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Escalante Otarola WG. Efeitos do fosfato ou silicato de célcio no substrato dentinario erodido
e nas propriedades do sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito de agentes remineralizantes a base de fosfato ou silicato
de calcio em formar precipitados e obstruir tibulos dentinarios e seus efeitos sobre o colageno
da dentina erodida. Assim mesmo, avaliar seu efeito na resisténcia de unido, formacao de
camada hibrida e penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE
Bond. Material e métodos: Trezentos espécimes foram obtidos do segmento cervical de
incisivos bovinos e previamente submetidos a erosdo dentinaria. Os espécimes foram
distribuidos em 5 protocolos (n=30): NP, Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus
Recaldent™; NR, Regenerate NR-5™; KF, Desensibilize KF 2% e CO, sem tratamento. Cada
um dos protocolos foi aplicado no total de 4 sessdes, com intervalos de 7 dias. Duzentos
espécimes (n=20) foram diariamente submetidos ao desafio 4cido, por imersdo em suco de
laranja, por 5 minutos e, posteriormente mantidos em saliva artificial. Na sequencia, cem
espécimes foram analisados em microscopia eletronica de varredura para avaliar a formacao de
precipitados sobre a superficie dentindria (500x) e obter o niimero de tibulos dentindrios
abertos (2,000x), e em microscopia EDX para obter resultados qualitativos sobre a composigao
do precitado, e avaliados por meio de microscopia de luz polarizada, com coloragao picrosirius
red, para qualificar a morfologia do coldgeno da dentina ap6s a conclusdo do tratamento. Nos
duzentos espécimes restantes (n=20), cem sem desafio 4cido, o sistema adesivo Clearfil SE
Bond (Kuraray) foi aplicado no substrato dentinario erodido para avaliagdo da resisténcia de
unido, formacdo de camada hibrida, e penetrabilidade na dentina erodida. Resultados: Em
relacdo a formacgao de precipitados imediatos, RD demonstrou maior forma¢ao que KF e CO
(P<0.05). Em relacdo ao numero de tiibulos abertos, NR e KF demostraram maior nimero que
RD (P<0.05). Em relagdo a matriz de colageno, RD demonstrou maior concentragdo de
colageno tipo I que NP e KF (P<0.05), mas similar ao NR e CO (P>0.05). Em relagdo a
resisténcia de unido, NP ¢ NR demonstraram os valores mais altos de resisténcia de unido, no
entanto, nenhum dos protocolos avaliados apresentaram diferencas significantes com CO
(P<0.05). Emrelacdo a formacao de camada hibrida, NR demonstrou uma camada hibrida mais
fina que o CO (P<0.05). Em relacdo a penetrabilidade dentinaria, RD e NR demonstraram
menor penetrabilidade do sistema adesivo self-etch que CO (P<0.05), na dentina erodida. Nos
grupos sem submissdo a desafio acido diario, NP demonstrou os valores mais altos de
resisténcia de unido, enquanto, NR e KF apresentaram menor resisténcia de unido que CO
(P<0.05). Em relacdo a formacao de tags de resina, KF demonstrou menor formagdo de tags
que NP (P<0.05). Em relagdo a formacao de camada hibrida, KF demonstrou menor formagao
de camada hibrida que RD e NR (P<0.05). Em relacdo a penetrabilidade dentinaria, RD ¢ NR
demonstraram menor penetrabilidade do sistema adesivo self-etch que CO (P<0.05).
Conclusdes: Os agentes RD e NP s3o alternativas vidveis para promover a formacgdo de
precipitados e obstruir a embocadura dos tibulos dentinarios, sem efeitos deletérios sobre a
matriz de colageno da dentina previamente erodida, podendo ser tUteis no tratamento da
hipersensibilidade dentinaria. A aplicagdo do NP evidenciou melhores caracteristicas na
interface adesiva, sem diminuir a resisténcia de unido do sistema adesivo Clearfil SE Bond.

Palavras chave: Dentina. Erosdo dentaria. Microscopia eletronica de varredura. Microscopia
de polarizagdo. Remineralizagdo dentaria. Adesivos dentinarios.



Escalante Otarola WG. Effects of phosphate or calcium silicate on the eroded dentin substrate
and on the properties of the Clearfil SE Bond self-etch adhesive system [tese de doutorado].
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effect of remineralizing agents based on phosphate or
calcium silicate in forming precipitates and obstructing dentinal tubules and their effects on
eroded dentin collagen. Also, evaluate its effect on the bond strength, formation of a hybrid
layer and dentin penetrability of the self-etching adhesive system Clearfil SE Bond. Material
and methods: Three hundred specimens were obtained from the cervical segment of bovine
incisors and previously subjected to dentinal erosion. The specimens were distributed in 5
protocols (n = 30): NP, Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus RecaldentTM; NR, Regenerate
NR-5TM; KF, Desensitize KF 2% and CO, without treatment. Each of the protocols was
applied for a total of 4 sessions, with 7-day intervals. Two hundred specimens (n = 20) were
daily subjected to the acid challenge, by immersion in orange juice, for 5 minutes and
subsequently kept in artificial saliva. In the sequence, one hundred specimens were analyzed in
scanning electron microscopy to evaluate the formation of precipitates on the dentin surface
(500x) and to obtain the number of open dentinal tubules (2,000x), and in EDX microscopy to
obtain qualitative results on the composition of the tooth. precited, and evaluated by means of
polarized light microscopy, with picrosirius red staining, to qualify the dentin collagen
morphology after the completion of treatment. In the remaining two hundred specimens (n =
20), one hundred without acid challenge, the Clearfil SE Bond adhesive system (Kuraray) was
applied to the eroded dental substrate to evaluate the bond strength, hybrid layer formation, and
penetrability in the eroded dentin. Results: Regarding the formation of immediate precipitates,
RD showed greater formation than KF and CO (P <0.05). Regarding the number of open
tubules, NR and KF showed a higher number than RD (P <0.05). Regarding the collagen matrix,
RD showed a higher concentration of type I collagen than NP and KF (P <0.05), but similar to
NR and CO (P> 0.05). Regarding bond strength, NP and NR showed the highest bond strength
values, however, none of the evaluated protocols showed significant differences with CO (P
<0.05). Regarding the formation of a hybrid layer, NR demonstrated a hybrid layer thinner than
CO (P <0.05). Regarding dentin penetrability, RD and NR demonstrated less penetrability of
the self-etch adhesive system than CO (P <0.05), in eroded dentin. In groups without daily acid
challenge, NP showed the highest bond strength values, while NR and KF showed lower bond
strength than CO (P <0.05). Regarding the formation of resin tags, KF showed less tag
formation than NP (P <0.05). Regarding the formation of a hybrid layer, KF demonstrated less
formation of a hybrid layer than RD and NR (P <0.05). Regarding dentin penetrability, RD and
NR demonstrated less penetrability of the self-etch adhesive system than CO (P <0.05).
Conclusions: RD and NP agents are viable alternatives to promote the formation of precipitates
and obstruct the dentin tubule mouth, without deleterious effects on the previously eroded
dentin collagen matrix, and may be useful in the treatment of dentin hypersensitivity. The
application of NP showed better characteristics in the adhesive interface, without decreasing
the bond strength of the Clearfil SE Bond adhesive system.

Keywords: Dentin. Tooth erosion. Scanning electron microscopy. Polarization microscopy.
Dental remineralization. Dentin adhesives.
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1 INTRODUCAO

O desgaste dentario erosivo € um processo quimico-mecanico induzido por acidos
intrinsecos (4cido cloridrico do conteudo gastrico através de refluxo, vomito ou
regurgitagdo) e extrinsecos (relacionados a dieta, medicacdo ou estilo de vida) de origem
ndo bacteriana', que gera destruicdo do esmalte e consequentemente, a perda da
estrutura dentaria ao longo do tempo°. Bebidas acidas em contato direto com a superficie
dentéaria podem originar uma textura aspera e desgaste gradual dos dentes®, por ter um

valor de pH que facilita a destruigdo da composi¢do mineral do esmalte’.

Quando ocorre um desequilibrio entre os cristais de esmalte do dente e o ambiente
oral®, devido a que o pH do ambiente cai abaixo do nivel critico (5,5 para o esmalte € 6,2
para dentina), se produz a dissolu¢do da composi¢do mineral dentéaria'®. A dentina é um
tecido conjuntivo mineralizado que constitui a maior parte do dente e estd composta por
uma rede continua de fibras de coldgeno tipo I e mineral'!. Entretanto, a hidroxiapatita
dentinaria ¢ vulneravel a desafios acidos pelo baixo conteido de calcio e alto contetido
de carbonato!?. Assim, o desafio erosivo e a desmineralizagdo dentaria promovem perda
de esmalte e remocdao de detritos, expondo tibulos dentindrios e desenvolvendo

13,14

hipersensibilidade dentinaria'--'%, que gera preocupacdo para dentistas e pesquisadores

pela alta prevaléncia de casos!'>!°,

A hipersensibilidade dentinaria (HD) ¢ descrita clinicamente como a dor aguda
causada pela excitacdo das fibras nervosas A delta conectadas a dentina exposta e seus
tibulos, devido a estimulagdo quimica, térmica, osmotica, evaporativa ou tatil'’!8, A
Canadian Advisory Board on Dentin'® reportou que entre 8 € 57% da populagio apresenta
HD, porém estudos mais recentes relatam que a prevaléncia varia muito, dependendo da
idade, sexo, etnia e/ou comprometimento periodontal assim como o método de avaliagdo,

pudendo atingir até um 98%72%2!,

A teoria hidrodindmica de Brannstrom?? fornece a explicagdo presumivel para o
mecanismo da HD. Por tanto, a tendéncia atual do seu tratamento concentra-se em duas
abordagens baseadas nesta teoria, 1) obliterando tibulos dentindrios abertos, e 2)
bloqueando a atividade dos neurdnios dentinarios!’. Os protocolos dessensibilizantes
atuais sao direcionados ao tratamento da HD, utilizando agentes remineralizantes para

formagdo de precipitados insoluveis dentro dos tibulos dentinarios?®. Varias abordagens
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foram adotadas para alcancar a remineralizacdao dentindria, que eventualmente constitui
o objetivo da odontologia restauradora?®, porém ainda ndo existe consenso sobre o

protocolo mais adequado.

Diversos protocolos fisicos e quimicos t€ém sido descritos na literatura, para o
tratamento da HD como fluoreto de s6dio?, cloreto de estroncio?®, nanoparticulas de
fosfato de calcio?’, fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP)*® ¢
silicato de calcio? pela capacidade de obliterar tibulos dentinarios. Embora muitos
desses protocolos sejam eficazes no controle da HD, nenhum deles demonstrou ser o
ideal®®, devido a fragilidade da obliteragdo de tabulos dentinarios quando expostos ao
desgaste dentario erosivo®!. A oblitera¢do de tibulos dentinarios com estes agentes teve

profundidade de infiltragdo limitada®?, sendo vulneravel aos desafios acidos continuos.

O fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) ¢ um agente
remineralizante a base de fosfato que atua fornecendo ions calcio e fosfato a superficie
dentéria e estabilizando fluorapatita®*. O fosfopeptideo de caseina/fluoreto de fosfato de
calcio amorfo (CPP-ACPF) possui uma adi¢do de 900 ppm de fluoreto, para melhorar sua
atividade remineralizante, formando precipitados minerais de célcio e ions fosfato com
fluoreto®*. Por tal motivo, o CPP-ACP possui propriedades remineralizantes e anti-

erosivas, sendo efetivo também no tratamento da HD?>.

O agente remineralizante contendo fosfato de calcio nanoparticulado em forma de
hidroxiapatita, tem sido recomendado tanto para a remineralizagao dos tecidos dentarios,
como para o tratamento da HD, ao formar uma pelicula de prote¢do sobre a dentina®®. O
seu mecanismo de agdo estd relacionado a capacidade de estabilizar os ions calcio e
fosfato em um estado amorfo na estrutura dental, similar ao que ocorre com o CPP-ACP3S,
Produtos contendo silicato de calcio, fosfato de sédio e fluoreto fornecem maior
29,37

)

capacidade de remineralizar esmalte corroido do que os convencionais a base de fluor

porem sua capacidade de remineralizacdo da dentina exposta ¢ desconhecida.

Por outro lado, procedimentos restauradores adesivos sdo comumente realizados
para recuperar a estética e fungdo dos dentes’®. Embora sistemas adesivos atuais
promovem uma adequada adesdo no esmalte e na dentina, o mesmo nao acontece quando
a superficie dentaria ¢ exposta a diferentes desafios quimicos e/ou mecanicos, como no

desgaste dentario erosivo®”*°, Foi demonstrado que a aplicagio do CPP-ACP e do fosfato
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de calcio nanoparticulado, ndo interferem sobre a resisténcia de unido do sistema adesivo

27,41
b

total-etch na dentina porém nao ha estudos comparativos com sistemas

autocondicionantes.

Sistemas adesivos autocondicionantes simplificaram protocolos e sdo menos
sensiveis a técnica*’. Estes sistemas adesivos oferecem excelente adesdo a estrutura
dentéaria (esmalte e dentina)*}, porem é pouco conhecida a qualidade da adesdo a
substratos dentérios afetados pela erosao acida. O sistema adesivo self-etch proporciona
a desmineralizagdo parcial da dentina, deixando cristais de hidroxiapatita ao redor das
fibras colagenas**. Os mondmeros funcionais (4-MET e 10-MDP) presentes no Clearfil
SE Bond (Kuraray) interagem quimicamente com o ion calcio da hidroxiapatita residual
que permanece dentro da camada hibrida, criando um duplo mecanismo de adesdo a

dentina®.

y .

Por tal motivo, ¢ importante avaliar o efeito de protocolos remineralizantes
indicados para o tratamento da HD em dentina erodida por desafios 4cidos, assim como
a sua influéncia na resisténcia de unido e na interface do sistema adesivo Clearfil SE

Bond.
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2 PROPOSICAO

A proposi¢do dessa tese estd justificada em:

o Auvaliar os efeitos dos protocolos remineralizantes dentarios contendo nanoparticulas
de fosfato de célcio (Desensibilize NanoP), fosfopeptideo de caseina/fosfato de
calcio amorfo (MI Paste Plus Recaldent™ CPP-ACP) e silicato de célcio associado
com fosfato de sodio (Regenerate NR-5™) sobre a dentina cervical previamente
erodida e submetida a desafio acido didrio, por meio da andlise de formagao de
precipitados e obliteragdo de tubulos dentinarios (SEM), composicdo dos
precipitados formados (EDX) e avaliagdo das alteragdes sobre a matriz de colageno
do substrato dentindrio, em comparacdo com um protocolo dessensibilizante
dentinario convencional, contendo nitrato de potassio com fluoreto de sodio

(Desensibilize KF 2%).

o Avaliar os efeitos dos mesmos protocolos remineralizantes na resisténcia de unido
(UTBS), formacao de camada hibrida (SEM) e penetrabilidade dentinaria (CLSM),
do sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond (Kuraray), aplicado sobre a

dentina cervical previamente erodida, e submetida a desafio 4cido diario.

o Avaliar os efeitos dos mesmos protocolos remineralizantes na resisténcia de unido
(UTBS), formacao de camada hibrida (SEM) e penetrabilidade dentinaria (CLSM),
do sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond (Kuraray), aplicado sobre a

dentina cervical previamente erodida.
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3 PUBLICACOES

Esta tese de doutorado foi dividida em trés publicagdes, na forma de artigos, que
apresentam os resultados obtidos em cada etapa desse estudo. Os artigos foram
formatados de acordo com as revistas a qual serdo submetidos. O projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) dessa Universidade (Proc. n°

30/2018).

3.1 Publicacao 1*

Efeitos de agentes remineralizantes a base de fosfato ou silicato de calcio sobre a

dentina cervical erodida e submetida ao desafio acido
RESUMO

Objetivos: Avaliar por meio de analise em SEM/EDX e coloragdo em picrosirius red a
efetividade de agentes remineralizantes a base de fosfato ou silicato de célcio em formar
precipitados e obstruir tiubulos dentindrios, e seus efeitos sobre o colageno da dentina
cervical, previamente erodida.

Meétodos: Cem espécimes foram obtidos do segmento cervical de incisivos bovinos e
previamente submetidos a erosdo dentinaria. Cinquenta espécimes foram distribuidos em
5 protocolos (n=10): (NP), Desensibilize NanoP; (RD), MI Paste Plus Recaldent™; (NR),
Regenerate NR-5™; (KF), Desensibilize KF 2% e CO, sem tratamento. Cada um dos
protocolos foi aplicado no total de 4 sessdes, com intervalos de 7 dias. Todos os espécimes
foram diariamente submetidos ao desafio 4cido, por imersdo em suco de laranja, por 5
minutos e, posteriormente mantidos em saliva artificial. Os espécimes foram analisados
em SEM para avaliar a formagao de precipitados sobre a superficie dentinaria (500x) e
obter o nimero de tubulos dentinarios abertos (2000x), € em microscopia EDX para obter
resultados qualitativos sobre a composicdo do precitado. Os cinquenta espécimes
restantes foram submetidos a idénticos tratamentos e avaliados por meio de microscopia
de luz polarizada, com colora¢ao picrosirius red, para qualificar a morfologia do coldgeno

da dentina apos a conclusao do tratamento.

* Formatagao de acordo com as normas do perioddico Journal of Dentistry, periddico para o qual pretende-
se submeter



17

Resultados: Em relagdo a formagao de precipitados, RD demonstrou maior formagao que
KF e CO (P<0.05). Em relacdo ao numero de tubulos abertos, NR e KF demonstraram
maior namero que RD (P<0.05). Em relacdo a matriz de coldgeno, RD demonstrou maior
concentragao de colageno tipo I que NP e KF (P<0.05), mas similar ao NR e CO (P>0.05).
Conclusoes: Os agentes RD e NP sdo alternativas viaveis para promover a formagao de
precipitados e obstruir a embocadura dos tibulos dentinarios, sem efeitos deletérios sobre
a matriz de coldgeno da dentina previamente erodida, podendo ser uteis no tratamento da

hipersensibilidade dentindria.

Relevancia clinica: Como os agentes remineralizantes proporcionam a formacao de
precipitados e obstruem as embocaduras dos tibulos dentinérios, sem alterar a matriz de
coldgeno da dentina cervical erodida, sdo alternativas vidveis para o tratamento da

hipersensibilidade dentindria.

Keywords: Dentina. Erosao dentaria. Microscopia eletronica de varredura. Microscopia

de polarizagdo. Remineralizagdo dentaria.
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1. Introducao

A hipersensibilidade dentindria (HD) ¢é caraterizada por dor aguda causada pela
excitagdo das fibras nervosas A delta subjacente a dentina e aos tubulos dentindrios
expostos em resposta aos diferentes estimulos quimicos, térmicos, osmoticos, por
vaporizagao e/ou tacteis [1]. A teoria hidrodindmica proposta por Brannstrom et. al. [2] é
pontualmente aceita para explicar o mecanismo da HD.

Portanto, atualmente as estratégias de tratamento da HD estdo fundamentadas no
bloqueio deste mecanismo, tanto pela formagdo de precipitados na superficie dentinaria
¢ obstrugdo das embocaduras dos tubulos dentinarios, como também interferindo
negativamente sobre a neurotransmissdo dos impulsos nervosos dos nociceptores
préximos a dentina [3].

Diversos protocolos de tratamento ja foram propostos, tais como a aplicagdo de
vernizes, compostos contendo calcio e/ou oxalatos, cloreto de estroncio, laser, nitrato de
potassio e fluoretos [4]. Nenhum destes protocolos sdo definitivamente efetivos na
resolugcdo da HD, principalmente em casos em que o paciente ¢ susceptivel a erosdo do
esmalte e/ou dentina, devido a presenca de acidos intrinsecos, tais como acido cloridrico
de origem gastrica, e extrinsecos, tais como os derivados da dieta didria e/ou estilo de
vida [5-8].

A inducdo e formagdo de precipitados minerais sobre a dentina exposta, que
obliterem os tubulos dentinarios, e que sejam resistentes aos desafios acidos na cavidade
bucal, sdo procedimentos incessantemente buscados para auxiliar no tratamento da HD e
oferecer um bem-estar aos pacientes acometidos deste desconforto [9-12]. Uma vez que
os agentes remineralizantes do esmalte dental, principalmente aqueles que contém fluor,
reagem com o cdalcio presente na estrutura dental e formam depositos microscopicos
minerais, tais como o CaF», que sdo capazes de repor parte da estrutura mineral perdida
apos as alteragdes acidas locais, por meio dos fendmenos denominados redugdo da
desmineralizacdo e ativagdo da mineralizagdo [13], necessitam ser avaliados como
protocolos de tratamento da HD.

Compostos que contém nanoparticulas de fosfato de calcio (Dessensibilize
NanoP, p.ex.), em forma de hidroxiapatita (nano-HAP), proporcionam a deposi¢do de
precipitados sobre a dentina e sdo recomendados para a remineralizacdo do esmalte dental
e/ou como protocolos de tratamento da HD [9, 14, 15]. O Dessensibilize NanoP também

contém fluoreto de sddio e nitrato de potassio e demonstra ser eficaz em obliterar as
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aberturas dos tibulos dentindrios e formar uma pelicula sobre a superficie dentinaria, bem
como nao interfere sobre a interface adesiva com os adesivos efch-and-rinse [9]. Ha
indicios de que seu mecanismo de agdo esta relacionado com o potencial de estabilizar
ions calcio e fosfato, sob um estado amorfo, na estrutura dental [14-18].

Um outro agente remineralizante ¢ o fosfopeptideo caseina (CPP), que apds a sua
degradacdo quimica libera residuos de fosfoseril, que estabilizam ions de calcio e fosforo
e que, sob condicdes alcalinas, formam o fosfato de célcio que estd presente como um
complexo molecular amorfo associado ao CPP, referido como casein phosphopeptideo-
amorphus calium-phosphate (CPP-ACP) [19].

O mecanismo de acdo remineralizante do CPP-ACP provavelmente esta
relacionado com o suprimento de ions calcio e fosforo para a superficie do dente e
também por meio da estabilizacdo de precipitados minerais formados que contenham
fluoroapatita [20, 21]. Devido a este mecanismo, similar ao que ocorre com o derivado
de nano-HAP, tem sido também preconizado o seu uso no tratamento da HD [22-24].

Os compostos de silicato de calcio e fosfato de sodio (fosfato mono e trissodico)
foram desenvolvidos para a prevencao e tratamento da erosao dental [25, 26]. O provavel
mecanismo de agdo deste produto ¢ devido a deposi¢do de particulas de silicato de calcio
sobre o substrato dental e indugdo da formagao de hidroxiapatita sobre o substrato erodido
[27]. Como estes compostos reduzem a permeabilidade dentinaria, possivelmente podem
ser uma alternativa como protocolo de tratamento da HD [28, 29], mas ainda inexistem
estudos conclusivos sobre esta indicagao.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos dos protocolos
remineralizantes dentarios contendo nanoparticulas de fosfato de calcio (Desensibilize
NanoP), fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio amorfo (MI Paste Plus Recaldent™
CPP-ACP) e silicato de calcio associado com fosfato de sodio (Regenerate NR-5™) sobre
a dentina cervical previamente erodida e submetida a desafio acido diario, por meio da
andlise de formagdo de precipitados e obliteracdo de tubulos dentindrios (SEM),
composi¢do dos precipitados formados (EDX) e avaliacdo das alteragdes sobre a matriz
de colageno do substrato dentinario, em compara¢do com um protocolo dessensibilizante
dentinario convencional, contendo nitrato de potassio com fluoreto de sodio
(Desensibilize KF 2%). A hipotese nula foi estabelecida como a inexisténcia de diferencgas

nos parametros avaliados em relacdo aos diferentes protocolos testados.
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2. Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual Paulista
(Proc. CEUA n” 30/2018). Cem incisivos bovinos com coroas e raizes anatomicamente

similares foram armazenados em solugdo de timol a 0,1%, a 4 °C, até o momento de uso.
2.1. Preparo dos espécimes

Cem espécimes (10mm de comprimento x 10mm de largura x Smm de
espessura) foram obtidos do ter¢o médio dos dentes usando maquina de corte de tecidos
duros (Isomet 100, Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeracdo como agua corrente. A
superficie vestibular dos fragmentos foi desgastada em politriz (DP-10; Panambra,
Struers, Ballerup, DI) usando sequencialmente lixas de granulagao #600 e #1200, por 20s
cada (ISO 6344-1), para a exposicao da dentina cervical e padronizacdo da smear layer.

A superficie dentindria foi previamente condicionada com écido cloridrico (HCI)
a 0,6% (Arte & Ciéncia, Araraquara, Sao Paulo, Brazil), por imersdo durante 5 min para
simular o substrato dentinario erodido. Em seguida, os espécimes foram lavados com
agua destilada e armazenados em saliva artificial (0.375 g/l CaCl,.2H20, 0.125 g/l
MgCl,.6H,0, 1.2g/1 KCI, 0.85g/1 NaCl, 2.5g/l NaHPO4.12H20, 1g/I sorbic acid, 5 g/l
hydroxyethyl cellulose-sodium, e 43 g/l sorbitol solution) (Arte & Ciéncia, Araraquara,

Sao Paulo, BR), a 37 °C, em pH 7, até o momento de uso.
2.2. Protocolos avaliados

Quatro protocolos com agentes remineralizantes foram utilizados no presente
estudo, com o proposito de avaliar o potencial de uso como agentes auxiliares no
tratamento da HD. A tabela 1 demonstra a composicdo quimica dos agentes quimicos
utilizados nos protocolos avaliados.

Os protocolos avaliados foram (n = 20 espécimes por protocolo, sendo 10
espécimes para andlise em SEM/EDX e 10 espécimes para microscopia de luz
polarizada):

- (NP): O produto contendo nanoparticulas de fosfato de calcio (Dessensibilize
NanoP; FGM, Joinville, SC, BR) foi friccionado sobre a superficie dentinaria com taga

de borracha (KG Sorensen, Sao Paulo, SP, BR), em baixa rota¢ao, com 500 rpm, por 10s.
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Em seguida, os residuos permaneceram sobre a dentina por 5 min e lavados com 10 mL
de 4gua deionizada;

- (RD): O produto contendo CPP-ACPF (MI Paste Plus Recaldent™; GC
Company; JPN) foi aplicado sobre a superficie dentinaria, similar ao descrito no
protocolo anterior, porém o produto foi mantido sobre a dentina por 3 min;

- (NR): O produto contendo duas pastas (Regenerate NR-5™; Unilever, Wirral,
UK), gel remineralizante e ativador, foram previamente misturados e utilizados
identicamente ao protocolo anterior, também mantido sobre a dentina por 3 min;

- (KF): O produto utilizado foi a base de fluoreto de sodio a 2% (Dessensibilize
KF 2%; FGM, Joinville, SC, BR) foi apenas aplicado sobre a superficie dentindria com
um aplicador especifico para sistema adesivo (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, BR), sem
fric¢do, e mantido no local por 10 min;

- (CO): Os espécimes foram mantidos em saliva artificial e serviram como
protocolo controle negativo.

Os espécimes foram submetidos a 4 sessdes de tratamento, com intervalos de 7
dias entre cada sessdo. Durante a realizacdo do tratamento, os espécimes foram
submetidos ao desafio acido, por imersdo diaria em suco de laranja (Minute Mais; Coca
Cola®. SP, BR), com pH 3.80 + 0.04, por 5 min. Em seguida foram lavados com 10 mL
de 4gua deionizada e mantidos imersos individualmente em saliva artificial, a 37°C. A
saliva artificial, cuja composi¢do quimica foi igual a anteriormente descrita, foi trocada a

cada 7 dias, imediatamente apés a realiza¢ao dos protocolos avaliados.
2.3. Avaliag¢do da formagdo de precipitados e numero de tubulos dentindrios abertos

Cinquenta espécimes foram divididos aleatoriamente de acordo com o protocolo
avaliado e controle (n = 10). Ap6s a conclusdo dos tratamentos descritos, os espécimenes
foram armazenados em saliva artificial por 24 h. Em seguida, os espécimenes foram
desidratados em camara fechada com silica coloidal por 7 dias. Ap6s a montagem dos
espécimenes nos stubs metalicos, foram metalizados com ouro coloidal (ciclo simples —
120s) sob vacum, em camara de metalizagdo (MED 010; Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein) e examinados mediante microscopia eletronica de varredura com JEOL
6060 (JEOL 6060; JEOL Ltda, Tokyo, Japan), operado a 20 kV, conforme descrito por
Escalante-Otarola et al. [9].
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Quatro campos distintos foram inicialmente avaliados e do campo mais
representativo do espécime foi obtida uma imagem com a magnificacdo de 500x, para
avaliagdo e quantificacdo dos precipitados formados sobre a superficie dentinaria. A
obtencao das imagens foi realizada por um tnico operador. Outra imagem foi obtida do
mesmo local, com magnificagio de 2000x, para a contagem de tibulos dentindrios
abertos. Todas as imagens foram obtidas pelo mesmo operador.

Dois examinadores independentes e devidamente calibrados (k = 0.82)
classificaram a presenca de precipitados formados sobre a superficie dentinaria, de acordo
com os parametros modificados, descritos por Kuga et al. [30]: Escore 0 - auséncia de
precipitados; Escore 1 - discreta incidéncia de precipitados e a maioria dos tibulos
dentinarios abertos; Escore 2 - minima incidéncia de precipiatdos e > 50% da superficie
dentinaria sem residuos; Escore 3 - moderada incidéncia de precipitados e < 50% da
superficie dentinaria sem residuos ¢ Escore 4 - intensa incidéncia de precipitados e

aberturas dos tubulos dentinarios obstruidos.
2.4 Andlise em EDX (Energy-dispersive X-ray)

Quatro espécimes de cada um dos protocolos foram submetidos a cobertura com
carbono (BalTec SCD 004 Sputter Coater; Balzers,Vaduz, LI), em 15 kV, por 180 s. Em
seguida, foram analisados em EDX (JEOL 6060; JEOL Cia., Tokyo, Japan) para avaliar
0s principais componentes quimicos presentes sobre a superficie dentinaria apos a
realizacdo dos protocolos avaliados e qualificar a composi¢do quimica dos precipitados

formados.
2.5. Avalia¢do da matriz de colageno da dentina

Cinquenta espécimes foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos avaliados
(n = 10). Apo6s a conclus@o dos protocolos avaliados, os espécimes foram armazenados
por 24h em saliva artificial. Em seguida, foram acondicionados em solu¢do de acido
etilenodiaminotetracético a 10% (EDTA) (Merck, Darmstadt, GER), tamponado com pH
7.0, com trocas realizadas duas vezes por semana, por 90 dias.

Os espécimes foram novamente lavados copiosamente com agua destilada,
desidratados em alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina (Histosec; Merck,

Darmstadt, Alemanha). Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histoldgicos
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semi-seriados de 5 pm de espessura e submetidos a técnica de coloragdo com picrosirius
red.

Uma vez concluido o processamento histologico, cada 1amina foi analisada em
microscopio de luz polarizada a fim de se avaliar a organizagao e quantidade de feixes de
fibras colagenas considerando-se a intensidade de birrefringéncia da matriz de colageno.

A quantificagdo da intensidade do brilho de birrefringéncia foi realizada com o
software KS 300/400 com AxioVision versio 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
Inicialmente foram definidos os espectros de cor verde, amarela e vermelha, seguindo
valores de RGB (red, green, blue), os quais foram padronizados para todas as imagens.

De acordo com a organizagdo da orientacdo das fibras de coldgeno, a cor do
espectro pode variar de esverdeado (colageno tipo III) a vermelho (colageno tipo 1) [31,
32]. Para quantificar apenas fibras esverdeadas e vermelhas, correspondente a matriz
coldgena, as imagens foram analisadas no Affinity Photo Software, calculando a
quantidade de pixels de cada cor. Na sequéncia, foram calculadas as medias dos valores

em pixels, expressadas em porcentagem e submetidas a analise estatistica.

2.6. Analise estatistica

Inicialmente todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk,
para averiguacao da homocedasticidade dos dados. Os dados da formagao de precipitados
e nimero de tubulos dentinarios abertos foram submetidos aos testes de Kruskal Wallis e
Dunn. Os dados da avaliagdo da matriz organica dentindria foram submetidos aos testes
de ANOVA two-way e Bonferroni. Todas as avaliagdes foram com um nivel de

significancia de o = 5%.



Tabela 1. Composicao dos agentes quimicos utilizados nos protocolos avaliados.
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Grupo Composicao Fabricante
NP — Desensibilize NanoP ~ Calcium phosphate (nano-HAP), = FGM, Brasil
Potassium nitrate and 9000 ppm
sodium fluoride.
RD — MI Paste Plus CPP-ACPF GC, Japao
Recaldent™ (Casein Phosphopeptide-

NR — Regenerate NR-5™

KF — Desensibilize KF 2%

CO — Controle negativo

Amorphous Calcium Phosphate
Fluoride), Glycerol, D-Sorbitol,
CMC-Na, Propylene  glycol,
Silicon dioxide, Titanium dioxide,
Xylitol, Phosphoric acid,
Flavoring, Sodium saccharin,
Ethyl p-hydroxybenzoate, Propyl
p-hydroxybenzoate, Butyl p-
hydroxybenzoate. = 900  ppm
fluoride.

Glycerin, CalciumSilicate, PEG-8,
Hydrated  Silica,  Trisodium
Phosphate, SodiumPhosphate,
Aqua, PEG-60, Sodium Lauryl

Sulfate, Sodium
Monofluorophosphate, Synthetic
Fluorphlogopite, Sodium

Saccharin, Polyacrylic Acid, Tin
Oxide, Limonene, CI 77891. 1450
ppm fluoride.

KNO; (5%) + NaF (2%)

Deionized water

Unilever, Reino
Unido

FGM, Brasil

KNO:;3, nitrato de potassio; NaF, fluoreto de sodio.
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3. Resultados
3.1. Avaliagdo da formagado de precipitados e numero de tubulos dentinarios abertos

Em relagdo a avaliagdo da superficie dentinaria, RD apresentou maior
incidéncia de precipitados imediatos sobre a superficie dentinaria que o demonstrado
por KF e CO (P < 0.05). Entretanto, a formacdo de precipitados imediatos
demonstrados por RD, NP e NR foram similares entre si (P > 0.05). Por outro lado,
KF e CO demonstraram similares resultados aos de NP e NR (P > 0.05).

Em relag@o ao numero de tubulos dentinérios abertos, RD apresentou a menor
incidéncia de tubulos dentinarios abertos na dentina cervical quando comparado aos
demonstrados por NR, KF e CO (P < 0.05). Entretanto, ndo mostrou diferenca ao
demonstrado por NP (P > 0.05).

A tabela 2 mostra a mediana, valores minimo e méaximo, e 1° e 3° quartil da
formacao de residuos na dentina cervical erodida e a média aritmética e desvio padrao
do niimero de tibulos dentindrios abertos, ap6s o uso dos protocolos avaliados. A
figura 1 mostra uma imagem representativa da formacao de precipitados imediatos
sobre a superficie (500x) e obliteragdo de tibulos dentinérios (2000x), em fungao dos

protocolos avaliados
3.2. Andlise em EDX (Energy-dispersive X-ray)

Em relacdo a analise em EDX, RD apresentou uma maior concentracao entre
Ca/P (atomic ratio: Ca/P = 1.93) em comparacao aos demais protocolos e presenca dos
ions Si, Mg e Na.

NP, NR, KF e CO apresentaram menores valores da concentragdo entre Ca/P
(atomic ratio: (NP), Ca/P = 1.78; (NR), Ca/P = 1.95; (KF), Ca/P = 1.89 ¢ (CO), Ca/P
=2.02).

A figura 2 demonstra a relacdo entre Ca/P proporcionada apds o uso dos
protocolos avaliados. A figura 3 demonstra uma imagem representativa da composi¢ao
dos precipitados, obtidas em EDX, formados sobre a superficie dentinaria, em fungao

dos protocolos avaliados.
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3.3. Avaliag¢do da matriz de colageno da dentina

RD apresentou mais colageno Tipo I (maturo) e menos do Tipo III (imaturo) que
o NP e KF (P < 0.05). Assim mesmo, NP, RD e KF ndao mostraram diferencgas
significantes com os outros grupos (P > 0.05). A figura 4 demonstra o percentual de
presenga de colageno tipo I e III no substrato dentinario, em fun¢do do protocolo
avaliado e a figura 5 demonstra imagem representativa da incidéncia de colageno tipo
I (tonalidade vermelha) e III (tonalidade verde) no substrato dentinario, apds a

coloracdo com picrosirius red.

Tabela 2. Valores referentes a formacgao de precipitados imediatos e incidéncia de tiibulos

dentindrios abertos na superficie dentinaria, em funcdo dos protocolos analisados.

NP RD NR KF CcO
mediana 2ab 3a 2ab 1b 1b
Precipitados
min/max 1-3 2-3 1-3 1-2 1-2
imediatos
1Q/3Q 2-3 2-3 2-3 1-1 1-1
Incidéncia média 26.86®  18.57° 43.14b¢ 45.29b¢ 61.71¢
de tubulos
sd 8.57 4.76 9.12 9.55 6.90
abertos

® Diferentes letras na mesma linha indicam diferencias significantes (P < 0.05). 1Q e 3Q, primeiro e
terceiro quartil; min, valor minimo; max, valor maximo; sd, desvio padrdo, respectivamente. NP,
Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF2%;
CO, Controle negativo.



27

Fig. 1. Imagem representativa da superficie dentinaria cervical apos a aplicacdo dos
protocolos e grupo controle, em 500x e 2000x. NP, Desensibilize NanoP; RD, MI Paste
Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF2%; CO, Controle negativo.

Escala 50pum e 10um.
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Figura 2
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Fig. 2. Resultados da analise da dispersdo de energia X-ray (EDX). Ca, célcio; P, fosforo;
Ca/P atomic ratio. NP, Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR,
Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF2%; CO, Controle negativo.
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Fig. 3. Imagem representativa da analise da dispersdo de energia X-ray (EDX) da
superficie dentindria cervical apos a aplicacdo dos protocolos e grupo controle. NP,
Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF,
Desensibilize KF2%; CO, Controle negativo. Escala 500um.
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Figura 4
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Fig. 4. Resultados da avaliagdo da matriz organica dentinaria. ®® Diferentes letras indicam
diferencias significantes (p < 0.05). = Desvio padrao. NP, Desensibilize Nano P; RD, MI Paste
Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF 2%; CO, Controle negativo.
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Figura 5

Fig. 5. Imagem representativa da andlise da matriz organica da dentina cervical apés a
aplicag@o dos protocolos e grupo controle. NP, Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus
Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF2%; CO, Controle negativo.
Escala 200um.
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4. Discussao

Os agentes mais utilizados para a remineralizar o esmalte dental, pela dinamica da
reducdo da desmineralizagdo e ativacdo da mineralizagdo [13], proporcionam a deposi¢ao
de uma pelicula sobre o substrato dentario, envolvendo a hidroxiapatita e a matriz de
colageno [3, 13].

Como os tratamentos mais aceitos para a temivel hipersensibilidade dentinéria tem
como objetivos a obstrugdo dos tubulos dentinarios e, se possivel, a protecao da dentina
intertubular, associado ao bloqueio da neurotransmissao pelos nociceptores das fibras tipo
A delta, localizados na interface dentina e polpa dentaria, os agentes remineralizantes
representam uma estratégia de tratamento interessante [2, 4]. No presente estudo, o
protocolo RD demonstrou maior formacao de precipitados sobre a superficie dentinaria e
menor incidéncia de tibulos dentinarios abertos que o proporcionado pelo KF e CO.
Portanto a hipdtese nula foi rejeitada.

Por meio da andlise obtida em EDX, onde se observa que o precipitado formado
sobre a dentina previamente erodida, apds o tratamento com os protocolos com agentes
remineralizantes proporcionam aumento na concentrag¢do de calcio e fosforo, inclusive
maior que a demonstrada em CO, ¢ deduzivel que existe uma relagdo direta entre a
estabilidade quimica da pelicula de precipitado formado em relag@o a sua dissolucdo e/ou
solubilizacdo frente a alteragcdes acidas do meio [3, 21, 27]. Ou seja, dependendo da
caracteristica ¢ do mecanismo de remineralizagdo envolvido, um determinado agente
remineralizante pode ser mais ou menos efetivo que o outro [26, 28].

O RD contém em sua composi¢do quimica o fosfopeptideo CCP-ACP (casein
phosphopeptideo-amorphus calcium-phosphate) e 900 ppm de flaor [10, 11]. Quando ele
¢ utilizado no substrato dental, proporciona a formagdo de alta concentragdo de
fluorapatita, que ¢ um mineral mais estavel e insoltivel que a hidroxiapatita [13, 14] e,
consequentemente também mais resistente a dissolugdo pelo desafio acido [20, 21].

A analise em EDX demonstra a maior incidéncia de célcio e fosforo na superficie
dentindria ap6s o protocolo com RD, caracterizando uma formacao de precipitados mais
estaveis e resistentes as alteragdes acidas [26, 28], motivo pelo qual foi observado na
microscopia eletronica de varredura a maior incidéncia e persisténcia de precipitado na
superficie dentindria, principalmente em relacdo ao KF e CO.

O NP também possui similar mecanismo de acdo ao RD [15, 16], porém mais
relacionado a deposi¢do precipitados de Ca e P, com caracteristicas amorfas, do que a

fluorapatita propriamente dita, sobre a estrutura dental [14-18]. Entretanto, também
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possui o nitrato de potassio em sua formulagdo quimica [17, 18]. Isto reduz o percentual
de substancias bioativas no composto, consequentemente reduzindo a concentragao de Ca
e P na superficie dentinaria, conforme observado em EDX e, também dando origem a
formagao de precipitados mais sensiveis a dissolugdo quimica pelo desafio acido,
conforme também observado nas imagens em microscopia eletronica de varredura.

Muito embora o composto com silicato de célcio e fosfato de s6dio (NR) tenha
induzido a formagdo de precipitados, o NR demonstrou elevado numero de tubulos
dentinarios abertos. Isto pode ser devido a estratégia de tratamento utilizada neste estudo,
pois o fabricante recomenda também o uso caseiro do agente remineralizante, sob a forma
de gel dental [26, 27]. Portanto, devido a esta estratégia, ¢ possivel que os precipitados
formados tenham sido constituidos por ligagdes quimicas fracas e de alta sensibilidade ao
desafio acido.

Ainda que um determinado material tenha boas propriedades remineralizantes
e/ou de formagdo de precipitados sobre a superficie dentinaria, € crucial que eles ndo
tenham efeitos deletérios da matriz de colageno, pois futuramente isto podera ocasionar
comprometimento da longevidade das restauragdes estéticas [9, 33].

No presente estudo optamos por avaliar os efeitos dos protocolos sobre o substrato
dentinario, por meio da microscopia de luz polarizada e coloragdo com o sistema
picrosirius red, onde a pigmentacao vermelho/amarelo € o colageno tipo I e a pigmentacao
amarelo/verde € o colageno tipo III [31, 32]. As analises demonstraram que o substrato
dentinario apos o uso de RD apresenta maior incidéncia de colageno tipo I, ao passo que,
em KF e NP houve maior incidéncia de colageno tipo III, provavelmente devido a
presenga do nitrato de potéssio, que pode desencadear alteracdes moleculares na matriz
organica do substrato dental.

Uma vez que o RD e NP sdo agentes remineralizantes, com mecanismo € agao
similares, e proporcionam satisfatoria formacao de precipitados na dentina intertubular e
com bom potencial de obstru¢do das embocaduras dos tibulos dentinarios, podem ser
uma alternativa interessante para auxiliar no tratamento da HD.

Por outro lado, como o NP possui a¢do sobre a matriz de coldgeno, ainda sdo
necessarios outros estudos complementares para avaliar os efeitos dos protocolos com
agentes remineralizantes, com a aplicabilidade no tratamento da DH, na dentina cervical
e sua repercussao sobre a interface adesiva com os sistemas adesivos efch-and-rinse e/ou

self-etching.
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5. Conclusao

Os agentes RD e NP sdo alternativas viaveis para promover a formacao de
precipitados imediatos e obstruir a embocadura dos tubulos dentinérios, sem efeitos
deletérios sobre a matriz de coldgeno da dentina previamente erodida, podendo ser ttil

no tratamento da hipersensibilidade dentinaria.
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3.2 Publicacao 2*

Efeitos de agentes remineralizantes a base de fosfato ou silicato de calcio no sistema
adesivo self-etch Clearfil SE Bond aplicado sobre dentina erodida e submetida a

desafio acido

RESUMO

Objetivos: Avaliar por meio de Teste de Microtragdo (WTBS) a resisténcia de unido, SEM
a formacao de camada hibrida e Microscopia Confocal a Laser (CLSM) a penetrabilidade
dentinaria do sistema adesivo self-etch Cleartil SE Bond aplicado sobre dentina cervical
erodida e tratada com agentes remineralizantes a base de fosfato ou silicato de calcio
Meétodos: Cem espécimes foram obtidos do segmento cervical de incisivos bovinos e
previamente submetidos a erosdo dentinaria. Os espécimes foram distribuidos em 5
protocolos (n=20): (NP), Desensibilize NanoP; (RD), MI Paste Plus Recaldent™; (NR),
Regenerate NR-5™; (KF), Desensibilize KF 2% e CO, sem tratamento. Cada um dos
protocolos foi aplicado no total de 4 sessdes, com intervalos de 7 dias. Todos os espécimes
foram diariamente submetidos ao desafio 4cido, por imersdo em suco de laranja, por 5
minutos e, posteriormente mantidos em saliva artificial. Na sequéncia, o sistema adesivo
Clearfil SE Bond (Kuraray) foi aplicado no substrato dentinario erodido. Cinquenta
espécimes (n=10) foram submetidos a uyTBS para avaliacdo da resisténcia de unido e
padrdo de fratura (200N). Os cinquenta espécimes restantes foram analisados em SEM
para avaliar a formagdo de camada hibrida, e em CLSM para avaliar a penetrabilidade
dentinaria do sistema adesivo, na dentina erodida.

Resultados: Em relacdo a resisténcia de unido, NP e NR demonstraram os valores mais
altos de resisténcia de unido, no entanto, nenhum dos protocolos avaliados apresentaram
diferengas significantes com CO (P<0.05). Em relacao a formagdo de camada hibrida,
NR demonstrou menor espessura de camada hibrida que o CO (P<0.05). Em relagdo a
penetrabilidade dentinaria, RD e NR demonstraram menor penetrabilidade do sistema

adesivo self-etch que CO (P<0.05), na dentina erodida.

* Formatagao de acordo com as normas do perioddico Journal of Dentistry, periddico para o qual pretende-
se submeter
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Conclusoes: A aplicagdo do NP evidenciou melhores caracteristicas na interface adesiva,
sem diminuir a resisténcia de unido do sistema adesivo self-etch. Entretanto, a aplicagdo

dos agentes RD e NR diminuiu sua penetrabilidade dentinaria.

Relevancia clinica: Como os agentes remineralizantes ndo diminuem a resisténcia de
unido do sistema adesivo self-etch, sdo alternativas viaveis de tratamento, previamente a

restauragdes em dentina erodida.

Keywords: Dentina. Erosdo dentaria. Microscopia eletronica de varredura.

Remineralizagdo dentaria. Adesivos dentinarios



40

1. Introducao

Com o aumento da expectativa de vida e melhora na satde bucal da populacao, ¢
cada vez mais comum que pessoas procurem tratamento por hipersensibilidade dentinaria
(HD)[1, 2], que ¢ geralmente associada ao desgaste dentario erosivo[3]. A erosdo dental
¢ considerada o Unico tipo de desgaste dentario que pode ser atribuido totalmente a um
fenomeno quimico sem envolvimento de microorganismos [4]. Bebidas acidas em
contato direto com a superficie dentaria podem originar uma textura aspera e desgaste
gradual dos dentes [5], por ter um valor de pH que facilita a destruicdo da composigao
mineral do esmalte [6, 7] e da dentina [8]. Assim, o desgaste dentario erosivo promove
remocao de detritos, expondo tubulos dentinarios e desenvolvendo HD [3, 9].

A HD ¢ descrita clinicamente como a dor aguda causada pela excitagdo das fibras
nervosas A delta conectadas a dentina exposta e seus tubulos, devido a estimulacio
quimica, térmica, osmotica, evaporativa ou tatil [10]. Atualmente sdo recomendados
protocolos dessensibilizantes que possuam a capacidade de formar precipitados minerais
insoluveis dentro dos tubulos dentinarios utilizando agentes remineralizantes [11].

Diversos protocolos t€ém sido descritos na literatura, para o tratamento da HD como
fluoreto de sodio [12], cloreto de estroncio [13], nanoparticulas de fosfato de calcio [14],
fosfopeptideo de caseina/fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) [15], e silicato de célcio
[16], pela capacidade de obliterar tibulos dentinarios. Embora muitos desses protocolos
sejam eficazes no controle da HD, nenhum deles demostrou ser o ideal [17], devido a
fragilidade da obliteragdo de tibulos dentinarios quando expostos ao desafio erosivo [18].
A obliteracdo de tibulos dentindrios lograda com estes agentes é superficial com
profundidade de infiltragdo limitada [19], sendo vulneravel ao desgaste dentério erosivo.

Assim, ¢ comumente necessario a complementacdo do tratamento da HD com
procedimentos restauradores adesivos que visam recuperar a estética e fung¢ao dos dentes
[20]. Embora sistemas adesivos atuais promovam uma adequada adesdao no esmalte e na
dentina, o mesmo ndo acontece quando a superficie dentaria ¢ exposta a diferentes
desafios quimicos e/ou mecanicos, como no desgaste dentdrio erosivo [21, 22], ou aos
tratamentos dessensibilizantes/remineralizantes [23]. Foi demostrado que a aplicagdo do
CPP-ACP e do fosfato de calcio nanoparticulado, ndo interferem sobre a resisténcia de
unido do sistema adesivo total-etch na dentina [14, 24], porém n3o ha estudos

comparativos com sistemas autocondicionantes.



41

Sistemas adesivos autocondicionantes (self-etch), sao os indicados para restauragdes
sobre dentina, por ndo precisar um condicionamento acido agressivo, que poderia
acentuar a HD, provocando dor pds-operatério [25]. Por ser um protocolo adesivo
simplificado é considerado menos sensiveis a técnica [26]. Estes sistemas adesivos
oferecem excelente adesdo a estrutura dentaria (esmalte e dentina) [27, 28], porem ¢
pouco conhecida a qualidade da adesao a substratos dentinarios afetados pela erosdo acida
e tratados com protocolos remineralizantes.

Por tanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos dos protocolos
remineralizantes dentarios contendo nanoparticulas de fosfato de calcio (Desensibilize
NanoP), fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio amorfo (MI Paste Plus Recaldent™
CPP-ACP) e silicato de calcio associado com fosfato de sodio (Regenerate NR-5T™)
associados ao sistema adesivo self-etch Clearfil SE Bond aplicado sobre dentina erodida
e submetida a desafio acido diario, por meio da avalia¢do da resisténcia de unido (WTBS),
formacdo de camada hibrida (SEM) e penetrabilidade dentinaria (CLSM), em
comparagdo com um protocolo dessensibilizante dentinario convencional, contendo
nitrato de potassio com fluoreto de soédio (Desensibilize KF2%). A hipdtese nula foi
estabelecida como a inexisténcia de diferencas nos parametros avaliados em relagdo aos

diferentes protocolos testados.
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2. Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual Paulista (Proc.
CEUA n’ 30/2018). Cem incisivos bovinos com coroas e raizes anatomicamente similares

foram armazenados em solugdo de timol a 0,1%, a 4 °C, até o momento de uso.
2.1. Preparo dos espécimes

Cem espécimes (10mm de comprimento x 10mm de largura x Smm de espessura)
foram obtidos do ter¢o médio dos dentes usando maquina de corte de tecidos duros
(Isomet 100, Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeracdo com agua corrente. A superficie
vestibular dos fragmentos foi desgastada em politriz (DP-10; Panambra, Struers,
Ballerup, DI) usando lixas de granulacao #600 e #1200, por 20s cada (ISO 6344-1), para
exposicao dentinaria e padronizagdo da smear layer.

A superficie dentinaria foi previamente condicionada usando acido cloridrico (HCL)
a0,6% (Arte & Ciéncia, Araraquara, Sao Paulo, Brazil) por 5 min para simular o substrato
dentinario erodido. Na sequéncia, os espécimes foram lavados com agua destilada e

armazenados em saliva artificial até o momento de uso.
2.2. Protocolos avaliados

Quatro protocolos com agentes remineralizantes foram utilizados neste estudo, com
o proposito de avaliar a sua interferéncia na resisténcia de unido, formacdo de camada
hibrida e penetrabilidade do sistema adesivo Clearfil SE Bond (Kuraray; Okayama,
Japan) aplicado sobre a dentina erodida. A tabela 1 demostra a composi¢do quimica dos
protocolos avaliados.

Os protocolos avaliados foram (n = 20 espécimes por protocolo, sendo 10 para
avaliagdo da resisténcia de unido e 10 espécimes para avaliacdo da interface adesiva):

- (NP): O produto contendo nanoparticulas de fosfato de calcio (Dessensibilize
NanoP; FGM, Joinville, SC, BR) foi friccionado sobre a superficie dentinria com taga
de borracha (KG Sorensen, Sao Paulo, SP, BR), em baixa rota¢ao, com 500 rpm, por 10s.
Em seguida, os residuos permaneceram sobre a dentina por 5 min e lavados com 10 mL

de 4gua deionizada;
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- (RD): O produto contendo CPP-ACPF (MI Paste Plus Recaldent™; GC Company;
JPN) foi aplicado sobre a superficie dentindria, similar ao descrito no protocolo anterior,
porém o produto foi mantido sobre a dentina por 3 min;

- (NR): O produto contendo duas pastas (Regenerate NR-5™; Unilever, Wirral, UK),
gel remineralizante e ativador, foram previamente misturados e utilizados identicamente
ao protocolo anterior, também mantido sobre a dentina por 3 min;

- (KF): O produto utilizado foi a base de fluoreto de sodio a 2% (Dessensibilize
KF2%; FGM, Joinville, SC, BR) foi apenas aplicado sobre a superficie dentinaria com
um aplicador especifico para sistema adesivo (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, BR), sem
fric¢do, e mantido no local por 10 min;

- (CO): Os espécimes foram mantidos em saliva artificial e serviram como protocolo
controle negativo.

Os espécimes foram submetidos a 4 sessdes de tratamentos, com intervalos de 7 dias
entre cada sessdo. Durante a realizagdo do tratamento, os espécimes foram submetidos ao
desafio acido, por imersdo diaria em suco de laranja (Minute Mais; Coca Cola®. SP, BR),
com pH 3.80 + 0.04, por 5 min. Em seguida foram lavados com 10 mL de 4gua deionizada
e mantidos imersos individualmente em saliva artificial, a 37°C, trocada a cada 7 dias,

imediatamente apds a realiza¢do dos protocolos avaliados.
2.3. Protocolo adesivo

O sistema adesivo Clearfil SE Bond foi aplicado na superficie dentinaria erodida
segundo as recomendacdes do fabricante e fotoativado com fotopolimerizador LED
(Valo™Cordless; Ultradent, South Jordan, USA), com uma intensidade standard de 1000
mW / cm? por 10 s.

Nos cinquenta espécimes para avaliagdo da interface adesiva (penetrabilidade
dentinaria), Rodamina B (Synth, Sdo Paulo, SP, Brazil) foi adicionada ao primer do
sistema adesivo self-etch (Clearfil SE Bond; Kuraray, Okayama, Japan), na proporg¢ao de
16puL a cada 0.4mL.

2.4. Avaliacdo da resisténcia de unido

Cinquenta espécimes foram divididos aleatoriamente de acordo com o protocolo
avaliado e controle (n = 10). Apds aplicagdo do sistema adesivo na dentina erodida, foram

construidos blocos de resina composta (Filtek Z-350; 3 M, St. Paul, MN, USA) em trés
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incrementos de aproximadamente 1mm, sendo cada incremento fotoativado, utilizando o
mesmo fotopolimerizador anteriormente descrito, durante 20 s. No final foi obtido um
bloco de resina composta de 3mm de altura sobre os espécimes e armazenados em
ambiente Umido a 372 C por 24 h.

Posteriormente, foram obtidos em média 12 palitos de cada espécime, com
dimensdes de aproximadamente 1,0 x 1,0 x 6,0 mm, usando maquina de corte de tecidos
duros (Isomet 100, Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigera¢cdo como agua corrente. Na
sequéncia, os palitos foram fixados pelas suas extremidades ao dispositivo para teste de
microtracdo com adesivo a base de cianocrilato (Loctite Superbonder Gel®, Henkel
Adesivos LTDA, Itapevi, Brasil). Cada palito foi posicionado de maneira que a interface
resina-dentina ficasse no centro do dispositivo e perpendicular a carga de tracdo aplicada
durante o teste. Foram entdo submetidos ao ensaio de microtragdo em uma maquina
universal de ensaios eletromecanicos EMIC DL2000 (EMIC, Sao José dos Pinhais, PR,
Brazil) com velocidade de 0,5 mm/min com adaptacdo de uma célula de carga de 200N.

No momento da fratura o movimento foi imediatamente cessado e os valores em
newtons (N) coletados para posterior analise. Apos a fratura dos corpos de prova, estes
foram removidos do dispositivo e a sec¢do transversal (medida das duas dimensdes da
superficie de fratura em mm) de cada um deles foi aferida utilizando-se um paquimetro
digital (Vonder Paquimetro Eletronico Digital, Curitiba, PR, Brasil) para posterior
calculo da area de unido. Para expressar a resisténcia de unido em megapascal (MPa), os
valores em N foram divididos pela area de unido, em mm?. Uma média aritmética foi

calculada para os palitos de cada espécime e considerada para analise estatistico.
2.5. Avaliag¢do do padrado de fratura

O padrao de fratura foi analisado utilizando estereomicroscopio (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), com magnifica¢do de 50x segundo a classificagdo de
fratura: adesiva, quando a fratura foi na interface resina-dentina; coesiva em resina,
quando a fratura foi na resina composta; coesiva em dentina, quando a fratura foi na

dentina; e mista, quando os corpos apresentaram mais de um padrao de fratura [ 14, 29].
2.6. Avaliag¢do da formagdo de camada hibrida

Apbs a aplicagdo do sistema adesivo na dentina erodida, um bloco de 4mm de altura

de resina composta (Filtek Z-350; 3 M, St. Paul, MN, USA) foi reconstruido ¢ a cada
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incremento de 2mm foi fotoativado por 20 s. Na sequéncia, os espécimes foram
armazenados em ambiente Umido. Apos 24 h, os espécimes foram cortados
longitudinalmente na metade utilizando maquina de corte de tecidos duros (Isomet;
Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeracdo de agua corrente, e selecionada uma de cada
corpo.

As faces foram desgastadas em politriz (DP-10; Panambra, Struers, Ballerup, DI)
usando lixas de granulagdo #600 e #1200, por 20s cada. Uma das faces obtidas de cada
espécimen, foi selecionada para avaliar a formacao da camada hibrida. Na sequéncia, as
faces selecionadas foram imersas em solugdo de acido cloridrico 18% por 30 s, para
remocao da smear layer superficial e posterior lavagem, por 30 s com dgua deionizada.
Posteriormente, foram imersas em hipoclorito 5% por 5 min, para remocao de todo o
colageno ndo infiltrado pelo sistema adesivo, e posterior lavagem por 30 s.

As faces foram desidratadas em camara fechada com silica coloidal por 7 dias. Apds
a montagem dos espécimenes nos stubs metalicos, foram revestidos a ouro (ciclo simples
— 120s) sob vacum, em camara de metalizagio (MED 010, Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein) e examinados mediante microscopia eletronica de varredura com JEOL
6060 (JEOL 6060; JEOL Ltda, Tokyo, Japan) operado a 20 kV, conforme descrito por
Escalante-Otarola et al. [14].

Quatro campos distintos da interface adesiva foram inicialmente avaliados e do
campo mais representativo do espécime foi obtida uma imagem com a magnificacio de
500x, para avaliagdo da formacao de tags de resina. A obtencdo das imagens foi realizada
por um Unico operador. Outra imagem foi obtida do mesmo local, com magnificagdo de
2000x, para mensuragdo da camada hibrida. Todas as imagens foram obtidas pelo mesmo
operador.

Dois examinadores independentes e devidamente calibrados (k = 0.82) mesuraram a
espessura da camada hibrida em 10 pontos com ajuda do software Image J. Os resultados
obtidos pelos dois examinadores foram usados para calcular o valor da média que foi
determinada para cada espécimen. Outros dois examinadores calibrados classificaram a
formacao de tags de resina segundo o descrito por Manicardi et al. [30]: Escore 0 — ndo
houve formagao de tags; Escore 2 — poucos e curtos tags; Escore 3 — tags longos e Escore

4 — tags longos e densos.
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2.7. Avaliag¢do da penetrabilidade dentinaria

Apbs a aplicagdo do sistema adesivo na dentina erodida, um bloco de 4mm de altura
de resina composta (Filtek Z-350; 3 M, St. Paul, MN, USA) com particulas de verde
malaquita (Synth, Sdo Paulo, SP, Brazil) foi reconstruido e a cada incremento de 2mm
foi fotoativado por 20 s. Na sequéncia, os espécimes foram armazenados em ambiente
umido. Apds 24h, os espécimes foram cortados longitudinalmente na metade utilizando
maquina de corte de tecidos duros (Isomet; Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeragdo de
agua corrente, e selecionada uma de cada corpo.

As faces foram desgastadas em politriz (DP-10; Panambra, Struers, Ballerup, DI)
usando lixas de granulagdo #600 e #1200, por 20s cada. Uma das faces obtidas de cada
espécimen, foi selecionada para avaliar a penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo.

Na sequéncia, foram lavadas em cuba ultrassonica por 5 min y secadas com papel
absorvente. As faces foram analisadas usando microscopia confocal a laser CLSM
(LSMS; Zeiss, Jena, Germany). Uma imagem foi obtida da interface adesiva, com 20x de
aumento. Dez medidas da penetra¢do do sistema adesivo nos tibulos dentinarios foram
obtidas por dois examinadores independentes e devidamente calibrados (k = 0.82),
usando o programa Image J National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). A
média aritmética das medidas foi considerado como a penetrabilidade dentindria do

sistema adesivo em cada espécimen.
2.8. Analise estatistica

Inicialmente todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para
averiguacdo da homocedasticidade dos dados. Os dados de resisténcia de unido,
mensuracao da camada hibrida e penetrabilidade dentinaria foram submetidos aos testes
de ANOVA e Tukey. Os dados de formacdo de tags de resina foram submetidos aos testes
de Kruskal Wallis e Dunn. Todas as avaliagdes foram com um nivel de significancia de

o= 5%.



Tabela 1. Composicao dos agentes quimicos utilizados nos protocolos avaliados.
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Grupo Composicao Fabricante
NP — Desensibilize NanoP ~ Calcium phosphate (nano-HAP), = FGM, Brasil
Potassium nitrate and 9000 ppm
sodium fluoride.
RD — MI Paste Plus CPP-ACPF GC, Japao
Recaldent™ (Casein Phosphopeptide-

NR — Regenerate NR-5™

KF — Desensibilize KF 2%

CO — Controle negativo

Amorphous Calcium Phosphate
Fluoride), Glycerol, D-Sorbitol,
CMC-Na, Propylene  glycol,
Silicon dioxide, Titanium dioxide,
Xylitol, Phosphoric acid,
Flavoring, Sodium saccharin,
Ethyl p-hydroxybenzoate, Propyl
p-hydroxybenzoate, Butyl p-
hydroxybenzoate. = 900  ppm
fluoride.

Glycerin, CalciumSilicate, PEG-8,
Hydrated  Silica,  Trisodium
Phosphate, SodiumPhosphate,
Aqua, PEG-60, Sodium Lauryl

Sulfate, Sodium
Monofluorophosphate, Synthetic
Fluorphlogopite, Sodium

Saccharin, Polyacrylic Acid, Tin
Oxide, Limonene, CI 77891. 1450
ppm fluoride.

KNO; (5%) + NaF (2%)

Deionized water

Unilever, Reino
Unido

FGM, Brasil

KNO:;3, nitrato de potassio; NaF, fluoreto de sodio.
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3. Resultados
3.1. Avaliacdo da resisténcia de unido

Os protocolos NP e NR apresentaram maior resisténcia de unido a microtragao que a
demonstrada por RD (P < 0.05), porém nao apresentaram diferencias significantes com
KF e CO (P > 0.05). Em contrapartida, RD, KF ¢ CO demonstraram similares valores
entre si (P > 0.05). A figura 1 mostra o grafico dos resultados de resisténcia de unido
(MPa) do sistema adesivo Clearfil SE Bond na dentina erodida, ap6s o uso dos protocolos
avaliados.

A avaliacdo do padrao de fratura foi realizada com estereomicroscopio, € 0s
resultados s3o mostrados na figura 2. O padrao de fratura adesiva foi o mais encontrado

em todos os grupos: NP (68%), RD (64%), NR (77%), KF (68%) e CO (71%).
3.2. Avalia¢do da formagdo de camada hibrida

Em relagdo a formagdo de tags de resina, todos os protocolos testados foram
semelhantes entre si (P > 0.05). Em relacdo a formagdo de camada hibrida, NP mostrou
camada hibrida mais espessa que NR (P < 0.05), porém ndo apresentou diferencas
significantes com RD, KF e CO (P > 0.05). Entretanto, NR mostrou a camada hibrida
menos espessa (P < 0.05).

A tabela 2 mostra a mediana, valores minimo ¢ maximo, e 1° e 3° quartil da formacao
de tags de resina, e a média e desvio padrao da mensuragdo da camada hibrida do sistema
adesivo Clearfil SE Bond na dentina erodida, apds aplicagdo dos protocolos avaliados. A
figura 3 mostra uma imagem representativa da interface do sistema adesivo na dentina

erodida, apds o uso dos protocolos avaliados (500x e 2.000x).
3.3. Avaliagdo da penetrabilidade dentinaria

Em relagdo a avaliacdio da penetrabilidade dentinaria, NP mostrou a maior
penetrabilidade do sistema adesivo Clearfin SE Bond em relagdo a RD e (P <0.05), porém
ndo apresentou diferengas significantes com KF e CO (P > 0.05). Entretanto, RD e NR
foram semelhantes (P > 0.05), porém apresentaram menor penetrabilidade que CO (P <

0.05).
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A tabela 3 mostra a média e desvio padrao da penetrabilidade do sistema adesivo
Clearfil SE Bond na dentina erodida, apds a aplicacao dos protocolos avaliados. A Figura

4 mostra uma imagem representativa da penetrabilidade dentindria do sistema adesivo.

Figura 1

Resisténcia de unido (desafio acido)
45.00

40.00 a

a
35.00 [ [ ab b
30.00

— O

25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00
NP RD NR KF co

Mpa 29.66 23.14 30.44 26.77 26.09

Fig. 1. Grafico da avali¢do da resisténcia de unido (MPa) com teste eletromecanico de
microtracdo, do sistema adesivo Clearfil SE Bond apds a aplicagdo dos protocolos e grupo
controle, na dentina cervical exposta a desafio acido diario. NP, Desensibilize NanoP; RD, MI
Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF2%; CO, Controle
negativo.

Figura 2

NP 5% 18 %

RD 9 % 18 %
M Adesiva
Coesiva em resina
w
£ M Coesiva em dentina

Mista
KF "

8% 8%
co
0% 25 % 50 % 75 % 100 %

Failure modes (%)

Fig 2. Incidéncia do padrdo de fratura do sistema adesivo Clearfil SE Bond, demonstrado apos
a aplicagdo dos protocolos e grupo controle, na dentina cervical exposta a desafio acido didrio.
NP, Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF,
Desensibilize KF2%; CO, Controle negativo.
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Tabela 2

Formagao de tags de resina e camada hibrida do sistema adesivo Clearfil SE Bond

NP RD NR KF Cco
mediana 2 2 2 2 2
Presenga de min/méax 1-2 2-3 2-3 2-3 1-2
tags

1Q/3Q 2.2 2-3 2.2 2.2 2.2
média 1.78° 1.48% 1.29° 1.52% 1.76°

Camada
hibrida sd 0.12 0.11 0.29 0.20 0.23

® Diferentes letras na mesma linha indicam diferencias significantes (p < 0.05). 1Q e 3Q, primeiro e terceiro
quartil; min, valor minimo; max, valor maximo; sd, desvio padrio, respectivamente. NP, Desensibilize NanoP;
RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF2%; CO, Controle negativo.

Tabela 3

Penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo Clearfil SE Bond (pm)

NP RD NR KF CO
média 148.622 96.53¢ 117.51%¢ 139.48%® 152.62%
sd 5.38 9.72 14.04 16.94 14.77

% Diferentes letras na mesma linha indicam diferencias significantes (p < 0.05). sd, desvio padrio. NP,
Desensibilize NanoP; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF2%; CO,
Controle negativo.
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Figura 3

Fig. 3. Imagem representativa da interface adesiva do sistema adesivo do sistema adesivo
Clearfil SE Bond, apo6s a aplicagdo dos protocolos e grupo controle, na dentina erodida.
NP, Desensibilize Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF,

Desensibilize KF 2%; CO, Controle negativo. Escala 50pum y 10um.
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Figura 4

Fig. 4. Imagem representativa da penetrabilidade dentindria do sistema adesivo do sistema
adesivo Clearfil SE Bond, apds a aplicacao dos protocolos e grupo controle, na dentina
erodida. NP, Desensibilize Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5;
KF, Desensibilize KF 2%; CO, Controle negativo. Escala 100pm.
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4. Discussao

O presente estudo avaliou os efeitos de diferentes agentes remineralizntes NP, NR,
RD, com a finalidade de auxiliar no tratamento da hipersensibilidade dentinéria, sobre a
interface adesiva com o sistema adesivo self-etch (Clearfil SE Bond), comparado a um
protocolo convencional a base de nitrato de potéssio e fluoreto de s6dio (KF). A hipotese
nula foi parcialmente rejeitada pois os protocolos avaliados ndo demonstraram efeitos
sobre a resisténcia de unido a microtra¢do nem na interface com o sistema adesivo
avaliado. Entretanto, algumas exce¢des ocorreram, tais como NP ¢ NR demonstrar maior
valor de resisténcia de unido que RD e, também NP demonstrou formagao de camada
hibrida mais espessa e maior penetrabilidade dentinaria em relagdo a NR.

O adesivo self-etch de dois passos (Clearfil SE) tem a interacdo quimica com a
hidroxiapatita como seu principal mecanismo de adesdo ao substrato dentindrio, muito
embora a microretengdo mecanica, por meio da formagdo de camada hibrida, também
contribuia, porém em menor magnitude [31]. Qualquer barreira fisica e/ou quimica que
impeca essa interacdo, pode ter efeitos negativos na interface adesiva, que pode
comprometer a longevidade das restauragdes estéticas negativamente e/ou o tratamento
da hipersensibilidade dentinaria [32, 33].

Os protocolos NP e NR demonstraram maior resisténcia de unido que RD, porém
similares aos demonstrados por KF e CO. O protocolo NP contém nanoparticulas de
hidroxiapatita que precipitam sobre a superficie dentindria, formando um composto
estavel com o célcio e fosforo sobre o substrato dental [34-37] e ndo possui efeitos
deletérios sobre a interface adesiva com o adesivo etch-and-rinse [14]. Por outro lado, o
NR ¢ um composto de silicato de calcio e fosfato de so6dio (fosfato mono e trissdédico) que
ao precipitar sobre o substrato dentdrio induze a formagdo de hidroxiapatita [38].
Aparentemente, a diferenca estre os dois mecanismos de remineralizagao esté relacionado
ao momento de formagdo da hidroxiapatita, uma vez que o NP j& possui nanoparticulas
em sua composi¢ao [35, 38].

O RD ¢ um fosfolipideo derivado da caseina do leite (CPP), que apds a sua
degradagdo quimica libera residuos de fosfoseril, proporcionando a estabilizagdo do ion
calcio e fosforo, o fosfato de célcio que estd presente como um complexo molecular
amorfo associado ao CPP, referido como casein phosphopeptideo-amorphus calium-
phosphate (CPP-ACP), além de induzir a formacdo de fluoroapatita [39-44]. Nosso

resultado com este protocolo estd de acordo com um prévio estudo [45, 46], que também
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demonstrou valores de resisténcia de unido quando comparado ao CO. Entretanto, nossos
resultados sdo divergentes de um outro estudo que observou um aumento da resisténcia
de unido do adesivo self-etch na dentina desmineralizada, apds o uso do adesivo Clearfil
SE Bond, porém em nosso estudo, a dentina foi submetida ao desafio 4cido, que pode ter
interferido negativamente sobre o processo de remineraliza¢ao proporcionado pelo CPP-
ACP [23].

Curiosamente, em nosso estudo, NP e NR também demonstraram similaridade de
resultados com o KF e CO. Uma vez que a formagdo de tags, extensdo de formagao de
camada hibrida e penetrabilidade do sistema adesivo no substrato dentinario entre NP,
NR e RD foram similares, hipoteticamente deduzimos que apenas a estabilidade quimica
e tipo de precipitado formados pelos protocolos sejam diferentes e, consequentemente,
gerando influéncias sobre os resultados de microtragao [14, 38, 47].

Os agentes remineralizantes proporcionam a deposi¢do de precipitados sobre o
substrato dentario e podem ser uma interessante estratégia para colaborar no tratamento
da hipersensibilidade dentinaria [14, 35, 37]. Entretanto, estes precipitados podem,
devido a sua estabilidade quimica com a dentina ter efeitos, positivo ou negativos, sobre
a interface adesiva, principalmente com o sistema adesivo self-etch, ap6s a submissao do
substrato dentinario ao desafio acido [23, 46, 47].

Devido estas pressuposi¢des abrirem novas estratégias de tratamento para as
temiveis situacdes de hipersensibilidade dentinaria, outros estudos ainda se fazem
necessarios para confirmar a viabilidade de agentes remineralizantes a base
nanoparticulas de hidroxiapatita, CPP-ACP ou silicato de calcio como agentes

dessensibilizantes da dentina hipersensivel, previa restauracao adesiva.

5. Conclusao

A aplicacdo do NP demonstrou melhores caracteristicas na interface adesiva, sem
diminuir a resisténcia de unido do sistema adesivo self-etch Clearfil SE Bond. Entretanto,

a aplicagdo dos agentes RD e NR diminuiu sua penetrabilidade dentinéria.
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3.3 Publicacao 3*
Efeitos do fosfato ou silicato de calcio no sistema adesivo self-etch Clearfil SE Bond

aplicado sobre substrato dentinario erosionado
RESUMO

Objetivo: Avaliar por meio de Teste de Microtragao (LTBS) a resisténcia de unido, SEM
a formacao de camada hibrida e Microscopia Confocal a Laser (CLSM) a penetrabilidade
dentinaria do sistema adesivo self-etch Cleartil SE Bond aplicado sobre dentina cervical
erodida e tratada com agentes remineralizantes a base de fosfato ou silicato de célcio
Material e métodos: Cem espécimes foram obtidos do segmento cervical de incisivos
bovinos e previamente submetidos a erosdo dentinaria. Os espécimes foram distribuidos
em 5 protocolos (n=20): (NP), Desensibilize NanoP; (RD), MI Paste Plus Recaldent™;
(NR), Regenerate NR-5™; (KF), Desensibilize KF 2% e CO, sem tratamento. Cada um
dos protocolos foi aplicado no total de 4 sessdes, com intervalos de 7 dias. Na sequéncia,
o sistema adesivo Clearfil SE Bond (Kuraray) foi aplicado no substrato dentinario.
Cinquenta espécimes (n=10) foram submetidos a pTBS para avalia¢do da resisténcia de
unido e padrao de fratura (200N). Os cinquenta espécimes restantes foram analisados em
SEM para avaliar a formagdo de camada hibrida, ¢ em CLSM para avaliar a
penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo, na dentina cervical.

Resultados: Em relagdo a resisténcia de unido, NP demonstrou os valores mais altos de
resisténcia de unido, enquanto, NR e KF apresentaram menor resisténcia de unido que
CO (P<0.05). Emrelagdo aos tags de resina, KF demonstrou menor formagao de tags que
NP (P<0.05). Em relacdo a formagdo de camada hibrida, KF demonstrou uma camada
hibrida mais fina que RD e NR (P<0.05). Em relacdo a penetrabilidade dentinaria, RD e
NR demonstraram menor penetrabilidade do sistema adesivo que CO (P<0.05).
Conclusao: A aplicagdo do agente NP e RD evidenciou maior penetrabilidade dentinaria,
sem diminui¢do da resisténcia de unido do sistema adesivo Clearfil SE Bond. Entretanto,

a aplicagcdo do NR diminuiu a resisténcia de unido e penetrabilidade dentinéria.

* Formatagao de acordo com as normas do periddico Operative Dentistry, periddico para o qual pretende-
se submeter
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Relevancia clinica: Como os agentes remineralizantes Desensibilize NanoP e CPP-ACP
ndo diminuem a resisténcia de unido do sistema adesivo Clearfil SE Bond, sdo alternativas

viaveis de tratamento, previamente a restauragdes em dentina erodida.

Keywords: Dentina. Erosdo dentaria. Microscopia eletronica de varredura.

Remineralizagdo dentaria. Adesivos dentinarios
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INTRODUCAO

A erosdo dental ¢ considerada o Unico tipo de desgaste dentario que pode ser
atribuido totalmente a um fendmeno quimico sem envolvimento de microorganismos'.
Este desgaste dos dentes ¢ produzido pelo contato direto a ambientes acidos?, por ter um
valor de pH que facilita a destrui¢do da composi¢do mineral do esmalte®* e pela remogio
de detritos, expondo tibulos dentinérios e desenvolvendo hipersensibilidade dentinaria>9,
que gera preocupacio para dentistas e pesquisadores pela alta prevaléncia de casos’?,

Entretanto, a hipersensibilidade dentinaria (HD) ¢ descrita clinicamente como a
dor aguda causada pela excitacao das fibras nervosas A delta conectadas a dentina exposta
e seus tubulos, devido a estimula¢do quimica, térmica, osmdtica, evaporativa ou tatil’.
Diversos protocolos fisicos e quimicos t€ém sido descritos na literatura, para o tratamento
da HD como fluoreto de sodio'?, cloreto de estroncio'!, nanoparticulas de fosfato de
calcio'?, fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP)'"? e silicato de
calcio'* pela capacidade de obliterar tibulos dentinarios. Embora muitos desses
protocolos sejam eficazes no controle da HD, nenhum deles demostrou ser o ideal >,

Assim, ¢ comumente necessario a complementacdo do tratamento da HD com
procedimentos restauradores adesivos que visam recuperar a estética e fungdo dos
dentes'®. Foi demostrado que a aplicagio do CPP-ACP'""" e do fosfato de calcio
nanoparticulado'?, ndo interferem sobre a resisténcia de unido do sistema adesivo fotal-
etch na dentina, porém nao hé estudos comparativos com sistemas autocondicionantes
(self-etch).

Embora sistemas adesivos atuais promovem uma adequada adesdo no esmalte e na

2021 "e tratado com agentes

dentina, 0 mesmo nio acontece no substrato dentinario erodido
dessensibilizantes/remineralizantes®?. Foi demostrado que a aplicagdo do CPP-ACP e do
fosfato de calcio nanoparticulado, ndo interferem sobre a resisténcia de unido do sistema

adesivo fotal-etch na dentina'®!®

, porém nao ha estudos comparativos com sistemas
autocondicionantes.

Sistemas adesivos self-etch sdo os indicados para restauragdes sobre dentina, por
ndo precisar um condicionamento &cido agressivo que poderia acentuar a HD,
provocando dor pos operatorio®’. Por ser um protocolo adesivo simplificado ¢
considerado menos sensivel a técnica’*. Estes sistemas adesivos oferecem excelente

adesdo a estrutura dentéaria (esmalte e dentina)?>-?%, porem é pouco conhecida a qualidade

da adesdo a substratos dentarios afetados pela erosdo acida. O sistema adesivo self-etch
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proporciona a desmineralizacdo parcial da dentina, deixando cristais de hidroxiapatita ao
redor das fibras colagenas?®. Os mondmeros funcionais (4-MET e 10-MDP) presentes no
Clearfil SE Bond (Kuraray) interagem quimicamente com o ion célcio da hidroxiapatita
residual que permanece dentro da camada hibrida, criando um duplo mecanismo de
adesdo a dentina®®.

Por tanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos dos protocolos
remineralizantes dentarios contendo nanoparticulas de fosfato de calcio (Desensibilize
NanoP), fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio amorfo (MI Paste Plus Recaldent™
CPP-ACP) e silicato de calcio associado com fosfato de sodio (Regenerate NR-5T™)
associados ao sistema adesivo self-etch Clearfil SE Bond aplicado sobre dentina erodida,
por meio da avaliacdo da resisténcia de unido (UTBS), formagao de camada hibrida (SEM)
e penetrabilidade dentindria (CLSM), em comparacdo com um protocolo
dessensibilizante dentindrio convencional, contendo nitrato de potassio com fluoreto de
sodio (Desensibilize KF2%). A hipotese nula foi estabelecida como a inexisténcia de

diferengas nos parametros avaliados em relacao aos diferentes protocolos testados.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual Paulista (Proc.
CEUA n° 30/2018). Cem incisivos bovinos com coroas e raizes anatomicamente similares

foram armazenados em solugdo de timol a 0,1%, a 4 °C, até o momento de uso.
Preparo dos espécimes

Cem espécimes (10mm de comprimento x 10mm de largura x Smm de espessura)
foram obtidos do ter¢o médio dos dentes usando maquina de corte de tecidos duros
(Isomet 100, Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeracdo com agua corrente. A superficie
vestibular dos fragmentos foi desgastada em politriz (DP-10; Panambra, Struers,
Ballerup, DI) usando lixas de granulacao #600 e #1200, por 20s cada (ISO 6344-1), para
exposicao dentinaria e padronizagdo da smear layer.

A superficie dentinaria foi previamente condicionada usando acido cloridrico (HCL)
a0,6% (Arte & Ciéncia, Araraquara, Sao Paulo, Brazil) por 5 min para simular o substrato
dentinario erodido. Na sequéncia, os espécimes foram lavados com agua destilada e

armazenados em saliva artificial até o momento de uso.
Protocolos avaliados

Quatro protocolos com agentes remineralizantes foram utilizados neste estudo, com
o proposito de avaliar a sua interferéncia na resisténcia de unido, formacdo de camada
hibrida e penetrabilidade do sistema adesivo Clearfil SE Bond (Kuraray; Okayama,
Japan) aplicado sobre a dentina erodida. A tabela 1 demostra a composi¢do quimica dos
protocolos avaliados.

Os protocolos avaliados foram (n = 20 espécimes por protocolo, sendo 10 para
avaliagdo da resisténcia de unido e 10 espécimes para avaliacdo da interface adesiva):

- (NP): O produto contendo nanoparticulas de fosfato de calcio (Dessensibilize
NanoP; FGM, Joinville, SC, BR) foi friccionado sobre a superficie dentinria com taga
de borracha (KG Sorensen, Sao Paulo, SP, BR), em baixa rota¢ao, com 500 rpm, por 10s.
Em seguida, os residuos permaneceram sobre a dentina por 5 min e lavados com 10 mL

de 4gua deionizada;
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- (RD): O produto contendo CPP-ACPF (MI Paste Plus Recaldent™; GC Company;
JPN) foi aplicado sobre a superficie dentindria, similar ao descrito no protocolo anterior,
porém o produto foi mantido sobre a dentina por 3 min;

- (NR): O produto contendo duas pastas (Regenerate NR-5™; Unilever, Wirral, UK),
gel remineralizante e ativador, foram previamente misturados e utilizados identicamente
ao protocolo anterior, também mantido sobre a dentina por 3 min;

- (KF): O produto utilizado foi a base de fluoreto de sodio a 2% (Dessensibilize
KF2%; FGM, Joinville, SC, BR) foi apenas aplicado sobre a superficie dentinaria com
um aplicador especifico para sistema adesivo (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, BR), sem
fric¢do, e mantido no local por 10 min;

- (CO): Os espécimes foram mantidos em saliva artificial e serviram como protocolo
controle negativo.

Os espécimes foram submetidos a 4 sessdes de tratamentos, com intervalos de 7 dias
entre cada sessdo. Durante a realizacdo do tratamento, os espécimes foram mantidos
imersos individualmente em saliva artificial, a 37°C, trocada a cada 7 dias, imediatamente

apos a realizagdo dos protocolos avaliados.
Protocolo adhesivo

O sistema adesivo Clearfil SE Bond foi aplicado na superficie dentinéria erodido
segundo as recomendacdes do fabricante e fotoativado com fotopolimerizador LED
(Valo™Cordless; Ultradent, South Jordan, USA), com uma intensidade standard de 1000
mW/cm? por 10s.

Nos cinquenta espécimes para avaliagdo da interface adesiva (penetrabilidade
dentinaria), Rodamina B (Synth, Sdo Paulo, SP, Brazil) foi adicionada ao primer do
sistema adesivo self-etch (Clearfil SE Bond; Kuraray, Okayama, Japan), na proporg¢ao de
16puL a cada 0.4mL.

Avaliacio da resisténcia de uniio

Cinquenta espécimes foram divididos aleatoriamente de acordo com o protocolo
avaliado e controle (n = 10). Apds aplicagdo do sistema adesivo na dentina erodida, foram
construidos blocos de resina composta (Filtek Z-350; 3 M, St. Paul, MN, USA) em trés
incrementos de aproximadamente 1mm, sendo cada incremento fotoativado, utilizando o

mesmo fotopolimerizador anteriormente descrito, durante 20 s. No final foi obtido um
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bloco de resina composta de 3mm de altura sobre os espécimes e armazenados em
ambiente Umido a 372 C por 24 h.

Posteriormente, foram obtidos em média 12 palitos de cada espécime, com
dimensdes de aproximadamente 1,0 x 1,0 x 6,0 mm, usando maquina de corte de tecidos
duros (Isomet 100, Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeragdo como agua corrente. Na
sequéncia, os palitos foram fixados pelas suas extremidades ao dispositivo para teste de
microtracdo com adesivo a base de cianocrilato (Loctite Superbonder Gel®, Henkel
Adesivos LTDA, Itapevi, Brasil). Cada palito foi posicionado de maneira que a interface
resina-dentina ficasse no centro do dispositivo e perpendicular a carga de tracdo aplicada
durante o teste. Foram entdo submetidos ao ensaio de microtragdo em uma maquina
universal de ensaios eletromecanicos EMIC DL2000 (EMIC, Sao José dos Pinhais, PR,
Brazil) com velocidade de 0,5 mm/min com adaptacao de uma célula de carga de 200N.

No momento da fratura o movimento foi imediatamente cessado e os valores em
newtons (N) coletados para posterior analise. Apos a fratura dos corpos de prova, estes
foram removidos do dispositivo e a sec¢do transversal (medida das duas dimensdes da
superficie de fratura em mm) de cada um deles foi aferida utilizando-se um paquimetro
digital (Vonder Paquimetro Eletronico Digital, Curitiba, PR, Brasil) para posterior
calculo da area de unido. Para expressar a resisténcia de unido em megapascal (MPa), os
valores em N foram divididos pela area de unio, em mm?. Uma média aritmética foi

calculada para os palitos de cada espécime e considerada para analise estatistico.
Avaliacio do padrao de fratura

O padrao de fratura foi analisado utilizando estereomicroscopio (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), com magnifica¢do de 50x segundo a classificagdo de
fratura: adesiva, quando a fratura foi na interface resina-dentina; coesiva em resina,
quando a fratura foi na resina composta; coesiva em dentina, quando a fratura foi na

dentina; e mista, quando os corpos apresentaram mais de um padrio de fratura'??’

Avaliacio da formacio de camada hibrida

Apds a aplicag@o do sistema adesivo na dentina erodida, um bloco de 4mm de altura
de resina composta (Filtek Z-350; 3 M, St. Paul, MN, USA) foi reconstruido ¢ a cada
incremento de 2mm foi fotoativado por 20 s. Na sequéncia, os espécimes foram

armazenados em ambiente umido. Apo6s 24h, os espécimes foram cortados
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longitudinalmente na metade utilizando maquina de corte de tecidos duros (Isomet;
Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeracdo de agua corrente, e selecionada uma de cada
corpo.

As faces foram desgastadas em politriz (DP-10; Panambra, Struers, Ballerup, DI)
usando lixas de granulagdo #600 e #1200, por 20s cada. Uma das faces obtidas de cada
espécimen, foi selecionada para avaliar a espessura da camada hibrida. Na sequéncia, as
faces selecionadas foram imersas em solugdo de acido cloridrico 18% por 30 s, para
remocao da smear layer superficial e posterior lavagem, por 30 s com dgua deionizada.
Posteriormente, foram imersas em hipoclorito 5% por 5 min, para remo¢ao de todo o
colageno ndo infiltrado pelo sistema adesivo, e posterior lavagem por 30 s.

As faces foram desidratadas em camara fechada com silica coloidal por 7 dias. Apds
a montagem dos espécimenes nos stubs metalicos, foram revestidos a ouro (ciclo simples
— 120s) sob vacum, em camara de metalizagdo (MED 010, Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein) e examinados mediante microscopia eletronica de varredura com JEOL
6060 (JEOL 6060; JEOL Ltda, Tokyo, Japan) operado a 20 kV, conforme descrito por
Escalante-Otarola et al.!2.

Quatro campos distintos da interface adesiva foram inicialmente avaliados e do
campo mais representativo do espécime foi obtida uma imagem com a magnificacdo de
500x, para avaliagdo da formacao de tags de resina. A obtencdo das imagens foi realizada
por um Unico operador. Outra imagem foi obtida do mesmo local, com magnificagdo de
2,000x, para mensurag¢ao da camada hibrida. Todas as imagens foram obtidas pelo mesmo
operador.

Dois examinadores independentes e devidamente calibrados (k = 0.82) mesuraram a
camada hibrida em 10 pontos com ajuda do software Image J. Os resultados obtidos pelos
dois examinadores foram usados para calcular o valor da média que foi determinada para
cada espécimen. Outros dois examinadores calibrados classificaram a formacao de tags
de resina segundo o descrito por Manicardi et al.?®: Escore 0 — ndo houve formagio de
tags; Escore 2 — poucos e curtos tags; Escore 3 — tags longos e Escore 4 — tags longos e

densos.
Avaliacio da penetrabilidade dentinaria

Apbs a aplicagdo do sistema adesivo na dentina erodida, um bloco de 4mm de altura
de resina composta (Filtek Z-350; 3 M, St. Paul, MN, USA) com particulas de verde

malaquita (Synth, Sdo Paulo, SP, Brazil) foi reconstruido e a cada incremento de 2mm
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foi fotoativado por 20 s. Na sequéncia, os espécimes foram armazenados em ambiente
umido. Apds 24h, os espécimes foram cortados longitudinalmente na metade utilizando
maquina de corte de tecidos duros (Isomet; Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeragdo de
agua corrente, e selecionada uma de cada corpo.

As faces foram desgastadas em politriz (DP-10; Panambra, Struers, Ballerup, DI)
usando lixas de granulagdo #600 e #1200, por 20s cada. Uma das faces obtidas de cada
espécimen, foi selecionada para avaliar a penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo.

Na sequéncia, foram lavadas em cuba ultrassonica por 5 min y secadas com papel
absorvente. As faces foram analisadas usando microscopia confocal a laser CLSM
(LSMS; Zeiss, Jena, Germany). Uma imagem foi obtida da interface adesiva, com 20x de
aumento. Dez medidas da penetra¢do do sistema adesivo nos tibulos dentinéarios foram
obtidas por dois examinadores independentes e devidamente calibrados (k = 0.82),
usando o programa Image J National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). A
média aritmética das medidas foi considerado como a penetrabilidade dentindria do

sistema adesivo em cada espécimen.
Analise estatistica

Inicialmente todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para
averiguacdo da homocedasticidade dos dados. Os dados de resisténcia de unido,
mensuracao da camada hibrida e penetrabilidade dentinaria foram submetidos aos testes
de ANOVA e Tukey. Os dados de formacdo de tags de resina foram submetidos aos testes
de Kruskal Wallis e Dunn. Todas as avaliagdes foram com um nivel de significancia de

o= 5%.



Tabela 1. Composicao dos agentes quimicos utilizados nos protocolos avaliados.
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Grupo Composicao Fabricante
NP — Desensibilize NanoP ~ Calcium phosphate (nano-HAP), = FGM, Brasil
Potassium nitrate and 9000 ppm
sodium fluoride.
RD — MI Paste Plus CPP-ACPF GC, Japao
Recaldent™ (Casein Phosphopeptide-

NR — Regenerate NR-5™

KF — Desensibilize KF 2%

CO — Controle negativo

Amorphous Calcium Phosphate
Fluoride), Glycerol, D-Sorbitol,
CMC-Na, Propylene  glycol,
Silicon dioxide, Titanium dioxide,
Xylitol, Phosphoric acid,
Flavoring, Sodium saccharin,
Ethyl p-hydroxybenzoate, Propyl
p-hydroxybenzoate, Butyl p-
hydroxybenzoate. = 900  ppm
fluoride.

Glycerin, CalciumSilicate, PEG-8,
Hydrated  Silica,  Trisodium
Phosphate, SodiumPhosphate,
Aqua, PEG-60, Sodium Lauryl

Sulfate, Sodium
Monofluorophosphate, Synthetic
Fluorphlogopite, Sodium

Saccharin, Polyacrylic Acid, Tin
Oxide, Limonene, CI 77891. 1450
ppm fluoride.

KNO; (5%) + NaF (2%)

Deionized water

Unilever, Reino
Unido

FGM, Brasil

KNO:;3, nitrato de potassio; NaF, fluoreto de sodio.



69

RESULTADOS
Avaliacio da resisténcia de uniio

O protocolo NP apresentou maior resisténcia de unido a microtragdo, que a
demonstrada por NR e KF (P <0.05), porém sem diferencias significantes com RD e CO
(P > 0.05). O protocolo RD apresentou maior resisténcia de unido a microtragdo que a
demonstrada por NR (P < 0.05). Por outro lado, NR e KF ndo apresentaram diferengas
significantes entre si (P > 0.05).

A figura 1 mostra o grafico dos resultados de resisténcia de unido (MPa) do sistema
adesivo Clearfil SE Bond na dentina erodida, ap6s o uso dos protocolos avaliados.

A avaliacdo do padrao de fratura foi realizada com estereomicroscopio, € 0s
resultados s3o mostrados na figura 2. O padrao de fratura adesiva foi o mais encontrado

em todos os grupos: NP (75%), RD (60%), NR (78%), KF (89%) e CO (68%).
Avaliacio da formacio de camada hibrida

Em relagdo aos tags de resina, o protocolo NP apresentou maior formagao de tags de
resina que o demonstrado por KF (P < 0.05), porém ndo apresentou diferencas
significantes com RD, NR e CO (P > 0.05). Entretanto, RD, NR, KF ¢ CO ndo
apresentaram diferencias significantes entre si (P > 0.05).

Em relagdo a formagdo de camada hibrida, os protocolos RD e NR apresentaram
camada hibrida mais espessa que KF (P < 0.05), porém ndo apresentaram diferencas
significantes com NP e CO (P > 0.05). Entretanto, NP, KF e CO ndo apresentaram
diferengas significantes entre si (P > 0.05).

A tabela 2 mostra a mediana, valores minimo e maximo, e 1° e 3° quartil da formacao
de tags de resina, e a média e desvio padrao da mensuragdo da camada hibrida do sistema
adesivo Clearfil SE Bond na dentina erodida, ap6s aplicagdo os protocolos avaliados. A
figura 3 mostra uma imagem representativa da interface do sistema adesivo Clearfil SE

Bond na dentina erodida, apds o uso dos protocolos avaliados (500x e 2.000x).
Avaliacio da penetrabilidade dentinaria

Em relagdo a avaliagdo da penetrabilidade dentinaria, os protocolos NP e KF

apresentaram maior penetrabilidade que a demonstrada por NR (P < 0.05), porém sem
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diferengas significantes com RD (P > 0.05). Por outro lado, os protocolos RD e NR foram
semelhantes entre si (P > 0.05), demonstrando menor penetrabilidade que CO (P < 0.05).

A tabela 3 mostra a média e desvio padrdo da penetrabilidade do sistema adesivo
Clearfil SE Bond na dentina erodida, apds a aplicacao dos protocolos avaliados. A Figura

4 mostra uma imagem representativa da penetrabilidade dentindria do sistema adesivo.

Figura 1
Resisténcia de uniao
40.00
35.00
a a
30.00 T T
ab
25.00 T
20.00 be
' c I
15.00 T
10.00
5.00
0.00
NP RD NR KF co
MPa 27.49 22.13 14.33 17.04 28.35

Fig. 1. Grafico da avalicdo da resisténcia de unido (MPa) com teste eletromecanico de
microtracao, do sistema adesivo Clearfil SE Bond ap6s a aplicag@o dos protocolos e grupo
controle, na dentina erodida. NP, Desensibilize Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent;
NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF 2%; CO, Controle negativo.
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Figura 2
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Fig 2. Incidéncia do padrdo de fratura do sistema adesivo Clearfil SE Bond, demonstrado
apos a aplicacdo dos protocolos e grupo controle, na dentina cervical. NP, Desensibilize
Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF 2%;

CO, Controle negativo.
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Tabela 2

Formagao de tags de resina e camada hibrida do sistema adesivo Clearfil SE Bond

NP RD NR KF Cco

mediana 32 2% 3 20 3

Presenca de min/max 2-3 2-3 2-3 1-3 2.3

tags
1Q/3Q 3.3 2-3 2-3 2.2 2-3
média 1.57%® 1.63° 1.61° 1.47° 1,528
Camada

hibrida sd 0.08 0.07 0.09 0.04 0.09

a Diferentes letras na mesma linha indicam diferencias significantes (p < 0.05). 1Q e 3Q, primeiro e terceiro
quartil; min, valor minimo; max, valor maximo; sd, desvio padrdo, respectivamente. NP, Desensibilize
Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF 2%; CO, Controle
negativo.

Tabela 3

Penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo Clearfil SE Bond (pm)

NP RD NR KF CO
média 122.31% 97.63b 87.82¢ 119.27% 127.342
sd 17.27 17.27 13.33 14.84 11.62

% Diferentes letras na mesma linha indicam diferencias significantes (p < 0.05). sd, desvio padrio. NP,
Desensibilize Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF, Desensibilize KF
2%; CO, Controle negativo.
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Figura 3

Fig. 3. Imagem representativa da interface adesiva do sistema adesivo Clearfil SE Bond
apos a aplicacdo dos protocolos e grupo controle, na dentina erosionada. NP,
Desensibilize Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF,

Desensibilize KF 2%; CO, Controle negativo. Escala 50pum y 10um.
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Figura 4

Fig. 4. Imagem representativa da penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo Clearfil
SE Bond apds a aplicagdo dos protocolos e grupo controle, na dentina erosionada. NP,
Desensibilize Nano P; RD, MI Paste Plus Recaldent; NR, Regenerate NR-5; KF,
Desensibilize KF 2%; CO, Controle negativo. Escala 100pm.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos de diferentes agentes remineralizantes NP, NR,
RD, com a finalidade de auxiliar no tratamento da hipersensibilidade dentinéria, sobre a
interface adesiva com o sistema adesivo self-etch (Clearfil SE Bond), comparado a um
protocolo convencional a base de nitrato de potéssio e fluoreto de s6dio (KF). A hipotese
nula foi rejeitada pois os protocolos avaliados demonstram efeitos sobre a resisténcia de
unido e na interface adesiva com o sistema adesivo Clearfil SE Bond. Assim, NP ¢ RD
demonstraram maior valor de resisténcia de unido e penetrabilidade dentinaria que NR.

O adesivo autocondicionante de dois passos Clearfil SE Bond, tem a interacao
quimica com a hidroxiapatita como seu principal mecanismo de adesdo ao substrato
dentinario, muito embora a microretengdo mecanica, por meio da formacao de camada
hibrida, também contribui, porém em menor magnitude?’. Qualquer barreira fisica e/ou
quimica que impeca essa interagdo, pode ter efeitos negativos na interface adesiva, que
pode comprometer a longevidade das restauragdes estéticas negativamente e/ou o
tratamento da hipersensibilidade dentinaria®®>!.

Os protocolos NP e RD demonstraram maior resisténcia de unido e penetrabilidade
dentindria que NR, porém similares aos demonstrados por KF e CO. O protocolo NP
contém nanoparticulas de hidroxiapatita que precipitam sobre a superficie dentindria,
formando um composto estavel com o célcio e fosforo sobre a substrato dental®?3* e ndo
possui efeitos deletérios sobre a interface adesiva com o adesivo efch-and-rinse °.

Entretanto, o RD ¢ um fosfolipideo derivado da caseina do leite (CPP), que apos a
sua degradacdo quimica libera residuos de fosfoseril, proporcionando a estabiliza¢dao do
ion calcio e fosforo, o fosfato de célcio que esta presente como um complexo molecular
amorfo associado ao CPP, referido como casein phosphopeptideo-amorphus calcium-

36-41  Nossos

phosphate (CPP-ACP), além de induzir a formacdo de fluoroapatita
resultados com os protocolos a base de fosfato de célcio (NP e RD), estdo de acordo com
um outro estudo que observou um aumento da resisténcia de unido do adesivo self-etch
Clearfil SE Bond na dentina desmineralizada.??.

Por outro lado, NR ¢ um composto de silicato de célcio e fosfato de sédio (fosfato
mono e trissddico) que ao precipitar sobre o substrato dentario induzem a formagao de
hidroxiapatita*?. Nossos resultados mostraram que o protocolo NR diminuiu a resisténcia

de unido e a penetrabilidade dentinaria do adesivo Clearfil SE Bond, provavelmente pela

incidéncia de precipitados no substrato dentinério, que podem reduzir as forcas adesivas
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de sistemas que contém o mondmero funcional 10-MDP23. Assim mesmo, 0s mondmeros
funcionais que tem a capacidade de condicionar o substrato dentinario ao dissolver
parcialmente a camada de detritos e desmineralizar hidroxiapatita®’, tiveram agdo
limitada no substrato dentinario tratado com NR.

Os agentes remineralizantes proporcionam a deposi¢do de precipitados sobre o
substrato dentario e podem ser uma interessante estratégia para colaborar no tratamento
da hipersensibilidade dentinaria'? 3% 33, Entretanto, estes precipitados podem, devido a
sua estabilidade quimica com a dentina ter efeitos, positivo ou negativos, na interface
adesiva, principalmente com a aplicacdo do sistema adesivo self-etch, sobre substrato
dentinario erosionado?? 4344,

Devido estas pressuposi¢des abrirem novas estratégias de tratamento para as temiveis
situacdes de hipersensibilidade dentindria, outros estudos ainda se fazem necessarios para
confirmar a viabilidade de agentes remineralizantes a base nanoparticulas de
hidroxiapatita, CPP-ACP ou silicato de célcio como agentes dessensibilizantes da dentina
hipersensivel, e previamente a uma restauracdo adesivo sobre substrato dentinario

erodido.

CONCLUSAO

A aplicacdo dos agentes NP e RD demonstrou melhor penetrabilidade dentinaria, sem
diminui¢do da resisténcia de unido do sistema adesivo Clearfil SE Bond. Entretanto, a

aplicagdo do NR diminuiu sua resisténcia de unido e penetrabilidade dentinaria.
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, a dentina foi submetida a desafio 4cido simples, com uma
aplicagdo inicial de acido cloridrico (erosdo intrinseca), ou desafio acido duplo,
incluindo aplicagdes didrias de acido citrico (erosdo extrinseca), simulando uma
situagdo clinica de exposigdo erosiva'®. O 4acido citrico possui um grande potencial
erosivo devido a sua capacidade de quelar o calcio dos tecidos dentarios e da saliva*®.
Sendo importante a avaliagdo do efeito dos agentes remineralizantes estudados sobre
a dentina erodida, assim como na interface do sistema adesivo Clearfil SE Bond

(Kuraray).

Os protocolos avaliados neste trabalho foram o Desensibilize NanoP, MI Paste
Plus Recaldent™ CPP-ACP (os dois a base de fosfato de calcio) e Regenerate NR-5™
(2 base de silicato de célcio) que sdo indicados para remineralizagdo dos tecidos
dentérios assim como para o tratamento da hipersensibilidade dentinaria®®374’. Além
disso, como controle positivo foi utilizado o protocolo dessensibilizante Desensibilize
KF2% (a base de nitrato de potassio e fluoreto de sddio) por ser um gel hidrossoluvel

e de facil remogdo, o que dificulta a precipitagdo de detritos no substrato dentinario?’.

A aplicagdo do Desensibilize NanoP assim como do CPP-ACP, mostraram
capacidade para obliterar tibulos da dentina erodida e desafiada diariamente. Assim
mesmo, CPP-ACP formou uma camada mais homogénea de detritos sobre a superficie
dentinaria, isso pode sugerir maior solubilidade das particulas do Desensibilize NanoP
ao acido citrico (desafio acido). Regenerate mostrou precipitagdo de residuos na
superficie dentindria, porém nao conseguiu obliterar tubulos. O analise EDX mostrou
altos picos de concentracdo Ca — P na superficie dentinaria tratada com CPP-ACP,
provavelmente devido a sua capacidade de estabilizar ions calcio e fosfato em um

estado amorfo sobre a estrutura dental’®.

A coloragdo picrosirius red tinge de vermelho amarelado o colageno tipo I
(maturo) e de amarelo esverdeado o colageno tipo III (imaturo)**#°. A matriz organica
da dentina tratada com CPP-ACP evidenciou maior quantidade de coladgeno tipo I, que
a dentina tratada com Desensibilize Nano P ou Desensibilize KF2%, ambos protocolos

contendo nitrato de potdssio na sua composi¢do. No entanto, nenhum dos protocolos
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avaliados modificou significativamente a composi¢do organica da dentina, quando

comparados ao controle negativo.

Neste estudo foi utilizado o sistema adesivo autocondicionate de dois passos
Clearfil SE Bond (Kuraray), que contém os mondmeros funcionais 10-MDP e 4-MET
na sua composi¢do®. Este sistema adesivo desmineraliza parcialmente a dentina,
deixando cristais de hidroxiapatita ao redor das fibras colagenas®’. Na sequéncia, os
mondmeros funcionais interagem quimicamente com o ion calcio da hidroxiapatita
residual que permanece dentro da camada hibrida, criando um duplo mecanismo de

adesdo a dentina®.

Embora nenhum dos protocolos submetidos ao desafio acido didrio tenha
influenciado na resisténcia de unido do sistema adesivo Clearfil SE Bond, os
protocolos Desensibilize NanoP e Regenerate demonstraram maior resisténcia de
unido que o CPP-ACP. Curiosamente, nos grupos avaliados sem o desafio acido diario,
Desensibilize NanoP e CPP-ACP, demonstraram maior resisténcia de unido que o
Regenerate. E sabido que a presenca de detritos pode reduzir as forcas adesivas de
sistemas contendo mondmero funcional 10-MDP>!. Isto sugere que os mondmeros
funcionais (moléculas acidas) que tém a capacidade de condicionar o substrato
dentinario®, tiveram agdo limitada, assim, o MDP pode ter se ligado ao calcio dos
detritos residuais do CPP-ACP ou Regenerate, presentes sobre a superficie dentinaria,

dependendo da presenca, ou ndo, de desafio acido didrio.

As caracteristicas da interface adesiva foram avaliadas, mostrando que tanto a
aplicagdo do CPP-ACP como do Regenerate, diminuiram a penetrabilidade dentinaria
do sistema adesivo self-etch, nos grupos submetidos ao desafio acido diério. Por outro
lado, nos grupos sem desafio acido, foi o Regenerate quem diminuiu a penetrabilidade
dentinaria do sistema adesivo. No entanto, Desensibilize Nano P, que obliterou tubulos
dentinarios, evidenciou boa formacdo de camada hibrida e permitiu uma boa
penetrabilidade dentinaria em ambos grupos (com ou sem desafio acido diario), com
valores similares ao controle (sem tratamento). Provavelmente porque as
nanoparticulas permitiram que os mondmeros funcionais penetrem e condicionem
efetivamente o substrato dentinario, conseguindo uma adequada interagdo

quimica®>-!,
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5 CONCLUSAO

Com os resultados desta tese, podemos concluir que:

o Os protocolos remineralizantes contendo fosfopeptideo de caseina/fosfato de célcio
amorfo (MI Paste Plus RecaldentTM CPP-ACP) e nanoparticulas de fosfato de calcio
(Desensibilize NanoP), s3o alternativas vidveis para promover a formacdo de
precipitados imediatos e obstruir a embocadura dos tibulos dentindrios, sem efeitos
deletérios sobre a matriz de colageno da dentina previamente erodida, podendo ser

util no tratamento da hipersensibilidade dentinaria.

o A aplicagdo do protocolo contendo nanoparticulas de fosfato de calcio (Desensibilize
NanoP) na dentina erodida e submetida a desafio acido didrio, mostrou melhores
caracteristicas na interface adesiva, sem diminuir a resisténcia de unido do sistema
adesivo Clearfil SE Bond. Por outro lado, os protocolos contendo fosfopeptideo de
caseina/fosfato de calcio amorfo (MI Paste Plus Recaldent™ CPP-ACP) e silicato de
calcio associado com fosfato de sddio (Regenerate NR-5™)  diminuiram a

penetrabilidade dentinaria do sistema adesivo Clearfil Se Bond.

o A aplicagdo dos protocolos contendo nanoparticulas de fosfato de célcio
(Desensibilize NanoP) e fosfopeptideo de caseina/fosfato de calcio amorfo (MI Paste
Plus Recaldent™ CPP-ACP) na dentina erodida, mostraram penetrabilidade
dentinaria, sem diminui¢do da resisténcia de unido do sistema adesivo Clearfil SE
Bond. Por outro lado, o protocolo contendo silicato de célcio associado com fosfato
de sodio (Regenerate NR-5™), diminuiu a resisténcia de unido e penetrabilidade

dentinaria do sistema adesivo Clearfil SE Bond.
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APENDICE A - METODOLOGIA EXPANDIDA

1 PROTOCOLOS AVALIADOS

Os protocolos avaliados foram:
- (NP): O produto contendo nanoparticulas de fosfato de célcio (Dessensibilize NanoP;
FGM, Joinville, SC, BR) foi friccionado sobre a superficie dentinaria com taga de
borracha (KG Sorensen, Sao Paulo, SP, BR), em baixa rotagdo, com 500 rpm, por 10s.
Em seguida, os residuos permaneceram sobre a dentina por 5 min e lavados com 10 mL
de 4gua deionizada;
- (RD): O produto contendo CPP-ACPF (MI Paste Plus Recaldent™; GC Company; JPN)
foi aplicado sobre a superficie dentinaria, similar ao descrito no protocolo anterior, porém
o produto foi mantido sobre a dentina por 3 min;
- (NR): O produto contendo duas pastas (Regenerate NR-5™; Unilever, Wirral, UK), gel
remineralizante e ativador, foram previamente misturados e utilizados identicamente ao
protocolo anterior, também mantido sobre a dentina por 3 min;
- (KF): O produto utilizado foi a base de fluoreto de sodio a 2% (Dessensibilize KF 2%,
FGM, lJoinville, SC, BR) foi apenas aplicado sobre a superficie dentindria com um
aplicador especifico para sistema adesivo (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, BR), sem
fric¢do, e mantido no local por 10 min;
- (CO): Os espécimes foram mantidos em saliva artificial e serviram como protocolo
controle negativo.

Os espécimes foram submetidos a 4 sessdes de tratamentos, com intervalos de 7

dias entre cada sessdo.

Figura 1 — Protocolos remineralizantes avaliados
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Fonte: Elaboragdo propria.
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2 PREPARO DE ESPECIMES

Cem espécimes (10mm de comprimento x 10mm de largura x Smm de espessura)
foram obtidos do ter¢o médio dos dentes usando maquina de corte de tecidos duros
(Isomet 100, Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeragdo como agua corrente. A superficie
vestibular dos fragmentos foi desgastada em politriz (DP-10; Panambra, Struers,
Ballerup, DI) usando sequencialmente lixas de granulagao #600 e #1200, por 20s cada
(ISO 6344-1), para a exposi¢do da dentina cervical e padronizacdo da smear layer. A
superficie dentindria foi previamente condicionada com acido cloridrico (HCI) a 0,6%
(Arte & Ciéncia, Araraquara, Sdo Paulo, Brazil), por imersdo durante 5 min para simular
o substrato dentinario erodido. Em seguida, os espécimes foram lavados com agua
destilada e armazenados em saliva artificial (0.375 g/l CaCl,.2H>O, 0.125 g/l
MgCl,.6H,0, 1.2g/1 KCI, 0.85g/1 NaCl, 2.5g/l NaHPO4.12H20, 1g/I sorbic acid, 5 g/l
hydroxyethyl cellulose-sodium, e 43 g/l sorbitol solution) (Arte & Ciéncia, Araraquara,

Sao Paulo, BR), a 37 °C, em pH 7, até o momento de uso.

Figura 2 — Espécimes de dentina bovina condicionados com acido cloridrico

Fonte: Elaboragdo propria.

3 DESAFIO ACIDO

Durante a realizagdo do tratamento, os espécimes foram submetidos ao desafio
acido, por imersdo diaria em suco de laranja (Minute Mais; Coca Cola®. SP, BR), com
pH 3.80 + 0.04, por 5 min. Em seguida foram lavados com 10 mL de 4dgua deionizada e

mantidos imersos individualmente em saliva artificial, a 37°C. A saliva artificial, cuja
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composicdo quimica foi igual a anteriormente descrita, foi trocada a cada 7 dias,

imediatamente apds a realiza¢do dos protocolos avaliados.

Figura 3 — Desafio acido diario com suco de laranja por 5 minutos

Fonte: Elaboragdo propria.

4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Cinquenta espécimes foram divididos aleatoriamente de acordo com o protocolo
avaliado e controle (n = 10). Ap6s a conclusdo dos tratamentos descritos, os espécimenes
foram armazenados em saliva artificial por 24 h. Em seguida, os espécimenes foram
desidratados em camara fechada com silica coloidal por 7 dias. Ap6s a montagem dos
espécimenes nos stubs metalicos, foram metalizados com ouro coloidal (ciclo simples —
120s) sob vacum, em camara de metalizagdo (MED 010; Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein) e examinados mediante microscopia eletronica de varredura com JEOL
6060 (JEOL 6060; JEOL Ltda, Tokyo, Japan), operado a 20 kV. Quatro campos distintos
foram inicialmente avaliados e do campo mais representativo do espécime foi obtida uma
imagem com a magnificacdo de 500x, para avaliacdo e quantificacdo dos precipitados
formados sobre a superficie dentindria. A obtencdo das imagens foi realizada por um
unico operador. Outra imagem foi obtida do mesmo local, com magnifica¢ao de 2000x,
para a contagem de tibulos dentindrios abertos. Todas as imagens foram obtidas pelo

mesmo operador.
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Fonte: Elaboragdo propria.

5 DISPERSAO DE ENERGIA X-RAY (EDX)

Quatro espécimes de cada um dos protocolos foram submetidos a cobertura com
carbono (BalTec SCD 004 Sputter Coater; Balzers,Vaduz, LI), em 15 kV, por 180 s. Em
seguida, foram analisados em EDX (JEOL 6060; JEOL Cia., Tokyo, Japan) para avaliar
0s principais componentes quimicos presentes sobre a superficie dentinaria apos a
realizacdo dos protocolos avaliados e qualificar a composi¢ao quimica dos precipitados

formados.

Figura 5 — Analise de dispersdo de energia X-ra
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Fonte: Elaboragdo propria.

6 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Cinquenta espécimes foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos avaliados
(n=10). Ap0s a conclusdo dos protocolos avaliados, os espécimes foram armazenados por
24h em saliva artificial. Em seguida, foram acondicionados em solu¢do de acido
etilenodiaminotetracético a 10% (EDTA) (Merck, Darmstadt, GER), tamponado com pH
7,0, com trocas realizadas duas vezes por semana, por 90 dias. Os espécimes foram
novamente copiosamente lavados com 4gua destilada, desidratados em dlcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina (Histosec; Merck, Darmstadt, Alemanha).
Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histoldgicos semi-seriados de 5 um de

espessura e submetidos a técnica de coloragdo com Picrosirius Red. Uma vez concluido
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o processamento histologico, cada lamina foi analisada em microscopio de luz polarizada
a fim de se avaliar a organizagdo e quantidade de feixes de fibras coldgenas considerando-
se a intensidade de birrefringéncia da matriz de colageno. A quantifica¢do da intensidade
do brilho de birrefringéncia foi realizada com o software KS 300/400 com AxioVision
versdo 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Inicialmente foram definidos os espectros de cor
verde, amarela e vermelha, seguindo valores de RGB (red, green, blue), os quais foram
padronizados para todas as imagens. De acordo com a organizagdo da orientagdo das
fibras de colageno, a cor do espectro pode variar de esverdeado (coladgeno tipo III) a
vermelho (colageno tipo I). Para quantificar apenas fibras esverdeadas e vermelhas,
correspondente a matriz colagena, as imagens foram analisadas no Adobe Photoshop CS6
Software, calculando a quantidade de pixels de cada cor. Na sequéncia, foram calculadas
as medias dos valores em pixels, expressadas em porcentagem e submetidas a analise

estatistica.

Figura 6 — Avaliacdo da matriz organica dentinaria (picrosirius red
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Fonte: Elaboragdo propria.

7 SISTEMA ADESIVO

O sistema adesivo Clearfil SE Bond foi aplicado na superficie dentinaria erodida
segundo as recomendacdes do fabricante e fotoativado com fotopolimerizador LED
(Valo™Cordless; Ultradent, South Jordan, USA), com uma intensidade standard de 1000
mW / cm? por 10 s. Apds aplicagdo do sistema adesivo na dentina erodida, foram
construidos blocos de resina composta (Filtek Z-350; 3 M, St. Paul, MN, USA) em trés
incrementos de aproximadamente 1mm, sendo cada incremento fotoativado, utilizando o
mesmo fotopolimerizador anteriormente descrito, durante 20 s. No final foi obtido um
bloco de resina composta de 3mm de altura sobre os espécimes e armazenados em

ambiente timido a 37° C por 24 h.
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Figura 7 — Aplicacdo do sistema adesivo Clearfil SE Bond e da resina composta (3mm

Fonte: Elaboragdo propria.

8 MICROTRACAO

Foram obtidos em média 12 palitos de cada espécime, com dimensdes de
aproximadamente 1,0 x 1,0 x 6,0 mm, usando maquina de corte de tecidos duros (Isomet
100, Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeragdo como agua corrente. Na sequéncia, os
palitos foram fixados pelas suas extremidades ao dispositivo para teste de microtracdo
com adesivo a base de cianocrilato (Loctite Superbonder Gel®, Henkel Adesivos LTDA,

Itapevi, Brasil).

Figura 8 — Preparo dos corpos de prova para o teste de microtragdo
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Fonte: Elaboragdo propria.

Cada palito foi posicionado de maneira que a interface resina-dentina ficasse no

centro do dispositivo e perpendicular a carga de tracdo aplicada durante o teste. Foram
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entdo submetidos ao ensaio de microtragdo em uma maquina universal de ensaios
eletromecanicos EMIC DL2000 (EMIC, Sao José dos Pinhais, PR, Brazil) com
velocidade de 0,5 mm/min com adaptag@o de uma célula de carga de 200N. No momento
da fratura o movimento foi imediatamente cessado e os valores em newtons (N) coletados
para posterior analise. Apds a fratura dos corpos de prova, estes foram removidos do
dispositivo e a seccdo transversal (medida das duas dimensdes da superficie de fratura em
mm) de cada um deles foi aferida utilizando-se um paquimetro digital (Vonder
Paquimetro Eletronico Digital, Curitiba, PR, Brasil) para posterior cdlculo da drea de
unido. Para expressar a resisténcia de unido em megapascal (MPa), os valores em N foram
divididos pela drea de unido, em mm?. Uma média aritmética foi calculada para os palitos

de cada espécime e considerada para analise estatistico.

Figura 9 — Teste de microtragdo — 0,5 mm/min - 200N
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Fonte: Elaboragdo propria.

9 CAMADA HIBRIDA

Apds a aplicag@o do sistema adesivo na dentina erosionada, um bloco de 4mm de
altura de resina composta (Filtek Z-250; 3 M, St. Paul, MN, USA) foi reconstruido e a
cada incremento de 2mm foi fotoativado por 20 s. Na sequéncia, os espécimes foram
armazenados em ambiente umido. Apo6s 24h, os espécimes foram cortados
longitudinalmente na metade utilizando maquina de corte de tecidos duros (Isomet;

Buehler, Lake Bluff, IL) sob refrigeracdo de agua corrente, e selecionada uma de cada
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corpo. As faces foram desgastadas em politriz (DP-10; Panambra, Struers, Ballerup, DI)
usando lixas de granulagdo #600 e #1200, por 20s cada. Uma das faces obtidas de cada
espécimen, foi selecionada para avaliar a formacdo da camada hibrida. Na sequéncia, as
faces selecionadas foram imersas em solu¢do de acido cloridrico 18% por 30 s, para
remocao da smear layer superficial e posterior lavagem, por 30 s com dgua deionizada.
Posteriormente, foram imersas em hipoclorito 5% por 5 min, para remo¢ao de todo o
colageno ndo infiltrado pelo sistema adesivo, e posterior lavagem por 30 s. As faces foram
desidratadas em camara fechada com silica coloidal por 7 dias. Apds a montagem dos
espécimenes nos stubs metalicos, foram revestidos a ouro (ciclo simples — 120s) sob
vacum, em camara de metalizagdo (MED 010, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) e
examinados mediante microscopia eletronica de varredura com JEOL 6060 (JEOL 6060;
JEOL Ltda, Tokyo, Japan) operado a 20 kV. Quatro campos distintos da interface adesiva
foram inicialmente avaliados e do campo mais representativo do espécime foi obtida uma
imagem com a magnificacdo de 500x, para avaliacdo da formac¢ao de tags de resina. A
obtencao das imagens foi realizada por um tnico operador. Outra imagem foi obtida do
mesmo local, com magnificacdo de 2000x, para mensuracdo da camada hibrida. Todas as

imagens foram obtidas pelo mesmo operador.

Figura 10 — Avaliacdo da camada hibrida por meio de microscopia eletronica de varredura
), i o "[ = - .
¥ = i

DESIDRATACAD €M EVE EM OURD EM CAMARA DE METALIZACF M A R 500X: FORMAG
MONTRGEM €M , 20 2000X: ESPESSURE

Fonte: Elaboragio propria

10 PENETRABILIDADE DENTINARIA

Apds a aplicacdo do sistema adesivo na dentina erodida, um bloco de 4mm de
altura de resina composta (Filtek Z-250; 3 M, St. Paul, MN, USA) com particulas de
verde malaquita (Synth, Sdo Paulo, SP, Brazil) foi reconstruido e a cada incremento de
2mm foi fotoativado por 20 s. Na sequéncia, os espécimes foram armazenados em
ambiente umido. Apos 24h, os espécimes foram cortados longitudinalmente na metade
utilizando maquina de corte de tecidos duros (Isomet; Buehler, Lake Bluff, IL) sob

refrigeracdo de agua corrente, e selecionada uma de cada corpo. As faces foram
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desgastadas em politriz (DP-10; Panambra, Struers, Ballerup, DI) usando lixas de
granulagdo #600 e #1200, por 20s cada. Uma das faces obtidas de cada espécimen, foi
selecionada para avaliar a penetrabilidade dentinéria do sistema adesivo. Na sequéncia,
foram lavadas em cuba ultrassonica por 5 min e secadas com papel absorvente. As faces
foram analisadas usando microscopia confocal a laser CLSM (LSMS5; Zeiss, Jena,

Germany). Uma imagem foi obtida da interface adesiva, com 20x de aumento.

Figura 11 — Avaliacdo da penetrabilidade dentinaria por meio de microscopia laser confocal

ESPECIMENES DA INTERFACE RODAMINA B NO PRIMER

Fonte: Elaboragdo propria.
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