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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos métodos analiticos, por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), para a quantificagdo de monémeros metacrilatos n&o
polimerizados de resinas acrilicas autopolimerizaveis, utilizadas em tratamentos
odontoldgicos para reembasamento de bases de protese.

A importédncia da quantificagdo de metacrilatos residuais esta associada a sua
toxicidade, uma vez que podem causar reagdes alérgicas e irritagbes na mucosa
bucal do paciente. Além disso, altas concentragcbes de monémeros nao
polimerizados podem comprometer as propriedades fisicas e mecanicas da resina e,
consequentemente, a qualidade do tratamento de reembasamento.

Para isso, foram analisadas trés resinas experimentais € uma resina comercial, a
Tokuyama Rebase Fast Il (TKY). As resinas experimentais (RE1, RE2 e RE3) estéao
em desenvolvimento pela empresa VIPI Industria Comércio Exportacdo e
Importagcdo de Produtos Odontologicos Ltda, em colaboragdo com a Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr - Unesp). O desenvolvimento dessas novas
resinas deve-se a necessidade de se ter uma resina de fabricacdo nacional, visando
reduzir o custo do tratamento, uma vez que as resinas utilizadas para este fim sao
todas importadas.

Para a quantificacdo de mondmeros residuais, realizou-se a extracdo destes a partir
das resinas com metanol refrigerado em banho de gelo, e processo foi validado
através de extragdes em replicata. Os mondmeros quantificados foram: metacrilato
de acetoacetoxieti (AAEM - resina TKY), dimetacrilato de butila (BDMA),
dimetacrilato de etila (EDMA) e metacrilato de cicloexila (CHMA) - resinas
experimentais. As maiores concentragcbes foram encontradas para as resinas
experimentais, nas quais as concentracbes de mondmeros nao polimerizados
variaram aproximadamente de 120ug/mL a 500ug/mL, de 150ug/mL a 500ug/mL e
de 100 a 300ug/mL para as resinas RE3, RE1 e RE2, respectivamente. A variagéo
encontrada para a resina TKY foi de 70 a 110pg/mL.

Para a resina comercial (TKY) foi realizado um estudo no sentido de avaliar a
quantidade de mondmero nao polimerizado e liberado in vitro em saliva artificial.
Foram encontradas concentragdes de 5,00 a 64,0ug/mL, sendo que os maiores
valores foram obtidos nas primeiras 24 horas. Apés uma semana de imersido em

saliva artificial ndo se observou a liberagao do monémero AAEM.



XV

ABSTRACT

This work reports the development of analytical methods, using High Performance of
Liquid Chromatography (HPLC), to quantify unreacted monomers from dental reline
autopolimerizing acrylic resins.

The quantification of these unreacted methacrylates is directly related with theirs
toxicity, once that these may not only be irritant to the mucosa, but may also cause
allergic and inflammatory reactions. In addition to this, high concentrations of
unreacted monomers may cause alterations in physical and mechanical properties.
For this purpose, three experimental resins (RE1, RE2 and RE3) and a commercial
resin, Tokuyama Rebase Fast Il (TKY), were selected to be analyzed. The
development of these experimental resins has been carried out in cooperation with
Faculty of Dentistry, Araraquara (FOAr - Unesp) and the dental corporation VIPI Ltda
(Pirassununga, SP). The relevance of development these new resins is related to the
necessity to have a national confectioned resin, because all resins used for these
treatments are imported and reducing the cost of treatment.

For quantification of unreacted monomers was necessary to extract them from the
resins, so the extraction procedure was carried out in an ice-bath using methanol as
extraction solvent. This procedure was validated through extractions in replicates.
The monomers quantified were acetoacetoxy ethyl methacrylate (AAEM) from TKY
resin, ethylene glycol dimethacrylate (EDMA), buthanediol dimethacrylate (BDMA)
and cyclo hexyl metharylate (CHMA) all from experimental resins. Higher
concentrations were found for experimental resins which the unreacted monomers
concentrations range were, approximately 120ug/mL to 500ug/mL, 150ug/mL to
500ug/mL and 100 to 300ug/mL for resins RE3, RE1 e RE2, respectively

Only for TKY resin was carried out a procedure to evaluate the quantity of unreacted
monomer leached out in vitro in artificial saliva. There were found concentration in
the range from 5.00 to 64.0ug/mL, in view of that the higher concentrations were
leached from resin in the first 24 hours and after one week of artificial saliva

immersion it was not observed the leaching of AAEM monomer.
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1. Introducao

1.1. A saude bucal e o uso de préteses dentarias

O Levantamento das Condicbes de Saude Bucal da Populagao
Brasileira — SB, Brasil, realizado em 2003 pelo Ministério da Saude, apontou a perda
dentaria como um grave problema de saude publica. Cerca de 85% da populagéo
adulta, e quase 99% dos idosos, utilizam ou necessitam de algum tipo de protese
dentaria, tanto na arcada superior quanto na arcada inferior.

Especificamente, com relagdo ao uso e a necessidade de proétese total,
mais de 28% dos adultos ndo possuem nenhum dente funcional ao menos em uma
arcada, e mais de 15% necessitam de ao menos de uma dentadura. Entre os idosos,
os dados sao ainda mais preocupantes, pois 75% deles ndo possuem nenhum dente
funcional, e mais de 36% necessitam de ao menos de uma proétese total.

Assim, e paralelamente ao cancer de boca, a auséncia de dentes é um
dos mais graves problemas da saude bucal no Brasil'. As préteses dentarias mais
comumente utilizadas sdo as proteses dentarias totais, ou parciais removiveis,
sendo que ambas requerem um tratamento de reabilitagao.

No tratamento de reabilitacdo de pacientes, total ou parcialmente
desdentados, por meio de proteses removiveis, a manutengcdo da adaptacéo entre a
parte interna das bases e os tecidos de suporte, pode ser considerada como um dos
aspectos criticos do tratamento. Isso decorre do fato de o rebordo residual
apresentar constantes alteragdes morfoldgicas, devido ao processo de reabsorgao
0ssea, que é crénico, progressivo, irreversivel e de origem multifatorial.

Em funcdo dessa reabsorcio, a readaptacdo das bases das proteses
aos tecidos subjacentes deve ser periodicamente corrigida, para a manutencao das
condigdes de retencdo e estabilidade obtidas inicialmente?. Essa readaptagdo pode
ser realizada no proprio consultorio, por meio do reembasamento do tipo imediato,
que dentre os tratamentos disponiveis € o0 que apresenta maior facilidade e rapida
execucao, possibilitando que ao final da consulta, o paciente possa sair do

consultério com a protese reajustada ao seu ambiente bucal.



1.2. Resinas acrilicas autopolimerizaveis

O reembasamento, do tipo imediato, pode ser realizado utilizando trés
tipos principais de resinas acrilicas, classificadas de acordo com o respectivo modo
de ativacdo da sua reacdo de polimerizagao: fotopolimerizavel, ativada por luz
visivel; termopolimerizavel, ativada via aquecimento e autopolimerizavel, ativada
quimicamente. Estas ultimas apresentam-se como as mais vantajosas, devido a
praticidade da sua manufatura que dispensa a etapa de aquecimento.

As resinas acrilicas autopolimerizaveis, disponiveis comercialmente,
sao todas importadas. Sao constituidas, basicamente, por um p6 e um liquido, cujas
composi¢cdes quimicas determinam as diferengas entre elas. Para a confecgdo do
material reembasador, as propor¢cdes de pd e liquido sdo pré-determinadas pelos
fabricantes.

O p6é do material reembasador € basicamente constituido por poli-
metacrilato de etila (PEMA) ou por poli-metacrilato de metila (PMMA), com uma
pequena porcentagem de peroxido de benzoila. Entre os fabricantes, ha uma maior
variagao para a composicdo dos liquidos, os quais podem ser constituidos por
mondémeros metacrilatos, agentes de ligagao cruzada e amina terciaria. A proporgao
entre estes componentes pode influenciar, significativamente, nas propriedades
fisicas e mecanicas dos materiais reembasadores.

PRICE?® realizou um estudo, relacionando a influéncia da composicao
de algumas resinas acrilicas autopolimerizaveis, dando especial atengdo aos
agentes de ligacdo cruzada, com suas propriedades mecanicas. Nesse trabalho,
observou-se que os agentes de ligagdo cruzada podem se incorporar na cadeia
linear de polimeros, melhorando a sua dureza e resisténcia a temperatura®. Porém,
de uma maneira geral, as concentragcoes desses reagentes ndo podem ultrapassar
15%° da composicdo do liquido do material reembasador, pois o excesso desse
reagente pode causar a diminui¢do da resisténcia a tragao e ao impacto.

Ainda assim, resinas reembasadoras, que contém esses agentes de
ligacdo cruzada, apresentam algumas vantagens face as resinas reembasadoras
convencionais, tais como: odor mais agradavel, menor irritagdo da mucosa bucal e
menor aquecimento durante a polimerizagcdo. Porém, a sua interface com a base de

protese é considerada mais fraca que as das resinas convencionais®,



No entanto, a importancia da composi¢cao das resinas utilizadas para o
tratamento de reembasamento imediato n&o esta apenas associada as propriedades
mecanicas e fisicas da resina®®, estando associada também & salde bucal do
paciente. Durante o reembasamento, no ambiente bucal do paciente, o material
reembasador pode causar incomodo, devido ao calor gerado pela reacdo de

polimerizagdo e pela presenca de monémeros nao reagidos®?®, aditivos organicos®""

9,12

e produtos de degradacgdo™ “, os quais podem ser liberados gradativamente para o

ambiente bucal'*"°.
1.3. Monémeros residuais e a polimerizagao

A liberagdo de monbmeros esta relacionada, de forma direta, as
reacdes de polimerizacdo que ocorrem via radicalar e dificilmente sao completas. Na
literatura foram reportados diversos casos, relacionando os efeitos clinicos a
presenca de mondmeros liberados no ambiente bucal, como: reagbes alérgicas

I, genotoxicidade'"®, citotoxicidade®'®?

locais'®, irritacdo na mucosa buca e
estomatite®.

Os efeitos indesejaveis desses compostos ndo atingem apenas os
usuarios de proteses, estando também relacionados com os trabalhadores das
industrias quimicas e profissionais da area odontolégica, que sofrem com a
frequente exposicdo ao vapor dessas substancias e apresentam, além dos efeitos
mencionados anteriormente, problemas de asma®,

Assim, uma reacédo de polimerizagdo completa é algo almejado pela
industria de polimeros, em especial pelo seguimento de materiais odontologicos.
Além disso, produtos que contenham uma pequena quantidade de residuos de
mondémeros ganham maior destaque no mercado.

A reacao de polimerizacao pode ser dividida em trés etapas principais:
iniciacao, propagacao e terminagao, representadas no Esquema 1.1.

Na etapa de iniciacdo, o par de elétrons do nitrogénio da amina
terciaria ataca o oxigénio da molécula de perdxido de benzoila, proporcionando a
quebra da ligacdo O-O, formando o ion benzoato e uma espécie catibnica. A
espécie catibnica formada, por ser instavel, quebra-se homoliticamente na ligagéo
N-O, dando origem a um radical livre € a uma espécie cation-radical. O ion

benzoato captura um préton da espécie cation-radical, formando o acido benzdico.



Portanto, no fim da primeira etapa da reacdo de polimerizagao, forma-se acido
benzdico e dois tipos de radicais livres, sendo um proveniente do perdéxido de
benzoila, e outro da amina terciaria.

Com a formagao dos radicais livres, inicia-se a etapa de propagacéo,
na qual estes reagem com os mondémeros, através das ligagdes C=C do mondmero,
proporcionando uma reagao em cadeia e dando origem ao polimero.

Na etapa de terminagéo, dois radicais livres, que tenham reagido com
diversas unidades de monbmeros, se encontram para finalizar a reacdo de
polimerizagao.

Na literatura existem diversas propostas de mecanismos para a
formacédo dos radicais livres na etapa de iniciagdo da reacdo de polimerizagao,
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envolvendo aminas terciarias e peroxido de benzoila Porém, nao séao

mecanismos detalhados. O Esquema 1.1 ilustra um possivel mecanismo detalhado,
|25

para a etapa de iniciacdo, baseado nos estudos de VAZQUEZ et al*>, e para as
etapas subsequentes da reagao de polimerizagao.
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ESQUEMA 1. 1. Mecanismo proposto da reag&o de polimerizagao.

Como se pode observar no mecanismo acima, na etapa de iniciagao
forma-se - além de radicais livres, que reagem com os mondémeros - Acido Benzoico,
que pode ser liberado no ambiente bucal, junto com mondémeros nao reagidos. A
liberagdo, em saliva artificial, de compostos orgéanicos presentes na composigcao de

resinas acrilicas, ja foi estudado por LYGRE et al'? e, nesse trabalho, foram



encontradas diferentes concentragdes de fenil benzoato e fenil salicilato’.
TSUCHIYA et al*® identificaram a liberagdo, em saliva artificial, de formaldeido, a
partir de resinas acrilicas autopolimerizaveis e termopolimerizaveis'°.

As condicdes de polimerizagdo?”?°

podem influenciar diretamente
diversas propriedades como a tracdo e a resisténcia®® da resina, bem como a
quantidade de mondmero liberado pela mesma.

Em 2002, LEE et al*’ realizaram um estudo sistematico para avaliar a
influéncia das condicdes de polimerizacédo na liberacdo de monémeros, levando em
consideragao fatores, como: temperatura, pressao e presenca de ar. Os autores
observaram que um aumento de 30°C a 60°C na temperatura de polimerizacgao,
resultou em uma significativa diminuicdo dos mondmeros liberados, uma vez que a
elevagdo da temperatura provocou o aumento da energia cinética das moléculas,
fazendo com que houvesse mais choques efetivos entre as mesmas, o que contribui
para uma melhor polimerizagao.

Foi observado, também, que na auséncia de oxigénio, a quantidade de
mondémeros diminuiu significativamente. Esta diminuicdo esta relacionada com as
propriedades quimicas do oxigénio que, por ser paramagnético, tem a capacidade
de reagir com radicais livres, ocasionando uma inibicado da reagao de polimerizagao.
O ultimo fator levado em consideragdo, nesse trabalho, foi a pressao: qualquer
alteracao verificada ndo provocou nenhuma mudanca na quantidade de monémeros

liberados.

1.4. Acrilatos e metacrilatos

Os acrilatos e metacrilatos sdo compostos produzidos em grandes
quantidades, em diversos tipos de industrias, como as de cola, produtos medicinais
e odontolégicos. A sua utilizagdo esta crescendo, principalmente na area
odontoldgica, em fungdo da substituicdo de materiais a base de mercurio, como o
amalgama. Os acrilatos e metacrilatos sdo compostos reativos, que podem se

731 ou em saliva humana' e a sua
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degradar com facilidade em meio aquoso

reatividade esta diretamente relacionada a sua estrutura molecular (Figura 1.1)



T1
Cq — 0]
HoCp N
| R4 = H; acrilatos
O\ R, = CH3: metacrilatos
R, R2 = cadeia alquilica

FIGURA 1. 1. Estrutura quimica de acrilatos e metacrilatos.

O esqueleto basico de acrilatos e metacrilatos € o mesmo, sendo que a
diferenca entre as duas classes quimicas é o substituinte Ry, que sera —H para
acrilatos e —CHj5 para metacrilatos®2.

Na tentativa de compreender como metacrilatos e acrilatos reagem no
meio bioldgico e quais as relagdes com suas respectivas toxicidades, FREIDIG et
al®* testaram a reatividade de compostos metacrilatos e acrilatos, frente a trés
diferentes nucledfilos, como agua (H20O), anion hidroxila (HO) e glutationa.

Na procura por monbmeros altamente reativos, que oferecam
quantidade minima de residuos de monémero e que, simultaneamente, apresentem
boas propriedades mecanicas e fisicas, tem sido dada especial atencdo a
mondémeros conhecidos como agentes de ligagdo cruzada®® — metacrilatos
bifuncionalizados (Figura 1.2). Esses compostos apresentam dupla ligagdo C=C
terminal em ambas as extremidades da molécula e podem proporcionar uma

resticulagdo entre os oligbmeros formados. O resultado é o aumento da
36,37

)

polimerizagdo e uma diminuigdo da quantidade de mon&meros nao-reagidos

influenciando, assim, nas caracteristicas da resina dentaria, na absor¢ao de agua e

na degradacdo da mesma®®°.
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FIGURA 1. 2. Estrutura quimica de alguns dimetacrilatos utilizados em resinas odontologicas.

Os monbémeros bifuncionalizados sdo considerados menos téxicos do
que os monofuncionalizados, devido a menor volatilidade e por apresentarem uma
menor difusdo nos tecidos bioldgicos™’.

Como ja foi descrito, alguns autores afirmam que teores acima de 15%
desses agentes, na composi¢cdo de uma resina, podem prejudicar as propriedades
mecanicas da mesma. Em contraponto a isso, ARIMA et al realizaram um estudo
demonstrando que ha diversas vantagens em utilizar altas porcentagens de agentes
de ligagcdo cruzada, pois proporcionam, além de uma melhora nas propriedades

mecanicas da resina®*°

, uma diminuicdo na absorcado de agua®.

Mesmo com o desenvolvimento dos monémeros bifuncionalizados, a
maioria das resinas comerciais utiliza uma mistura de monémeros
monofuncionalizados e bifuncionalizados. Da mesma forma, a busca por monémeros
monofuncionalizados, que possam apresentar uma boa polimerizagao, também tem
sido alvo da industria de resinas acrilicas. Na Figura 1.3 tem-se alguns monémeros

monofuncionalizados na composicao dos liquidos das resinas.
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metacrilato de isobutila - IBMA metacrilato de metila - MMA metacrilato de 2-hidroxietil - HEMA
\)i/\/ | |
o Y
)ﬁ‘/ )}\’( \/\O
o) (@]
metacrilato de 2-etilexila - EHMA metacrilato de 2-acetoacetoxietila - AAEM

FIGURA 1. 3. Estrutura quimica de alguns metacrilatos utilizados em resinas odontoldgicas.

Além do desenvolvimento de novos monémeros para resinas acrilicas
autopolimerizaveis, alguns autores propdem a realizagdo de um tratamento pos-
polimerizacdo, que possa minimizar a quantidade de mondmeros residuais*'**.
LUNG et al*® discutem que é inevitavel a presenca de mondmeros nestas reagoes
de polimerizagéo, para base de proteses a base de metacrilato de metila (MMA) e,
como alternativa, testaram um tratamento pds-polimerizacao, através da imersao do
material em agua durante 3 horas a 70°C. A analise desses resultados mostrou uma

significativa diminuigdo na quantidade de monémeros apos o tratamento.
1.5. Analise de residuos de monéomeros e o estado da arte

As primeiras analises de residuos de mondmeros, a partir de resinas
com aplicagéo odontoldgica, comegaram em 1980 BASKER e AUSTIN® avaliaram a
porcentagem de MMA em duas resinas acrilicas comercias por cromatografia
gasosa (CG) e espectrofotometria de infravermelho (IV). Os autores descrevem um
processo de extracdo de mondmeros, a partir de uma pequena quantidade da
resina. O processo de extragao foi realizado em banho de gelo, permanecendo em
refluxo durante uma hora aproximadamente. Neste estudo, os autores encontraram
alta porcentagem de MMA residuais.

SZABO et al** avaliaram a quantidade de mondmeros utilizando a
técnica de CG para trés diferentes tipos de resinas acrilicas. Os autores fizeram a

comparacgao da quantidade de monémeros extraidos, a partir de resinas auto, termo
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e fotopolimerizaveis. Observou-se que as resinas ativadas por radiacao ultravioleta
apresentaram uma menor quantidade de monémeros residuais.

Em 1988, BAKER et al’ foram os primeiros a desenvolver um método
para avaliar a quantidade de MMA em fluidos biolégicos, tais como; saliva, sangue e
urina utilizando CG. Os autores relataram dificuldades em realizar as analises do
composto em saliva, uma vez que o tempo de meio-vida, neste fluido, a 37°C, era
de, aproximadamente, 1 hora; tendo ocorrido uma diminuicdo para 10% da
concentracao inicial depois de 19 horas de imersdo. Os autores relataram também
que nao foi possivel analisar o composto em sangue e em urina, devido a presenca
de impurezas nestes fluidos, as quais interferiram na analise do composto.

Em 1990, KODA et al*®* avaliaram a liberagdo de MMA, &cido
metacrilico e acido benzdico, a partir de resinas acrilicas para bases de proteses em
saliva artificial, utilizando, pela primeira vez, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). As liberagdes foram avaliadas em diferentes pH’s a 37°C.

LYGRE et al, em 1993° utilizaram a técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para identificar aditivos orgéanicos e
quantificar ésteres ftalatos liberados a partir de bases de préteses. Em seguida,
utilizando as mesmas técnicas, avaliaram os possiveis produtos de degradagao'?.

VALLITTU et al®, em 1995, avaliaram a liberagdo de MMA em &gua, a
partir de base de protese, utilizando CLAE. A extracdo dos monémeros foi realizada
em duas temperaturas diferentes a 22°C e 37°C, utilizando Tetraidrofurano (THF)
como solvente extrator.

Em 2000, BARTOLONI et al®® desenvolveram um método para
determinacdo de mondmeros residuais em resinas termopolimerizaveis utilizando a
técnica de IV. A determinacdo dos monémeros foi feita monitorando a intensidade da
banda de estiramento axial C=C em 1636 cm™', antes e depois da reagdo de
polimerizagao, obtendo-se assim uma relagdo conhecida como grau de converséo, a
qual expressa quanto de monémero foi convertido em polimero.

Em 2004, DARVELL e LUNG*" desenvolveram e validaram um método
para quantificar MMA utilizando CG. Até entdo, ndo havia técnicas para a
quantificacdo de MMA, ou seja, os métodos desenvolvidos eram apenas qualitativos
e qualquer tentativa de quantificacdo era baseada em porcentagens de bandas

cromatograficas.
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Em 2006, URBAN et al*® desenvolveram métodos para a determinagéo
e quantificagdo de quatro monémeros residuais, sendo estes: MMA, metacrilato de
butila (BMA), metacrilato de isobutila (IBMA) e dimetacrilato de hexila (HDMA), os
quais foram extraidos de cinco resinas acrilicas comerciais e analisados por CLAE.
Apos este trabalho, em 2007, URBAN et al*? realizaram novos estudos, nos quais foi
observada a influéncia do tratamento de pds-polimerizacdo em resinas acrilicas na
reducdo da quantidade de mondmeros residuais. Os tratamentos de pos-
polimerizagdo testados foram de radiacdo de microondas e banho de agua
aquecida, e as analises também foram realizadas por CLAE®.

Como é possivel observar, a analise de residuos de mondémeros tem
crescido, ao longo dos anos, de acordo com as possibilidades de analises mais
rapidas e mais precisas. Inicialmente, fazia-se o uso de CG e |V, que
proporcionavam uma analise rapida, embora com algumas limitagbes para a
quantificacdo de mondémeros. Em seguida, veio a utilizagao de outras técnicas, como
CLAE, que proporcionam o desenvolvimento de métodos mais rapidos e precisos.

Os métodos desenvolvidos utilizando CG tiveram uma grande
contribuicdo para a determinagdo de MMA, como mondémero residual, a partir de
base de proteses. Porém, atualmente, com o desenvolvimento de diversas
composi¢cdes de resinas odontoldgicas, existe uma variedade de mondmeros que
sao usados e nao podem ser analisados por CG, diferentemente do MMA, pois se
degradam com facilidade em altas temperaturas.

Os métodos desenvolvidos, utilizando IV, apresentam, por sua vez,
algumas limitagbes, pois em concentragcbes mais altas existem desvios de
comportamento em relacado a lei de Beer; além disso, pode haver sobreposicdo de
bandas em espectros mais complexos*’, sendo que a andlise de mondmeros fica
limitada a resinas foto e termopolimerizaveis.

Neste sentido, os métodos desenvolvidos por CLAES1%:28:42:48:50.51
destacam-se, ndo s6 por apresentarem a capacidade de quantificar os monémeros a
partir de resinas acrilicas autopolimerizaveis, mas também por auxiliar no
desenvolvimento de novas resinas comerciais. Até 0 momento, apenas propriedades
fisicas e mecanicas da resina sao levadas em consideracdo para tal

desenvolvimento.
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1.6. A importancia da saliva na saude bucal e a saliva artificial

A saliva é um fluido presente em toda a cavidade oral e desempenha
um papel importante para a satde bucal®***. Uma alteragdo na sua composicao, ou
a falta de producdo da mesma (xerostomia)>*, pode resultar em dores na lingua e na
mucosa bucal, alteragées no paladar, dificuldades na deglutinagdo e mastigagao,
perda de dentes e aumento do risco de infeccéo bucal®.

Assim, a saliva tem como principais funcdes: a contribuicdo para a
digestdo de alimentos, a defesa contra bactérias, virus e fungos e a protecédo da
cavidade bucal (lubrificacdo, remineralizacdo do dente e camada de protecéo a
mucosa)>.

A importancia da saliva esta diretamente relacionada a sua
composicado. A saliva € composta por uma variedade de ions inorganicos, como:
sodio, cloreto, potassio, calcio, amoénio, bicarbonato e fosfato. Ela € composta
também por anticorpos, proteinas, enzimas e uréia®>.

Cada componente da saliva tem a sua contribuicdo para a manutengao
da saude bucal de um individuo. Os ions bicarbonato, fosfato e uréia atuam como
agentes reguladores de pH e sdo responsaveis pela capacidade tamponante da
saliva. As proteinas atuam na higiene bucal, ligando-se a alguns microorganismos e
contribuindo para a ndo formagao de placas bacterianas. Os ions calcio e fosfato
atuam, em conjunto, com algumas proteinas para evitar a desmineralizagdo e
contribuir para a remineralizagdo dos dentes. Por fim as enzimas, proteinas e
anticorpos atuam como agentes antibactericidas®°.

As analises de saliva, que tém o intuito de descobrir qualquer alteracao
na composicdo da mesma, servem de guia para identificar patologias como a
diabete®, bem como identificar a ma-nutricdo protéica®®. Além disso, a saliva é uma

matriz biolégica muito utilizada em andlises quimicas nas areas forense®”*®,

toxicoldgica'’, farmacéutica®® e odontolégica’'’

, pois €& de facil obtengdo, exige
pouco pré-tratamento e diversos compostos sao facilmente solubilizados por ela.

A utilizacdo de saliva natural, para o desenvolvimento de métodos de
analise, torna-se, em muitos casos, de dificil execugdo, uma vez que implica na
necessidade de aprovacgdes legais de comités de ética. Sendo assim, diversos
grupos de pesquisa utilizam Materiais de Referéncia Certificados (SRM — Standard

Reference Materials) ou matrizes artificiais disponiveis comercialmente, tais como:
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sangue, urina, cabelo, solo, agua do mar, alimento e etc. Estes materiais sao
produzidos por laboratorios altamente qualificados, como NIST (National Institute of
Standards and Technology), NPL (National Physical Laboratory), PTB (Physikalisch-
Technische Bundesanstalt)) BCR (Bureau Communautaire de Reference),
reproduzindo, com um bom intervalo de confianga, os valores de analises realizadas
com matrizes naturais.

A saliva artificial ndo existe como material de referéncia certificado. Por
isso, existem diversas composi¢cdes de saliva artificial que sao utilizadas para
analises podendo ou nao reproduzir dados de analises realizadas em saliva natural.
Em 1963, FUSAYAMA et al utilizaram uma composi¢cao de saliva artificial para
analisar o processo de corrosdo de amalgama de ouro in vitro e desde entdo essa
composi¢cado tem sido muito utilizada na area odontoldgica. Atualmente, diversas
composicoes de saliva artificial tem-se baseado na composicdo determinada por

FUSAYAMA et al, com algumas alteragdes como pode ser observado na Tabela 1.1.

TABELA 1. 1. Diferentes composicdes de saliva artificial.

FUSAYAMA et ELLICKSON et N o
LYGRE etal'?  TSUCHIYA et al

a|60 a|61

NaCl 6,80 x 10° M 7,00 x 10° M 6,90 x 10" M 1,00 x 10°M
KCI 540x10° M 5,00 x 10° M 1,19 M 7,00 x 10*M

CaCl, 2H,O0  540x10°M 5,00 x 10° M 7,60 x 10° M -

NaH,PO, 4 B .
5,00 x 10°M 4,00 x 10°M - 4,00 x 10*M
2H,0

Na,S - 9H,0 2,00 x 10°M - - -

Uréia 1,60 x 102 M 1,70 x 10°M - -
agua destilada 1,00x10°mL 1,00 x 10° mL 1,00 x 10 mL 1,00 x 10° mL

mucina - 0,4% m/v - -
CaSO0, - - 3,00 x 10*M
KH,PO, - - 4,00 x 10*M

A composigao da saliva artificial difere da saliva natural, uma vez que a
primeira é composta, basicamente, por sais inorganicos, com excec¢ao da descrita
por ELLICKSON et al que contém mucina. Ja a saliva natural apresenta, além de
sais inorganicos, proteinas, enzimas e anti-corpos. Desta forma, a diversidade na

composi¢cdo da saliva artificial tem uma relacdo direta com o tipo de analise
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envolvida. Para andlises por por CG e/ou CLAE, normalmente utiliza-se saliva
artificial que contenha apenas sais inorgénicos e uréia. Sendo assim, como em
outros trabalhos que avaliaram a liberacdo de monémeros a partir de resinas
dentarias em saliva artificial’®'?*®, para este trabalho foi utilizada a saliva artificial

baseada na composi¢cao de FUSAYAMA et al.
1.7. Validagao de métodos analiticos por CLAE

A validacdo de um método analitico € um processo continuo, onde se
determina a capacidade do mesmo em fornecer os resultados para o qual foi
desenvolvido. Ela deve-se iniciar no planejamento da estratégia analitica,
continuando ao longo de todo o desenvolvimento %%,

O conceito de validacao é algo que estd em constante evolugao, e a
existéncia de diferentes o6rgaos reguladores faz com que existam diferentes
definigdes. Os principais 6rgaos reguladores s&o: (internacionais) — FDA (Food and
Drug Administration), USP (United States Pharmacopeia) e ICH (International
Conference on Harmonization); (nacionais) — ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e
Qualidade Industrial). Estes 6rgaos disponibilizam os seus guias para validagao de
métodos analiticos por CLAE, em cujas diretrizes percebem-se diferengas

conceituais, tais como:

e A validagdo de métodos assegura a credibilidade destes, durante o uso
rotineiro, sendo por vezes mencionado como o processo que fornece
uma evidéncia documentada, que comprova que o metodo atinge o
objetivo para o qual foi indicado (USP)%*;

e O objetivo de validacdo de um procedimento analitico € demonstrar
que o método é satisfatério para seu propadsito planejado (ICH)65;

e A validagdo de um método € o processo no qual ele é avaliado quanto
a sua confiabilidade, exatiddo e precisdo (FDA-US);

e Comprovacgao, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que
0s requisitos para uma aplicagao ou uso especificos pretendidos foram

atendidos (INMETRO)®’;
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e A validagdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o
método atende as exigéncias das aplica¢des analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (ANVISA)®.

Assim, para que um novo método analitico gere informagdes confiaveis
e interpretaveis sobre uma determinada amostra, ele devera passar pelo processo
denominado de validacao.

A validacdo de métodos analiticos, por CLAE, é algo bem comum e
rotineiro, principalmente quando se tratam de matrizes, como por exemplo,
alimentos e fluidos biolégicos para diferentes analitos. Porém, quando se tratam de
amostras odontolégicas, como € o caso deste trabalho, é possivel encontrar
algumas informacgdes sobre como desenvolver e validar métodos para analise de
resinas dentarias, os quais se mostram bem limitados.

Um dos documentos no qual é possivel se basear, para desenvolver
métodos para analise de mondmeros de resinas dentarias, € um dos anexos do
International Standard (ISO/FDIS 1567 — 1998), denominado “HPLC method for
determination of MMA content”, no qual esta descrito um procedimento para
extracido e analise de MMA. Neste procedimento € recomendado que a extragao do
mondmero seja realizada durante 72 + 2 horas, a temperatura ambiente, em trés
diferentes solugbes: a primeira, contendo apenas metanol, a segunda contendo
acetona e a terceira contendo uma mistura de acetona e metanol. Além disso,
assume-se que a construcdo da curva analitica é suficiente para a validagdo do
método.

Portanto, a ISO/FDIS 1567 é um guia que apresenta algumas
limitagdes, visto que o método desenvolvido € destinado apenas a determinagao de
MMA e, atualmente, existem outros monémeros nas diversas composicdes de
resinas dentarias. Além disso, o tempo de extracdo proposto (72 horas) tem sido
questionado por diversos trabalhos, demonstrando que 2 e 4 horas de extragao é
considerado tempo mais que suficiente para extrair uma alta porcentagem de
mondmeros ndo-reagidos*®.

Desta forma, este trabalho pode contribuir para o desenvolvimento e
validacdo de um método que possa servir de guia para a analise de diversas resinas

dentarias, utilizando CLAE.



17

Durante o desenvolvimento e validagdo de um meétodo analitico, sdo
avaliados diversos parametros como exatiddo, precisao, seletividade, limite de
deteccgao, limite de quantificagdo, linearidade, robustez e estabilidade. De acordo
com a ANVISA®, os intervalos de aceitagdo destes parametros, principalmente para
a precisao e exatidao, podem variar de acordo com o tipo de matriz no qual o
método esta sendo desenvolvido. Desta forma, sdo considerados dois tipos de
métodos distintos a serem desenvolvidos e validados: analitico e bioanalitico.

Os métodos analiticos sdo considerados aqueles nos quais as
amostras sdo preparadas em solventes.

Os métodos bioanaliticos sdo aqueles nos quais as amostras sao
preparadas em matrizes complexas, tais como sangue, soro, plasma ou urina, nas
quais se pode observar um alto grau de variabilidade.

Portanto, foram desenvolvidos, para este trabalho, os dois tipos de

métodos e em ambos foram avaliados os parametros acima citados.

1.7.1. Seletividade
Seletividade é a habilidade para avaliar o analito, na presenca de
componentes que podem estar presentes na analise, tais como: impurezas, produtos

de degradagado e componentes de matriz®*°°.

1.7.2. Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico € a habilidade de se
extrairem resultados de uma analise, que sao, diretamente ou por meio de uma
transformacdo matematica, proporcionais a concentragcdo do analito em uma

determinada amostra, dentro de um determinado intervalo®*.
1.7.3. Exatidao

Exatiddo é a proximidade de um resultado adquirido pelo método em
relagdo ao seu valor real®%54%°,
A exatiddo de um método pode ser determinada de quatro maneiras

distintas: a) pela analise de uma amostra de concentracdo conhecida (material de
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referéncia), comparando o resultado obtido com o valor nominal; b) através da
comparacgao dos resultados obtidos pelo novo método com um pré-existente, que
esteja estabelecido e considerado exato; c) através da recuperagdo de uma
quantidade conhecida do analito, adicionada a matriz; d) através do método de
adicdo de padrao, utilizada quando nao é possivel preparar uma amostra sem a

presenca do analito.
1.7.4. Precisao

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma seérie de medidas, de uma amostragem multipla, de uma mesma amostra,
sendo que esta pode ser classificada em trés niveis®®;

e Precisdo intra-corrida (repetibilidade): € a concordancia entre os
resultados, dentro de um curto periodo de tempo, com o mesmo
analista e a mesma instrumentagdo. A repetibilidade do método é
verificada por, no minimo, nove determinagdes contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, trés concentragdes (baixa, média e
alta), com trés réplicas cada, ou minimo de seis determinagdes a 100%
da concentragao teste®;

e Precisdo inter-corridas (preciséo intermediaria): € a concordancia entre
os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes,
com analistas diferentes e/ou com equipamentos diferentes. Para a sua
determinagao recomenda-se, no minimo, dois dias diferentes, com
analistas diferentes®;

e Precisdo inter-laboratorial (reprodutibilidade): é a avaliagcdo da
concordancia entre os resultados obtidos em laboratdrios diferentes. A
reprodutibilidade € um parametro importante em estudos colaborativos,
como ocorre geralmente em padronizagdo de métodos analiticos, por
exemplo para a inclusdo em farmacopéias®.

A precisao de um método analitico € expressa em porcentagem pelo

62,64,65
)

desvio padrgo relativo (RSD ou coeficiente de variacdo (CV%) de uma série

de medidas®.
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1.7.5. Robustez

A robustez de um procedimento analitico € um parametro da validagao
que determina o efeito provocado por pequenas mudangas no método. Portanto,
para este parametro, avalia-se a influéncia de pequenas variagdes nas condigoes
cromatograficas de analise, indicando o grau de confianca no seu uso rotineiro®*°°.
A robustez pode ser determinada durante o desenvolvimento do

procedimento analitico®.
1.7.6. Limite de quantificagao (LQ)

O limite de quantificacido é a menor concentracdo de um analito numa
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis ao método
analitico a ser desenvolvido®°°.

De acordo com a ICH e a USP, o limite de quantificacdo pode ser

6485 Porém, o FDA afirma que este

expresso pela relacdo de 10:1 sinal/ruido
procedimento de determinacdo ndo é indicado, uma vez que o nivel de ruido é
diferente entre os detectores®®. Desta forma, o método mais recomendado é o
preparo de uma amostra de concentragdo conhecida, sucessivamente diluida e
analisada, até que a determinagao de sua concentracao, pelo sinal instrumental, ndo

esteja dentro do intervalo de variagao permitido para o método.
1.7.7. Limite de detecgéao (LD)

O limite de deteccao € a menor concentracdo detectavel do analito,

através do método proposto. De acordo com a ICH e a USP, o limite de deteccéao

pode ser expresso pela relagéo de 3:1 sinal/ruido®*®.



Objetivos

Esta sem mulher,
esta sem discurso,
esta sem carinho,
ja ndo pode beber,
ja ndo pode fumar,
cuspir ja nao pode,
a noite esfriou,

o dia nao veio,

o bonde néo veio,
0 riso nao veio,
nao veio a utopia
e tudo acabou

e tudo fugiu

e tudo mofou,

e agora, Jose?

Carlos Drummond de Andrade — José — Segunda estrofe
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2. Objetivos

Objetivo Geral:

Realizar o desenvolvimento e a aplicagdo de métodos, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para extragcdo e quantificacdo de
mondémeros, a partir de resinas acrilicas autopolimeraveis para reembasamento

imediato e avaliagao da liberacao in vitro de metacrilatos.

Objetivos Especificos:
e Desenvolver, validar e aplicar métodos para extragcdo, analise e
quantificacdo de metacrilatos, em uma resina acrilica comercial
(Tokuyama Rebase) autopolimerizavel e em trés resinas experimentais
(Vipi Ltda. Materiais Odontolégicos);
e Desenvolver e validar métodos por CLAE para avaliar a liberacéo de

metacrilatos em saliva artificial.



Procedimento
Experimental

E agora, José?

Sua doce palavra,
seu instante de febre,
sua gula e jejum,

sua biblioteca,

sua lavra de ouro,
seu terno de vidro,
sua incoeréncia,

seu 6dio — e agora?

Carlos Drummond de Andrade — José — Terceira estrofe



23

3. Procedimento Experimental

3.1. Generalidades

Todos os experimentos analiticos foram realizados no Grupo de
Sintese Organica e CLAE do Departamento de Quimica-UFSCar.

Foi utilizada uma empacotadora SHANDON® para o empacotamento
das colunas cromatograficas.

Nas analises cromatograficas realizadas, utilizou-se um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia SHIMADZU®, composto por duas bombas LC-10ADvp, um
detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel SPD-10Avp e um auto-
injetor SIL 10-AF. O equipamento estava acoplado a uma interface SPD-10A vp e os
cromatogramas foram registrados através do software LC 10.

As medidas de absor¢do molecular, na regido do UV-visivel, foram
realizadas utilizando-se um espectrofotometro HP8452A, com uma cela de quartzo
de 10 mm de caminho optico.

A agua utilizada no preparo das fases moveis foi obtida em um sistema
MILLI-Q® (MILLIPORE).

Os solventes de grau HPLC (MALLINCKRODT, J. T. BAKER, TEDIA),
utilizados nas analises, fornecidos pela empresa HEXIS. Os solventes utilizados no
preparo das fases mdveis foram filtrados, a vacuo, em um sistema MILLIPORE®,
utilizando-se membranas de nylon PHENOMENEX® de 0,45 ym e posteriormente
degaseificados em ultrasom COLE-PALMER® 8852.

Os demais reagentes quimicos foram de diversas marcas: 0 mondémero
metacrilato de acetoacetoxietiia (ACROS ORGANICS, 95%), a resina comercial
TOKUYAMA REBASE Il FAST (p6 — lote 610 e liquido — lote 416, TOKUYAMA
DENTAL CORPORATION, Japao), os monbmeros metacrilato de cicloexila,
metacrilato de etila, dimetacrilato de butila e as trés resinas experimentais foram
todos fornecidos pela empresa VIPI Industria Comércio Exportagado e Importacao de
Produtos Odontoldgicos Ltda (Pirassununga, SP).

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada balanga analitica AND
modelo HR200 com precisdo de + 0,1 mg e uma balanga semi-analitca MARTE®
(BALANCAS E EQUIPAMENTOS, Brazil) com precisao de 0,01 g.

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram GILSON®.

As amostras de extragcdo dos mondémeros foram centrifugadas utilizando-se uma
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centrifuga JOUAN B4i/BR4i termostatizada. A homogeneizacdo das amostras foi
realizada em vortex LabDancer (IKA).

Para a confecgao do corpo-de-prova utilizou-se uma prensa hidraulica
PM-2000 (TECHNO MAQUINAS — Pirassununga, SP).

Para a extracdo dos mondmeros foi utilizado um agitador magnético
Stirrer/Hotplate (CORNING) e um micromotor elétrico LB-2000 (BELTEC) para
obtencao das raspas das resinas.

Para a analise da liberacdo dos monémeros, em saliva artificial, foi
utilizada uma estufa microbiolégica (NOVA ETICA).

3.2. Preparo da coluna analitica

A Silica ODS-Nucleosil® (5 ym, 100 A) foi suspensa em 50 mL de
MeOH, agitada em ultrassom durante 3 min e empacotada em uma coluna de ago
inoxidavel, (15,0 x 0,46 cm D.l.) sob pressédo, de aproximadamente, 7.500 psi
utilizando-se metanol como solvente.

Apods esse procedimento, a coluna foi condicionada com MeOH, a uma

vazao de 1,0 mL/min, por aproximadamente 12 h.
3.3. Confecgao do corpo-de-prova

Com o intuito de se obter corpos-de-prova com as dimensoes
preconizadas na INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION
SPECIFICATION 15677°, foram utilizadas matrizes circulares, em ago inoxidavel,
com 50 mm de didmetro e 2,0 £ 0,1 mm de profundidade, com tampa e sulco
laterais, de forma a facilitar o escoamento do material.

Para a confec¢cao dos corpos-de-prova, o material foi confeccionado
seguindo-se as instrucbes dos respectivos fabricantes, sendo o p6é pesado e o
liquido mensurado com o auxilio de micropipetas. Uma vez estabelecida a proporcao
necessaria de material, o pé e o liquido foram misturados em um frasco de vidro
para resina, sendo manipulados durante 30 segundos com o auxilio de uma espatula
de aco.

Em seguida, o frasco foi fechado, tendo-se aguardado o periodo de 1

minuto. O material foi entdo inserido no interior da matriz metalica, fechada e
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posicionada na prensa hidraulica, mantendo-se a uma carga de 1,0 t a temperatura
ambiente (25°C).
Apoés aproximadamente 5 minutos, as matrizes foram resfriadas antes

da remocéao dos corpos-de-prova.
3.4. Determinacgao das condi¢cdes de extragdo dos mondémeros

Inicialmente, foram removidas as regides periféricas dos corpos-de-
prova, com a utilizagdo de um férceps odontolégico. Apds este procedimento, foram
fragmentadas partes dos corpos-de-prova, com o auxilio de um martelo*?, enquanto
que outras partes foram raspadas com o auxilio do micromotor elétrico®. A seguir, 0s
fragmentos e raspas obtidos foram pesados, de forma a obter trés amostras de 100
mg cada®*?.

Em seguida, as amostras foram colocadas em um baldo de fundo
redondo de 25 mL e adicionou-se 2,0 mL de solvente. Os baldes de fundo redondo
foram envolvidos com papel aluminio, efetuando-se uma extragdo sob banho de gelo
e agitacdo magnética.

Apods a extragao, adicionou-se mais 2,0 mL de solvente e transferiu-se
todo o liquido para um tubo Falcon. A solugdo obtida foi centrifugada durante 10 min,
a uma velocidade de 10000 rpm, a 20°C. Retirou-se uma aliquota de 200 uL do
sobrenadante e adicionou-se 200 uL da fase mével. A amostra obtida foi analisada
por CLAE. Este procedimento foi realizado durante 6 dias consecutivos, com a
preparagao de 1 corpo-de-prova, por dia, tendo-se coletado 3 amostras de 100 mg
de raspas da resina.

Foram usadas solugbes padrao dos mondmeros, de concentragoes
conhecidas, com o intuito de se encontrar as condigcbes cromatograficas para a
analise dos monOdmeros extraidos das resinas

Os mondmeros usados como padrdoes foram: o metacrilato de
acetoacetoxietila (AAEM) para a resina comercial TOKUYAMA REBASE Il FAST e
metacrilato de cicloexila (CHMA), dimetacrilato de 1,4 butanodiol (BDMA) e
dimetacrilato de etanodiol (EDMA), para as resinas experimentais da empresa VIPI.

Apoés determinar as condi¢gbes cromatograficas para separagdo dos
metacrilatos das resinas comercial e experimental e apds a otimizacdao das

condigdes de extracdo, os métodos cromatograficos foram validados e determinados
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os parametros de linearidade, precisdo e exatidao, limites de quantificacdo e
deteccédo, estabilidade, recuperagdo e teste cego. Os conteudos dos mondmeros
das resinas acrilicas foram mensurados, utilizando-se a equagéo de regresséao linear

obtida por meio de curva analitica.
3.5. Andlise da liberagao in vitro dos monémeros

Logo apoés a confeccdo, cada corpo-de-prova foi imerso
individualmente em um recipiente de plastico fechado contendo 20 mL de saliva
artificial, adquirida na farmacia de manipulacdéo AMAZON (Sao Carlos, SP) mantida
em uma estufa a 37 °C.

Apoés os periodos de 1 h, 3 h, 5 h, 24 h, 3 dias, 7 dias, 14 dias e 30
dias®, foram removidas aliquotas da solugdo de imersio, injetadas no sistema
cromatografico e os mondémeros liberados foram identificados e quantificados. E
importante salientar que, apds a remoc¢ao das aliquotas, nos diferentes periodos de
analise, a saliva artificial foi descartada e renovada para mimetizar o ambiente bucal.

Foram desenvolvidas condigdes cromatograficas de separagao para a
avaliacao da liberagdao de monémeros, a partir das resinas em saliva artificial. O
método desenvolvido foi validado, seguindo os mesmos parametros citados

anteriormente.
3.6. Desenvolvimento dos métodos cromatograficos

Para os métodos analiticos, os padrdes de calibragdo e controle de
qualidade do método foram preparados em metanol e a precisdo foi expressa pelo
coeficiente de variagdo (CV%) das quintuplicatas, ndo sendo superior a 2%. A
exatidao foi calculada pela razdo da média das concentragées nominais, tendo sido
expressa em percentagem, ndo sendo superior a uma variagao de + 5%°2.

Para o método bioanalitico, os padrdes de calibragao e controle de
qualidade do método foram preparados em saliva artificial e a precisdao também foi
expressa pelo coeficiente de variacdo (CV%) das quintuplicatas, cujo limite de
aceitacado € 15%. A exatidao foi calculada pela razdo da média das concentracbes
nominais e foi expressa em percentagem cujo limite de aceitagdo é de 15%, exceto

para o limite de quantificagao que pode ser até 20%.
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3.6.1. Preparo das solugdes padroes do AAEM em solvente

Para o desenvolvimento do método analitico para analise da extracéo
do AAEM, foi preparada inicialmente uma solugdo estoque com concentragcao de
0,56 g/mL para o AAEM, através da diluigao de 2,50 mL de AAEM em metanol,
tendo-se obtido-se um volume final de 5,00 mL, em um baldo volumétrico.

Desta maneira, as solugdes padrao de calibracio e as solugdes padrao
de controle de qualidade foram obtidas a partir da solugéo estoque, nas seguintes
concentragoes:

e Solucao de trabalho para a calibracdo: 2,80; 5,60; 8,40; 9,60; 11,2;

12,6; 14,0 e 16,8 mg/mL;

e Para os controles de qualidade: 3,36; 6,72 e 13,4 mg/mL.

Os valores de concentragcao dos controles de qualidade do método
foram calculados da seguinte forma:

1- O controle de qualidade de concentragdo mais baixa, em torno de 110 - 120%, em
relagcdo a menor concentragao da curva analitica;
2- O controle de qualidade de concentracdo média, em torno de 40 - 60%, em
relagdo a maior concentragao da curva analitica;
3- O controle de qualidade de concentragdo alta, em torno de 75 - 95%, em relacéo

a maior concentracao da curva analitica.

3.6.2. Preparo das solugoes de calibragao e controle de qualidade para o AAEM

em solvente

As solucbes de calibracdo foram preparadas em triplicata, nas
seguintes concentracdes: 28,0; 56,0; 84,0; 96,0; 112; 126; 140 e 168ug/mL. Estas
concentragbes foram preparadas a partir de uma solugdo estoque de 0,56 g/mL,
tendo-se retirado 25,0; 50,0; 75,0; 87,5; 100; 112; 125 e 150 L, transferidas para
um baldo de 5,00 mL, obtendo-se assim as solucdes de trabalho nas concentracdes
de 2,80; 5,60; 8,40; 9,60; 11,2; 12,6; 14,0; 16,8 mg/mL. A partir das solugdes de
trabalho, retirou-se 10,0 yL e colocou-se em um tubo de ensaio, completando com

solvente, tendo-se obtido um volume final de 1,00 mL, para cada concentragéo.
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As solugdes de calibracdo para o controle de qualidade também foram
preparadas a partir da mesma solugcdo estoque de concentragdo de 0,56 g/mL,
pipetando-se 30,0, 60,0 e 120 uL para a preparagcao das solucdes de trabalho nas
concentragbes de 3,36, 6,72 e 13,4 mg/mL, respectivamente em um balédo
volumétrico de 5,00 mL. Em seguida, retirou-se 10,0 uL e colocou-se em um tubo de
ensaio, completando com solvente, obtendo-se um volume final de 1,00 mL para
cada concentragao.

As condigdes cromatograficas utilizadas foram:

e Fase moével CH3CN/H20 (35:65 viv);

e Comprimento de onda para a detecgdo do AAEM foi A = 230 nm;

¢ Volume de injegao foi 25 pL;

e Vazao de 1 mL/min;

e Tempo total de cada analise foi 10 minutos;

e Coluna analitica C1g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um).

3.6.3. Preparo das solugoes padroes de AAEM em saliva artificial

Para o desenvolvimento do método analitico para analise da liberacéo
do AAEM, foi preparada inicialmente uma solucédo estoque na concentracdo de 50,0
mg/mL para o AAEM, através da diluicdo de 446 yL de AAEM em metanol, obtendo-
se um volume final de 10,0 mL em um baldo volumétrico.

Desta maneira, as solugdes padrao de calibragcéo e as solugdes padrao
de controle de qualidade foram obtidas a partir da solugéo estoque, nas seguintes
concentracdes:

e Solucdo de trabalho para a calibracdo: 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 7,50;

9,00 e 10,0 mg/mL;
e Para os controles de qualidade: 1,20; 6,00 e 8,50 mg/mL.

3.6.4. Preparo das solugoes de calibragao e controle de qualidade para o AAEM

em saliva artificial

As solucbes de calibracdo foram preparadas em triplicata, nas
seguintes concentracdes: 5,00; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 90,0; e 100ug/mL. Estas

concentragcdes foram preparadas em saliva artificial, a partir de uma solugao estoque



29

de 50,0 mg/mL, retirando-se 50,0; 100; 250; 500; 750; 900; e 1000 uL, transferidas
para um baldo de 5,00 mL, obtendo-se assim as solugcbes de trabalho nas
concentragdes de 2,80; 5,60; 8,40; 9,60; 11,2; 12,6; 14,0; 16,8 mg/mL. A partir das
solucdes de trabalho, retirou-se 10,0 yL e colocou-se em um tubo de ensaio,
completando com saliva artificial at¢é um volume final de 1,00 mL para cada
concentracao.

As solucdes de calibracdo do controle de qualidade também foram
preparadas a partir da mesma solugdo estoque de concentracédo de 50,0 mg/mL,
pipetando-se 120; 600 e 850 uL para a preparacado das solugdes de trabalho nas
concentragbes de 1,20; 6,00 e 8,50 mg/mL, respectivamente em um balédo
volumétrico de 5,00 mL. Em seguida, retirou-se 10,0 puL e colocou-se em um tubo de
ensaio, completando com saliva artificial e obtendo um volume final de 1,00 mL para
cada concentracao.

As condigdes cromatograficas foram as mesmas determinadas para o

mondémero preparado em metanol.

3.6.5. Preparo das solugoes padroes de BDMA, CHMA e EDMA em solvente

Para o desenvolvimento do método analitico para analise da extracéo
dos mondémeros BDMA, CHMA e EDMA a partir das resinas experimentais, foi
preparada inicialmente uma solugéo estoque de cada monémero (ver Diagrama 4.2
pagina 51) nas concentracbes de 250 mg/mL para o BDMA, 525 mg/mL para o
CHMA e 300 mg/mL para EDMA, através da diluicdo de 571 uL, 488 uL e 1088 L,
respectivamente em metanol, obtendo-se um volume final de 2,00 mL para cada
mondémero.

Em seguida, preparou-se uma solugdo estoque, contendo os trés
mondémeros. Para isso, pipetou-se 1000 pL da solugcédo padrdo de cada monémero e
completou-se com metanol, obtendo-se assim um volume final de 5,00 mL.

A partir dessa solugao estoque, contendo os trés mondmeros, com
uma concentracao final de 60,0 mg/mL para o EDMA, 50,0 mg/mL para o BDMA e
105 mg/mL para o CHMA, preparou-se as solugdes de trabalho nas concentragdes
de:

e EDMA -1,20; 1,32; 1,44; 1,56; 1,68; 1,92; 2,16; 2,40 e 3,00 mg/mL;

e BDMA -1,00; 1,10; 1,20; 1,30; 1,40; 1,60; 1,80; 2,00 e 2,50 mg/mL;
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e CHMA -2,10; 2,31; 2,52; 2,73; 2,94, 3,36; 3,78; 4,20 e 5,25 mg/mL.

E para os controles de qualidade foram:
e EDMA -1,38; 1,80 e 2,64 mg/mL;
e BDMA -1,15; 1,50 e 2,20 mg/mL;
e CHMA-2,41; 3,15 e 4,62 mg/mL.

3.6.6. Preparo das solugoes de calibragao e controle de qualidade para BDMA,
CHMA e EDMA em solvente

As solucbes de calibracdo foram preparadas em triplicatas, nas
seguintes concentragdes: 100; 110; 120; 130; 140; 160; 180; 200 e 250ug/mL para o
BDMA, 210; 231; 252; 273; 294; 336; 378; 420 e 525ug/mL para o CHMA e 120;
132; 144; 156; 168; 192; 216; 240 e 300ug/mL para o EDMA. Estas concentragdes
foram preparadas a partir de uma solugdo estoque de cada monbémero, nas
concentragcdes de 250 mg/mL para o BDMA, 525 mg/mL para o CHMA e 300 mg/mL
para EDMA, retirando-se 100; 110; 120; 130; 140; 160; 180; 200 e 250 uL,
transferidas para um baldo de 5,00 mL obtendo-se assim, as solu¢des de trabalho
nas concentracdes de 1,20; 1,32; 1,44; 1,56; 1,68; 1,92; 2,16; 2,40 e 3,00 mg/mL
para o EDMA, 1,00; 1,10; 1,20; 1,30; 1,40; 1,60; 1,80; 2,00 e 2,50 mg/mL para o
BDMA e 2,10; 2,31; 2,52; 2,73; 2,94; 3,36; 3,78; 4,20 e 5,25 mg/mL para o CHMA.
Para a obtencao das solugdes de calibragao, retirou-se 100 pL, a partir das solucdes
de trabalho e colocando-se em um tubo de ensaio completando com solvente e
obtendo-se um volume final de 1,00 mL para cada concentragao.

As solucdes de calibracdo do controle de qualidade também foram
preparadas a partir da mesma solugdo estoque de concentracédo de 50,0 mg/mL,
pipetando-se 115, 150 e 220 uL para a preparagao das concentracdes 1,38; 1,80 e
2,64 mg/mL para o EDMA, 1,15; 1,50 e 2,20 mg/mL para o BDMA e 2,41; 3,15 e
4,62 mg/mL para o CHMA, respectivamente, em um bal&o analitico de 5,00 mL. Em
seguida, retirou-se 10,0 pyL e colocou-se em um tubo de ensaio, completando com

solvente, obtendo-se um volume final de 1,00 mL para cada concentragao.
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As condigdes cromatograficas foram:

e Fase mével CH3CN/H,0 (60:40 v/v);

e Comprimento de onda para a detecgao dos mondmeros foi A = 230
nm;

e Vazaode 1 mL/min;

e Volume de injegao de 25 yL;

e Tempo total de cada analise de 15 minutos;

e Coluna analitica C1g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um)

3.6.7. Obtencgao das curvas analiticas e confirmagao das linearidades

As curvas analiticas foram obtidas através da regressédo linear
considerando a area da banda cromatografica referente a cada concentragdao de
cada monOmero analisado.

Para a confirmagdo da linearidade no intervalo investigado, foram
calculados o coeficiente de correlagéo (baseado no método dos minimos quadrados)
e o valor de Feyp, como descrito por ALMEIDA et al’!, foi comparado com o valor de
Fiwb NO nivel de confianga de 99%2. Sendo que os valores de Fexp foram menores do

que o valor de F,p, confirmando assim a homoscedasticidade.
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4. Resultados e Discussoes

4.1. As resinas acrilicas autopolimerizaveis e seus monémeros

Foram adquiridas, para este trabalho, uma resina acrilica
autopolimerizavel comercial Tokuyama Rebase Fast Il (TKY) e trés resinas
experimentais (RE1, RE2 e RE3). Os monémeros que foram analisados nessas
resinas foram: AAEM, BDMA, EDMA e CHMA. O monémero AAEM esta presente
apenas na resina TKY, enquanto que os outros trés monémeros BDMA, EDMA e
CHMA estao, em diferentes proporgdes, nas trés resinas experimentais. A Tabela

4.1 mostra a composi¢cao das resinas e a distribuigdo dos mondmeros nas mesmas.

TABELA 4. 1. Composigao das resinas acrilicas autopolimerizaveis.

Material Sigla Fabricante Composigao
po liquido
PEMA +
Tokuyama Rebase TKY Tokuyama Dental Peroxido AAEM (59%) e NDMA*
Fast Il Corp., Toquio, Japao. de (39%)
benzoila
Vipi Ind., Com., Exp. e PEMA +
EDMA (50%) e CHMA
Resina Imp. Prod. Odont. Perdxido
_ RE1 (50%)
Experimental 1 Ltda, Pirassununga, de
SP, Brasil. benzoila
Vipi Ind., Com., Exp. e PEMA +
Resina RED Imp. Prod. Odont. Peroxido  BDMA (50%) e EDMA
Experimental 2 Ltda, Pirassununga, de (50%)
SP, Brasil. benzoila
Vipi Ind., Com., Exp. e PEMA +
Resina RE3 Imp. Prod. Odont. Peroxido BDMA (25%), EDMA
Experimental 3 Ltda, Pirassununga, de (50%) e CHMA (25%)
SP, Brasil. benzoila

* dimetacrilato de nonila

Inicialmente, foi realizada a analise por espectrofotbmetro de

ultravioleta de todos os mondmeros selecionados, com o intuito de selecionar o
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melhor comprimento de onda para a detecg¢ao. A Figura 4.1 apresenta os espectros

de UV obtidos.
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FIGURA 4. 1. Espectros de UV-Vis dos monémeros: a) AAEM; b) EDMA; c) BDMA,; d) CHMA. (—)

Comprimento de onda de maxima absorgao; (—) Comprimento de onda utilizado.

Devido a similaridade estrutural dos mondémeros (Figura 4.2) os

espectros de UV-Vis sdo, em consequéncia, bastante semelhantes, com exceg¢ao do

espectro do AAEM, por ser o unico composto que apresenta o grupo dicetona.
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FIGURA 4. 2. Estrutura dos metacrilatos analisados.

Embora o Ansx de todos os compostos seja em torno de 223 nm, o
comprimento de onda selecionado para as analises cromatograficas foi de 230 nm,
evitando dessa forma a interferéncia da absor¢cdo dos solventes da fase moével

(regido entre 200 a 220 nm).

4.2. Desenvolvimento do método e determinagao de condi¢goes para a extragao

do AAEM a partir da resina acrilica comercial Tokuyama Rebase Fast Il

A resina comercial utilizada para o tratamento de reembasamento
imediato, Tokuyama Rebase Fast Il, foi a escolhida para este estudo, pois é
considerada, até ao presente momento, uma das melhores resinas tendo em
consideragao suas propriedades mecanicas e fisicas.

Inicialmente, foram realizadas diversas analises a fim de estabelecer
condigbes adequadas para o desenvolvimento do método cromatografico. Desta
forma, foi preparada uma solugcédo contendo o padrdo do monémero AAEM em dois
diferentes solventes, mais utilizados em CLAE como modificadores organicos -
acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH). Com o uso desses dois solventes n&o se
observaram diferengas significativas nos cromatogramas, desta maneira optou-se
por utilizar o MeOH para o preparo das solucdes padrao. A escolha foi feita baseada
em diversos trabalhos da literatura que utilizam MeOH como solvente para extrair
mondmeros de resinas acrilicas*?484970,

Foram analisadas diferentes composi¢coes de fases moveis, a fim de se

obter a retengcdo adequada para analise do monémero AAEM. As fases modveis
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avaliadas foram: MeOH:H,O (70:30 v/v), ACN:H,O (60:40 v/v), ACN:H2O (40:60 v/v)
e ACN:H20 (35:65 v/v). Esta ultima composicdo de fase moével foi a selecionada,

uma vez que o tempo de retengdo do composto foi de 6,5 min (K =4,4) - Figura 4.3.
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FIGURA 4. 3. Cromatograma da amostra de AAEM em metanol (168ug/mL). Condi¢des
cromatograficas: coluna analitica C4g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um), fase mével ACN:H,O

(35:65 v/v); vazao 1,0 mL/min; volume de injecdo 25 pyL e A = 230 nm.

Tendo-se selecionado a fase moével para analise do monémero, foram
investigadas as condigdes de extragdo do AAEM, a partir da resina TKY. Para isso,
avaliaram-se alguns parametros, tais como: a forma da resina (fragmentos ou
raspas), o solvente e o tempo de extracao.

Apods a confecgao dos corpos de prova (secao 3.3.), retirou-se 100 mg
de fragmentos e 100 mg de raspas da regido central da resina. Foram realizados
seis experimentos, consistindo de trés extragdes com os solventes MeOH, ACN e
THF, a partir dos fragmentos e mais trés a partir das raspas.

Os solventes ACN e THF formaram uma emulsédo pela dissolucédo da
resina e, portanto o solvente escolhido para a extragao foi o metanol.

No que concerne ao formato da resina é possivel constatar, pela
comparacgao das intensidades das bandas, que para um mesmo tempo de extracao,
de 2 horas, foi possivel extrair uma quantidade muito maior de AAEM a partir de
raspas da resina que de fragmentos. Isto pode ser explicado devido a maior

superficie de contato da resina na forma de raspas com o MeOH (solvente extrator).
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A Figura 4.4, compara duas extragdes com diferentes formas da resina. Além disso,
€ possivel observar que outros compostos, além do AAEM, séo extraidos a partir de

raspas da resina.
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FIGURA 4. 4. Cromatogramas obtidos a partir da analise de amostras de fragmentos e de raspas da
resina TKY, submetidas a extragdo por 2 horas em MeOH. Condigdes cromatograficas: coluna
analitica Cqg-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével: (—) ACN:H,O (40:60 v/v) e (—)
ACN:H,0 (35:65 v/v); vazao 1,0 mL/min; volume de injegdo 25 uL e A = 230 nm.

De acordo com as recomendagdes da I1SO’°, a extragdo do mondmero
deve ser realizada durante 72 + 2 horas, com agitagdo magnética e em temperatura
ambiente. Porém, atualmente existem diversos trabalhos que mostram que 2 horas é
tempo suficiente para extrair a maior quantidade dos mondmeros*“*%4°_ Portanto, as
amostras foram extraidas com metanol, por 2 horas, seguido de adicdo de mais 2
mL de metanol e coletadas apds um periodo de mais 2 horas. A Figura 4.5 mostra o

cromatograma comparativo dos diferentes tempos de extracao.
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FIGURA 4. 5. Cromatogramas obtidos a partir da analise de amostras de fragmentos da resina TKY,
submetidas a extragdo durante: (—) 0 - 2 horas e (—) 2 - 4 horas. Condi¢des cromatograficas: coluna
analitica Cqg-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével ACN:H,O (40:60 v/v); vazdo 1,0

mL/min; volume de injegdo 25 uL e A = 230 nm.

A comparagao das intensidades das bandas do AAEM, nos dois
cromatogramas, mostra que nas duas primeiras horas de extragcdo obtém-se maior
porcentagem do mondmero do que na extragao coletada subsequentemente.

Como é possivel observar nos cromatogramas de extracao (Figura 4.4
e 4.5), apds a eluicdo do AAEM, em aproximadamente 5 minutos, ha outros
compostos que foram extraidos; portanto apdés a eluicdo do mondémero foi
necessario fazer-se uma eluigdo gradiente em degrau para as analises posteriores.

Sendo assim, nos primeiros 15 min de analise, utilizou-se a fase moével
ACN:H20 (35:65 v/v), eluida pela Bomba A, para analise do monémero. Em seguida,
realizou-se uma eluigdo gradiente em degrau, de 15 a 25 min, utilizando-se a Bomba
B com a fase moével 100% de ACN, para a eluigao de interferentes. Na ultima etapa
da analise, de 25 a 30 min, foi necessario fazer o recondicionamento da coluna,
durante 5 min, com a fase mével ACN:H,O (35:65 v/v), eluida pela Bomba A. As
demais condi¢gbes de analise foram: vazao 1,0 mL/min; volume de injecéo 25 pL e A
=230 nm.

Para os métodos de preparo de amostras, que envolvam extracao, a
recuperacao deve ser avaliada, ao menos em trés niveis de controle de qualidade do

método. Isto pode ser feito através do uso de um padrdo interno, adicionado a
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amostra no inicio do processo de extracao, ou através da curva analitica por adigao
de padrao.

Em se tratando, entretanto de monémeros residuais em polimero, a
determinacao dos niveis de recuperagao, por estes dois métodos, fica dificultada,
pois o padrao interno interfere na reagao de polimerizagao.

Assim, para avaliar o processo de extracdo e também observar a
variabilidade da reagdo de polimerizacdo, foi realizado um experimento com as
amostras preparadas em triplicata, a partir de seis corpos-de-prova que foram
confeccionados em seis dias diferentes. Os resultados obtidos estao apresentados
na Tabela 4.2.

TABELA 4. 2. Resultados obtidos a partir de amostras (raspas) de extragbes do monémero AAEM

realizadas durante 6 dias consecutivos.

Corpos-de- Valores em area
prova Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 CV%
1 537707 474486 418571 12,5
2 640944 611751 647310 3,00
3 830910 818394 783814 3,00
4 631400 562539 595108 5,80
5 767323 644060 615388 11,9
6 737212 752453 729036 1,60

Os valores de absorbancia obtidos tém, através da Lei de Lambert-

Beer, uma relagao direta com a concentragdo de uma substancia,

A = gbc,
onde A é a absorbancia, € é a absortividade molar, b € o caminho ético e ¢ é a
concentracido da substancia.

Avaliando os resultados obtidos, pode-se observar que ha uma grande
variagao na quantidade de AAEM extraido, mesmo para extragdes realizadas a partir
de um mesmo corpo-de-prova, como no primeiro dia, no qual essa variagao foi de
12,5%.

Essa grande variagdo nao esta relacionada a erros sistematicos no
processo de extracdo, uma vez que as amostras foram retiradas de pontos distintos

de um mesmo corpo-de-prova, ou mesmo ha confeccdo do corpo-de-prova e
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condicbes de preparo da amostra, mas esta relacionada a propria reagido de

polimerizagao, que ocorre via radicalar e ndo € homogénea na resina.

4.3. Construcao da curva analitica e validagao do método para a quantificagao
de AAEM extraidos da resina TKY

A calibracao foi feita por padrdo externo, sendo que as solugdes de
calibragdo foram preparadas em triplicatas em metanol. Para avaliar a faixa de
linearidade de calibragdao necessaria, preparou-se solugdes em concentragdes, que
tinham absorbancias préximas dos menores e maiores valores obtidos no extrato de
recuperacéao (Tabela 4.2).

Deste modo, o intervalo da curva analitica foi determinado em 28ug/mL
a 168ug/mL.

O preparo das solugdes foi realizado conforme descrito nas secoes

3.6.1 e 3.6.2, podendo ser corretamente visualizado no Diagrama 4.1.

Solucdes deTrabalho para
Curva de Calibracao

Solucdes de Trabalho
para Controle de
Qualidade

lzs ul | 30uL l50 uL |60 uL l 75uL |87,5 uleO L 112,5uLl 120 pL 125 uL l150 uL

2,8 mg/mL 5,6 mg/mL 8,4 mg/mL] 11,2 mg/m 13,4 mg/m 16,8 mg/mL
Y
3,36 mg/mL 6,72 mg/mL 9,6 mg/mL 12,6 mg/mL 14 mg/mL

DIAGRAMA 4. 1. Diagrama de preparo das solugdes de trabalho do AAEM em MeOH, para a curva

analitica e controle de qualidade.

Desta forma, a curva analitica foi construida com 8 concentragdes
diferentes, sendo que as solucdes de calibracdo e controle de qualidade foram
preparadas, retirando-se 10 pL de suas respectivas solucdes de trabalho. Para a
confirmacéao da linearidade no intervalo investigado, foram calculados o coeficiente
de correlagéo (baseado no método dos minimos quadrados) e o valor de Fey,, cOMO

descrito por ALMEIDA et al’’, foi comparado com o valor de Fup no nivel de
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confianga de 99%. O valor do coeficiente de correlagéo foi igual a 0,99948, enquanto
que os valores de Fex, foram menores do que o valor de Fip, confirmando assim a
homoscedasticidade. As condigdes cromatograficas foram: fase moével ACN:H,O
(35:65 v/v); vazao 1,0 mL/min; volume de injecdo 25 L, coluna analitica Cs-
Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um) e A = 230 nm. Um cromatograma de anélise
do padrdo AAEM e a curva analitica podem ser visualizados na Figura 4.6 e no
Grafico 4.1, respectivamente.

40+
AAEM

30-
2 20-
<
£

10-

T

o 2 4 6 8 10

Tempo (min)

FIGURA 4. 6. Cromatograma da amostra de AAEM em metanol (112ug/mL). Condi¢des
cromatograficas: coluna analitica C4g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um), fase movel ACN:H,O

(35:65 v/v); vazéo 1,0 mL/min; volume de injegéo 25 yL e A = 230 nm.

1x10° -
9x10°1
8x10°
7x10°-
3 6x10°
‘< 5x10° -
4x10°-
3x10°-
2x10°-
1x10°-

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Concentracao (ug/mL)

GRAFICO 4. 1. Curva analitica obtida por padronizacdo externa do AAEM em MeOH. Equacdo de
regressao linear: y = 21059,23357 + 5385,3442x. Coeficiente de correlagéo, r = 0,99948. F¢,, = 19,07.
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A precisdo e exatiddo da curva analitica estdao expressas na Tabela
4.3 e estdo em concordancia com o que a ANVISA®® preconiza para métodos

analiticos, isto é valores de precisao e exatidao de 2% e + 5%, respectivamente.

TABELA 4. 3. Precisao e exatidao obtidas para as solugdes de calibragao do AAEM.

Concentragao (ug/mL) CV (%) Exatidao (%)
28 0,12 100
56 1,16 98,5
84 0,85 98,2
96 1,78 102
112 1,13 101
126 0,50 100
140 0,36 101
168 0,37 99,2

Para avaliar a precisdo intermediaria e a exatiddo do método foram
preparadas, em quintuplicata, as solugcbes de controle de qualidade do método,
como descrito na segado 3.6.1. e mostrado no Diagrama 4.1. Foi determinado,
também, o limite de quantificacdo e detec¢ao para o método.

Os valores de precisao e exatidao intra e inter-dias estao apresentados

na Tabela 4.4.

TABELA 4. 4. Precisao e exatidao intra e inter-dias obtidas para as solugdes controles de qualidade

do AAEM.

B 12 dia (n=5) 22 dia (n=5) 32 dia (n=5)
Concentragao
(ug/mL) CV (%) Exatidao CV (%) Exatidao CV (%) Exatidao
Mg/m
’ (%) ’ (%) T (%)
33,6 0,690 95,7 1,24 96,2 1,50 101
67,2 0,890 95,2 0,600 100 1,81 102
134 0,890 97,5 0,620 103 0,770 101

Para avaliar a precisao e exatidao do método foi feito também o teste

cego, que consiste na preparagdo de duas concentragdes diferentes, por um
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segundo analista e desconhecida pelo analista do método. As amostras foram

preparadas em quintuplicatas. A Tabela 4.5 mostra os valores obtidos.

TABELA 4. 5. Preciséo e exatidao para as amostras de AAEM em MeOH no teste cego (n=5).

Concentragao Experimental Concentragao
i ) Exatidao(%) CV(%)
Média (ng/mL) Teorica (ng/mL)
38,6 39,2 98,5 1,97
136 134 102 1,14

O Ilimite de quantificagdo foi determinado a partir de sucessivas
diluicbes de uma amostra de concentragdo conhecida do AAEM (28ug/mL) e
analisadas até encontrar o valor de 14,0 ug/mL, o qual ndo mais estava dentro do
intervalo de variagédo permitido de exatidao pelo método, + 5%.

O limite de detecg¢ao foi determinado da mesma forma, porém as
diluicbes foram feitas até que se obtivesse uma relagdo de 3:1 sinal/ruido, sendo

0,700ug/mL o valor encontrado.

4.4. Quantificacao de AAEM extraidos da resina TKY

Para a quantificagdo o AAEM extraido das raspas da resina TKY, foi
adotado o mesmo procedimento utilizado para a determinacdo dos niveis de
recuperacao e variabilidade da reacéo de polimerizacao.

Os valores de CV% encontrados na quantificagdo do monémero reflete
a variabilidade da reacdo de polimerizacdo. Esta variagdo € intrinseca a prépria
reacao de polimerizagdo e pode ser considerada uma das desvantagens deste tipo
de resina, pois nao € possivel prever a quantidade de monémero nao polimerizado.
Conseqlentemente, a eficiéncia da reacdo de polimerizagdo e a qualidade do
material podem ser comprometidas. Avaliando-se ainda os resultados apresentados
na Tabela 4.6, pode-se concluir que a quantidade de AAEM nao reagido no polimero

€ muito alta.
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TABELA 4. 6. Resultados obtidos a partir de amostras (raspas) de extragdes do monémero AAEM

realizadas durante 6 dias consecutivos.

Corpos-de- Concentragéo (ug/mL)
prova Amostral  Amostra2  Amostra 3 MEDIA CV (%)
1 85,8 88,9 85,4 86,7 2,09
2 97,5 109 80,1 95,7 20,9
3 72,0 77,9 91,6 80,5 11,9
4 100 79,8 95,9 91,9 11,2
5 79,2 98,2 93,7 90,4 10,5
6 103 73,0 75,6 83,9 18,9

A titulo de explicacdo, se for considerado um valor médio de
concentragdo, de qualquer um dos dias - por exemplo 80,5ug/mL, pode-se encontrar
o valor de 97% de polimerizagdo, ou seja, 3% de AAEM nao foi convertido em

polimero. Os calculos feitos sdo apresentados a seguir (Esquema 4.1):
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1) Determinacao da massa de AAEM extraida de 100 mg de resina TKY

+2,0 mL (Metanol)
» .
Diluigdo 50 % Centrifuga

l

Extraggo—— 2,0 mL (Extrato)

400 L (Tubo ensaio/ Agitagao) 200 kL (Fase Movel)
Diluigao 50 %

|
[}
L}
L}
|
L}
|
[}
|
|
[}
L}
| (161 png/mL)
|
L}
|
[}
|
|
[}
L}
[}
L}
L}

Vial Injetado

e
200 pL 25 uL (80,5 ug/mL) -2

----» 322ug/mL x 2,0 mL = 644 ug de AAEM extraidos a partir de 100 mg

2) Célculo da massa de AAEM presente em 100 mg de resina TKY
2mL (d=1,06 g/mL) - Liquido + 3,85 g - P6
1,06 g/mL x 2 mL = 2,12 g do liquido
Em massa, tem-se:
2,12 g de liquido + 3,85 g de p6 = 5,97 g de resina formada
Sabe-se que ha 59 % de AAEM na composicao do liquido, portanto:
59 % de 2,12 g equivale a 1,25 g de AAEM no liquido.

Desta forma, a porcentagem de AAEM em toda a massa da resina é :

1,25 g
5,97 g

X 100 = 21 % de AAEM em toda resina

Ou seja, em 100 mg de resina, temos 21 mg de AAEM

3) Calculo da porcentagem de mondémero nao polimerizado de AAEM em
100 mg de resina TKY

644 ug

X 100 = 3 % de AAEM néo polimerizado

21 mg

e (322 pg/mL) =€ == =---smmm o E R

200 uL (Sobrenadante)

de resina

ESQUEMA 4. 1. Célculo da porcentagem de AAEM nao polimerizado. (---) Célculo de volta

concentragado encontrada.

a partir da

No item 1 do Esquema 4.1 é calculada a massa de AAEM extraida de

100 mg de raspas da resina. Para isso, a partir do valor de 80,5ug/mL foi feito o
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calculo de volta, considerando a etapa de extragao e de preparagdao da amostra, nas
quais foram realizadas duas diluigdes, sendo a primeira no extrato adicionando 2,0
mL de metanol e a segunda, apos a retirada de 200 pL de sobrenadante da
centrifugagcdo, que foi misturado com 200 pL de fase mobvel. Portanto, a
concentracao do extrato foi de 322ug/mL.

z

Esta discussdo é importante, pois ao analisar artigos na area de

polimeros, como descrito por BARTOLONI et al*®

, 0S autores encontraram grau de
conversao em torno de 92% de resinas acrilicas termopolimerizaveis, utilizando a
técnica de IV. Portanto, porcentagens de 97% de polimerizagcdo poderiam ser
consideradas 6timas, pois ndo comprometem as propriedades fisicas e mecanicas
da resina, uma vez que sO essas propriedades sdo levadas em consideracio.
Porém, em nenhum momento se levanta a questdo do que pode causar, no
ambiente bucal de um paciente, os 3% de mondmero ndo polimerizado. Desta
forma, apesar de ainda nao haver estudos de citotoxicidade desse mondmero,
80,5ug/mL é uma concentragdo que, se liberada no ambiente bucal, pode causar
irritagdes, alergias e hipersensibilidade no paciente’®??, bem como efeitos téxicos
nas células e alteracbes genéticas”, como em casos ja reportados para outros

metacrilatos.

4.5. Desenvolvimento do método e determinagdao de condi¢gdes de extragao

para o BDMA, EDMA e CHMA a partir das resinas acrilicas experimentais

O estudo das resinas experimentais esta sendo feito em colaboragao
com a Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) - Unesp, onde inicialmente é
realizado o estudo das propriedades mecanicas e fisicas da resina. Apds a
realizacdo destes testes é feita a quantificacdo por CLAE dos mondémeros nao
polimerizados.

Como é mostrado na Tabela 4.1, sdo trés as resinas experimentais,
identificadas como RE1, RE2 e RE3, que apresentam diferencas entre si, apenas
nas composi¢cdes dos seus liquidos de preparo. A resina Tokuyama Rebase Fast I,
serviu de parametro para o desenvolvimento das resinas experimentais, com base

nos estudos das propriedades fisicas e mecanicas da primeira.
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A resina RE3 é a unica, entre as trés, que tem na sua composi¢cao os
trés monémeros, enquanto a RE1 tem os monémeros EDMA e CHMA e a RE2 tem
os mondmeros EDMA e BDMA.

Para a avaliagao do percentual de mondémero residual presente nestas
resinas experimentais, optou-se pelo desenvolvimento de um unico método
cromatografico, capaz de quantificar qualquer um dos trés mondmeros. Os
cromatogramas dos monémeros individuais e da mistura dos trés estédo

exemplificados na Figura 4.7.

a) c)
80 EDMA 50 BDMA
60 40
30
§ 404 é
£ £ 20
20-
104
0- ol
-20 T T T T T T T -10 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min) Tempo (min)
b - d _
) 30- CHMA ) 20 EDMA
251 251
20- 20 ]
] BDMA
2 7 2 15
< <
E 107 E 10 CHMA
54
] 54
04
] 0.

T T T T T T T T T T T T T 1 -5 T T T T T

o 2 4 6 8 10 12 14 0 6 8 10 12 14
Tempo (min) Tempo (min)

N4
D

FIGURA 4. 7. Cromatogramas obtidos da amostra de (a) EDMA, (b) CHMA, (c) BDMA.e (d) EDMA,
CHMA e BDMA preparadas em metanol. Condigbes cromatograficas: coluna analitica C4g-Nucleosil
(15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase moével ACN:H,O (60:40 v/v); vazdo 1,0 mL/min; volume de

injecado 25 pL; A = 230 nm e tempo de analise de 20 minutos.

Tal como para a resina TKY, foram realizadas analises a fim de
determinar as condigdes de extragdo dos monémeros a partir da resina RES3,

levando-se em consideragao os mesmos parametros utilizados na primeira. A Figura
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4.8 mostra os cromatogramas comparativos de extragdes dos monémeros realizadas

em MeOH e isopropanol.

400 EDMA Extrag&o em Isopropanol
1 Extragdo em MEOH
350 -
300 -
250
[/} 4
g 200 CHMA
£ 1 BDMA
150 -
100
50 - \
0- NS
-50 T | | | L T T L
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

FIGURA 4. 8. Cromatogramas obtidos a partir da analise de amostras de raspas da resina RE3
submetidas a extracdo em (—) isopropanol e (—) metanol. Condi¢gdes cromatograficas: coluna
analitica Cqg-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase moével ACN:H,O (60:40 v/v); vazéo 1,0

mL/min; volume de injegdo 25 pL; A = 230 nm e tempo de analise de 20 min.

Ao analisar os cromatogramas inseridos na Figura 4.8, é possivel
concluir que o MeOH apresentou uma melhor condicdo de extragdo para os trés
mondmeros. Sendo assim, o MeOH foi escolhido como solvente extrator.

O segundo parametro avaliado foi a forma da resina que se usou para
a extracdo dos mondémeros. A Figura 4.9 mostra o cromatograma comparativo de
extragdes feitas de diferentes formas da resina RE3.

Uma vez que as raspas da resina proporcionam uma maior superficie
de contato com o solvente extrator, esta foi a forma da qual se extrairam maiores
concentracdes dos monémeros, similarmente ao que foi observado na extragao da
resina TKY.
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300 -
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FIGURA 4. 9. Cromatogramas obtidos a partir da analise de amostras da resina RE3 submetidas a
extracdo em (—) raspas e (—) fragmentos . Condi¢des cromatograficas: coluna analitica C4g-Nucleosil
(15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével ACN:H,O (60:40 v/v); vazdo 1,0 mL/min; volume de

injecao 25 pL; A = 230 nm e tempo de analise de 20 min.

O tempo de extracao foi também avaliado. E, como no caso da resina
TKY, o tempo de 2 horas proporcionou a extracdo quase completa de cada um dos

trés mondémeros da resina RE3, como mostrado na Figura 4.10.

——0 -2 horas
200+ EDMA —— 2 -4 horas
150 |

8
< 100 BDMA
£ CHMA
50
0-

0o 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

FIGURA 4. 10. Cromatogramas obtidos a partir da analise de amostras de extracao de raspas da
resina RE3 submetidas a extracdo em (—) O - 2 horas e (—) O - 4 horas. Condigbes cromatogréficas:
coluna analitica C4g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével ACN:H,O (60:40 v/v); vazao

1,0 mL/min; volume de injegao 25 uL; A = 230 nm e tempo de analise de 20 min.
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Tendo sido avaliadas as condigdes de extracdo para os trés
monémeros da resina RE3, foram determinadas as variabilidades no preparo do
corpo-de-prova e das extragdes das amostras. Isso foi feito do mesmo modo para a
polimerizagcao e extragao da resina TKY.

A Tabela 4.7 mostra os valores de areas obtidas, para cada um dos

mondmeros nas amostras avaliadas.

TABELA 4. 7. Resultados obtidos de extragdes dos mondémeros EDMA, BDMA e CHMA realizadas

durante 6 dias consecutivos, a partir das amostras (raspas) da resina RE3

Corpos-de-
Valores em area

prova

EDMA Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 CV (%)
1 2318368 2615108 2142314 10,1
2 3147503 2592440 2971801 9,80
3 2690712 2190255 1987495 15,8
4 3262732 2181835 2442942 21,5
5 2814231 2289167 1896721 19,7
6 3145288 3118301 2653991 9,30

BDMA Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 CV (%)
1 1421576 1561099 1298235 9,20
2 1737894 1541309 1729543 6,70
3 1453535 1231430 1173453 11,5
4 1794505 1258165 1516744 17,6
5 1611718 1431901 1258069 12,3
6 1832316 1786740 1664895 4,90

CHMA Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 CV (%)
1 2456666 2346561 2212742 5,20
2 2742508 2256466 2771019 11,2
3 2805428 2939276 2878948 2,30
4 3381835 2408887 2854909 16,9
5 3034175 2659228 2131671 17,4
6 3577197 3552036 3828350 4,20

Mais uma vez, foram obtidos altos CV% para as amostras de um
mesmo corpo-de-prova evidenciando, tal como para a resina comercial, uma alta

variabilidade no processo de polimerizagao.
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Os resultados mostrados na Tabela 4.7 serviram como parametro para
se determinar as faixas de concentracdo das curvas analiticas para a quantificagao
dos trés mondmeros, nas trés resinas experimentais. Os valores de maximo e
minimo, para cada mondémero, estdo destacados na tabela em vermelho e verde

respectivamente.

4.6. Construgao da curva analitica e validagao do método para quantificagao de

EDMA, BDMA e CHMA extraidos das resinas experimentais.

As faixas de concentracdo determinadas foram de 120 a 300ug/mL
para o EDMA, de 100 a 250ug/mL para o BDMA e de 210 a 525ug/mL para o
CHMA. As solucbes foram preparadas, como descritas nas secdes 3.6.5 e 3.6.6 e

podem ser melhor visualizadas no Diagrama 4.2.

1000 pL 1000 pL 1000 pL

| I 2

Solugdes deTrabalho para
Curva de Calibragao

— Solugdes de Trabalho para
Controle de Qualidade

100l | 110 uL l115uL 120 pL lmom_ 140uL lwouL 160pL l180pL 2oop|_i220u|_ 250 L

1,2 mg/mL (1) | 1,38 mg/mL (1) | 1,56 mg/mL (1) | 1,80 mg/mL (1) | 2,16 mg/mL (1) | 2,64 mg/mL (1)

1,0 mg/mL (2) | 1,15 mg/mL (2) | 1,30 mg/mL (2) | 1,50 mg/mL (2) | 1,80 mg/mL (2) | 2,20 mg/mL (2)

2,1 mg/mL (3) y2,41 mg/mL (3)Y 2,73 mg/mL (3) ¥ 3,15 mg/mL (3) Y 3,78 mg/mL (3)y 4,62 mg/mL (3)
1,32 mg/mL (1) 1,44 mg/mL (1) 1,68 mg/mL (1)  1,92mg/mL (1) 2,40 mg/mL (1) 3.00 mg/mL (1
1,10 mg/mL (2) 1,20 mg/mL (2) 1,40 mg/mL (2) 1,60 mg/mL (2) 2,00 mg/mL (2) 2:50 mg/mL 525
2,31 mg/mL (3) 2,52 mg/mL (3) 2,94 mg/mL (3) 3,36 mg/mL (3) 4,20 mg/mL (3) 5.25 mg/mL (3)

DIAGRAMA 4. 2. Diagrama de preparo das solugbes de trabalho do EDMA, BDMA e CHMA em
MeOH para a curva analitica e controle de qualidade

A curva analitica foi construida com nove concentragdes, sendo que as
solucdes de calibracdo e controle de qualidade foram preparadas retirando-se 100

ML de suas respectivas solugdes de trabalho. Assim como para a curva analitica
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desenvolvida para o AAEM, foram calculados o coeficiente de correlagao (baseado
no método dos minimos quadrados) e os valores de Feyp, 0s quais foram
comparados com o valor de Fip. Os valores de coeficiente de correlagdo foram
iguais a 0,99834, 0,99866 e 0,99756 para o EDMA, BDMA e CHMA,
respectivamente. Os valores de Fe foram menores do que o valor de Fiap,
confirmando, assim a homoscedasticidade das curvas analiticas para os trés
mondmeros. As condi¢gdes cromatograficas foram: coluna analitica C1s-Nucleosil (15
x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével ACN:H,O (60:40 v/v); vazdo 1,0 mL/min;
volume de injecdo 25 pL e A = 230 nm. E mostrado na Figura 4.11, um

cromatograma da analise de uma solugao de calibragao.

35
30 EDMA
25

20 BDMA

mAbs

CHMA

1) \

o 5 10 15 20
Tempo (min)

1
[3,}

FIGURA 4. 11. Cromatograma da amostra de EDMA (120ug/mL), BDMA (100ug/mL) e CHMA
(210ug/mL) em MeOH. Condigcdes cromatograficas: coluna analitica C4g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i.,
100 A, 5um), fase mével ACN:H,O (60:40 v/v); vazéo 1,0 mL/min; volume de injegdo 25 uL; A = 230

nm e tempo de analise de 20 min.

Sao mostradas, no Grafico 4.2, as curvas analiticas que foram obtidas

pela regressao linear.
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GRAFICO 4. 2. Curva analitica obtida por padronizacdo externa do EDMA, BDMA e CHMA em
MeOH. Equacbes de regressdo linear: y = 46427,8538 + 11730,46542x; y = -28831,63243 +
10383,12448x e y = 19042,16942 + 8299,17454x para o EDMA, BDMA e CHMA, respectivamente.
Coeficiente de correlagao r = 0,99834, r = 0,99866 e r = 0,99756 para o EDMA, BDMA e CHMA,
respectivamente. Fe,, = 16,08 (EDMA), Feyp = 4,49 (BDMA) e Fe,, = 9,66 (CHMA)

A precisédo e exatiddo das Curvas analiticas para o EDMA, BDMA e
CHMA, estao expressas na Tabela 4.8, levando-se em consideracdo os parametros
estipulados pela ANVISA®® para métodos analiticos. A precisdo foi expressa como
CV%, e a exatidao foi calculada pelo método de volta, ndo tendo ultrapassado 2% e

+ 5%, respectivamente.
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TABELA 4. 8. Precisao e exatiddo obtidas para as solu¢des de calibragdo para os trés monémeros,

EDMA, BDMA e CHMA em MeOH.

EDMA
Concentragao (ug/mL) CV (%) Exatidao (%)

120 1,17 96,5
132 1,19 101
144 1,80 100
156 0,72 99,3
168 0,60 101
192 1,28 100
216 1,57 101
240 1,38 100
300 1,87 99,1

BDMA
100 1,82 97,5
110 0,57 101
120 0,73 98,9
130 0,73 99,6
140 0,40 101
160 0,88 101
180 1,59 101
200 1,76 101
250 1,49 99,1

CHMA
210 1,39 95,2
231 1,05 101,2
252 1,44 99,8
273 1,20 98,9
294 0,10 102,0
336 0,91 101,4
378 1,57 100,9
420 1,34 101,2
525 1,68 98,5
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A precisao intermediaria e a exatiddo do método foram avaliadas com
as trés solugdes controle de qualidade do método preparadas em quintuplicata. As
solugdes foram preparadas como descrito na segao 3.6.5. e mostrado no Diagrama
4.2

Os valores de precisdo e exatidao intra e inter-dias para o EDMA,
BDMA e CHMA estdo demonstrados na Tabela 4.9.

TABELA 4. 9. Precisédo e exatidao intra e inter-dias obtidas para as solugdes controles de qualidade
para os trés monémeros, EDMA, BDMA e CHMA em MeOH.

EDMA
_ 12 dia (n=5) 22 dia (n=5) 32 dia (n=5)
Concentragao
Exatidao Exatidao Exatidao
(Mg/mL) CV (%) CV (%) CV (%)
(%) (%) (%)
138 0,550 103 0,870 102,9 1,19 102
180 0,270 103 1,20 102,9 0,920 103
264 0,650 104 0,35 104,8 1,75 104
BDMA
12 dia (n=5) 22 dia (n=5) 32 dia (n=5)
Concentragao
Exatidao Exatidao Exatidao
(mg/mL) CV (%) CV (%) CV (%)
(%) (%) (%)
115 0,340 102 1,54 102 1,84 103
150 0,950 102 1,30 102 1,46 101
220 0,690 105 1,58 105 1,71 103
CHMA
B 12 dia (n=5) 22 dia (n=5) 32 dia (n=5)
Concentragao
(g/mL) CV (%) Exatidao CV (%) Exatidao CV (%) Exatidao
Hg/m
’ (%) T (%) T (%
241 0,450 103 1,16 103 1,73 102
315 0,450 103 1,22 101 1,11 101
462 1,26 105 1,40 104 1,56 104

A precisao e exatiddao do método também foram avaliadas através do
teste cego, com a preparagdo das amostras em quintuplicatas. A Tabela 4.10
mostra os valores encontrados para EDMA, BDMA e CHMA.
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TABELA 4. 10. Precisdo e exatidao obtidas no teste cego para solugbes dos trés mondmeros

preparados em MeOH.

Concentragao Concentragao
Monémeros Experimental Média Tedrica Exatidao(%) CV(%)
(ng/mL) (ng/mL)
156 150 104 1,36
EDMA
239 228 105 0,94
131 125 105 1,92
BDMA
199 190 105 0,80
275 262 105 0,490
CHMA
419 399 105 1,80

O Ilimite de quantificagdo foi determinado a partir de sucessivas
diluicbes de amostras individuais de concentragdes conhecidas dos ftrés
mondmeros. Foram considerados como limites de quantificagcdo as concentracdes
que apresentaram exatidao superior ao critério de aceitacdo do método.

O limite de detecg¢ao foi determinado da mesma forma, porém as
diluicbes foram feitas até que se obtivesse uma relacao de 3:1 sinal/ruido.

A Tabela 4.11 mostra os valores de limites de quantificacdo e detecgao

para os trés monémeros.

TABELA 4. 11. Limites de quantificacido e detecgdo para EDMA, BDMA e CHMA.

R Limite de Quantificagao Limite de Deteccao
Mondémeros
(ng/mL) (ng/mL)
EDMA 60,0 60,0
BDMA 50,0 50,0
CHMA 105 105

4.7. Quantificagao de EDMA, BDMA e CHMA extraidos da resina RE3

ApoOs a validacdo do meétodo analitico, os mondmeros residuais da
resina RE3 foram quantificados. As amostras foram preparadas do modo descrito no
procedimento experimental e de forma similar ao utilizado para a avaliacdo do

processo de extracao e polimerizacao.
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A Tabela 4.12 mostra os valores de concentragcdo dos monémeros

nao-reagidos da RE3.

TABELA 4. 12. Resultados obtidos de extragées dos monémeros EDMA, BDMA e CHMA realizadas

durante 6 dias consecutivos a partir de amostras (raspas) da resina RE3

Corpos-de- Concentracdao de EDMA (ug/mL)
prova Amostra 1 Amostra2  Amostra 3 MEDIA CV (%)
1 194 219 178 197 10,5
2 264 217 249 244 10,0
3 225 182 165 191 16,2
4 274 182 204 220 22,0
5 236 191 157 195 20,5
6 264 262 222 249 9,50
Corpos-de- Concentragdo de BDMA (ug/mL)
prova Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MEDIA CV (%)
1 140 153 128 140 9,01
2 170 151 170 163 6,54
3 143 121 116 127 11,2
4 176 124 149 149 17,3
5 158 140 123 141 12,1
6 179 175 163 172 4,84
Corpos-de- Concentragdao de CHMA (ug/mL)
prova Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MEDIA CV (%)
1 294 280 264 279 9,01
2 328 270 332 310 6,54
3 336 352 345 344 11,2
4 405 288 342 345 17,3
5 363 318 254 312 12,1
6 429 426 459 438 4,84

Os valores de concentragdo para os 3 monémeros da resina RE3
foram muito superiores aos valores encontrados para o monémero da resina
comercial TKY, pois nesta os valores encontrados n&o ultrapassaram - com raras
excecgdes -, 100ug/mL, enquanto que os valores obtidos para os monémeros da

resina RE3 foram, no minimo, de 150ug/mL, com raras exceg¢des, para 0 mondmero
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BDMA. Ao observarmos os valores encontrados, € possivel notar que o monémero
que teve menor polimerizacao foi o CHMA. Isto pode ser explicado, de acordo com a
sua estrutura molecular, pois ele apresenta apenas uma dupla ligagdo, a qual é
responsavel pela sua reatividade.

Diferentemente do CHMA, o EDMA e o BDMA apresentaram uma
melhor polimerizagdo: as concentragbes de mondmeros isolados foram menores do
que as encontradas para o CHMA. Mesmo assim, as concentragdes ficam muito
acima das encontradas para o monémero AAEM, utilizado na resina TKY. Estes
valores podem ser calculados em acordo com o Esquema 4.2 e considerando as
menores concentracdes médias para os mondmeros: 191ug/mL (EDMA), 127ug/mL
(BDMA) e 279ug/mL (CHMA), destacados na Tabela 4.18. A concentracdo total
encontrada foi de aproximadamente 2 mg/mL de monémeros nido polimerizados. Se
considerarmos que isso poderia ser liberado, gradativamente, na boca de um
usuario com proétese dentaria, isto representa uma quantidade suficiente para causar
reacdes alérgicas e irritagdes na mucosa bucal, pois segundo SCHWEIKL et al 1,5
mmol/L (195ug/mL) do mondmero metacrilato de 2 — hidroxietila (HEMA) pode
provocar danos celulares'’.

Sendo assim, essa resina experimental, apesar de oferecer boas
caracteristicas mecanicas e fisicas, apresenta altas concentracdes de mondmeros

nao polimerizados.
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1) Determinacido da massa de EDMA extraida de 100 mg de resina RE3

e (764 pg/mL) € -=-----mmm=Efe e !
+2,0 mL (Metanol)

Diluigdo 50 %

Extragdo—— 2,0 mL (Extrato) Centrifuga

400 pL (Tubo ensaio/ Agitagao) <200k (Fase Mdve) 200 pL (Sobrenadante)

Diluicéo 50 %
(382 pg/mL) ----- J

‘ Injetado
Vial 5
200 pL 25 uL (191 pg/mL) —ccmmmeeo o

|
|
|
o> 764 ug/mL x 2,0 mL = 1528 ug de EDMA extraidos a partir de 100 mg de resina

2) Determinacao da massa de BDMA extraida de 100 mg de resina RE3

o ————— e (508 pg/mL) <€ -=---mmmm e ST !
42,0 mL (Metanol)

Extraggo — 2,0 mL (Extrato) >
Diluigdo 50 %

Centrifuga

'

200 pL (Sobrenadante)
(254 pg/mL) ----- 4

~_+200 pL (Fase Movel)

400 puL (Tubo ensaio/ Agitacao
uL ( gitagao) Diluicao 50 %

Vial Injetado
—_—
200 pL 25 ul (127 ug/mL) —-ccceeo

----3 508 ng/mL x 2,0 mL = 1016 ng de BDMA extraidos a partir de 100 mg de resina

3) Determinacido da massa de CHMA extraida de 100 mg de resina RE3

S — (1116 pg/mL) <€ ----==--=-- =€ .

2,0 mL (Metanol
Extragao— 2,0 mL (Extrato) b m (Metano )= Centrifuga
Diluicdo 50 % l

200 pL (Sobrenadante)
(558 pg/mL) ----- 4

+200 pL (Fase Movel)
Diluigédo 50 %

400 pL (Tubo ensaio/ Agitacdo)

i Vial Injetado
} —
200 pL 25uL (279 ng/mL) -

e 1116 png/mL x 2,0 mL = 2232 ng de CHMA extraidos a partir de 100 mg de resina

4) Determinacao da concentracao total de mondmero extraida de 100 mq de resina RE3

1528 pug de EDMA + 1016 ug de BDMA + 2232 g de CHMA

= 2232 pg/mL

2 mL (Volume de MeOH utilizado para a extragédo)

ESQUEMA 4. 2. Calculo da quantidade total de monémeros extraido da resina RE3. (---) Calculo de

volta a partir da concentragdo encontrada.
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4.8. Quantificagcao de EDMA e CHMA extraidos da resina RE1

A resina RE1 é formada pela polimerizacdo dos monémeros EDMA e
CHMA. Para a quantificacdo destes mondmeros, os corpos-de-prova foram
preparados e os mondmeros extraidos utilizando o mesmo procedimento feito para
as resinas RE3 e TKY.

Pode-se observar na Figura 4.12 um cromatograma da amostra

extraida da resina RE1.

300-
1 —— Padroes
250 —— Extragédo RE1
200
2 ] EDMA
g 1501 CHMA
E J
100-
504
0 _J &»M L» /\ /\
o 5 10 15 20

Tempo (min)

FIGURA 4. 12. Cromatogramas obtidos nas analises de: (—) amostra extraida da resina RE1 e (—)
padroes EDMA e CHMA preparados em metanol. Condigbes cromatograficas: coluna analitica Cqg-
Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével ACN:H,O (60:40 v/v); vazéo 1,0 mL/min; volume
de injecdo 25 uL e A =230 nm.

Através da curva analitica do método foi possivel quantificar os
mondbmeros EDMA e CHMA extraidos da resina RE1. Os resultados séao

apresentados na Tabela 4.13.
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TABELA 4. 13. Resultados obtidos a partir de amostras (raspas) de extra¢cdes dos monémeros EDMA

e CHMA realizadas durante 6 dias consecutivos, a partir da resina RE1

Corpos- Concentracdo de EDMA (ug/mL)

de-prova  Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MEDIA CV (%)
1 179 166 147 164 9,80
2 221 173 178 191 13,8
3 233 151 180 188 22,1
4 191 198 197 195 1,93
5 242 187 185 205 15,8
6 205 188 188 193 5,06

Corpos- Concentragdo de CHMA (ug/mL)

de-prova Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MEDIA CV (%)
1 489 476 436 467 5,86
2 (568) 422 436 429 2,30
3 (561) 451 483 467 4,84
4 432 454 439 442 2,54
5 498 419 506 474 10,2
6 482 452 519 484 6,91

Os valores de concentracdo, marcados em vermelho na Tabela 4.13,
sao valores que ficaram fora do intervalo de linearidade da curva analitica, portanto
nao foram considerados.

As concentragcdes encontradas para o EDMA nessa resina foram um
pouco menores do que as encontradas na resina RE3. Entretanto, as concentracdes
de CHMA foram superiores as observadas para resina RE3, inferindo-se que este
monémero tem baixa capacidade de polimerizacdo, nas condigcbes de reagao
desenvolvidas para o preparo das resinas RE1 e RE3. As altas concentracdes
obtidas para esse mondmero nas duas resinas sugerem que ele ndo contribui para a
melhoria das caracteristicas das resinas.

Através de calculos mostrados no Esquema 4.3 e considerando as
médias das menores concentragdes, obtém-se o valor de 2372ug/mL de
concentracido total de mondmeros nao polimerizados. Esta concentragdo, para os
dois mondmeros na resina RE1, € superior ao valor encontrado para os trés

mondémeros da resina RE3.
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1) Determinacdo da massa de EDMA extraida de 100 mg de resina RE1

e (656 pug/mlL) <€ -----------mfTe oo !
+2,0 mL (Metanol)

Diluicdo 50 %

Extragdo — 2,0 mL (Extrato) Centrifuga

400 pL (Tubo ensaio/ Agitaggo) =22t (Fase Movel) -, L (Sobrenadante)
Diluicdo 50 %

i
i
i (328 ug/mL) ----- 4
|
i

Vial Injetado

—
200 L 25 ul (164 pg/ml) —-—oooil_o 2

----3 656 ng/mL x 2,0 mL = 1312 ug de EDMA extraidos a partir de 100 mg de resina

|2) Determinacao da massa de CHMA extraida de 100 mqg de resina RE1

P (1716 pg/mlL) ¢ -------=---- B .
Extragio——» 2,0 mL (Extrato) ~20 M- (Metanol) | Centrifuga

Diluigao 50 %

400 pL (Tubo ensaio/ Agitagao) =22 bl (Fase Movel) | Sobrenadante)
Diluicdo 50 %

i
i
|
}
i
i (858 pug/mL) —---- 3
|
i
|
}
}
}
i

Vial Injetado
—_—
200 pL 25 pL (429 pg/mL) - omme

----» 1716 pg/mL x 2,0 mL = 3432 ng de CHMA extraidos a partir de 100 mg de resina

3) Determinacao da concentraciao total de mondomero extraida de 100 mg de resina RE1

1312 ug de EDMA + 3432 ug de CHMA

= 2372 ug/mL

2 mL (Volume de MeOH utilizado para a extragdo)

ESQUEMA 4. 3. Calculo da quantidade total de mondmeros extraido da resina RE1. (---) Calculo de

volta a partir das concentragbées encontradas.

Além das altas concentracbes de CHMA encontradas nas resinas RE1
e RE3, o odor deste monémero é forte e causa irritagao olfativa. Assim sendo, ele

deve ser excluido da composicgao final da resina experimental.

4.9. Quantificagao de EDMA e BDMA extraidos da resina RE2

Dentre as trés resinas experimentais analisadas, o monémero CHMA

nao esta presente apenas na resina RE2. Assim, para a quantificacdo dos

monémeros EDMA e BDMA, os corpos de prova foram preparados e os monémeros
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extraidos como descrito para as resinas TKY, RE1 e RE3. Pode-se observar, na

Figura 4.13, um cromatograma da extragdo dos mondémeros, a partir da resina REZ2.

400-
350-
300-
250

200
1504 EDMA 5pma

—RE2
—— Padréao

mAbs

100-
50
0 N

-50 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo (min)

FIGURA 4. 13. Cromatogramas obtidos nas analises de: (—) amostra extraida da resina RE2 e (—)
padrdes EDMA e BDMA preparados em metanol. Condigbes cromatograficas: coluna analitica Cig-
Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével ACN:H,O (60:40 v/v); vazéo 1,0 mL/min; volume

de injecdo 25 uL; A = 230 nm e tempo de analise de 20 min.

A Tabela 4.14 apresenta os valores encontrados para os dois

monémeros EDMA e BDMA, respectivamente.
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TABELA 4. 14. Resultados obtidos a partir de amostras (raspas) de extra¢cdes dos monémeros EDMA

e BDMA realizadas durante 6 dias consecutivos, a partir da resina RE2

Corpos- Concentragao de EDMA (ug/mL)

de-prova  Amostral Amostra2  Amostra 3 MEDIA CV (%)
12 dia 165 191 156 171 10,4
2° dia 225 273 (309) 249 13,5
3% dia 224 213 230 223 3,82
4° dia 261 297 280 280 6,36
5° dia 215 232 233 227 4,49
6° dia 273 231 223 243 10,7

Corpos- Concentragdao de BDMA (ug/mL)

de-prova  Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MEDIA CV (%)
12 dia 248 233 219 233 6,30
2° dia 138 204 159 167 20,3
3% dia 218 243 235 232 5,53
4° dia 196 193 174 188 6,63
5° dia 112 138 128 126 10,6
6° dia 223 167 189 193 14,8

O valor de concentragcdo, marcado em vermelho, na Tabela 4.14, nao
foi considerado, por ndo se encontrar dentro do intervalo de linearidade da curva
analitica do método.

Os valores de concentracdo obtidos ainda s&o altos, quando
comparados aos valores encontrados para o mondmero da resina comercial TKY.
Porém, através dos calculos mostrados no Esquema 4.4, tal como para as resinas
RE1 e RE3, e considerando-se as médias das menores concentragdes obtidas, o
valor de concentragao obtido dos monémeros extraidos é de 1188ug/mL, valor este
que é muito inferior aos conseguidos nas outras duas resinas experimentais.

Apesar de ser a melhor resina entre as trés, em termos de quantidade
de mondémero nao polimerizado, a resina RE2 precisa ser melhorada uma vez que a

quantidade de monémero nao polimerizado ainda ¢é alta.



65

1) Determinacao da massa de EDMA extraida de 100 mg de resina RE2

S — (684 pg/mL) = --------- -~ RREEEEEEEEEES '
Extraggo—— 2,0 mL (Extrato) 2.9 mt (Metan0|)> Centrifuga

Diluigéo 50 %

400 L (Tubo ensaio/ Agitagao) <22 bt (~Fase MoveD 200 uL (Sobrenadante)
Diluicdo 50 %

|
|
i (342 pg/mL) ----- 4
I
i

Vial Injetado

—_—
200 pL 25uL (171 pg/mbL) —cccmmme

----3 684 ng/mL x 2,0 mL = 1368 ug de EDMA extraidos a partir de 100 mg de resina

12) Determinacao da massa de BDMA extraida de 100 mg de resina RE2

S (504 pg/mL) € -------om--ofKoi .

2 L(M |
Extragdo——» 2,0 mL (Extrato) +2,0 mL (Metanol) Centrifuga
Diluicdo 50 %

]

400 pL (Tubo ensaio/ Agitagao) =oo bk (Fase Movel) =y, | (Sobrenadante)
Diluicdo 50 %
(252 pg/mL) ----- 4

i Vial Injetado
} —_—

, 200 pL 25 uL (126 pg/mL) ——ccoome ot
}
}
N 504 pg/mL x 2,0 mL = 1008 ng de BDMA extraidos a partir de 100 mg de resina

3) Determinacao da concentracao total de monémero extraida de 100 mg de resina RE2

1368 pg de EDMA + 1008 pug de BDMA

= 1188 pg/mL
2 mL (Volume de MeOH utilizado para a extragao)

ESQUEMA 4. 4. Calculo da quantidade total de monémeros extraido da resina RE2. (---) Caélculo de

volta a partir das concentragbes encontradas.

4.10. Desenvolvimento do método para analise da liberagao do AAEM em

saliva artificial, a partir da resina TKY

A analise da liberacdo do AAEM em saliva artificial foi realizada no
sentido de se avaliar o quanto de monémero nao polimerizado poderia ser liberado
no ambiente bucal. Como ja descrito anteriormente, o ideal é que as analises fossem
realizadas em saliva natural, mas existem diversas implicacdes em se utilizar um
fluido biolégico. Nao apenas devido as solicitacbes que devem ser feitas aos comités

de ética, mas também devido a prépria analise cromatografica que exige um pré-
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tratamento da amostra, visto que qualquer macromolécula que possa estar presente
na saliva natural podera entupir o poro da coluna cromatografica, causando uma
perda da sua eficiéncia ou até mesmo a perda da coluna.

O que poderia ser feito, com o intuito de realizar analises desse tipo,
seria utilizar colunas de meio de acesso restrito (RAM — Restricted Acces Media) que
sao colocadas antes da coluna analitica, fazendo com que as macromoléculas
possam ser excluidas, assim o analito poderia ser analisado sem comprometer a
coluna analitica, e permitindo realizar analises em saliva natural.

Desta forma, para evitar estas implicacbes, preferiu-se realizar as
analises em saliva artificial que ndo contém macromoléculas como, por exemplo,
proteinas e enzimas. Diferentemente da saliva natural, a primeira evita solicitacbes
junto a comités de ética e pode apresentar resultados proximos.

As condi¢cdes de analise do AAEM, em saliva artificial, ndo foram
diferentes das condi¢gdes encontradas para o AAEM em solvente, como pode ser

visualizado na Figura 4.14.

25-
20-
15

1 AAEM
10

|

mAbs

1
[3,}

FIGURA 4. 14. Cromatograma obtido da amostra de AAEM (25ug/mL), preparada em saliva artificial.
Condicdes cromatograficas: coluna analitica C4g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase mével
ACN:H,0 (35:65 v/v); vazdo 1,0 mL/min; volume de injegdo 25 uL e A = 230 nm.

O estudo foi planejado de modo a se determinar o tempo de liberagao
do AAEM da resina TKY, quando imersa em saliva artificial. Para este estudo, foram
preparados seis corpos-de-prova com massa de aproximadamente 4,50 g, como

esta descrito na secao 3.3. Os corpos-de-prova preparados foram colocados em
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recipientes plasticos e foram adicionados 20 mL de saliva artificial em cada um
deles. .(Figura 4.15).

FIGURA 4. 15. Corpo-de-prova armazenado em recipiente plastico na estufa microbioldgica.

Os recipientes foram mantidos em estufa microbiolégica, com a
temperatura controlada a 37°C e foram retiradas aliquotas de 200 uL nos seguintes
intervalos de tempo: 1 h., 3 h.,5h., 24 h., 72 h. e 168 h.. Apds se terem retirado as
aliquotas para analise, os corpos-de-prova foram lavados com agua destilada e as
referidas aliquotas foram colocadas de volta aos recipientes de plastico, com outros
20 mL de saliva artificial, como descrito no procedimento experimental. Os
resultados das analises de liberacdo do AAEM, em saliva, podem ser visualizados
na Tabela 4.15.

TABELA 4. 15. Resultados obtidos a partir da liberagdo do monémero AAEM da resina TKY durante

os ciclos de 1, 3, 5, 24, 72 horas de imersdo em saliva artificial.

Corpos-de- Valores em area
prova 1h 3hs 5hs 24hs 72hs
1 196428 193723 200558 91030 14942
2 193603 111521 150886 83099 61050
3 441065 338738 214527 244394 16007
4 332616 295047 227298 205506 12965
5 381042 215296 117974 130751 16724
6 359545 189385 155132 155676 18446
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Os resultados de maior e menor area, mostrados na Tabela 4.17 e
destacados em vermelho e verde, respectivamente, serviram de guia para se

determinar a faixa de linearidade necessaria para a curva analitica.

4.11. Construcgao da curva analitica e validagao do método para a quantificagao

de AAEM liberados em saliva artificial a partir da resina TKY

A calibragao foi feita por padronizagdo externa e as solugcbes de
calibracdo foram preparadas em ftriplicata em saliva artificial conforme esta descrito
nas seg¢des 3.6.3 e 3.6.4. O Diagrama 4.3 ilustra como as solugdes foram

preparadas.

Solucbes deTrabalho para
Curva de Calibragao

Solucgbes de Trabalho para
Controle de Qualidade

50ul  [100pL | 120pul |250puL | 500uL | 600uL 750 pl | 850uL | 900 uL | 1000 plL

0,5 mg/mL 1,2 mg/mL 5,0 mg/mL 7,5 mg/mL 9,0 mg/mL

1.0 mg/ml. 2,5 mg/mL 6,0 mg/mL 8,5 mg/mL 10 mg/mL

DIAGRAMA 4. 3. Diagrama de preparo das solugdes de calibragido e de controle de qualidade a partir
das solugdes de trabalho para AAEM em saliva artificial.

A curva analitica foi construida com sete concentracdes, sendo que as
solugdes de calibragao e controle de qualidade foram preparadas retirando-se 10 L
de suas respectivas solugdes de trabalho. Similarmente, na curva analitica
construida para o AAEM em MeOH, foram calculados o coeficiente de correlagdo e o
valor de Fexp, 0s quais foram comparados com o valor de Fiap. O valor de coeficiente
de correlagdo foi de 0,99801 e o valor de Fey foi menor do que o de Fiap,
confirmando-se assim a homoscedasticidade da curva analitica. As condicbes

cromatogréficas foram: coluna analitica Cqs-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A,
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5um); fase movel ACN:H,0 (35:65 v/v); vazao 1,0 mL/min; volume de injecdo 25 pL
e A = 230 nm. A Figura 4.16 mostra um cromatograma de analise de uma solugéo

com o padrao de AAEM.

50 -
_ AAEM
40-
30-

20

mAbs

10
04

104

o 2 4 & 8
Tempo (min)

FIGURA 4. 16. Cromatograma de amostra AAEM padréao (100ug/mL) preparadas em saliva artificial.
Condigdes cromatograficas: coluna analitica C4g-Nucleosil (15 x 0,46 cm d.i., 100 A, 5um); fase movel

ACN:H,0 (35:65 v/v); vazédo 1,0 mL/min; volume de injegdo 25 yL e A = 230 nm.

As solucbes de calibragdo foram preparadas em ftriplicatas e
analisadas uma a uma, imediatamente apds o preparo. Fez-se necessario este
procedimento devido a instabilidade do padrdo em saliva artificial. Esta instabilidade
foi observada também para outros mondmeros estudados anteriormente no grupo’>.

A curva analitica obtida esta referenciada no Grafico 4.3, e os valores

de CV e exatidao da curva apresentados na Tabela 4.16.
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GRAFICO 4. 3. Curva analitica obtida por padronizacdo externa do AAEM em saliva artificial.
Equacao de regresséo linear: y = -9416,88999 + 5922,23915x. Coeficiente de correlagéo, r =0,99801.
Fexp = 18,54.

TABELA 4. 16. Precisao e exatidao obtidas para as concentragdes da curva analitica do método.

Concentragao (ug/mL) CV (%) Exatidao (%)
5,00 5,00 118
10,0 0,510 93,2
25,0 0,650 98,5
50,0 1,40 95,9
75,0 0,290 105
90,0 0,350 102
100 1,00 96,5

Os controles de qualidade do método foram preparados como esta
descrito no procedimento experimental representado no Diagrama 4.3.

Os controles foram utilizados para avaliar a precisdo intermediaria e
exatiddo do método (Tabela 4.17). Foram também determinados os limites de
quantificacdo e deteccdo do método sendo 5,00 pg/mL e 0,200upg/mL,

respectivamente.
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TABELA 4. 17. Precisao e exatidao intra e inter-dias obtidas para os controles de qualidade para o
AAEM em saliva artificial.

12 dia (n=5) 22 dia (n=5) 32 dia (n=5)
Concentragao
Exatidao Exatidao Exatidao
(mg/mL) CV (%) CV (%) CV (%)
(%) (%) (%)
12,0 1,10 111 1,55 110 2,57 111
60,0 2,70 114 4,57 105 4,74 91,2
85,0 2,94 110 2,95 103 2,29 99,5

O teste cego foi usado mais uma vez no sentido de se avaliar a

exatidao do método. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.18.

TABELA 4. 18. Precisao e exatidao para o teste cego do AAEM em saliva artificial.

Concentragdo Experimental Concentragao s = 7o o
Média (ug/mL) Teérica (pg/mL) Exatiddo (%) CV (%)

15,0 16,5 110 2,20

65,0 71,8 110 1,28

4.12. Quantificacdo de AAEM liberados em saliva artificial a partir da resina
TKY

Para quantificacdo das concentracbes de AAEM liberado em saliva
artificial, a partir da resina TKY, foi utilizado o procedimento descrito anteriormente
no topico 4.10 (pagina 66).

Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 4.19.

TABELA 4. 19. Resultados obtidos a partir da liberagao do monémero AAEM da resina TKY durante

os ciclos de 1, 3, 5, 24, 72 horas de imersao em saliva artificial.

Concentragcdo de AAEM (pug/mL)

Tempo de imersao Corpos de prova
em saliva artificial 1 2 3 4 5 6
1 HORA 15,8 26,0 43,3 38,2 47,8 63,8
3 HORAS 28,7 29,9 32,4 30,1 30,4 46,3
5 HORAS 15,6 19,3 22,3 25,5 19,5 33,4
24 HORAS <LQ 11,9 <LQ <LQ <LQ <LQ

72 HORAS <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
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Os valores encontrados variaram de 11,9ug/mL a 63,8ug/mL, sendo
que as maiores concentragdes foram liberadas nas primeiras 24 horas. Em 72 horas,
as concentragcbes obtidas estavam todas abaixo do limite de quantificacdo -
5,00pug/mL; ap6s uma semana nao se observou a liberagdo do mondémero.

As concentragcbes de AAEM liberadas sdo altas e com grandes
variagdes para os diferentes corpos-de-prova, em um mesmo tempo. Vide as
concentracdes liberadas em 1 hora do corpo-de-prova 1 € o do corpo-de-prova 6.
Estes resultados demonstram as diferencas do grau de polimerizacdo em cada
corpo-de-prova avaliado.

O corpo-de-prova 6 (ver Tabela 4.19) foi o que apresentou maior
liberagdo do AAEM, com uma concentragdo meédia de 47,8ug/mL liberado nas 5
horas de ciclo de analise. Embora esse valor seja alto para a liberagdo no ambiente
bucal, ele é baixo quando comparado a concentragdo média de 80,5ug/mL de AAEM
extraido da resina (ver Tabela 4.6). Essa diferenca de concentragdes do AAEM
extraido da resina com metanol e liberado para a saliva artificial deve-se
provavelmente a degradagdo do monémero em meio aquoso.

Vaérios trabalhos na literatura reportam a degradagcdo de metacrilatos

em meio aquoso, formando por exemplo acido metacrilico”>".



Conclusoes

Se vocé gritasse,

se vocé gemesse,

se Vocé tocasse

a valsa vienense,

se vocé dormisse,

Se Vocé cansasse,
se VOCé morresse...
Mas vocé nao morre,
voceé é duro, José!

Carlos Drummond de Andrade — José — Quinta estrofe



74

5. Conclusoes

Com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que a
exatidao e precisao dos métodos desenvolvidos foram plenamente eficazes para o
processo de quantificacdo dos mondmeros nao polimerizados, a partir das resinas
acrilicas autopolimerizaveis: Tokuyama Rebase Il e para as trés resinas
experimentais da empresa Vipi (Pisassununga — SP).

Assim, com o referido processo de quantificagdo, foi possivel obter
valiosas informagdes relativas as resinas acrilicas analisadas, que somadas a outros
tipos de resultados de testes - resisténcia, flexdo, viscosidade etc., realizados na
Faculdade de Odontologia de Araraquara, se tornar-se-40 em uma ferramenta
valiosa e eficaz para a determinagao objetiva da qualidade dessas resinas.

O destaque, a este propésito, vai para os valores encontrados para a
resina TKY, ja que foram os menores dentre todos os materiais analisados neste
trabalho, demonstrando assim a razdo da sua elevada importancia no mercado.
Contudo, mesmo apresentando a menor quantidade de monémero nao
polimerizado, entre as resinas que foram analisadas, o fato € que essa quantidade
ainda é considerada alta, com um elevado indice de variagdo. Assim, pelo que foi
anteriormente descrito, conclui-se que a resina TKY pode ndo ser apropriada em
alguns casos, ja que existe o risco de a quantidade de monémero nao polimerizado
liberado poder causar irritagdes e alergias na mucosa bucal do usuario.

Com o intuito de se chegar a uma resina para reembasamento
imediato, de fabricacdo nacional, realizou-se uma triagem de trés resinas
experimentais, de acordo com os valores dos monémeros nao polimerizados dessas
mesmas resinas. Com base nos resultados obtidos foi possivel selecionar a resina
que apresentou a menor concentracio total de mondémeros, propicia para realizar as
modificagdes em sua composigédo, de forma a se atingir o fim proposto. A obtengao
de uma resina de reembasamento, de boa qualidade, podera contribuir para a
diminuicdo de gastos no tratamento e reabilitagcdo oral, abrindo perspectivas para
que a populacao de baixa renda possa optar por esse tratamento, visto que este é o
setor da sociedade mais afetado por esse problema de saude oral.

Resumidamente, pode-se afirmar que a redugdo de monémeros nao

polimerizados, em reagdes de polimerizagao de resinas acrilicas autopolimerizaveis,
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para reembasamento imediato, esta diretamente relacionada com a propria

composic¢ao da resina e por isso é essencial que se desenvolvam novos materiais.
Por outro lado, convém referir que a reducdo desses monémeros pode

ser realizada através de alguns tratamentos especificos, tomando como exemplo os

resultados apresentados por URBAN et al***°.

De todo modo, tanto para a producdo de novos materiais, como para

1249 para diminuir os

os tratamentos desenvolvidos e descritos por URBAN et a
mondémeros residuais € necessario introduzir métodos analiticos capazes de serem
usados para quantificar os mondmeros nao polimerizados e assim avaliar a
qualidade do material acrilico produzido. E exatamente nesse contexto que se

inserem os métodos descritos nesta dissertacao.
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Sozinho no escuro
qual bicho-do-mato,
sem teogonia,

sem parede nua
para se encostar,
sem cavalo preto
que fuja a galope,
vocé marcha, José!
José, para onde?

Carlos Drummond de Andrade — José — Ultima estrofe
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