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RESUMO

O uso do fluoreto de sédio (NaF) presente em enxaguatérios bucais é
considerado um meétodo auxiliar para o controle da doenga carie. Porém, o
potencial antimicrobiano do flior ainda é questionado, e seu uso pode ser
associado a agentes antimicrobianos para a prevencao da carie. A quitosana
(Quit) € um polimero com potencial antimicrobiano, mas poucos estudos
avaliaram a associagao da Quit com NaF para prevenir o desenvolvimento de
lesbes de carie em esmalte. Assim, o objetivo deste estudo foi sintetizar duas
suspensdes de particulas de quitosana carregadas com fluoreto de sdédio
(Quit/NaF) a 0,05% e 0,2% para avaliar in vitro seus efeitos no esmalte dental
apos desafio cariogénico com ciclagem de pH. As suspensdes de particulas
Quit/NaF foram sintetizadas pelo método de geleificagdo ibnica e
caracterizadas por titulacdo por meio do método de espalhamento de luz
dindmico (medidas de tamanho de particulas por didmetro hidrodinamico - Dy e
analise do potencial zeta - ZP) e espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho (FTIR). A estabilidade das particulas em suspensao foi avaliada
por meio do ZP e Dy durante um més, com intervalo de uma semana entre as
medidas. O desafio cariogénico foi realizado em blocos de esmalte humano ( 4
x 4 mm) pelo método de ciclagem de pH (3h na solugdo desmineralizante e 21h
na solugdo remineralizante) por 7 dias, com aplicagdo das solugbes e
suspensdes de particulas testadas (n = 10/grupo): 1) Quitosana 0,2% (Quit 2);
2) NaF 0,2% (NaF 2); 3) Quitosana/NaF 0,2% (Quit/NaF 2); 4) Controle 0,2%
(C 2); 5) Quitosana 0,05% (Quit 05); 6) NaF 0,05% (NaF 05); 7) Quitosana/NaF
0,05% (Quit/NaF 05); 8) Controle 0,05% (C 05). Antes e ap6s o desafio acido,
medidas de microdureza Knoop (KHN) foram realizadas na superficie das
amostras. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de medidas repetidas
e teste post-hoc de Tukey (a= 0,05). Os resultados de ZP e Dy mostraram que
houve interagdo da quitosana com NaF, sugerindo a formagao de
microparticulas (1100 + 91,7 nm). Observou-se redugcdo dos valores de Dy
quando o NaF foi titulado em quitosana e valores positivos de ZP (+ 30 mV %
0,8). Quit/NaF 0,05% e 0,2% apresentaram estabilidade de tamanho e ZP por
30 dias. Os espectros de FTIR mostraram interacdo entre Quit-NaF,

evidenciando a formagao de microparticulas. O grupo Quit/NaF 2 apresentou o



maior valor de dureza (213,0 £ 23,1) e o menor valor de % KHN (41,7 £ 6,5)
pos-desafio cariogénico, sendo estatisticamente diferente dos outros grupos. A
suspensao de microparticulas de quitosana carregadas com fluoreto de sodio a
0,2% reduziu a desmineralizagdo do esmalte apos desafio cariogénico,

demonstrando potencial para ser utilizada como agente anti-carie.

Palavras-chave: Microparticulas de quitosana. Fluoreto de Sddio. Agente

antibacteriano.



ABSTRACT

The use of sodium fluoride (NaF) present in mouthwashes is considered
an auxiliary method for the control of caries disease. However, the antimicrobial
potential of fluoride is still questioned, and its use can be associated with
antimicrobial agents for the prevention of caries. Chitosan (Quit) is a polymer
with antimicrobial potential, but few studies have evaluated the association of
Quit with NaF to prevent the development of enamel caries. Thus, the aim of
this study was to synthesize two suspensions of chitosan particles loaded with
sodium fluoride (Quit/NaF) at 0.05% and 0.2% to evaluate in vitro their effects
on dental enamel after cariogenic challenge with pH cycling. . The Quit/NaF
particle suspensions were synthesized by the ionic gelation method and
characterized by titration using the dynamic light scattering method (particle
size measurements by hydrodynamic diameter - Dy and zeta potential analysis -
ZP) and absorption spectroscopy in the infrared region (FTIR). The stability of
suspended particles was evaluated by means of ZP and Dy, for one month, with
an interval of one week between measurements. The cariogenic challenge was
performed on human enamel blocks (4 x 4 mm) by the pH cycling method (3 h
in the demineralizing solution and 21 h in the remineralizing solution) for 7 days,
with application of the tested solutions and suspensions of particles (n = 10
/group): 1) Chitosan 0.2% (Quit 2); 2) 0.2% NaF (NaF 2); 3) Chitosan/NaF 0.2%
(Quit/NaF 2); 4) Control 0.2% (C 2); 5) Chitosan 0.05% (Quit 05); 6) 0.05% NaF
(NaF 05); 7) Chitosan/NaF 0.05% (Quit/NaF 05); 8) Control 0.05% (C 05).
Before and after the acid challenge, Knoop microhardness (KHN)
measurements were performed on the surface of the samples. Statistical
analysis was performed by repeated measures ANOVA and Tukey's post-hoc
test (U= 0.05). The ZP and D;, results showed that chitosan interacted with NaF,
suggesting the formation of microparticles (1100 £ 91.7 nm). A reduction in Dy,
values was observed when NaF was titrated in chitosan and positive values of
ZP (+ 30 mV £ 0.8). Quit/NaF 0.05% and 0.2% showed stability in size and ZP
for 30 days. The FTIR spectra showed interaction between Quit-NaF,
evidencing the formation of microparticles. The Quit/NaF 2 group presented the
highest hardness value (213.0 £ 23.1) and the lowest % KHN value (41.7 + 6.5)

after the cariogenic challenge, being statistically different from the other groups.



The suspension of chitosan microparticles loaded with 0.2% sodium fluoride
reduced enamel demineralization after cariogenic challenge, demonstrating
potential to be used as an anti-caries agent.

Keywords: Chitosan microparticles. Sodium Fluoride. Antibacterial agent.
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1 INTRODUGCAO

A carie dentaria € uma doencga considerada um grande problema de
saude publica que afeta a cavidade oral de criancas em todo o mundo
(FONTANA e GONZALEZ-CABEZAS, 2019), e possui etiologia multifatorial
associada principalmente aos acucares da dieta e presenca de biofilme
(WALSH et al.,, 2019). O principal mecanismo de prevencado da carie é o
controle mecanico do biofilme realizado pela frequente escovagao com
dentifricio fluoretado. Entretanto, o uso de enxaguatdrio bucal fluoretado tem
sido indicado como método auxiliar no controle da doenca em individuos que
apresentam dificuldade para realizar a higiene dental; com alto risco ou
atividade de carie; usuarios de aparelhos ortodonticos ou com alta ingestao de
medicamentos cariogénicos (MARSH, 2010; MARINHO et al., 2016).

Os ions fluoreto tém um papel importante no controle da carie e possui
dois mecanismos de acdo relevantes: inibicdo da desmineralizagcdo induzida
por acido (que pode levar a carie) e aumento da remineralizagdo do esmalte ja
desmineralizado (PARKINSON et al., 2018), sendo que o enxaguatério de
fluoreto de sodio (NaF) é um dos compostos fluoretados mais utilizados para o
controle da carie (MOI, TENUTA, CURY, 2008; PARKINSON et al., 2018;
THURNHEERA e BELIBASAKIS, 2018). Os enxaguatérios de NaF séao
frequentemente usados a 0,05% de NaF (230 partes por milhdo de fluoreto
(ppm F) diariamente) ou a 0,2% de NaF (900 ppm F semanalmente); e ambas
as concentragbes mostraram que seu uso regular resulta em uma grande
diminuicdo do incremento de lesdes de carie em dentes permanentes de
criancas (MARINHO et al., 2016).

Porém, o efeito antimicrobiano do flior ndo esta totalmente esclarecido e
seu efeito pode estar relacionado a diminuicdo da producdo de acido ou
polissacarideo extracelular pelas bactérias do biofilme (THURNHEERA e
BELIBASAKIS, 2018). Assim, tem sido recomendada a associagédo de agentes
antimicrobianos em enxaguatérios fluoretados para auxiliar na prevengao da
carie (THE AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRIC DENTISTRY, 2014).
Biopolimeros, como a quitosana, foram investigados como componentes de
enxaguatoérios bucais, sendo que a quitosana demonstrou ser capaz de inibir a

adesao microbiana e a formacao de biofilme dental (COSTA et al., 2014).
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A quitosana € um polimero composto por d-glucosamina ligada a 3- (1-4)
e N-acetil-d-glucosamina que possui propriedades antimicrobianas,
biocompativeis e de baixa toxicidade (WIECKIEWICZ et al., 2017; IKONO et
al., 2019). Em pH baixo, a quitosana tem um carater catibnico devido a
protonacdo de grupos amino (NH®") que tém a capacidade de aderir a
superficies carregadas negativamente, como o esmalte dentario
desmineralizado (ZHANG et al.,, 2018a; ZHANG et al. 2019), proteinas e
polissacarideos anionicos (COSTA et al., 2014).

Devido a importancia do fluor na prevencédo da carie, alguns estudos
sintetizaram nanoparticulas de quitosana carregadas com NaF (Quit/NaF)
(NGUYEN et al., 2017; FURTADO et al., 2018) pelo método de geleificacéo
ibnica utilizando um agente de reticulagao aniénico - tripolifosfato de sddio
(TPP) (NGUYEN et al., 2017; FURTADO et al., 2018). A geleificagao ibnica &
um dos métodos mais utilizados para sintetizar nanoparticulas, pois € uma
técnica rapida, barata e segura devido a auséncia de solventes organicos
prejudiciais, calor ou agitagao vigorosa (DE CARVALHO et al., 2019). Nguyen
et al. (2017) mostraram que pode ocorrer diminuicdo da liberagdo de ions
fluoreto pelo complexo Quit/NaF, mas os ions s&o liberados de forma continua.
Consequentemente, as particulas de Quit/NaF podem ser usadas como um
sistema de liberacdo controlada de fluor contra o desenvolvimento da carie
(NGUYEN et al.,, 2017). Essa propriedade da suspensdo de particulas de
Quit/NaF se torna interessante para aplicagao do composto em enxaguatério
bucal de uso infantil, pois poderia atuar como um sistema de liberagao lenta e
controlada de fluoretos, minimizando o risco de fluorose dental, além de
apresentar atividade antimicrobiana causada pela quitosana.

Modelos de laboratério tém sido usados para simular o processo de
carie usando etapas alternadas de desmineralizagdo (DES) e remineralizagao
(RE) da estrutura dentaria (modelo quimico da ciclagem de pH), como ocorre
clinicamente (MOI, TENUTA, CURY, 2008; ARNAUD, NETO, DINIZ, 2010;
ZHANG et al., 2018a; AMAECHI, 2019; MAGALHAES et al., 2021). Até o
momento, de acordo com nosso conhecimento, ndo houve estudo que
investigopu o efeito da suspensdo de particulas de Quit/NaF na
desmineralizacdo do esmalte dentario quando um desafio cariogénico foi usado

para simular o processo de carie.
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Assim, visando um melhor entendimento sobre o mecanismo coloidal de
formacao de particulas do complexo Quit/NaF, as particulas foram sintetizadas
pelo método de gelificagdo idnica por interagdo quimica da Quitosana com
NaF. O processo de formacédo das particulas foi monitorado por titulagdes,
medindo potencial zeta (ZP) e didmetro hidrodindmico (D), bem como por
espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier (FTIR).
Adicionalmente, o efeito das suspensdes de particulas de Quit/NaF 0,05% e
0,2% na desmineralizagdo do esmalte humano foi avaliada apés desafio
cariogénico por ciclagem de pH e teste de microdureza Knoop. A hipotese
testada foi que as suspensdes de particulas de Quit/NaF 0,05% e 0,2%
sintetizadas podem diminuir a desmineralizacdo do esmalte apds desafio

cariogénico por ciclagem de pH.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FLUORETO DE SODIO

Ja se sabe que produtos contendo flior, como dentifricios e
enxaguatorios bucais, desempenham um papel importante na prevengao da
carie dentaria (HAN, 2021). Dessa forma, enxaguatorios bucais com NaF tém
sido usados durante anos para prevenir a carie dentaria em criangas, com uso
em escolas de paises que experimentaram alta prevaléncia de carie nas
décadas de 1970 e 1980, mostrando resultados efetivos (MARINHO et al.,
2016).

Dentro desse contexto, os ions fluoreto (F’) possuem um efeito
importante no processo de desenvolvimento da carie por meio de sua agao
fisico-quimica que reduz a desmineralizacdo e otimiza a remineralizagdo do
esmalte dental (FERNANDEZ et al.,, 2017; WASSEL e KHATTAB, 2017). A
desmineralizagcdo do esmalte é inibida de maneira eficaz se o fluor estiver
presente no momento do desafio acido, pois as bactérias cariogénicas
produzem acido durante a metabolizacdo dos carboidratos, e os ions fluoreto
se difundem juntamente com o acido produzido no biofilme aderido ao esmalte
(na condigao de baixo pH), podendo assim atuar reduzindo a perda mineral da
estrutura dental. Quando o pH do esmalte aumenta apdés a desmineralizacao,
os ions fluoreto liberados e aqueles presentes na saliva combinam com ions
célcio e fosfato dissolvidos e ocorre precipitacdo, formando um material
cristalino semelhante a fluorapatita. Dessa forma, os ions fluoreto auxiliam no
ganho mineral e fornece um esmalte mais resistente ao ataque acido
subsequente (TEN CATE, 1999).

O NaF é um dos compostos fluoretados mais utilizados na prevencgao e
no controle da doenca carie (MARINHO et al., 2016; THURNHEER e
BELIBASAKIS, 2018), sendo que os enxaguatoérios bucais com NaF 0,05%
(para uso diario) ou com 0,2% (para uso semanal) sdo comprovadamente
eficazes no controle da carie (MARINHO et al., 2016; VALDIVIA-TAPIA et al.,
2021). Revisbes sistematicas sobre enxaguatorios bucais com fluor relataram

que o uso supervisionado deles por criangas esta associado a uma redugao
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clara no incremento de carie, independentemente da exposicdo a agua
fluoretada (MARINHO et al., 2004a, 2016b).

O fluor também inibe a adesao de Streptocoocus mutans (S. mutans)
para a superficie de hidroxiapatita, além de inibir producdo de &acido e
tolerancia ao acido durante produgao de biofilme de S. mutans (HAN, 2021),
evidenciando mais uma via de mecanismo anti-carie do fluoreto. Porém, a
protecdo anti-carie mais eficaz ocorre quando o fluor € mantido de forma
constante, em um baixo nivel, na cavidade oral dos individuos atuando de
maneira fisico-quimica na desmineralizagdo e remineralizacdo do esmalte
(PIACHAIAUKRIT et al., 2019). Sendo assim, polimeros como a quitosana ja
séo utilizados para atuar no carregamento e liberagéo controlada de fluoreto na
cavidade bucal, atuando na prevencdo da doenga carie com excelentes
resultados na literatura cientifica (NGUYEN et al., 2017; PIACHAIAUKRIT et
al., 2019).

2.2 QUITOSANA

A quitosana € um composto derivado da quitina, que por sua vez € um
biopolimero linear formado por unido glicosidica 3-(1-4) de unidades de N-
acetilglicosamina. A quitina se faz presente no exoesqueleto da maioria dos
crustaceos e cuticulas de inseto, e € considerada o segundo maior biopolimero
disponivel na natureza, com producdo anual estimada em 10° - 10"" toneladas
(DASH et al.,, 2011). Ao atingir cerca de 50% no grau de desacetilagdo, a
quitina se torna soluvel em condigdes aquosas acidas e entdo passa a ser
chamada de quitosana (RINAUDO, 2006; DASH et al., 2011). A quitosana €&
formada por cadeias de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamida-2-
desoxi-D-glicose, que se unem através de ligacées glicosidicas [ (1-4)
(FARIAS et al., 2019), sendo que sua conversdo necessita ser feita de forma
adequada de modo a fabricar um produto que seja de alta pureza e qualidade,
isento de qualquer contaminagao por metais toxicos, endotoxinas e também
proteinas (SAO PEDRO et al., 2009). A quitina é desacetilada em ambiente
basico, através da adicdo de hidroxido de sodio (NaOH), por 3h, com uma
temperatura de 120°C, o que resulta na eliminagao de grupos acetil da quitina

em grupos amino livres (NH,). No entanto, esse processo de desacetilagao da
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quitina ocorre de forma parcial, uma vez que nao é possivel obter um
homopolimero estruturalmente 100% desacetilado, o que a torna soluvel
apenas em acidos fracos como o acido formico e acético
(TACHABOONYAKIAT, 2017).

A quitosana tem mostrado excelente biocompatibilidade, baixa ou
nenhuma toxicidade em seres humanos e animais, bioatividade,
biodegradabilidade, permeabilidade seletiva, atividade antimicrobiana e agéo
quelante, além de apresentar capacidade para formar gel e filmes (DE
CARVALHO et al., 2011). Dessa forma, a quitosana se tornou um polimero
com grande aplicabilidade nas diversas areas da ciéncia: industrial, téxtil,
agricola, médica, farmacéutica e odontologica (KONG et al., 2010). Cicciu et al.
(2019), realizaram uma revisao sistematica para verificar o uso da quitosana
em diferentes areas da odontologia. Foram avaliados 12 estudos de ensaios
clinicos e ensaios clinicos randomizados, sendo a quitosana utilizada de
diversas maneiras, como: analgésico na cirurgia oral, enxaguatério, creme
dental, material restaurador e solugao irrigadora de canais. Os resultados do
estudo demonstraram que a quitosana € um composto seguro para uso e
capaz de reduzir os sinais clinicos de inflamacdo e com capacidade de
regeneracgao e reparo 0sseo.

A quitosana obtida pode ser caracterizada através do grau de
desacetilagdo e massa molar, e tais caracteristicas podem influenciar na
degradacdo e na hidrolise do polissacarideo (SAO PEDRO et al., 2009), sendo
que, ao nivel médio de desacetilagao, ela pode ter suas propriedades fisico-
quimicas alteradas de acordo com a viscosidade, a solubilidade e o pKa (DE
CARVALHO et al., 2011). Ademais, a viscosidade da quitosana em solucao
aquosa pode ser alterada pelos diferentes graus de desacetilacdo, (HEJAZI e
AMUJI, 2003), sendo que uma desacetilacdo de alto grau pode expandir a
cadeia do polimero através da repulséo entre as cargas da molécula, tornando
a quitosana mais viscosa. Ao contrario, quando seu grau de desacetilagéo é
baixo, sua viscosidade diminui, 0 que torna o polimero mais enovelado pela
diminuicao da densidade da carga (ERRINGTON et al., 1993).

A quitosana é uma base fraca que € insoluvel em ambiente com o pH
neutro e alcalino, e seu pKa varia sempre nos intervalos entre 6,2 a 7,0. Além

disso, por ter seus grupamentos amino protonados, ela consegue formar sais
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com acidos organicos e inoganicos, o que resulta em um polissacarideo
soluvel, de carga positiva. Esses sais sao soluveis em agua dependendo do pH
e do grau de desacetilagdo, sendo que em um grau de desacetilagdo mais
baixo (< 40%) estes serdo soluveis em pH de até 9, enquanto que aqueles com
alto grau de desacetilagéo (> 85%) seréao soluveis em pH até 6,5 (HEJAZI e
AMUJI, 2003). Sendo assim, é dificil obter uma quitosana altamente
desacetilada, uma vez que a degradagéo dela aumenta na mesma medida em
que o processo aumenta (COSTA SILVA, SANTOS, FERREIRA, 2006).

Além disso, a quitosana possui potencial antimicrobiano contra uma
gama de patdgenos orais, dentre eles se destaca o efeito fungicida contra
Candida albicans e efeito bactericida/bacteriostatico contra o Streptococcus
mutans, possuindo dessa forma um potencial anticarie. Os mecanismos de
acao antibacterianos da quitosana contra S. mutans ja foram citados por
autores, como: a interagdo da quitosana (policatibnica) com os polianios do
acido teicoico da parede das bactérias gram-positivas via interacdes
eletrostaticas (KONG et al., 2010; CHAVEZ DE PAZ et al., 2011; ZHANG et al.,
2019; RAJOKA et al., 2020), atuacdo na membrana plasmatica da bactéria
(ZHENG e ZHU, 2003; KONG et al.,, 2010; TACHABOONYAKIAT, 2017),
inibicdo da sintese de RNAm afetando a producdo de proteinas e enzimas
essenciais (KONG et al.,, 2010; CHAVEZ DE PAZ et al., 2011) do
microrganismo; efeito quelante e interferéncia na sintese de acidos graxos e de
proteinas da bactéria (NEILANDS et al., 2011). Porém, o peso molecular, grau
de desacetilagao, pH e concentragdo da quitosana podem influenciar o efeito
antibacteriano da mesma (ZHENG e ZHU, 2003; TAKAHASHI et al., 2008;
ARNAUD, NETO, DINIZ, 2010; CHAVEZ DE PAZ et al., 2011; CHANG et al.,
2015).

Além desses mecanismos antibacterianos, a quitosana também pode
interferir no processo da carie atuando no ciclo quimico de desmineralizagao e
remineralizacdo (DES/RE) do esmalte dentario. Uma interacdo da quitosana
com a superficie do esmalte e consequente formacao de barreira fisica
resistente a penetragéo de acidos foi relatada no estudo de Arnaud et al. (2010,
no qual a quitosana se mostrou efetiva na redugdo da desmineralizagdo do
esmalte dental. Além disso, Zhang et al. (2018b) revelou em seu estudo que

uma solucao de quitosana melhorou o efeito de remineralizagdo de uma
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superficie desmineralizada através da interagdo entre espécies nitrogenadas
carregadas positivamente e prismas de esmalte desmineralizados. Ademais, o
estudo de Zhang et al. (2019), encontraram que um complexo de quitosana
com biovidro foi capaz de estabilizar o fosfato de calcio amorfo e induzir a
transformacgao em hidroxiapatita, potencializando a remineralizagdo em regides
mais profundas das lesdes de carie em esmalte. Ademais, Cicciu et al. (2019)
em seu estudo de revisao sistematica, revelou que a quitosana possui potencial
para ser usada como componente de produtos para prevencdo da carie
dentaria.

Dentro desse contexto, a quitosana em solugcdo, na forma de particulas
ou associada a outros compostos, pode apresentar atuagdo na prevengao do

desenvolvimento da carie.
2.3 QUITOSANA CARREGADA POR FLUORETO DE SODIO

A hidroxiapatita (HA) presente no esmalte de exibe locais de ligagao que
estdo envolvidos em processos de adsorcao e dessorcao de elementos como
os fons calcio (Ca®*) que possuem carga positiva, e ions fosfato (PO4>) que
possuem carga negativa (YIN et al., 2002). Dessa maneira, a superficie de HA
do esmalte é considerada anfotérica e possui capacidade de interagir com
cations e anions, a depender do pH e for¢ca ibnica do meio oral. Nesse
contexto, o NaF tem sido estudado juntamente com o quitosana para entrega
controlada de ions F* no ambiente oral e controle da carie dentaria (NYGUEN
et al., 2017; FURTADO et al., 2018; PICHAIAUKRIT et al., 2019).

Em seu estudo in vitro, Nyguen et al. (2017) verificou que houve entrega
continua de fluor, em baixa concentragdo, utilizando a quitosana como
carreador, de forma que as nanoparticulas de Quit/NaF podem servir como um
agente de liberagdo controlada de fluor. Além disso, revelou que a liberagao de
ions fluoreto parece aumentar em um ambiente acido, como ocorre quando ha
um desafio cariogénico (NYGUEN et al., 2017).

Por sua vez, Pichaiaukrit et al. (2019) avaliaram a liberagcdo controlada
de fluor em um verniz fluoretado, utilizando solugdes de quitosana a 20, 40, 60

e 80 pL/mL incorporadas ao produto. Os resultados revelaram que o fluor
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atingiu seu pico de liberagdo em 1h de aplicagdo e que o verniz contendo
quitosana em maior concentragao promoveu maior liberagao de fluor.

Alguns estudos na literatura cientifica descreveram a interacdo entre
particulas de quitosana e NaF como sendo através de uma interagcdo
eletrostatica entre o grupo NH™® da quitosana e o anion F do fluoreto
(NGUYEN et al., 2017; FURTADO et al., 2018). Devido ao fluor ser o elemento
mais eletronegativo da natureza (FURTADO et al., 2018), ao realizar a sua
interacdo com particulas de quitosana, observa-se redugdo do didametro das
particulas Quit/NaF formadas (NGUYEN et al., 2017; FURTADO et al., 2018).

Devido a quitosana ser um dos biopolimeros mais utilizados para a
sintese de nanoparticulas e microparticulas, a mesma pode apresentar
particulas de tamanho bastante reduzido (NEILANDS et al.,, 2011), as quais
possuem maior capacidade de penetrar no interior do biofilme e exercer seus
efeitos antimicrobianos (CHAVEZ DE PAZ et al., 2011). Nyguen et al., (2017) e
Furtado et al., (2018) sintetizaram suspensdes de nanoparticulas de quitosana
carregadas com NaF e concluiram que as mesmas podem ser utilizadas como
um agente de liberacdo de ions fluoreto. Além disso, foi relatado que com
maior concentracdo de NaF, menor é o tamanho da particula formada
(FURTADO et al.,, 2018). Porém, nao existem estudos que avaliaram as
suspensdes de particulas de Quit/NaF na estrutura de esmalte durante um
desafio cariogénico, observando o efeito na prevencéo da carie, o que justifica

a conducao deste estudo.
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3 PROPOSICAO

Sintetizar suspensdes de particulas de quitosana carregadas com
fluoreto de sodio (0,05% e 0,2%) e caracteriza-las por métodos fisico-quimicos
e avaliar seu efeito na desmineralizagcdo do esmalte dental apds desafio

cariogénico com ciclagem de pH.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintese das suspensdes de microparticulas de quitosana carregadas com
fluoreto de sédio (Quit/NaF) a 0,05% e 0,2%.

2. Caracterizagdo das suspensdes de microparticulas de Quit/NaF pelos
métodos de espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho (FTIR),
potencial zeta (ZP) e didmetro hidrodinamico (Dyy, analisar a estabilidade das

particulas por medidas de ZP , Dy e pH durante 1 més;

3. Avaliacdo do efeito das suspensdes de Quit/NaF (0,05% e 0,2%) na
desmineralizacdo da superficie do esmalte, apds desafio cariogénico com

ciclagem de pH, por meio da analise de microdureza de superficie.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DA SUSPENSAO DE PARTICULAS DE
QUITOSANA / NAF (QUIT/NAF) 0,2% E 0,05%

4.1.1 Potencial Zeta (ZP) e Diametro hidrodinamico (D)

Foi utilizado um fotdmetro de espalhamento de luz Zeta Sizer Nano ZS
(Malvern Panalytical, Malvern, UK) para medir o ZP e o Dy da suspenséao de
Quit/NaF. Com este ensaio de titulagdo, a razdo estequiométrica do complexo
[NaF]/[Quitmonsmero] fOi Obtida, e o posterior ajuste da concentragdo de NaF foi
realizado para sintese da suspensido de particulas de quitosana carregadas
com NaF em concentragdes de fluoreto de 0,05% e 0,2%.

Para as analises, a quitosana de baixo peso molecular (4,0 mg/mL)
(107kDa, 75-85% de grau de desacetilacdo) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e
o NaF (7,8 mg/mL) (Auro's Quimica Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP)
foram dissolvidos separadamente em solugcdo de acido acético a 1% (p/v)
(Quimica Moderna, Barueri, S&do Paulo, Brasil). A concentragdo da solugao de
fluoreto de soédio utilizada (7,98 mg/mL - correspondente a 190 mM) foi
calculada com base em um estudo anterior (DE CARVALHO et al., 2019).

Os experimentos de ZP e Dy, foram realizados em regime de titulagéo,
usando um capilar celular dobrado descartavel (DPS1060). As titulagdes foram
realizadas em um béquer e, imediatamente apds a injegao do titulante (NaF),
as amostras foram retiradas com uma seringa e inseridas na cubeta onde
foram medidos o ZP e a condutividade. Para o ZP, a titulagao foi realizada em
duplicata por meio de 35 injegdes consecutivas de aliquotas de 20 uL de NaF
na solugédo de quitosana, apds 60 s de equilibrio a 25 °C (DE CARVALHO et
al., 2019). Para Dy, os valores foram medidos 5 vezes de forma independente,
com média de 35 contagens, a 25 °C apos 60 s de tempo de equilibrio, em uma
cubeta quadrada de polietileno para medicdo do tamanho de particula. As
titulacbes foram plotadas contra a razdo molar [NaF]/[Quitnonemeros], onde o
termo [Quitmonsmeros] iNdica a concentragcdo de mondmeros de quitosana

(unidades de glucosamina).
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Com base na razdo molar [NaF])/[Quitnonemeros] €ncontrada e
considerando as concentracbes de ions fluoreto de interesse deste estudo
(0,2% ~ 2 mg/mL e 0,05% ~ 0,5 mg/mL), as solugdes de Quitosana e NaF
foram preparadas para sintetizar as suspensdes de particulas de Quit/NaF nas
duas concentragodes (0,2% e 0,05%).

As solugbes de Quitosana e NaF foram preparadas separadamente,
pesando o p6 de cada componente e dissolvendo-os em uma solu¢ao de acido
acético 1% v/v (Modern Chemistry, Barueri, Sao Paulo, Brasil) (DE CARVALHO
et al., 2019). A solucdo de quitosana foi mantida sob agitagcao continua a 700
rom, durante 24 h, em temperatura ambiente e a solucdo de NaF foi mantida
sob agitacao por 30 s até a dissolugdo completa. Para a sintese da suspenséo
de Quit/NaF a 0,2% foi preparada a solugéo de 0,2% de NaF, e o pd de
quitosana foi incorporado a solugdo. A suspensao de Quit/NaF foi mantida sob
agitacdo magnética continua, a 700 rpm, por 24 h.

As solucdes e suspensdes a 0,2% foram diluidas para obter as solugdes
e suspensdes a 0,05%. O controle negativo foi solugdo de acido acético 0,2% e
0,05%.

Para a analise de FTIR, uma parte das suspensdes foi filtrada, lavada
com agua Milli-Q e liofilizada para uso posterior. Para o desafio de ciclagem de
pH, outra parte das suspensdes de Quit/NaF foi mantida, e seu pH foi ajustado
para 5,5 pela adicdo de solucdo de hidréxido de sédio para corresponder ao
valor de pH de alguns enxaguatoérios bucais comerciais (SUN et al., 2014). O
valor de pH das solugdes de quitosana foi de 3,8 (ZHANG et al., 2018b) e o das

suspensodes de Quit/ NaF foi de 4.

4.1.2 Espectrofotometria de infravermelho com transformacgao de Fourier
(FTIR)

O p6é da Quitosana e do NaF foram utilizados para a analise. As
suspensdes de Quit/NaF a 0,05% e 0,2% foram preparadas e liofilizadas. Os
sélidos foram analisados por espectros FTIR-ATR registrados na faixa entre
4000 e 700 cm™" usando um espectrometro Perkin Elmer Spectrum Two ™ e
FTIR acoplado a um acessorio PIKE Atenuated Total Reflectance (ATR). As

amostras foram colocadas diretamente na superficie diamante/ZnSe do médulo
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de ATR e os espectros foram registrados como a média de 16 varreduras com
uma resolugcdo espectral de 2 cm™'. Para o tratamento dos espectros, foi
utilizado o software Perkin Elmer Spectrum ES (versao 10.03.08.0133) (DE
CARVALHO et al., 2019).

4.1.3 Analise de estabilidade coloidal de particulas

As suspensdes de Quit/NaF foram armazenadas em geladeira e sua
estabilidade foi estudada por um més. A estabilidade coloidal das particulas
suspensas foi medida por ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido) por um
periodo de 30 dias, considerando intervalo de 1 semana entre as medi¢des. Os
valores de ZP foram calculados com uma média de 5 medicdes realizadas em
5 corridas independentes, a 25°C apds 30 s de tempo de equilibrio, inserindo
aliquotas da suspensao na célula capilar dobravel descartavel do dispositivo
(DPS1060). Para o Dy, as suspensdes foram inseridas em cubeta quadrada
especifica de polietileno e foram realizadas em média 10 medidas a cada 5

execucgoes, com 0 mesmo tempo e temperatura de equilibrio da analise ZP.
4.2 DESAFIO CARIOGENICO PELO METODO DE CICLAGEM DE pH
4.2.1 Preparagao de amostras de esmalte humano e grupos do estudo

Quarenta terceiros molares humanos extraidos por motivos ortodénticos
ou impactados foram obtidos com a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa de Juiz de Fora (CAAE 13403819.2.0000.5147) (ANEXO 1). Os
dentes foram armazenados em solugédo de timol 0,1% (por peso) a 4°C e
usados dentro de 1 més apods a extracao.

Nas superficies proximais de cada dente foi desenhada uma janela de 4
mm X 4 mm. Dois blocos de esmalte (uma de cada superficie proximal) foram
obtidos com caneta de baixa rotagdo e disco de dupla face diamantado (n°
7020, KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) sob irrigacao constante, totalizando
uma area de esmalte de 16 mm? Os blocos foram incluidos individualmente
em tubos de PVC e resina acrilica (VIPI, VIPI Prod. Odontoldgico,

Pirassununga, SP, Brasil). A superficie do esmalte das amostras foi polida



23

serialmente sob irrigagdo constante com carbeto de silicio (# 400, 600 e 1200)
e suspensado de alumina (1 pm) (Erios Corp., Sdo Paulo, SP, Brasil). Em
seguida, as amostras foram limpas em banho ultrassénico (Ultrasonic Cleaner,
Unique Ind. E Com. Ltda, Sdo Paulo, Brasil) por 10 min.

Foram formados oito grupos, de acordo com os agentes testados (n =
10): 1) Solucéo de Quitosana 0,2%; 2) Solugao de NaF 0,2%; 3) Suspensédo de
Quit/NaF 0,2%; 4) Controle 0,2%; 5) Solugado de Quitosana 0,05%; 6) Solugéo
de NaF 0,05%; 7) Suspensao de Quit/NaF 0,05%; 8) Controle 0,05%.

4.2.2 Modelo de ciclagem de pH

Inicialmente, cada amostra foi fixada individualmente em uma tampa de
tubo falcon com fio ortodéntico (Figura 1). A ciclagem de pH foi realizada por
imersdo das amostras por 3 h em solugdo de desmineralizagdo (20 mL por
amostra) a 37 °C, seguida de lavagem das amostras em agua destilada e
posterior imersdo em solugédo de remineralizagdo (10 mL por amostra) durante
21 h a 37 °C (ARNAUD; NETO; DINIZ, 2010). A solugdo de desmineralizagao
foi composta de calcio 2,0 mM e fosfato 2,0 mM em uma solugdo tampao de
acetato de 74,0 mM a pH 4,7. A solucao de remineralizagao foi composta por
1,5 mM de calcio, 0,9 mM de fosfato e 150 mM de cloreto de potassio em uma
solugdo tampéo de 20 mM de TRIS (hidroximetilaminometano) em pH 7,0
(ARNAUD; NETO; DINIZ, 2010). Antes de cada ciclo de desmineralizacao, as
amostras eram imersas nos agentes de cada grupo por 90 s, simulando o uso
diario de enxaguatdério bucal (ARNAUD; NETO; DINIZ, 2010). Esta ciclagem de
pH foi repetida por 7 dias consecutivos.
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Figura 1 — Amostras fixadas com fio ortodéntico em tampas de tubo falcon.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.3 TESTE DE MICRODUREZA KNOOP

As medidas de dureza Knoop (KHN) foram realizadas com uma carga de
50g sendo aplicada em cada amostra por 15 s, usando um indentador Knoop
em microdurémetro (HMV-2, Shimadzu, Kyoto, Japéao) (Figura 2) (PEREIRA DA
SILVA et al., 2020). Foram feitas cinco indentagbes com distancia de 100 ym
entre si antes e apds o desafio cariogénico.

A porcentagem de alteragao da dureza superficial (% KHN =% alteragao
da microdureza superficial) foi calculada usando a férmula (MAGALHAES et al.,
2021):

% KHN = 100 x [(KHNpss-desafio-KHNinicia) / KHNinicial]

A analise estatistica das medidas de dureza Knoop foi realizada usando
0 pacote estatistico Jamovi (Versao 1.8, Software de Computador, obtido em
www.jamovi.org), considerando um erro a de 0,05. Os dados tiveram
distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk (p = 0,837) e mostraram
igualdade de variancias (teste de Levene) (p = 0,349); portanto, a analise de
variancia de medidas repetidas (RM ANOVA) e o teste posthoc de Tukey foram

aplicados para: i) comparagao intragrupo dos valores de KHN antes e depois
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do desafio cariogénico; ii) comparagéo dos valores de KHN entre os grupos em
cada periodo experimental. A analise de variancia unilateral (ANOVA) e os
testes post-hoc de Tukey foram usados para analisar a % de mudanga na

dureza entre os grupos.

Figura 2 — Analise da microdureza de superficie da amostra em

Microdurémetro (HMV-2, Shimadzu, Kyoto, Japao) (A); Indentacdo na amostra

utilizando indentador Knoop (B).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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5 RESULTADOS

51 POTENCIAL ZETA (ZP), DIAMETRO HIDRODINAMICO E

ESTABILIDADE COLOIDAL DE PARTICULAS

(Dn)

Os resultados de ZP e Dy mostraram que houve interagao da quitosana
com NaF, sugerindo a formac&o de microparticulas (1100 £ 91,7 nm). A Figura
3 mostra a titulagdo de NaF 190,0 mM (7,98 mg / mL) em quitosana com 22,3
mM de mondmeros de glucosamina (4,0 mg / mL) pelos métodos Dy, e ZP
(Figs. 3A e 3B, respectivamente). Observou-se reducédo dos valores de Dy a
medida que o NaF foi sendo titulado em quitosana (DE CARVALHO et al.,
2019).

Figura 3 - Titulacado (A) Dy e (B) ZP de NaF 190,0 mM em Quitosana a 22,3 mM

de monémeros (4,0 mg / mL) a 25°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A Figura 3B mostra que as moléculas de quitosana exibiram valores de
potencial zeta positivos de + 40 mV % 1,2 no inicio da titulacdo. O valor final de
ZP da titulagao de NaF em quit foi de + 30 mV £ 0,8.

A Figura 4 mostra a estabilidade das particulas coloidais de 0,05% e

0,2% de suspensdes de Quit/NaF pelos métodos Dy, ZP e condutividade

— T T 1
20 22
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elétrica durante 30 dias. As microparticulas de Quit/NaF apresentaram
estabilidade de tamanho por 30 dias, sendo que a concentragdao de quitosana
foi determinante para a formagao do tamanho das particulas (Fig. 4A). Quando
o NaF foi adicionado, houve redugdo do tamanho das particulas. A
concentragao de quitosana teve efeito minimo nos valores de ZP por 30 dias e
a adicdo de NaF causou reducado dos valores de ZP. A estabilidade das
particulas de Quit/NaF foi mantida por 30 dias (Fig. 4B).

A solugao de quitosana 0,05% mostrou diminuicdo dos valores de ZP com
queda abrupta no 4° dia, porém quando o NaF foi adicionado, as particulas do
complexo Quit/NaF 0,05% apresentaram valores de ZP estaveis por 30 dias
(Fig. 4B).

Na presenca de quitosana a 0,2%, os valores de condutividade foram
maiores em comparagao com quitosana a 0,05% (Fig. 4C). Aparentemente, os

valores de condutividade ndo mudaram dentro do periodo estudado (Fig. 4C).

Figura 4 - Estabilidade de particulas coloidais de 0,05% e 0,2% de suspensdes
de Quit/NaF pelos métodos Dy, (A), ZP (B) e condutividade elétrica (C) durante

30 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.2 ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMACAO DE FOURIER (FTIR)

A Figura 5 demonstra os espectros de FTIR da quitosana, NaF e
Quit/NaF. No espectro da Quitosana, o pico largo e médio na faixa de 3750—
3200 cm™" foi atribuido & vibracdo de alongamento O-H ligada por hidrogénio.
O alongamento N-H da amida | e Il foi observado a 1649 e 1584 cm™',
respectivamente. O pico de vibragdo de alongamento C-N da amina do tipo | foi
observado em 1318 cm™". Um pico fraco observado em 1422 cm™ foi atribuido
a deformacado angular de CH2 adjacente ao grupo carbonila. Para o NaF,

nenhuma absorc&o foi observada na regido de 4000-700 cm™".

Figura 5 - Espectros de FTIR das solu¢gbdes de NaF e Quit e das suspensdes de
particulas de Quit/NaF 0,05% e 0,2%.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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5.3 DESAFIO CARIOGENICO QUIMICO USANDO CICLAGEM DE PH

A Tabela 1 descreve os valores de dureza Knoop iniciais e pos-desafio e

a mudanca de % KHN encontrados para cada grupo. Como esperado, os

valores iniciais de KHN n&o diferiram significativamente entre os grupos,

sugerindo que todas as amostras foram padronizadas quanto a dureza inicial (p

= 0,064).

Tabela 1 - Valores de dureza Knoop (KHN) do esmalte humano antes e

depois do desafio cariogénico com ciclagem de pH e aplicagao dos agentes

testados. Os valores sao expressos como média + desvio padréo.

Grupos

(n=10)

Desafio Cariogénico

KH Ninicial

KH Npés-desafio

% KHN mudancga

Fluoreto de sédio
0,05%

Quitosana 0,05%

Suspensao de
Quit/NaF 0,05%

Controle 0,05%

Fluoreto de sodio
0,2%

Quitosana 0,2%

Suspensao de
Quit/NaF 0,2%

Controle 0,2%

361,5+ 18,4~

363,2+ 19,072

346,1 + 18,872

351,6 + 23,412

341,0 £20,12

349,5 + 259”2

365,7 + 11,22

362,5+ 19,92

162,1 + 17,3 BCP

90,1 + 15,9 PE®

143,1 +28,0 ©P

67,7 + 10,2 EP

178,4 + 22,2 BP

120,0 + 28,7 ©P°P

213,0 £ 23,1 AP

68,8 +21,6F°

552 +4,1°"

752 +4,0%

58,8 + 6,6 €

80,6 +3,7%

47,7 +55°CP

65,8+7,08

417+6,5°

80,9+6,0%

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

* Valores expressos com as mesmas letras maiusculas ndo possuem diferenga estatistica entre
as solucgdes/suspensdes em cada periodo experimental (p> 0,05 por ANOVA de medidas
repetidas e testes post-hoc de Tukey)
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**Valores expressos com as mesmas letras minusculas ndo apresentaram diferenca estatistica
no mesmo grupo comparando os dois periodos experimentais (inicial e pds-desafio) (p> 0,05
por ANOVA de medidas repetidas e testes post-hoc de Tukey).

*** Valores expressos por letras maidsculas iguais indicam que nao houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos para % de mudanga de KHN (p> 0,05 por ANOVA unilateral e
Teste de Tukey).

Apdés o desafio cariogénico, todos os grupos tiveram redugao
significativa dos valores de KHN (p <0,001). Os grupos Controle 0,2% e
Controle 0,05% apresentaram os valores de dureza mais baixos (68,8 + 21,6 e
67,7 £ 10,2, respectivamente) e os maiores valores de % mudanca de KHN
(80,9 + 6,0 e 80,6 £ 3,7, respectivamente), sem diferenga significativa entre
eles (p = 1,000). Embora nao haja diferenca entre os valores de KHN pos-
desafio entre os grupos Quitosana 0,05% e Quitosana 0,2%, o grupo de
Quitosana 0,2% apresentou menor alteracdo % de KHN.

O grupo de suspensdo de microparticulas de Quit/NaF 0,05% nao
apresentou diferenca significativa comparado aos grupos de NaF 0,05% e
Quitosana 0,2% para os valores de KHN pos-desafio (p = 0,855 e p = 0,585,
respectivamente) e para os valores de % de KHN (p = 0,869 e p = 0,153 ,
respectivamente).

O grupo Quit/NaF 0,2% apresentou os maiores valores de KHN pdés-
desafio (213,0 = 23,1) e a menor % de alteragdo de KHN (41,7 + 6,5) com

diferenca significativa comparada aos outros grupos (p <0,001).
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6 DISCUSSAO

A hipotese testada no nosso estudo foi aceita porque a suspensao de
0,05% e 0,2% de particulas de Quit/NaF sintetizadas diminuiu a
desmineralizacdo do esmalte causada pelo desafio cariogénico de ciclagem de
pH.

No presente estudo, as suspensdes de particulas de quitosana
carregadas com NaF foram sintetizadas pelo método de geleificacdo idnica,
utilizando o fluoreto de sddio com o objetivo de fornecer ions fluoreto para atuar
na prevengao da carie dental. O agente reticulador ndo foi utilizado neste
estudo no processo de geleificacdo ibnica para a sintese de microparticulas,
sendo utilizado o fluoreto de sédio, o qual € um sal monovalente, caracterizado
como sélido branco ou incolor, com alta solubilidade em agua (4,3 g/100 mL a
25°C), baixo peso molecular (41,99 g/mol) e massa molar (18,01 g/mol)
(NGUYEN et al., 2017). Além de ser o composto fluoretado mais comumente
usado na prevengao da carie (THUURNHERA E BELIBASAKIS, 2018). Como o
NaF possui baixo peso molecular e pode liberar ions F~ apds o processo de
dissociagao, hipotetizamos que estes ions poderiam interagir com o0s grupos
amino da quitosana, favorecendo a formacao de particulas de quitosana, como
ocorre com o TPP, o agente reticulador.

Nesse contexto, a interagdo quitosana/NaF foi verificada nos ensaios
espalhamento de luz dinamico, pois os resultados de ZP e Dy, mostraram que
houve interagdo da quitosana com NaF, sugerindo a formagao de
microparticulas (1100 £ 91,7 nm) (Fig. 3A). No inicio do experimento, as
moléculas de quitosana estavam em estado de extensdo devido a repulsao
intramolecular com grau maximo de solvatagdo, o que explica os maiores
valores de Dy (3300 + 273,7 nm) (Fig. 3A). Com a titulagdo do NaF,
provavelmente houve uma ligagéo entre os anions F~ da solugdo de NaF e os
grupos amino (NH*®) da quitosana, causando um encolhimento das cadeias de
quitosana. Este fato pode confirmar a formacdo de microparticulas de
Quit/NaF, com consequente diminuigcdo dos valores de Dy, corroborando com
os achados de Furtado et al. (2018).

O estudo de Furtado et al. (2018) testaram a adicdo de NaF em

diferentes concentracdes no tamanho das particulas de quitosana pelo método
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de gelificacdo ibnica. Estes autores demonstraram que o aumento da
concentracdo de NaF nas concentragdes de 0,05%, 0,2% e 2% causou uma
reducdo proporcional do tamanho das particulas, provavelmente devido a
interacdo dos anions F~ e do grupo da amina protonada (NH*®) da quitosana,
como ocorreu em nosso estudo. Além disso, Furtado et al. (2018) utilizaram um
agente de reticulagao anioénico (TPP) durante o método de gelificacao ibnica, e
obtiveram a formacao de particulas de Quit/NaF com diametro de 679 nm a
10.000 nm, dependendo da concentragdo de NaF utilizada. Nguyen et al.
(2017) também obtiveram a formagao de nanoparticulas de Quit/NaF usando o
TPP durante o método de gelificagao idbnica. Em nosso estudo, as particulas de
Quit/NaF formadas apresentaram maior didametro, sendo caracterizadas como
microparticulas (SREEKUMAR et al., 2018), provavelmente pelo fato de nao ter
sido utilizado o agente reticulador - TPP. Quando o TPP é adicionado apos o
NaF, os anions TPP podem se ligar aos remanescentes do grupo amina
protonada da quitosana e levar a formagao de particulas compactadas em
nanoescala (NGUYEN et al., 2017; FURTADO et al., 2018).

Além disso, em nosso estudo houve uma redugao gradual dos valores
de ZP com a adi¢cao de NaF, o que pode estar relacionada a neutralizagao dos
grupos catiénicos da quitosana (FURTADO et al., 2018). Ao final da titulacao,
as moléculas de quitosana exibiram valores de ZP positivos (+ 30 mV £ 0,8)
(Fig. 3B). Esse resultado mostrou que a titulagdo do NaF causou a
neutralizacdo dos grupos catidnicos da quitosana, o que levou a uma carga
menos positiva das moléculas de quitosana no final da titulagdo (NGUYEN et
al., 2017; FURTADO et al., 2018). Além disso, esse valor pode confirmar a
estabilidade do sistema Quit/NaF, uma vez que particulas com potencial zeta
acima de £ 30 mV sao consideradas estaveis (BARRERAS et al., 2016).

A condutividade elétrica € uma propriedade nao seletiva que reflete a
concentragdo ibnica global de uma determinada solugdo (DE CARVALHO et
al.,, 2019). No presente estudo, a presenca de quitosana em maior
concentragédo aumentou os valores de condutividade (Fig. 4C) assim como a
adicdo de NaF, provavelmente devido & presenca de ions Na™ livres no meio.

Os espectros obtidos por FTIR mostraram que as suspensdes liofilizadas
de Quit/NaF a 0,05% e 0,2% foram idénticos, isso se deve ao fato do solvente

ter sido removido durante o processo de liofilizacdo e somente o material solido
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foi avaliado. Varias mudancas foram observadas em comparagao ao precursor
(Quitosana). A banda OH foi alargada aparecendo na regiao de 3700-2400 cm’
" sugerindo um aumento nas ligagées de hidrogénio. O pico N-H do grupo
amida |l foi aumentado e deslocado para 1549 cm™", conforme obtido também
no estudo de De Carvalho et al., 2019. O pico em 1404 cm™ revela vibragdes
do anion carboxilato —COO-, devido a presengca do acetato utilizado para
dissolver a quitosana. O espectro do acetato de quitosana foi relacionado em
outro estudo com a banda em 1410 cm™ (MAURICIO-SANCHEZ et al., 2018).
Os dados, portanto, sugeriram a protonagao de NH? e formagdo de pares
ibnicos em suspensao.

O efeito das suspensdes de microparticulas de Quit/NaF no esmalte
humano foi avaliado apods ciclagem de pH para simular o processo de
desenvolvimento da carie. O método de ciclagem de pH € amplamente utilizado
por mimetizar o desafio acido e os efeitos protetores da saliva durante o
processo de desenvolvimento de lesdes de carie, embora ndo haja presenca
de biofilme bacteriano (MOI, TENUTA, CURY, 2008; ARNAUD, NETO, DINIZ,
2010; AMAECHI, 2019; MAGALHAES et al., 2021).

O teste de microdureza € um dos mais usados para determinar
mudancas na superficie da estrutura dental durante desafios acidos (ATTIN E
WEGEHAUPT, 2014), e no esmalte dental nos estagios iniciais de
desenvolvimento da carie (ZERO, 1995; ZHANG et al. 2018a).

Em nosso estudo, ndo houve diferenca entre os grupos para os valores
de KHN iniciais (Tabela 1), os quais estao de acordo com outros estudos (entre
300 e 400 KHN) (CHUENARROM, BENJAKUL, DAOSODSAI, 2009;
MAGALHAES et al., 2021). Apés o desafio cariogénico, todos os grupos
tiveram reducdo de KHN, isso indica que nenhum agente - nem mesmo a
solugdo de NaF 0,05% e 0,2% - foi capaz de inibir a desmineralizagdo do
esmalte. O grupo Quitosana 0,2% apresentou menor % de KHN inferior
comparado ao grupo Quitosana 0,05%. Provavelmente, a concentracéo de
quitosana influenciou esse resultado, pois ela pode atuar reduzindo a
desmineralizagdo do esmalte por formar uma barreira fisica a penetragcao de
acidos na superficie, minimizando a perda de conteudo mineral (ions fosfato)
(ARNAUD, NETO, DINIZ , 2010). Além disso, quanto maior a concentragao de
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quitosana, maior a formacéo da barreira fisica, favorecendo maior protecéo ao
esmalte.

A quitosana também pode atuar reduzindo a desmineralizacdo do
esmalte devido a sua capacidade de se ligar quimicamente aos minerais
recém-precipitados, e ao esmalte desmineralizado, por meio de uma ligagao de
coordenac&o entre fons metalicos (Ca*) e os grupos amino da quitosana. Além
disso, a quitosana pode auxiliar na estabilizacdo e transporte do fosfato de
calcio amorfo para o esmalte desmineralizado, obstruindo os poros,
promovendo remineralizagao da lesdo (YAMAGUCHI et al., 2001; ZHANG et
al., 2019).

A suspensdo de microparticulas de Quit/NaF 0,05% n&o mostrou
diferenca significativa entre os grupos de NaF 0,05% e Quitosana 0,2% para os
valores de KHN pés-desafio (p = 0,855 e p = 0,585, respectivamente) e valores
de % de KHN (p = 0,869 e p = 0,153, respectivamente). Este resultado mostra
que a mistura de NaF 0,05% com a solugdao de Quitosana 0,5% para preparo
de suspensao de microparticulas de Quit/NaF 0,05% nao interferiu na
desmineralizacdo do esmalte, uma vez que nao foi encontrada diferenca
significativa quando comparada ao grupo NaF 0,05%. Provavelmente, a
concentracao de fluor liberado do sistema Quit/NaF ndo tenha sido suficiente
para aumentar sua protecao contra a desmineralizagao do esmalte em relagao
ao NaF 0,05%. Estudos demonstraram que o uso de NaF a 0,05% (uma vez ao
dia) demonstrou eficacia anticarie (PARKINSON et al., 2018; MAGALHAES et
al., 2021), providenciando beneficios adicionais quando associado ao uso
somente de dentifricio fluoretado (PARKINSON et al., 2018); e a mudanga de
% KHN no esmalte apds desafio cariogénico (MAGALHAES et al., 2021),
corroborando com o presente estudo. .

O grupo Quit/NaF 0,2% mostrou os maiores valores de KHN pés-desafio
(213,0 £ 23,1) e a menor % mudanca de KHN (41,7 £ 6,5) (Tabela 1). Assim,
podemos sugerir que nas maiores concentragdes de quitosana e NaF (0,2%),
ambos os componentes tiveram agao para fortalecer a estrutura do esmalte,
minimizando a perda de dureza (processo de desmineralizagdo) do esmalte
apos o desafio cariogénico de ciclagem de pH.

Forte interacao eletrostatica é relatada na literatura entre os anions F e

O grupo amina protonada (NH+3) da quitosana durante a preparagao das
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particulas de Quit/NaF, o que pode reduzir o conteudo de fluor liberado no
ambiente oral (NGUYEN et al., 2017). Neste estudo, ocorreu a limitagdo de nao
ter testado a liberacao de fluor da suspenséo de microparticulas de Quit/NaF. A
suspenséao de particulas de Quit/NaF em altas concentragdes de NaF possuiu
maior liberacao de fluor em comparagcao com a concentragédo menor (NGUYEN
et al., 2017). Provavelmente, neste estudo, o grupo Quit/NaF 0,2% apresentou
menor perda de dureza em comparagao com os outros grupos devido a maior
liberagao de ions de fluor. Porém, mais estudos sdo necessarios para avaliar o
perfil de liberacdo de ions fluoreto da suspensdo de microparticulas de
Quit/NaF a 0,05% e 0,2%.

Os niveis de ions fluoreto liberados das particulas de Quit/NaF
demonstrados na literatura foram menores que aqueles dos enxaguatérios ja
comercializados, mas apresentaram um padréao de liberagédo prolongado
(NGUYEN et al, 2017). Por causa disso, testou-se a suspensédo de
microparticulas de Quit/NaF a 0,2% com aplicacao uma vez ao dia, ao invés de
uma vez por semana, como é recomendado para enxaguatério de NaF a 0,2%
(MARINHO et al., 2016).

Provavelmente, o flior da suspensdo de particulas de Quit/NaF
permanece aprisionado nas cadeias do polimero de quitosana e pode ser
liberado lentamente para o ambiente oral. A propriedade de liberagao lenta das
formulacdes fluoretadas é enfatizada por alguns estudos, que demonstraram
que mesmo em nivel baixo, mas continuo, os ions fluor na cavidade oral
podem ajudar a prevenir ou reverter o processo de carie (FEATHERSTONE,
2006; PESSAN et al., 2008). Chow et al. (2002) relataram que a eficacia de um
enxaguatério bucal com fluor em baixa concentracido depende menos da dose
e mais da capacidade do tratamento de usar o fluor de forma eficiente para
remineralizagdo. Criangas, especialmente aquelas menores de 6 anos de
idade, podem engolir fluor do creme dental ou enxaguatério bucal, levando ao
aparecimento de fluorose dentaria (MARINHO et al., 2016). Assim, formulagcbées
com liberagao continua, baixa e controlada de ions fluoreto podem ser
desejaveis para pacientes pediatricos.

Assim, o presente estudo demonstrou que a suspensdo de
microparticulas de Quit/NaF 0,2% pode minimizar a desmineralizacdo do

esmalte apds desafio cariogénico. O modo de acdo da suspensao de
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microparticulas de Quit/NaF 0,2% estava mais relacionado a uma inibicdo
parcial da desmineralizagao do que ao efeito de promover a remineralizacdao do
esmalte. Este estudo preliminar possui algumas limitagdes importantes a serem
consideradas: i) o perfil de liberagdo de fluor da suspenséo de microparticulas
de Quit/NaF precisa ser investigado; ii) novas pesquisas devem testar o
mecanismo de agado da suspensao de microparticulas de Quit/NaF no esmalte
desmineralizado e seu efeito antimicrobiano contra o biofilme oral; iii)
Concentragdes mais altas de NaF e Quitosana, e outros regimes de aplicagcao
no dente (mais de uma aplicagao diaria ou aplicagbes semanais), precisam ser

testados para verificar o melhor efeito anti-carie.
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7 CONCLUSAO

1) As suspensdes de microparticulas de Quit/NaF 0,05% e 0,2% foram
efetivamente sintetizadas pelo método de geleificagéo idnica.

2) A suspensao de microparticulas de Quit/NaF 0,2% mostrou efeito anti-carie
na superficie do esmalte, fortalecendo sua estrutura e minimizando a

desmineralizagdo apos o desafio cariogénico com ciclagem de pH.
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Objetivo da Pesquisa:
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adequacao da metodologia aos objetivos pretendido, de acordo com as atribuicdes definidas na Norma
Operacional CNS 001 de 2013, item 3.4.1 - 4.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos que o projeto apresenta estao caracterizados e adequadamente descritos,considerando que os
individuos nao sofrerao qualquer dano ou sofrerao prejuizo pela participagao ou pela negacao de
participagdo na pesquisa e beneficios esperados.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Q projeto esta bem estruturado, apresenta o tipo de estudo, nimero de participantes, critério de inclusao e
exclusao, forma de recrutamento. As referencias bibliograficas sao atuais, sustentam os objetivos do estudo
e seguem uma normatizacdo. O cronograma mostra as diversas etapas da pesquisa,além de mostra que a
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Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Estao corretamente apresentados.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Platalforma

Diante do exposto, o projeto esta aprovado, pois esta de acordo com os principios éticos norteadores da

ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a Norma Operacional N° 001/2013 CNS. Data
prevista para o término da pesquisa:Margo de 2018.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuicdes definidas na
Res. CNS 466/12 e com a Norma Operacional N°001/2013 CNS, manifesta-se pela APHOVAQAO do
protocolo de pesquisa proposto. Vaie lembrar ao pesquisador responsavel pelo projeto, o compromisso de
envio ao CEP de relatorios parciais e/ou total de sua pesquisa informando o andamento da mesma,
comunicando também eventos adversos e eventuais modificagdes no protocolo.
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Biorepositorio /
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Assentimento / 14:49:03 |Carvalho Carlo

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_nanoparticulas . pdf 02/02/2017 |Fabiola Galbiatti de Acsito

Brochura 13:39:09 |Carvalho Carlo

Investigador

Folha de Rosto folhaderostoassinada pdf 02/02/2017 | Fabiola Galbiatti de Aceito
13:28:22 | Carvalho Carlo

Declaracéo do termofapemig. pdf 30/01/2017 | Fabiola Galbiatti de Aceito

Patrocinador 16:23:56 | Carvalho Carlo

Declaracao de declaracao_infraestrutura_perfilometrouf| 30/01/2017 | Fabiola Galbiatti de Aceito
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