; p<0,001). As concentragbes detectadas
no quarto periodo foram em média numericamente semelhantes a concentragao

inicial da solucgao.
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Figura 5.5 - Concentragbes de ca* (ppm) detectadas nas solugbes RE nas quais apenas o
composito foi imerso. Letras mailsculas indicam o resultado das comparagdes
multiplas entre materiais para o mesmo periodo. Letras minusculas indicam o resultado
das comparagbes multiplas para 0 mesmo material nos diferentes periodos (Kruskal-
Wallis/teste de Dunn, p<0,05). A linha tracejada representa a concentragéo inicial do
ion na solugao
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A figura 5.6 mostra as concentra¢cdes de hidrogénio fosfato encontradas na
solugdo DES na qual ficaram armazenados apenas os compésitos. De modo geral
nao foram observadas diferencas na concentracdo de fosfato entre os compdsitos
para um determinado periodo, com exceg¢ao do segundo periodo no qual 20% NF
mostrou menor concentracdo que o 10% F. As concentragbes mantiveram-se
préximas a concentragao inicial da solugdo principalmente no segundo e terceiro
periodos da ciclagem. Apenas para o material contendo 10% NF a concentragao
encontrada no terceiro periodo foi estatisticamente maior que a encontrada no
quarto periodo. Para o material contendo 10% F a concentragdo no segundo periodo
foi estatisticamente superior as concentracbes do primeiro e quarto periodos
(H=26,04; p<0,05).
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Figura 5.6 - Concentragbes de HPO,* (ppm) detectadas nas solugdes DES nas quais apenas o
composito foi imerso. Letras mailsculas indicam o resultado das comparagbes
multiplas entre materiais para o mesmo periodo. Letras minusculas indicam o resultado
das comparagbes multiplas para o mesmo material nos diferentes periodos (Kruskal-
Wallis/teste de Dunn, p<0,05). A linha tracejada representa a concentracéo inicial do
ion na solugdo. A linha tracejada representa a concentragéo inicial do ion na solugéo
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A figura 5.7 mostra as concentracdes de hidrogénio fosfato encontradas na
solucao RE na qual ficaram armazenados apenas os compdsitos. As concentracoes
mantiveram-se proximas a concentracdo inicial da solugdo com excegao do segundo
e terceiro periodos da ciclagem, nos quais houve uma ligeira redu¢do. Semelhante
ao descrito para a solugdo DES, de modo geral ndo foram observadas diferengas na
concentracdo de fosfato entre os compdsitos para um determinado periodo, com
excecgao do quarto periodo no qual houve diferenga entre 20% NF e 10% NF. Para
todos os compdsitos, foi observado que as concentragdes diminuiram entre o
segundo e o terceiro periodo, sendo que para os grupos 20% NF e 10% F os
menores valores se mantiveram no quarto periodo (H=47,877; p<0,001).
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Figura 5.7 - Concentragbes de HPO,* (ppm) detectadas nas solugbes RE nas quais apenas o
composito foi imerso. Letras mailsculas indicam o resultado das comparagbes
multiplas entre materiais para o mesmo periodo. Letras minusculas indicam o resultado
das comparagbes multiplas para o mesmo material nos diferentes periodos (Kruskal-
Wallis/teste de Dunn, p<0,05). A linha tracejada representa a concentracéo inicial do
ion na solugao
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As concentragcbes de calcio encontradas nas solugbées DES e RE na qual
ficaram armazenados os dentes apresentando lesao cariosa, recobertas ou nao
pelos compositos experimentais sdo mostradas nas figuras 5.8 e 5.9,
respectivamente. As concentragcdes de calcio na solugdo DES nao apresentaram um
padrao definido. No primeiro periodo, apenas o material 10% NF apresentou maior
concentragédo de calcio que o controle. No segundo periodo, somente os materiais
10% NF e 10% F apresentaram uma concentragao de calcio semelhante ao controle.
No terceiro periodo todos os grupos apresentaram concentragbes semelhantes.
Finalmente no quarto periodo, todos os materiais apresentaram menor concentragao
de calcio que o controle, com excecdo do 10% NF. Para a solucao DES, as
concentragbes nos segundo e quarto periodos foram maiores que as vistas nos
primeiro e terceiro periodos para os grupos controle e 10% F. Ja para o grupo 20%
NF, os trés ultimos periodos apresentaram maior concentragdo que o primeiro
periodo, enquanto o maior valor do 20% F foi visto no segundo periodo, diferindo

dos terceiro e quarto periodos. Por fim, 10% NF mostrou maior concentracdo nos
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primeiros dois periodos em relagado aos dois ultimos periodos.

Figura 5.8 - Concentragbes de ions ca* (ppm) detectadas na solugdo DES em fungéo dos periodos
de ciclagem analisados para os grupos experimentais com compdsitos contendo DCPD e
para o grupo sem aplicacdo de compoésito. Letras mailsculas indicam o resultado das
comparagdes multiplas para os diferentes grupos em um mesmo periodo. Letras
minusculas indicam o resultado das comparagdes multiplas para o0 mesmo material nos
diferentes periodos (Kruskal-Wallis/teste de Dunn, p<0,05). A linha tracejada representa
a concentragao inicial do ion na solugao
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Nas solugcdes RE foi observado um aumento na concentragdo de calcio ao
longo do tempo, sendo que no quarto periodo todos os grupos mantiveram uma
concentragéo proxima a da solugao inicial (Figura 5.9). Na comparagao entre grupos,
em geral os materiais apresentaram concentragdes estatisticamente menores que o
controle, com excec¢do do 10% F (primeiro periodo), 20% NF e 10% F (terceiro
periodo) e 20% F (quarto periodo). No segundo periodo, o grupo 10% NF
apresentou maior concentracdo de calcio que todos os demais grupos, sendo que
estes nao diferiram entre si. As concentragdes nos terceiro e quarto periodos foram
maiores que as vistas nos primeiro e segundo periodos para o grupo controle. Ja
para o grupo 20% NF, o quarto periodo apresentou maior concentragcdo que 0s
primeiro e segundo periodos, enquanto para o 20% F e 10% NF os trés ultimos
periodos foram superiores ao primeiro periodo. Por fim, 10% F mostrou maior

concentracéo de calcio no terceiro periodo em relagdo aos dois anteriores.
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Figura 5.9 - Concentragdes de ions ca* (ppm) detectadas na solugdo RE em fungéo dos periodos de
ciclagem analisados para os grupos experimentais com compdésitos contendo DCPD e
para o grupo sem aplicacdo de compoésito. Letras mailsculas indicam o resultado das
comparagdes multiplas para os diferentes grupos em um mesmo periodo. Letras
minusculas indicam o resultado das comparagdes multiplas para o0 mesmo material nos
diferentes periodos (Kruskal-Wallis/teste de Dunn, p<0,05). A linha tracejada representa
a concentragao inicial do ion na solugéo
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De modo geral, as concentragdes de HPO4* apresentaram comportamentos
que se assemelham ao observado para o calcio. Na solugdo DES (Figura 5.10) n&o
se observou um padrao entre materiais ou entre periodos. No primeiro periodo, 20%
F e 10% NF apresentaram maior concentragdo de fosfato que os demais grupos; ja
no segundo periodo, 10% F apresentou maior concentragado de fosfato que o grupo
20% NF, sendo ambos semelhantes aos demais grupos. No terceiro periodo
concentragbes menores foram encontradas para os grupos 20% NF e 20% F em
relagdo aos demais grupos, sendo que resultado oposto foi observado no quarto
periodo. As concentracdes de HPO,* nos segundo e terceiro periodos foram
maiores que as vistas nos primeiro e quarto periodos para os grupos controle e 10%
F. J& para o grupo 20% NF, os trés ultimos periodos apresentaram maior
concentracdo de fosfato que o primeiro periodo. Por fim, 10% NF mostrou maior
concentracdo de calcio nos terceiro periodo, sendo este diferente dos demais com
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excecgao do segundo periodo.

Figura 5.10 - Concentragbes de ions HPO,* (ppm) detectadas na solugdo DES em funcdo dos
periodos de ciclagem analisados para os grupos experimentais com compdésitos
contendo DCPD e para o grupo sem aplicacdo de compdsito. Letras mailsculas
indicam o resultado das comparagées multiplas para os diferentes grupos em um
mesmo periodo. Letras minusculas indicam o resultado das comparagbes multiplas
para o mesmo material nos diferentes periodos (Kruskal-Wallis/teste de Dunn, p<0,05).
A linha tracejada representa a concentragao inicial do ion na solugéo
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Na solugdo RE (Figura 5.11) a concentragdo de HPO,* apresentada pelos
grupos foi numericamente préxima a concentragao inicial com exceg¢ao do primeiro e
terceiro periodos. No terceiro periodo foi detectada alta concentragéo para os grupos
sem tratamento e 10% F. Na comparagao entre grupos, 10% NF apresentou maior
concentracdo de HPO4* que os outros grupos, nao diferindo de 20% F no primeiro
periodo. No segundo periodo, nenhuma diferenca foi detectada entre os grupos. No
terceiro periodo, os grupos sem tratamento e 10% F liberaram mais fosfato que os
demais e no quarto periodo novamente os grupos 20% F e 10% NF apresentaram
maior concentragdo de fosfato que os grupos sem tratamento e controle. As
concentracdes de HPO,* aumentaram entre o primeiro e o segundo periodo para

todos os grupos com exceg¢do do 20% DCPD; entre o segundo e o terceiro periodo
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as concentragdes aumentaram para todos os grupos com excec¢ao dos grupos 20%
F e 10% NF. Entre o terceiro e o quarto periodo, a concentracdo de HPO4* diminuiu
para o controle e 10% F, permaneceu constante para os grupos 20% NF e 20% F e

aumentou para o grupo 10% NF.

Figura 5.11 - Concentragdes de ions HPO,* (ppm) detectadas na solugdo RE em funcéo dos
periodos de ciclagem analisados para todos grupos experimentais com compdsitos
contendo DCPD e para o grupo sem aplicacdo de compdsito. Letras maiusculas
indicam o resultado das comparagbes multiplas para os diferentes grupos em um
mesmo periodo. Letras minusculas indicam o resultado das comparagbes multiplas
para o mesmo material nos diferentes periodos (Kruskal-Wallis/teste de Dunn,
p<0,05). A linha tracejada representa a concentragao inicial do ion na solugéo
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A figura 5.12 mostra a variagdo da razdo Ca:P nas solugbes DES e RE
calculada a partir das médias das concentragdes de Ca®* e HPO,* de todos os
grupos avaliados em fungédo dos quatro periodos de ciclagem. Para as solu¢des nas
quais apenas os compositos ficaram armazenados houve uma reducdo na Ca:P
entre o primeiro e o segundo periodo, seguido de aumentos sucessivos até
atingirem valores muito proximos aos encontrados nas solugdes iniciais (DES: 2,2;
RE: 2,9). Para os dentes com lesdo recoberta por compdésito, a redugcédo na Ca:P foi
observada entre o primeiro e o terceiro periodo, novamente atingindo valores
préximos aos das solugdes iniciais no quarto periodo. Os grupos “sem tratamento”
apresentaram comportamento semelhante, no entanto com valores iniciais e finais

de Ca:P muito maiores.
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Razdo Ca:P calculadas pelas médias das concentragbes de Ca* e HPO,*detectadas
nas solu¢gdes DES e RE em fungdo dos periodos de ciclagem analisados para todos
grupos experimentais, a excegdo do grupo contendo compdésito sem DCPD. A linha
tracejada representa a razdo Ca:P inicial das solugbes utilizadas
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial remineralizador de
compositos contendo nanoparticulas de DCPD funcionalizadas com TEGDMA. Os
efeitos positivos da funcionalizacdo das nanoparticulas com TEGDMA sobre a
resisténcia a fratura de materiais resinosos (em relagdo ao uso de nanoparticulas
nao funcionalizadas) foram verificados em uma série de estudos (12, 13)". Os efeitos
da funcionalizagdo sobre a liberagdo de ions, no entanto, mostraram resultados
discordantes. Enquanto alguns dos estudos citados n&o verificaram redugc&o nas
concentracdes de Ca** e HPO,* liberadas ao longo de 28 dias (13), em outro
estudo foi verificada uma menor liberagado aos 7 dias para os compdésitos contendo
20 vol% de DCPD funcionalizado em relagdo ao material contendo nanoparticulas
ndo funcionalizadas (12). Sendo assim, o passo seguinte na avaliagdo destes
compositos restauradores liberadores de ions foi verificar se seriam capazes de
promover a recuperacao do conteudo mineral de lesbes subsuperficiais em esmalte.
As propriedades mecanicas e a liberagdo de ions de compdsitos experimentais
contendo nanoparticulas semelhantes as utilizadas no presente estudo foram

avaliadas em um estudo anterior .

Mesmo sendo considerada o “padrao ouro” para a quantificagdo mineral ao
longo da profundidade da lesdo em esmalte (57, 58, 104), a TMR € um método
destrutivo e costuma apresentar variabilidade consideravel nos resultados devido a
variagbes biologicas do esmalte e a heterogeneidade das lesdes, mesmo quando
estas sdo preparadas em condigbes padronizadas (34). De fato, os parametros
avaliados da lesdo pré-tratamento (Tabela 5.1) apresentaram coeficientes de
variagao entre 18% e 25%. Nao obstante, a profundidade média das lesdes (74 um)
e a espessura da camada pseudointacta (6,0 ym) estiveram dentro dos valores
esperados para o procedimento de desmineralizacdo empregado (36, 38, 59). Da
mesma forma, as caracteristicas apresentadas pelas lesdes iniciais foram similares
entre os grupos, possibilitando uma comparagédo mais confiavel apds tratamento.

Apoés o tratamento, o unico pardmetro que apresentou alguma variagao relevante

’ Rodrigues MC, Chiari MD, Alania Y, Natale LC, Arana-Chaves VE, Méir M, et al. lon-releasing dental
restorative composites containing functionalized brushite nanoparticles for improved mechanical
strength. 2017; trabalho submetido para publicacao.
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entre os grupos foi a profundidade da lesdo, menor para os grupos que utilizaram
compositos com DCPD em relagdo ao grupo sem tratamento, porém semelhante ao

grupo que utilizou o composito sem DCPD.

Quando os dados foram analisados em funcéo das variagdes observadas em
cada corpo de prova antes e apos a ciclagem de pH (Tabela 5.3), fica evidente a
grande dispersdo dos resultados. Como consequéncia, mesmo tendo-se observado
valores de AAZ entre 16% e 23% nos grupos envolvendo compdsitos com DCPD,
nao foi detectada diferenga entre estes e o grupo no qual foi utilizado o compadsito
sem DCPD (3,3 = 37,9%) e em alguns casos mesmo com o grupo controle sem
tratamento (-17,1 = 25,0%). Outros estudos também relataram dispersées bastante
elevadas nos grupos controle (ou seja, aqueles utilizando compésitos sem particulas
de fosfato de calcio) (5-7). A elevada dispersdo de dados torna a média pouco
representativa para expressar o comportamento de uma amostra (105). Nao
obstante, é importante observar que nos grupos envolvendo compdésitos com DCPD
91% das amostras apresentaram remineralizagdo, enquanto que nos grupos “sem
DCPD” e “sem tratamento” isso foi observado em 60% e 33% dos corpos de prova,
respectivamente. Além disso, ndo foram verificadas diferencas na remineralizacao
entre os grupos envolvendo compdésitos contendo diferentes fragdes volumétricas de
DCPD ou em fungdo da sua funcionalizacdo. Isso parece indicar que a
disponibilidade de ions na interface entre o compdsito e a superficie da lesdo nao

seria diferente para os compdsitos contendo DCPD.

O fato do grupo controle sem DCPD ter apresentado, em média, uma leve
remineralizagdo sugere que a aplicagdo do composito sobre a lesdo por si so
representaria uma protecdo contra a desmineralizacdo adicional da lesdo. Um
estudo in vitro verificou que a area da lesdo formada apds imersdo em um gel acido
(pH=4,5) por cinco semanas € diretamente proporcional ao comprimento da fenda na
interface dente-restauracdo (106). Portanto, se for considerado que o compésito foi
aplicado sobre a lesdo em condi¢des de baixo confinamento (ou seja, como um cubo
com apenas uma das faces aderidas), é possivel que sua contracdo de
polimerizacdo nao tenha resultado em tensdes capazes de promover o

descolamento da interface, mesmo na auséncia de um sistema adesivo.

A auséncia de diferencga estatistica entre o grupo “sem DCPD” e os demais

grupos, além da alta variabilidade dos dados, se deve a deposi¢gdo mineral
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observada nos primeiros 25 ym da lesédo, semelhante ao relatado por Langhorst et
al. (6) que utilizaram como controle um compdsito comercial microparticulado
contendo particulas de trifluoreto de itérbio. Uma hipétese que poderia explicar a
recuperacédo mineral no tergo superficial da lesdo encontrada mesmo no grupo sem
DCPD seria a presenca de fluor nas solugdes da ciclagem. O fluor é altamente
reativo com a hidroxiapatita. Assim, & possivel que a deposi¢cao de fases minerais
com fluor tenham obstruido as porosidades e impedido o transporte de ions ao longo
da lesdo. Neste sentido, o fluor € menos efetivo para promover a remineralizagao
nas areas mais profundas (6, 18, 46, 68, 107, 108). Mesmo considerando que em
lesdes artificiais sdo necessarias concentragdes maiores que 2 ppm de fluor para
obter remineralizagdo da superficie (108), e levando-se em conta que nas solugdes
DES/RE foi utilizado menos de 0,05 ppm de fluor, essas lesdes sdo mais reativas ao
flior (108) e mais favoraveis a remineralizagdo (39, 40) quando pouco profundas
(< 100 ym) e com alto R (média da perda do volume mineral, 40 vol%), como no
caso do presente estudo. Apesar de ndo terem sido verificadas diferencas
estatisticamente significantes na remineralizagdo entre os grupos com compdsito na
lesdo como um todo, foi observada uma maior recuperagcdo mineral nos tercos
meédio e profundo das lesdes nos grupos que utilizaram os compésitos com DCPD

em comparagado com o grupo sem DCPD.

Muito embora os valores de remineralizagdo encontrados no presente estudo
sejam semelhantes aos relatados por outros autores que utilizaram a TMR para
avaliar o efeito de compdsitos contendo ortofosfato de calcio sobre lesdes nao-
cavitadas em esmalte (6, 7, 52), existem diferengcas de metodologia tais como
caracteristicas da lesdo cariosa inicial, formulagbes da matriz resinosa do compasito,
o conteudo de particulas de ortofosfato de calcio no compadsito e o tipo de ciclagem
de pH empregada que podem influenciar nos resultados. Além das diferengas nos
parametros da ciclagem de pH, os estudos avaliando compodsitos com ACP
utilizaram uma técnica diferente para o preparo dos corpos de prova, conhecida
como técnica da fatia unica (single-section technique), que tem a vantagem de
diminuir a variabilidade no entanto aumenta a susceptibilidade da amostra aos
acidos (110). As caracteristicas das lesdes artificiais em esmalte tém especial
importancia nos resultados de tratamentos remineralizadores. Lesdes iniciais com

maior perda mineral respondem com maior sucesso aos tratamentos de



78

remineralizagéo (in vitro ou in vivo) (39, 40). Por isso, & importante que estudos
sobre remineralizac&do reportem as caracteristicas iniciais da lesdo, em particular o
seu conteudo mineral (AZ). Infelizmente, dos trés estudos que verificaram a
remineralizagcao de lesdes em esmalte utilizando compdsitos com ACP, apenas um
deles traz esta informagéo (AZ: 2060 vol%-um, LD: 93,2 ym) (52).

A liberagdo de ions de compdsitos contendo ortofosfatos de calcio esta
relacionada a varios fatores, entre eles a solubilidade e a area superficial das
particulas (10, 93, 100), a quantidade de particulas adicionadas ao compdsito (93) e
a hidrofilia da matriz resinosa (91). Nos trés estudos previamente mencionados (6, 7,
52), os compdsitos utilizados apresentavam 40% em peso de ACP e matrizes
relativamente hidrofilicas, contendo metacrilato de hidroxietila (HEMA). No presente
estudo, valores proximos de remineralizacdo foram obtidos com compdsitos
contendo quantidades menores de DCPD (23% em peso para os compaositos com 20
vol% e 11% em peso para os compdsitos com 10 vol%) em uma matriz
relativamente hidrofébica. Considerando-se que quanto menor a quantidade de
particulas de CaP melhores as propriedades mecanicas do compdsito (12, 63), os

resultados obtidos com compésitos contendo DCPD foram animadores.

Estudos envolvendo ciclagem de pH mostram que a remineralizagdo ocorre
de forma mais intensa nas duas primeiras semanas de ciclagem, enquanto que apos
a terceira semana os sinais de precipitacdo mineral sdo praticamente inexistentes
(25, 34). A analise da concentragao de ions confirma este comportamento, visto que
as concentragdes inferiores aos das solugdes iniciais indicam que houve captagao
de ions pela lesdo e/ou precipitacdo de mineral sobre os corpos de prova nos trés
primeiros periodos e uma liberagdo no quarto periodo. Em relagcédo as solugcdes DES
e RE usadas na ciclagem, neste estudo a solu¢do DES foi ajustada para pH 5 com
um tempo de imersao de 4 horas, em comparagdo com o pH 4 em 1 hora de imersao
da solucdo nos estudos avaliando compositos contendo ACP (5, 6, 7). Um outro
aspecto que diferencia a ciclagem de pH do presente estudo com a utilizada em
trabalhos semelhantes € a concentragao de ions das solugcdes. Por exemplo, neste
estudo foram utilizadas na solugdo DES concentragdes de 51,3 ppm de calcio e 22,9
ppm de fosfato, enquanto que nos estudos anteriores foram utilizadas concentragcdes
de 120 ppm de calcio e 55,7 ppm de fosfato (5, 6, 7). E importante salientar que em
todos os estudos a relagéo Ca:P foi semelhante (2,13 - 2,15).
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Um unico estudo avaliou a liberagéo de ions em um composito contendo 40%
em peso de ACP em solugao salina e a variagao no conteudo mineral de lesbes em
contato com este material apds 28 dias de ciclagem de pH. A concentragéo de ions
atingiu 29 ppm de Ca’* e 16 ppm de fosfato em solucdo salina enquanto que a
remineralizagdo observada foi de 14 £+ 17% (6). Na presente pesquisa foi feita a
quantificacdo das concentracdes dos ions Ca®* e HPO4* nas solucdes DES e RE
como forma de se obter alguma informagédo sobre a variagdo nas concentragdes
ibnicas ao longo do processo DES/RE. Adicionalmente, foi avaliada a liberagdo de
ions dos compdsitos isoladamente também submetidos a ciclagem de pH. A
liberacdo de ions em solugdo salina (pH 7) de compdsitos contendo 10 vol% de
nanoparticulas de DCPD semelhantes as utilizadas neste estudo foi avaliada em um
estudo anterior. O volume e area superficial dos corpos de prova em ambos o0s
estudos foram comparaveis (volume: 20 - 24 mm?® e area superficial: 52 - 55 mm?).
Ap6s 28 dias, as liberacdes acumuladas de Ca** e HPO,* foram, respectivamente,
13 ppm e 1,2 ppm independentemente da funcionalizacdo. Outro estudo avaliando
liberacdo de ions de compdsitos com DCPD em solugao salina apos 7 dias observou
10 ppm de Ca®" para o compdsito com 20 vol% de DCPD e 6 ppm para o compdsito
com 10 vol% de DCPD (12).

Sabendo-se que os compositos contendo DCPD efetivamente liberam ions
em solugdo, pode causar surpresa encontrar nas Figuras 5.4 e 5.5 concentragdes
menores as concentracdes iniciais das solugdes. Acredita-se que tenha ocorrido a
precipitacdo de compostos de fosfato de calcio na superficie do compdsito. Este
comportamento, conhecido como “precipitacdo espontanea”, foi reportado em alguns
estudos (100, 111, 112). Cristais com formato de agulha ou de placa foram
observados sobre a superficie dos corpos de prova, o que sugere crescimento de
hidroxiapatita e brushita, respectivamente (111). Em linhas gerais, nem a
funcionalizagdo nem o conteudo de DCPD tiveram efeito na liberagdo de calcio e
hidrogénio fosfato. Concentragdes menores que a concentragao inicial também
foram observadas ao avaliar os grupos do conjunto dente-compadsito, incluindo o
grupo sem tratamento. As variagbes nas concentragdes idnicas nas solugdes DES e

RE seguiram um mesmo padrao, com algumas poucas excegdes. Nos dois primeiros

’ Rodrigues MC, Chiari MD, Alania Y, Natale LC, Arana-Chaves VE, Méir M, et al. lon-releasing dental
restorative composites containing functionalized brushite nanoparticles for improved mechanical
strength. 2017; trabalho submetido para publicacdo
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periodos da ciclagem na fase RE houve redugdo na concentragdo dos ions que
pode significar a incorporagdo dos ions no interior da lesdo ou precipitacdo na
superficie da amostra. No geral, para a solugdo DES observa-se uma absor¢ao ou
precipitacdo dos ions Ca** e HPO,*, a excecdo de alguns grupos o0s quais
mostraram uma liberagédo de ions (posto que a concentragdo € maior a da solugao
inicial) que podem ter saido ou do dente ou do compdsito. Nos ultimos dois
periodos, tanto para o Ca?* e HPO,%, na solucdo DES manteve-se a precipitagdo; no
entanto, o grupo sem tratamento apresenta uma saida significativa de ions, os quais
somente poderiam pertencer ao esmalte, portanto poderiamos inferir que houve uma
desmineralizacdo mais severa do esmalte. Por outro lado, quando a concentragao
de ions se mantém geralmente abaixo da concentracdo esperada na solugéo
sugere-se uma inibicdo da desmineralizagdo. O grupo 20% F foi um dos que em
praticamente todos os periodos e independentemente do tipo de solugdo, nao
permitiu a saida de ions. Na solugdo RE o grupo sem tratamento mostra
principalmente uma liberagédo de ions provenientes do mesmo esmalte. Entretanto, a
partir dos valores de remineralizagdo podemos confirmar que houve precipitacdo de

ions no esmalte.

Ao analisar o grafico onde se mostra a propor¢gédo Ca:P e sua variagdo em
funcdo dos diferentes periodos da ciclagem, ha uma tendéncia do Ca:P retornar ao
valor inicial no final da ciclagem. A presencga de “reservatérios” de calcio e fosfato
sobre o composito manteria estavel a concentragdo da solugao, sugerindo equilibrio
e paralisagao da remineralizagdo. Considera-se este comportamento uma limitagao
do modelo in vitro utilizado, uma vez que representa um sistema fechado

(interagindo apenas o dente e a solugdo) diferente da cavidade oral.

Semelhante ao diversos estudos in vitro de DES/RE, a metodologia n&o
envolveu a presenca e/ou o efeito das proteinas salivares, pelicula adquirida e
biofilme, que in vivo influenciariam na mineralizagdo do esmalte (22, 27). Mesmo
considerando-se as limitagbes do estudo, os resultados sdo importantes como
‘prova de conceito” evidenciando que os compodsitos contendo DCPD,
funcionalizado ou n&o, promovem a recuperacdo mineral e inibem o
desenvolvimento de lesdes artificiais em esmalte, principalmente nas areas mais
profundas da lesdo, conforme colocado por Langhorst et al. (6). Portanto, o

comportamento mecanico e a capacidade de remineralizagao e inibicao de lesdes
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cariosas de outras formulagcdes de compdsitos contendo fosfatos de calcio e a sua
comparagao com outros materiais bioativos, por exemplo, cimentos de ionébmero de

vidro sao matéria de pesquisas futuras.
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7 CONCLUSOES

De acordo com o previamente exposto, foram tragadas as seguintes

conclusoes:

Os compésitos contendo nanoparticulas de DCPD, funcionalizadas ou
nao, aplicados sobre lesdes artificiais em esmalte recuperaram entre
16 e 23% do conteudo mineral, apdés ciclagem de pH. Estes
compositos promoveram uma maior remineralizagcdo nas areas mais
profundas da les&o. A hipétese nula foi rejeitada.

Com raras excegdes, as concentracbes de ions calcio e hidrogénio
fosfato encontradas nas solugdes DES e RE nao foram afetadas pela
concentracdo ou pela funcionalizacdo das nanoparticulas de DCPD
presentes nos compositos. Portanto, a hipétese nula ndo pode ser

rejeitada.
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APENDICE A — Sintese das nanoparticulas de DCPD (funcionalizadas e nao funcionalizadas)

De acordo com a formula estequiométrica:
Ca(NO3); * 4H20 + (NH4)2 HPO4 > CaHPO4 - 2H20 + (NH4)2 (NO3), + 2H0

. Preparo da solugdo precursora de (NHi), HPO4 (0,078 mol/L): em um
Erlenmeyer, colocar 391,5 mL de agua deionizada e adicionar 10,3 g de
(NH4)2 HPO4. Manter a solugdo sob agitagdo (temperatura ambiente) até a
completa dissolugao do reagente;

. Preparo da solucéo precursora de Ca(NOs), (0,078 mol/L): em um Becker,
colocar 393,5 mL de agua deionizada e adicionar 18,6 g de Ca(NOs3)2. Manter
em agitacéo (temperatura ambiente) até a completa dissolugdo do reagente;

. Apenas para a sintese das nanoparticulas funcionalizadas: adicionar 0,75
mols (16,73 g) de TEGDMA a solugcdo de fosfato de aménio, mantendo
sempre em agitagdo. Tampar a abertura do Erlenmeyer com papel filme;

. Para o gotejamento da solugdo de Ca(NOs), sob a de (NHi), HPO., é
utilizado um tubo de cromatografia, o qual deve perfurar o papel filme da
abertura do Erlenmeyer e se manter em tal posicdo que n&o encoste no vidro
(deve ser fixado ao papel filme com fita crepe para evitar seu deslocamento).

. Apos o término da mistura, a suspensao € mantida sob agitagao por 24 horas,

seguida por 30 minutos de decantacgao.

6. O sobrenadante é removido com cuidado para n&o perder o precipitado.

7. Adicionar 300 mL de agua deionizada ao precipitado (no Becker) e manter em

agitacao por 3 min;

. Acoplar a mangueira da bomba de vacuo na saida lateral de um Kitasato.
Com o auxilio de um funil de Blchner e papel filtro, é realizada a filtragem a
vacuo. O gel retido no papel filtro &€ colocado em um Becker com 300 mL de
agua deionizada. Este procedimento de lavagem e filtragem é repetido 3
vezes;

. Congelar o gel obtido e liofiliza-lo até se obter um p6 branco e seco.

O mesmo procedimento foi utilizado para a preparagcdo do DCPD néo
funcionalizado, exceto pelo fato do TEGDMA n&o ter sido adicionado a
solucdo de (NH4)2HPO4
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APENDICE B — Determinagado da porcentagem de TEGDMA nas nanoparticulas de DCPD

O percentual de carbono detectado nas particulas mediante a analise
elementar foi de 18,8% de carbono para o DCPD funcionalizado. Para converter
esse valor em porcentagem de TEGDMA (C14H220¢) considera-se que os atomos de
carbono representam 58,7% da massa do TEGDMA (M=286 g/mol). Assim, o teor de
TEGDMA correspondente a % de carbono determinada na analise elementar pode

ser calculado utilizando-se a seguinte formula:

% de Carbono
0,587

% TEGDMA =
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APENDICE C — Preparo da solugdo desmineralizante de Buskes

Reagentes:

1.

2 L o

CaCl; - 2H,0 (3 mM)

KH2PO4 (3 mM)

de acido lactico (50 mM)

tetraetil metil difosfonato (TEMDP, 6 uM)
tragos de Timol

KOH

Procedimento:

1.

Determinar a volume de solugcédo necessaria baseada na area da amostra que
sera exposta e a numero de espécimes. Em seguida, calcular o peso ou
volume de cada reagente (de acordo com o peso molecular e a densidade).
Levar em conta que a pesagem de alguns dos reagentes pode-se ver alterada
por serem higroscopicos. Se for o caso, colocar os reagentes no dessecador
a vacuo um dia antes;

Adicionar agua deionizada em um Becker. O volume colocado sera um 10% a
menos do calculado (para evitar que os reagentes sobrepassem o volume
desejado);

No Becker com agua e sob agitagcédo, adicionar primeiro o cloreto de calcio
dihidratado até se dissolver completamente, em seguida colocar o fosfato de
potassio monobasico e deixar aproximadamente 5 minutos ou até sua

completa dissolucéo;

5. Adicionar o acido lactico, depois o TEMDP e finalmente o Timol,;

No pHmetro, adicionar KOH até que a solucéo presente pH 5,0;
Colocar a solugdo preparada no baldo volumeétrico e completar com agua

deionizada até a atingir o volume calculado;

Armazenar e congelar até seu uso. Prévio ao seu uso, manter a solugdo sob

agitacao.
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APENDICE D — Preparo da solugdo DES e RE para a ciclagem de pH

Reagentes:

DES

RE

6.

o K 0N =

o > 0NN =

Ca(NOs3)2+4H,0 (1,28 mM)
KH2PO4 (0,74 mM)

acido aceético (0,05 M)

F 0,03 ppm

KOH

Ca(NO3); - 4H,0 (1,5 mM)

KH2PO4 (0,9 mM)

KCI (150 mM)

F 0,05 ppm

Tris, tris(hidroximetil)aminometano, 0,1 M
NaOH

Procedimento:

Prévio a preparagao, calcular o volume total de solugdo necessaria (em base ao

numero de amostras e a area a ser exposta a solugéo) e a partir desse valor,

determinar o peso ou volume dos reagentes (calculados com base no seu peso

molecular e densidade),

1.

Em um Becker colocar um volume de agua deionizada 10% menor ao
calculado e manter sob agitacao ;

Adicionar o Ca(NOs3),+-4H,0O e esperar até sua completa dissolugdo. Em
seguida, adicionar o KHyPOy;

Incorporar o acido acético com uma pipeta (para solu¢do DES). No caso da

solucao RE, adicionar o KCI;

4. Adicionar o fluor. Para a solugado RE, apés o fluor adicionar o Tris;

5. Na solugdo DES adicionar KOH para ajustar o pH a 5,0. Para a RE, ajustar

com NaCl o pH até 7,0. Deixar em agitagdo por aproximadamente 5 min;
Colocar a solugdo em um baldo volumétrico e adicionar agua deionizada até

atingir o volume calculado inicialmente;
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Armazenar e congelar até seu uso. Prévio ao seu uso, manter a solugdo sob

agitacao.
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APENDICE E — Método colorimétrico de Patrick et al. para determinagéo da concentracédo de Ca* em

solucéo

Reagentes:

1.

N

Solugao de acido cloranilico:

* Dissolver 4 g de NaOH em 700 ml de agua destilada;

* A esta solugao, adicionar de 11 g de acido cloranilico (CsH2Cl204) €
agua até completar 1 L. Agitar por 10 min ou até sua completa
dissolucao;

* O pH deve estar entre 3,5 e 11. Caso esteja acima de 11, adicionar
acido cloranilico a fim de reduzir o pH;

* Filtrar a solucgao.

Alcool isopropilico diluido (50%)

Solugéo aquosa de EDTA (5%)

Solugéo Padréao, para curva de calibragédo (10 mg / 100 mL):

Colocar 0,2497 g de carbonato de calcio em um frasco de 1 L;

Adicionar 9 mL da solugédo diluida de acido cloridrico (0,1%) e agitar até
dissolver o carbonato de calcio;

Adicionar agua até completar 1 L

Procedimento:

Prévio a cada uma das leituras é feita uma curva padrdo. Seguir a sequéncia de

acordo com a tabela abaixo.

1.

Transferir 1 mL da amostra para um tubo de ensaio e adicionar 0,5 mL de

acido cloranilico;

Manter em repouso por 30 min e, em seguida, centrifugar 10 min a 5000 RPM

Remover o sobrenadante com cuidado de ndo remover o precipitado.

2.

Colocar 3 mL de alcool isopropilico e agitar

Centrifugar (10 min a 5000 RPM) e remover o sobrenadante

3.
4.
5.

Adicionar 3 mL de solu¢do de EDTA
Inverter o tubo varias vezes até que o precipitado esteja todo dissolvido
No equipamento de espectrofotometria, realizar a leitura da curva padréo e

em seguida a das amostras. Utilizar o método Calcio no software (a 520 nm).
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Tubos | Padrdo | Amostra Agua Acido Alcool EDTA
Ca Deionizada Cloranilico | Isopropilico
B - - 1 mL 0,5mL 3 mL 3mL
1 0,170 mL - 0,90 mL 0,5 mL 3 mL 3mL
2 0,20 mL - 0,80 mL 0,5 mL 3 mL 3mL
3 0,40 mL - 0,60 mL 0,5mL 3 mL 3 mL
4 0,60 mL - 0,40 mL 0,5mL 3 mL 3 mL
5 0,80 mL - 0,20 mL 0,5 mL 3 mL 3 mL
6 1 mL - - 0,5mL 3 mL 3 mL
7 - 1 mL 0,5mL 3 mL 3mL
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APENDICE F — Método de Fiske e Subbarow modificado para determinacéo de fésforo na solugéo

Reagentes:
1. Solugao Padrao de Fésforo 1 pmol/mL
2. Solucao de TCA (acido tricloroacético) 1,2 M
* Dissolver 98,21 gde TCApara0,5L
3. Solucio de molibdato de Amédnio 2,5% em acido sulfurico 10 N
* Dissolver 433,1 mL de acido sulfurico para 0,5 L
4. Solugao de acido ascérbico 1%
* Preparar s6 no momento do uso dissolvendo 0,1 g para 10 ml de agua
destilada
Procedimento:
Prévio a toda leitura é feita uma curva padréo. Seguir a sequéncia de acordo com a
tabela.
1. Transferir 1 mL da amostra para um tubo de ensaio, adicionar 1,8 mL de agua

deionizada e agitar;

2. Adicionar 1,5 mL de TCA e agitar;
3. Adicionar 0,5 mL de molibdato de aménio e agitar;
4. Preparar o acido ascérbico e adicionar 0,2 mL;
5. Agitar e, em seguida, manter em repouso 30 min
6. No equipamento de espectrofotometria, realizar a leitura da curva padréo e
em seguida a das amostras. Utilizar o método Fésforo no software (a 720 nm)
Tubos | Padrao | Amostra _Ag'j'a TCA MOI?: ate A‘fid?
Ca Deionizada Aménio Ascérbico
B - - 1,8 mL 250mL | 0,5mL 0,2 mL
1 0,05 mL - 1,8 mL 245mL | 0,5mL 0,2 mL
2 0,10 mL - 1,8 mL 240mL | 0,5mL 0,2 mL
3 0,20 mL - 1,8 mL 230mL | 0,5mL 0,2 mL
4 0,30 mL - 1,8 mL 220mL | 0,5mL 0,2 mL
5 0,40 mL - 1,8 mL 210mL | 0,5mL 0,2 mL
6 - 1 mL 1,8 mL 1,50mL | 0,5mL 0,2 mL
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 697.540
Data da Relatoria: 23/05/2014

Apresentacdo do Projeto:

Estudos com compésitos contendo fosfatos de calcio mostram que as concentragdes de ions liberadas de
fosfato de calcio atingem niveis de satura¢do capazes de promover a deposi¢do de apatita conseguindo
uma recuperagdo do conteiido mineral. O objetivo é avaliar o potencial remineralizador e inibitério de um
compoésito e um adesivo experimentais contendo DCPD funcionalizado com TEGDMA mediante o andlise do
volume mineral de lesGes de cérie artificiais em esmalte, em comparagdo a materiais comerciais, que ndo
liberam ions. Para a avaliacdo do potencial remineralizador serdo preparados quatro materiais
experimentais, sendo dois compésitos restauradores e dois adesivos. Um dos compoésitos e um dos
adesivos conterdo nanoparticulas de fosfato de dicalcico dihidratado (DCPD) funcionalizado com TEGDMA,
adicionados a uma matriz organica contendo BisGMA e TEGDMA. O compésito restaurador tera a fase
inorganica constituida por 40% em volume de particulas de vidro de bario silanizadas e 20% em volume de
DCPD. Para o adesivo experimental serdo adicionados a matriz apenas as nanoparticulas de DCPD,
também em 20 % em volume. Serao utilizados 60 dentes terceiros molares humanos que receberdo uma
camada de esmalte cosmético, deixando exposta uma area de 4 mm x 4 mm na superficie vestibular. Serdo
criadas lesdes cariosas sub superficiais no esmalte
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mediante a imersdo dos dentes em 30 ml de solugdo desmineralizadora com pH inicial a 5,0 por 6 dias a
37°C. Ap6s isso, os dentes serdo restaurados de acordo com os seguintes grupos (n=15): G1: restauracdo
com Filtek Z250 + Single Bond 2, G2: restauracdo com Filtek Z250 + adesivo experimental, G3: restauracdo
com compdsito experimental + Single Bond 2, G4: restauragdo com compésito experimental + adesivo
experimental. O adesivo e o compésito serdo aplicados e fotoativados com aparelho de fotopolimerizagao de
luz LED Radii-Cal de 1200 mW/cm2 por 15 segundos. Em seguida, o compésito restaurador sera aplicado
em uma espessura de 2 mm e fotoativado por 40 segundos. Apds 24h em agua destilada a 370C, os dentes
restaurados serdo seccionados e polidos para se obter fatias com uma espessura de aproximadamente
100m. Em seguida, as fatias serdo embebidas em resina epo6xica e polidas, de modo a deixar exposta
apenas a superficie de esmalte. Os 60 conjuntos serdo aleatoriamente divididos nos grupos experimentais
previamente descritos. Todos os espécimes serdo expostos a ciclagem DES/RE. A amostras serdo imersas
em solugdo desmineralizante (pH 4,7) durante 2 h, e em solugdo remineralizante (em pH 7,0) por 22h. A
ciclagem sera realizada por 28 dias e os corpos de prova serdo avaliados a cada sete dias mediante o
analise quantitativa do volume mineral por microradiografia transversal (TMR). As radiomicrografias serdo
obtidas ap6s a formacgéo da leséo cariosa (inicial) e durante a ciclagem DES/RE nos seguintes periodos: 7,
14, 21 e 28 dias. As amostras serdo coladas no porta-amostra (em torno de 20-30 amostras/porta-amostra),
contendo o padrdo de aluminio (“stepwedge”). O porta amostra sera inserido juntamente a placa de vidro
dentro do gerador de raio X (20 kv e 20 mA) por 20 min. A analise da imagem sera realizada utilizando
microscopio com camera CCD. A perda mineral (Z) e profundidade da lesdo (m) serdo calculadas a partir de
valores de cinza de microradiografias padrdo usando a formula de Angmar et al.(1963). Para a avaliagdo do
potencial inibidor serdo coletados 60 terceiros molares humanos nos quais sera feito um preparo na face
oclusal para logo ser restaurados de acordo com os mesmos grupos e procedimentos descritos na primeira
parte. Ap6s ciclagem de pH (des/re) durante 28 dias os dentes serdo seccionados e polidos até obter fatias
de 100m para ser avaliadas mediante TMR. Os dados que apresentem homocedasticidade serdo
submetidos a analise de variancia (ANOVA) a dois critérios. Para comparagdes entre os grupos, sera
utilizado o teste de Tukey, com nivel global de significancia de 5% (p0,05).

Objetivo da Pesquisa:

Tecnicamente os objetivos propostos sado:

1)Avaliar o potencial remineralizador de um compoésito e um adesivo experimentais contendo DCPD
funcionalizado com TEGDMA mediante o andlise do volume mineral de lesdes de carie
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artificial ndo-cavitadas em esmalte, em comparagédo a materiais comerciais, que nao liberam ions.

2) Avaliar o potencial inibitério em relagdo ao desenvolvimento de lesdes de carie de um composito e um
adesivo experimental contendo DCPD funcionalizado, em comparagdo a a materiais comerciais que nao
liberam fons.

Em ambos os casos, sera testada a hipétese nula que a remineralizagdo das lesées ou o potencial inibitério
ndo sdo afetados pela combinagdo composito+adesivo utilizada. Adicionalmente, serdo determinadas as
concentragdes de ions calcio e fosfato liberadas dos materiais experimentais, as quais serdo relacionadas
ao ganho mineral das lesdes ao longo do tempo.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:
Estudo in vitro - risco minimo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Desenvolvimento de novos materiais resinosos no intuito de melhora de desempenho e consequente
barateamento de tratamentos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatéria:

Folha de Rosto, Declaragéo de cessdo de dentes pelo Banco de Dentes e demais dados do projeto estdo
adequados.

Recomendacgoes:

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais
semestrais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer
modificagdo do projeto original deve ser apresentada a este CEP, de forma objetiva e com justificativas, para
nova apreciagao

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Projeto pertinente e inovador ndo apresentando pendéncias éticas.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
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