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Silva TM. Avaliacdo da interface adesiva em dentina sadia e afetada por carie sob
pressao pulpar simulada e apds desafio em solventes [tese]. Sdo José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resisténcia de unido (RU) e caracteristicas da
interface adesiva em dentina sadia e afetada por carie, na presenca de pressao pulpar
simulada e ap6s desafio em solventes. Setenta e dois molares humanos higidos (SD)
e outros trinta e seis molares humanos cariados (NCAD) foram seccionados para
obtencao de 2 mm de espessura de dentina, a partir do corno pulpar mais alto. Dentre
as amostras sadias, trinta e seis foram submetidas a formacao artificial de dentina
afetada por carie pelo processo de ciclagem de pH (ACAD). Previamente ao
procedimento restaurador, a analise quimica da superficie oclusal de cinco amostras
de cada dentina foi avaliada em espectroscopia de infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR) e microdureza de superficie (KHN). Todas as amostras foram
tratadas, sob pressado pulpar simulada (20 cm H20), sequencialmente com: acido
fosférico 37%, sistema adesivo (Scotchbond Universal, 3M/ESPE), fotopolimerizagéo
(10 s), confeccao de um bloco de resina composta (Filtek Z350 XT; 3M/ESPE) e
fotopolimerizagédo (20 s). Apds 48 h, palitos retangulares de resina-dentina (1mm?)
foram obtidos e aleatoriamente divididos em grupos, de acordo com o tempo de
envelhecimento (24 h e 30 dias) e solventes: agua deionizada (A), etanol a 99% (E) e
metiletilcetona (MEK). As amostras foram submetidas aos testes de resisténcia
adesiva a microtragdo (0,5 mm/min; 10 kgf), e a interface adesiva avaliada em
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os sistemas adesivos foram avaliados
frente ao desafio dos solventes, por analise da resisténcia flexural (RF), mddulo de
elasticidade (ME), sor¢ao (SO) e solubilidade (SL). Os resultados de RU foram
submetidos aos testes ANOVA de medidas repetidas sob 3-fatores (dentina, solvente
e tempo de armazenamento), seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey
(p<0,05). FTIR: diferengas quimicas foram observadas entre os substratos, pela perda
do conteudo mineral na NCAD (maior) e ACAD (intermediario) em relacdo a SD. KHN:
NCAD mostrou as menores médias, diferindo significantemente da SD. RU: dentina,
tempos, interacdo dentina-tempo e interagcdo dentina-tempo-solvente mostraram
efeitos estatisticamente significantes: SD apresentou diferengas significativas quando
armazenada 24 h em A, diferengas significantes foram observadas no grupo NCAD
para o solvente E apds 30 dias. MEV: as caracteristicas da interface adesiva diferiram
entre os substratos e solventes: A degradou a interface entre dentina e camada de
sistema adesivo; E e MEK entre camada de adesivo e resina composta. RF/ME:
solvente e tempo foram estatisticamente significantes, com as menores médias para
E. SO/SL: A apresentou as menores meédias, diferindo significantemente dos demais
solventes. Pode-se concluir que o tipo de dentina, o solvente e o tempo de
armazenamento interferiram negativamente nos valores de RU, com as menores
meédias para: NCAD, E em 30 dias; e, as propriedades fisico-mecanicas do sistema
adesivo foram diretamente afetadas pelo E.

Palavras-chave: Adesao. Dentina. Carie. Pressao intrapulpar. Solventes.



Silva TM. Evaluation of sound and caries-affected dentin interface under simulated
pulpal pressure and aging in food-simulating solvents [doctorate thesis]. SGdo José dos
Campos (SP): Sao Paulo State University, Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the bond strength (BS) and adhesive interface
characteristics of sound and caries-affected dentin under presence of simulated pulpal
pressure (SPP) and after aging in solvents. Seventy-two sound human molars (SD)
and thirty-six caries-affected human molars (NCAD) were sectioned to obtain 2-mm
dentin thickness from the highest pulp horn. Among the sound dentin samples, thirty-
six were submitted to artificial formation of caries by the pH cycling (ACAD). Prior to
restorative procedures, chemical analysis of the dentin occlusal surface of five selected
samples was performed in Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and surface
microhardness (KHN). All samples were treated, under simulated SPP (20 cm H-20),
sequentially with: 37% phosphoric acid, adhesive system (Scotchbond Universal,
3M/ESPE), light-cured (10 s), a composite resin build up (Filtek Z350 XT, 3M/ESPE)
and light-cured (20 s). After 48 h, tooth-resin sticks (1mm?) were obtained and
randomly divided into groups, according to storage time (24 h and 30 days) and
solvents: deionized water (W), 99% ethanol (E) and methyl ethyl ketone (MEK).
Samples were submitted to microtensile bond strength test (0.5 mm/min; 10 kgf), and
the adhesive interface was evaluated by scanning electron microscopy (SEM). The
adhesive system was evaluated, against the solvents challenge, by flexural strength
(FS), modulus of elasticity (ME), sorption (SO) and solubility (SL). Data were submitted
to 3-way ANOVA (dentin, solvent and storage times) followed by Tukey (p<0.05). FTIR:
Chemical differences in dentin were observed through mineral content loss in NCAD
(higher) and ACAD (intermediate) in relation to SD. KHN:NCAD showed the lowest
mean, differing significantly from SD. BS: Dentin, time, interaction dentin-time and
interaction dentin-time-solvent had a statistically significant effect: SD showed
significant differences when storage 24h in W; statistically significant differences were
observed in group NCAD storage 30 days in E. SEM: the characteristics of adhesive
interface differs among substrates and aging solvents: W degradated the interface
between dentin and adhesive; E and MEK between adhesive and composite resin.
FS/ME: solvent and time were statistically significant, with the lowest mean for E.
SO/SL: A showed lower means, differing significantly from the other solvents. It can be
concluded that the type of dentin, aging solvents and storage time interfered negatively
on BS values, with lowest values for: NCAD, E for 30 days; and the physico-mechanical
adhesive properties were directly affected by E.

Keywords: Adhesion. Dentin. Caries. Intrapulpal pressure. Solvents.
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1 INTRODUGAO

A carie dentaria continua a ser uma das doencas orais mais prevalentes na
populagao mundial (Selwitz et al., 2007; Azevedo et al., 2011), sendo considerada
pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) como um grave problema de Saude
Publica que afeta pessoas de todas as idades (Melo et al., 2008), com um dramatico
impacto financeiro aos 6rgaos governamentais.

O tratamento restaurador dos dentes afetados por carie somente esta
indicado quando esta ja atingiu o tecido dentinario. No entanto, nem toda dentina
cariada devera ser removida durante o preparo cavitario. A literatura recomenda a
remogao apenas da dentina irreversivelmente comprometida ou infectada (camada
mais externa da zona cariada caracterizada pela presenga de bactérias, altamente
desmineralizada e com fibras colagenas desnaturadas) e a preservagao da dentina
afetada (camada mais interna da zona cariada, sem a presencga de bactérias, com
poucas alteragdes nas fibras colagenas e passivel de remineralizagdo) (Fusayama et
al., 1966; Fusayama, Terachima, 1972; Fusayama, 1988). Assim, apds a escavagao
da carie em um preparo conservador, a superficie sera composta basicamente por
dentina afetada (Fusayama, 1979; Marshall et al., 1997)

A despeito dessa caracteristica, a maioria dos estudos sobre adesao ainda é
realizada sobre dentina higida (Perdigdo, 2010). Comparativamente, ha pouca
informacao sobre as caracteristicas da interface de adesdo quando se utiliza como
substrato a dentina afetada por carie. Algumas das investigagdes ja realizadas
evidenciaram que a dentina afetada exibe menor conteudo mineral e dureza, formagao
de uma camada hibrida de maior espessura, porosa e com resisténcia coesiva e
adesiva significativamente inferiores, quando comparada a dentina higida, em um
mesmo dente e a uma mesma profundidade (Nakajima et al., 1995; Yoshiyama et al.,
2000; Ceballos et al., 2003; Wang et al., 2007; Nakajima et al., 2011; Shibata et al.,
2016). Entretanto, ainda permanece sem esclarecimento a ndo correlagéo entre a
espessura da camada hibrida e a resisténcia adesiva em qualquer dos substratos
(Wang et al., 2007).

Diante das caracteristicas irregulares da dentina afetada por carie, a literatura

vem desenvolvendo metodologias para indugao in vitro de lesao de céarie em dentina,
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a fim de aproximar os estudos laboratoriais de adesao das condi¢des clinicas (Erhardt
et al., 2008b; Marquezan et al., 2009; de Azevedo et al., 2014; Lenzi et al., 2015).
Estudos apresentaram valores de resisténcia de unido para o substrato artificialmente
afetado por carie semelhantes ao substrato naturalmente afetado e inferiores ao
substrato sadio (Erhardt et al., 2008a, 2008b; Joves et al., 2013; Rocha et al., 2014).
Entretanto, a comparagao entre esses estudos é dificultada na medida que as
metodologias para promover a lesdo de carie artificial sofrem variacbes nas
composicoes e tempos de inducéo.

Outro fator que ainda nao foi completamente elucidado é a influéncia da
umidade durante e apds o procedimento adesivo. A presenca da umidade na
superficie dentinaria, fruto da perfusao de fluidos provenientes da pressao hidrostatica
intrapulpar e das manobras de lavagem durante os procedimentos restauradores
adesivos, pode induzir a separagdo de fases do adesivo (hidrofilico/hidrofébico),
propiciar a incorporagao de bolhas de agua, falhas e porosidades na interface, e
dificultar a polimerizagdo dos monémeros resinosos (Spencer, Wang, 2002; Park et
al., 2010), interferindo negativamente na resisténcia adesiva em substrato dentinario
sadio (Yiu et al., 2006; Hosaka et al., 2007; Sauro et al., 2007; Cardoso et al., 2008;
Mazzitelli et al., 2008; Silva et al., 2016). Contudo, até o momento, poucos relatos
foram encontrados na literatura em relacao aos efeitos da simulagao de pressao sobre
os procedimentos restauradores adesivos em dentina afetada por céarie (Mobarak,
2011; Mohamed et al., 2015).

Na fase poés-restauracao, a sorcao de fluidos provenientes da cavidade bucal
pode promover plasticizacdo dos polimeros, solubilizagdo dos monémeros resinosos
(Ferracane, 2006) e aumento de falhas na interface dente-restauragcéo (Ferracane,
2006; De Munck et al., 2012). Os agentes provenientes das dietas alimentares podem
agir como solventes, aumentando o potencial de degradagao diante desse ambiente
umido sobre as restauragdes e interface adesiva (Valinoti et al., 2008; Yesilyurt et al.,
2009; Hengtrakool et al., 2011; Reis et al., 2015; Silva et al., 2017). Varios solventes
podem simular o envelhecimento acelerado da interface adesiva, como a agua
destilada (Pashley et al., 1999; De Munck et al., 2012) e os solventes organicos, como
etanol, acido citrico e heptano, presentes nas bebidas alcodlicas e alimentos (Lee et
al., 1996; Yap et al., 2001; Yesilyurt et al., 2009; Hengtrakool et al., 2011; Vouvoudi,
Sideridou, 2012; Reis et al., 2015).
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Desta forma, tanto a agua enddgena, proveniente da camara pulpar, como a
agua exodgena, proveniente da cavidade bucal na qual a restauragdo permanecera
imersa, tém papel fundamental na estruturacdo e no comportamento da interface
adesiva in vivo. Como a adesao representa o principal mecanismo de unido entre
material restaurador e substrato dental e ainda se mostra um elo fragil de estabilidade
longitudinal, o conhecimento do comportamento dos procedimentos adesivos em
ambiente umido e em dentina afetada por carie € de extrema importancia para a
pratica clinica atual.

Por isso, este estudo espera contribuir na compreensdo dos fatores que
promovem a degradacao da interface adesiva diante do efeito da agua e solventes
(que nao contenham agua em sua composi¢cao) e influenciam nos resultados de
resisténcia de unido longitudinal em dentina sadia e em dentina afetada (naturalmente

e artificialmente) por carie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para melhor organizagado e compreensao pelo leitor, os dados bibliograficos
sobre adesao foram divididos em trés topicos principais: dentina, no qual foram
abordados estudos relacionados com adesao a dentina sadia, cariada e artificialmente
desmineralizada; degradagao da interface, com estudos referentes a degradacao e
envelhecimento da interface adesiva; analises longitudinais, em que se abordou

estudos referentes as analises da interface adesiva em diferentes tempos.

2.1 Dentina

Para compreender os problemas envolvidos na adesdo em dentina, é
necessario considerar a complexidade da estrutura e composicao do substrato.

A dentina é um tecido mineralizado, formado por cristais de hidroxiapatita em
meio & matriz de coldgeno. E uma estrutura hidratada, composta por
aproximadamente 50% de material inorganico (cristais de hidroxiapatita), 30% de
material organico (fibras colagenas) e 20% de agua (Linde, Goldberg, 1993; Goldberg
et al., 2011). O substrato dentinario apresenta ainda diferentes proporgdes de dentina
peritubular, intertubular e esclerosada, variagdes na permeabilidade e comunicagao
com o tecido pulpar. Essas propriedades podem afetar direta ou indiretamente a
resisténcia de unido dos materiais adesivos no substrato (Pashley, 1992; Escribano
et al., 2001; Ozok et al., 2004; Hosaka et al., 2007; Sauro et al., 2007).

Uma caracteristica unica da dentina € a presenga de uma densa rede de
tubulos que proporcionam a comunicacdo com a cavidade pulpar. Os tubulos
dentinarios convergem em diregao a superficie externa e, como consequéncia, a
densidade e diametro tubulares variam em funcdo da profundidade do substrato,
sendo maiores na dentina profunda. Estudos mostram ainda, que a adesao varia de
acordo com a face dental, onde a dentina oclusal representa um maior desafio em

comparacao as faces vestibular e proximais, devido a variabilidade no numero,
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tamanho e orientagdo dos tubulos (Garberoglio, Brannstrom, 1976; Pashley, 1989;
Oilo, Olsson, 1990; Prati, Pashley, 1992; Perdigao, 2010).

Pela teoria hidrodindmica proposta por Brannstrom na década de 1960, um
estimulo aplicado na dentina provoca o deslocamento de fluido dentro dos tubulos
(Brannstrom et al., 1967). Esse deslocamento, que ocorre por capilaridade
impulsionado pela pressao hidrostatica intrapulpar, proveniente da polpa para o meio
externo, é responsavel pela umidade na superficie dentinaria.

Essa caracteristica do substrato dentinario se tornou relevante nas pesquisas
in vitro, uma vez que a simulagao da pressao intrapulpar reproduz as condi¢des de
umidade dentinaria durante os procedimentos clinicos. De acordo com a literatura,
pode haver uma variagao da pressao pulpar de 15 a 40 cm de agua, dependendo da
metodologia empregada e das caracteristicas dos substratos envolvidos (Pashley,
Carvalho, 1997; Escribano et al., 2001; Schmalz et al., 2001; Ozok et al., 2004; Hosaka
et al., 2007; Sauro et al., 2007; Belli et al., 2010; Silva et al., 2016; Santis et al., 2017).
Gerzina e Hume (1995) alertaram que uma pressao intrapulpar acima de 36 cm de
agua somente deveria ser utilizada para simular uma condi¢ao de inflamagéao pulpar
(Gerzina, Hume, 1995). Estudos prévios in vivo (Ciucchi et al., 1995; Woolley, Wilson,
2005), referenciam a perfusao dentinaria em torno de 1,3 KPa, correspondente a
pressao intrapulpar. Ainda, Ozok et al. (2004) descreveram a simulacéo da presséo
fisiolégica dental humana de 1,47 KPa, com o uso de uma coluna de agua de 15 cm
(Ozok et al., 2004). Diante disso, a literatura preconiza a pressdo de 15 cm (Sengun
et al., 2003; Ozok et al., 2004; Hosaka et al., 2007; Mazzitelli et al., 2008; Belli et al.,
2010; de Alexandre et al., 2014; Mohamed et al., 2015; Silva et al., 2016; Santis et al.,
2017) a 20 cm (Sauro et al., 2007; Mobarak, 2011; Feitosa et al., 2012; Feitosa et al.,
2014; Bacchi et al., 2015; Sartori et al., 2015; Sartori et al., 2016) da coluna de agua,
a partir da cadmara pulpar, para os estudos com simulacao da pressao intrapulpar.

Outra caracteristica a se considerar € a composicado do fluido dentinario. Os
tubulos dentinarios sao preenchidos por fluido intersticial semelhante ao plasma
sanguineo (Haldi et al., 1961; Haldi, Wynn, 1963), constituido por 95% de agua e 5%
de proteinas (Perdigdo, 2010). Para simular uma pressdo pulpar préximas as
condigdes in vivo, estudos recentes utilizaram soro fetal bovino por conter 25% de
proteinas semelhantes ao fluido dentinario (Goodis et al., 1997; Camps et al., 1998;
Jain et al., 2000; Woolley, Wilson, 2005; Gongalves, 2014). Schaller et al. (1997)
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aplicaram uma pressao hidrostatica com solugdo de Ringer (solugéo isotbnica ao
plasma sanguineo) (Schaller et al., 1997). Ha, ainda, outros relatos que empregaram
a pressao pulpar simulada com agua deionizada (Ozok et al., 2004; Mazzitelli et al.,
2008; Gongalves, 2014; Silva et al., 2016; Santis et al., 2017), solugéo salina fisioldgica
(Prati, Pashley, 1992; Schmalz et al., 2001; Gernhardt et al., 2008) ou agua destilada
(Escribano et al., 2001; Hosaka et al., 2007; Cardoso et al., 2008; de Alexandre et al.,
2014; Bacchi etal., 2015). Tanto a composi¢gao como a viscosidade do fluido dentinario
na condig¢ao in vivo, diferem das condi¢des laboratoriais. Contudo, a simulacédo do
ambiente oral com o molhamento da superficie de dentina e a presencga da pressao
pulpar, tornam-se variaveis criticas durante os procedimentos adesivos,
especialmente por se aproximarem das condi¢des in vivo.

A presenca da presséo intrapulpar nos estudos comparativos com grupos sem
simulacao da pressao, resulta em redugao significativa na resisténcia de uniao entre
material restaurador e dentina (Sengun et al., 2003; Ozok et al., 2004; Moll et al., 2005;
Hosaka et al., 2007; Sauro et al., 2007; Cardoso et al., 2008; Gernhardt et al., 2008;
de Alexandre et al., 2014; Kim et al., 2014; Silva et al., 2016). A umidade caracteristica
do substrato pode interferir fisicamente e quimicamente no processo de adesao e na
qualidade da interface adesiva (Pashley, Carvalho, 1997). Por isso, para uma melhor
reprodutibilidade das condi¢des in vivo, torna-se relevante para os estudos de adesao
em dentina a simulacao do fluxo de fluido e a presenga da umidade superficial.

Um outro aspecto da superficie da dentina que afeta a interagao dos materiais
com a superficie dentinaria € a presenca da smear layer. A smear layer € formada por
residuos organicos e inorganicos derivados dos preparos cavitarios, sendo composta,
basicamente, por hidroxiapatita e colageno desnaturado, com espessura inferior a 2
mm (Eick, 1992; Spencer et al., 2010). Nos estudos laboratoriais, a smear layer é
rotineiramente criada por desgaste nas amostras de dentes humanos sadios com lixas
abrasivas de carboneto de silicio de granulagcdo 600 (Nakajima et al., 2000;
Yoshiyama et al., 2000; Sattabanasuk et al., 2006; Perdigéo, 2010), sendo facilmente
removida por acidos durante o procedimento adesivo (Oliveira et al., 2003; Zhou et al.,
2016).

A smear layer promove uma redugao da permeabilidade da dentina em torno
de 86% (Pashley et al., 1978; Perdigdo, 2010) pelo vedamento dos tubulos

dentinarios. Duas op¢des sao preconizadas para o tratamento da superficie dentinaria
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e aumento da resisténcia de unido: a remocgao total da smear layer pelo
condicionamento acido total ou remocao parcial por meio de monémeros resinosos
acidos (Watanabe et al., 1994; Pashley, Carvalho, 1997; Van Meerbeek et al., 2003).

Na técnica do condicionamento acido total da dentina in vivo, a smear layer é
removida e a dentina € desmineralizada, promovendo um aumento do volume
intrinseco de agua de 22% para 70% (Spencer et al., 2012) e, consequentemente, o
aumento do fluxo de fluido sobre a superficie (Pashley, 1984; Ozok et al., 2004;
Gernhardt et al., 2008; Perdigao, 2010). Esse aumento no fluxo de fluido interfere na
adesdo, na medida que dificulta a infiltragdo dos monémeros adesivos no interior dos
tubulos e na rede de colageno desmineralizado, prejudicando a formacao dos tags
resinosos e da camada hibrida (Escribano et al., 2001; Ozok et al., 2004; Hosaka et
al., 2007; Sauro et al., 2007; Cardoso et al., 2008; Gernhardt et al., 2008).

A hibridizacdo da dentina € obtida através do condicionamento acido total ou
parcial, que promove a remog¢ao de minerais e exposi¢cao das fibrilas de colageno da
matriz dentinaria, que sao preenchidas em sequéncia por mondmeros adesivos,
estabelecendo uma interagao entre os polimeros e a matriz colagena (Nakabayashi
et al., 1982). A formacgao da camada hibrida revela-se como o principal mecanismo de
retencdo dos sistemas adesivos atuais (Eick, 1992; Pashley, Carvalho, 1997;
Escribano et al., 2001; Ozok et al., 2004; Hosaka et al., 2007; Sauro et al., 2007;
Gernhardt et al., 2008; Ferreira et al., 2009; Ghiggi et al., 2010; Marimoto et al., 2012;
Spencer et al., 2012). Contudo, por ndo ser uma estrutura estavel, a camada hibrida
€ ainda considerada o elo mais fragil da unido adesivo-dentina (Spencer et al., 2010).

A durabilidade e qualidade da adesao sao, atualmente, investigadas na
maioria dos estudos sob dentina sadia higida, o que pode nd&o ser um substrato
clinicamente relevante (Erhardt et al., 2008a). Nos ambientes clinicos, o substrato de
unido adesiva comumente encontrado é a dentina afetada por carie, apresentando
caracteristicas diferentes da dentina sadia. E importante reconhecer que a
composicao da dentina ndo é estatica, sendo influenciada pela idade, localizagao e
presenga e/ou auséncia de doenga. Marshall et. al. (1997), afirmaram que os
componentes estruturais e as propriedades da dentina, bem como fatores bioldgicos
e clinicos, podem afetar diretamente a unido adesiva (Marshall et al., 1997).

A carie dentéria é o desafio patolégico mais comum a dentina, tornando-a uma

das doencgas crénicas mais prevalentes na cavidade oral (Perdigao, 2010; Azevedo et
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al., 2011; Nakajima et al., 2011). De acordo com os trabalhos de Fusayama,
Terachima, 1972; Fusayama, 1979 ), a dentina cariada é constituida em duas
camadas distintas: a infectada e a afetada por carie.

A dentina infectada - camada externa - é altamente desmineralizada com as
fibrilas do colageno irreversivelmente desnaturadas e presengca de bactérias no
interior dos tubulos (Perdigéao, 2010; Nakajima et al., 2011; Joves et al., 2014; Pinna
et al., 2015). Devido a baixa capacidade de adesao, a dentina infectada € removida
durante o preparo cavitario (Tjaderhane, 2015). Por outro lado, a dentina afetada - a
camada interna — é um tecido passivel de remineralizacido, ndo apresenta bactérias,
mostra-se parcialmente desmineralizado e sem desnaturagao das fibrilas colagenas
(Perdigao, 2010; Nakajima et al., 2011; Joves et al., 2014; Pinna et al., 2015), devendo
ser preservado durante o tratamento clinico. Por isso, muitos procedimentos
restauradores sao realizados sobre a dentina afetada por carie, tornando-o um
substrato de relevancia clinica nos estudos in vitro.

Diferentes métodos sao clinicamente utilizados para a remog¢ao da dentina
infectada: remocao por meio de brocas do tipo carbide, pelo uso de lasers e curetas;
e a deteccao realizada pela dor, pela cor, por agentes corantes e dureza tatil
(Fusayama, 1988; Itoh et al., 2009; Pugach et al., 2009; Joves et al., 2013, 2014).
Pelos estudos in vitro, observa-se que a dentina infectada é diferenciada da afetada e
removida dependendo da metodologia empregada.

Ha estudos que realizam a remocgao do tecido infectado com auxilio de
curetas, seguida do uso de solugao corante a base de propileno-glicol (Pereira et al.,
2006; Joves et al., 2013, 2014; Shibata et al., 2016). Outros estudos fazem o
acabamento da superficie com lixas abrasivas, analise tatil com sonda exploratéria e
solugdo corante (Nakajima et al., 1995, 2000; Yoshiyama et al., 2003; Xuan et al.,
2010). Metodologias que diferenciam tecido infectado do afetado por aparelhos de
fluorescéncia, tais como DIAGNOdent (Kavo, Alemanha) (Celiberti et al.,, 2012;
Shibata et al., 2016) ou por agentes quimicos (Carisolv gel, Suécia) (Almahdy et al.,
2015); ou ainda, somente pelo método visual e pela textura de superficie (Omar et al.,
2007; Mohamed et al., 2015). No entanto, ndo existe um “padrao-ouro” estabelecido
a ser seguido, comprometendo a comparagao entre os resultados. Alguns estudos
mostraram que o método de remocao da carie nao afetaria a unidao em dentina afetada

(Cehreli et al., 2003; Sattabanasuk et al., 2006). Em contrapartida, estudos anteriores
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relataram que a resisténcia de unido em dentina afetada pode ser influenciada tanto
pelo método de remocgao da dentina infectada como pelo sistema adesivo utilizado
(Nakajima et al., 2011).

A dentina afetada por carie sofre modificagbes quimicas, biolégicas e fisicas
durante o desenvolvimento da lesédo, dificultando a adesdo dos materiais
restauradores. Primeiramente, pelo processo dinamico de “DES-RE”, os tubulos
dentinarios sao obliterados por depdsitos minerais (Nakajima et al., 2011; Joves et al.,
2014). Estes depdsitos sao constituidos de fosfato beta-tricalcio, também conhecidos
como “Whitlockite”, que sdo menos soluveis que a hidroxiapatita (Daculsi et al., 1987;
Duke, Lindemuth, 1991; Perdigéo, 2010; Pinna et al., 2015). A presenga desses
depdsitos minerais nos tubulos da matriz intratubular pode reduzir a permeabilidade e
interferir na infiltracdo dos mondmeros adesivos durante o procedimento adesivo
(Nakajima et al., 1995; Yoshiyama et al., 2002; Ceballos et al., 2003; Wang et al.,
2007; Erhardt et al., 2008a, 2008Db).

Em contrapartida, o conteudo mineral da matriz intertubular € perdido durante
0 processo carioso, e 0 seu volume é preenchido pela agua advinda da camara pulpar.
O baixo conteudo de fosfato e carbonato, possibilita um condicionamento acido mais
profundo neste substrato (Nakajima et al., 1995; Erhardt et al., 2008c), resultando em
maior quantidade de agua intrinseca na matriz de colageno exposta (lto et al., 2005b;
Tjaderhane, 2015). Consequentemente, o conteudo de agua pés-condicionamento na
dentina afetada aumenta de 14% a 53% em comparagdo com a dentina sadia, com
somente 10% (Ito et al., 2005b; Pinna et al., 2015). Essa quantidade de agua advinda
da matriz desmineralizada interfere na adequada infiltracdo dos monémeros adesivos,
levando a separagao de fases do adesivo (Spencer et al., 2010) e prejudicando a
completa penetracdo do sistema adesivo na matriz exposta (Haj-Ali et al., 2006;
Erhardt et al., 2008c; Spencer et al., 2010). Pela analise em espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), um estudo prévio mostrou que o
grau de conversao do sistema adesivo na matriz desmineralizada da dentina afetada
foi menor que nas amostras de dentina sadia (Spencer et al., 2005). Por isso, o
segundo fator caracteristico que acomete a estrutura da dentina afetada é a
permeabilidade maior que a dentina sadia (Wang et al., 2007; Shibata et al., 2016).

Além disso, a terceira caracteristica da dentina afetada é a perda da qualidade

de suas propriedades mecanicas. Pela perda de minerais da matriz intertubular, a
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resisténcia de unido, a microdureza e o médulo de elasticidade da dentina afetada
apresentam médias inferiores a dentina sadia (Nakajima et al., 1995; Ceballos et al.,
2003; Yoshiyama et al., 2003; Pereira et al., 2006; Erhardt et al., 2008b, 2008c; Joves
et al., 2013, 2014; Rocha et al., 2014; Pinna et al., 2015; Shibata et al., 2016).

Essas modificagcdes do substrato afetado por carie levam a formagao de uma
camada hibrida diferenciada e com qualidade inferior em relacdo a dentina sadia.
Fusayama relata que a dentina afetada € mais porosa e hipomineralizada,
favorecendo uma zona desmineralizada mais extensa apés o condicionamento acido
(Fusayama, 1991). Estudos prévios apresentaram, por microscopia eletrénica de
transmissédo (MET), uma camada hibrida em dentina afetada, geralmente mais
espessa e mais porosa (Yoshiyama et al., 2002) tanto para adesivo de
condicionamento total como para autocondicionante. Acrescenta-se ainda, que para
adesivo autocondicionante, observa-se em torno de 6-8 pm de espessura,
diferentemente de 1 ym de espessura observada em dentina sadia (Yoshiyama et al.,
2003).

As diferentes intensidades de lesbes de carie levam a uma grande
variabilidade na estrutura da dentina afetada, dificultando sua utilizagdo como
substrato padronizado para as pesquisas laboratoriais. Diante das caracteristicas
irregulares da dentina naturalmente cariada, estudos recentes propuseram o
desenvolvimento de metodologias para inducao de lesdes de carie in vitro, a fim de
simular o tecido afetado de forma mais padronizada.

A literatura apresenta diferentes métodos, microbioldgicos e quimicos, para
criar in vitro as lesdes de carie em dentina. O método microbioldgico simula o processo
da carie por culturas bacterianas, como Streptococcus mutans, de maneira que o
produto acido da metabolizagdo do micro-organismo desmineralize a estrutura
dentéaria (Marquezan et al., 2009; Azevedo et al., 2011; Steiner-Oliveira et al., 2011;
Carvalho FG et al., 2013; de Azevedo et al., 2014). Segundo alguns autores, este
método reproduz morfologicamente algumas caracteristicas semelhantes a lesao
natural de carie, como a cor e a presenga de duas camadas distintas (Clarkson et al.,
1984; Deng DM, ten Cate, 2004; Azevedo et al., 2011; de Azevedo et al., 2014),
acreditando-se ser o modelo mais préximo as condig¢des in vivo (Gilmour et al., 1990;
Azevedo et al., 2011). Por outro lado, embora o método microbioldgico tenha algumas

vantagens para os estudos morfoldgicos, seus valores de dureza sao mais baixos
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devido ao excessivo amolecimento da superficie da dentina (Marquezan et al., 2009).
Ainda, a reprodugao microbioldgica requer um periodo de tempo maior, pois a
desmineralizagao progride lentamente (Joves et al., 2013); como também exige um
maior custo pela especificidade dos equipamentos (Azevedo et al., 2011; Steiner-
Oliveira et al., 2011).

Nos métodos quimicos, incluem-se as técnicas do gel acidificado e ciclagem
de pH. Relatos com o uso do gel acidificado mostram lesdes histologicamente
semelhantes as naturalmente desenvolvidas em esmalte e dentina radicular
(Silverstone, 1968; Mclintyre et al., 2000). Contudo, esse método tem sido criticado
por ser estritamente um modelo de desmineralizagdo, fornecendo lesdées com
extenséo de desmineralizagao nao significativas (Marquezan et al., 2009; Moron et al.,
2013). Dentre os métodos quimicos, a ciclagem de pH mostra-se mais efetiva que o
gel acidificado, pois produz uma camada mais espessa de desmineralizagao.

A ciclagem de pH consiste em um modelo dinamico, realizado em auséncia
de micro-organismos, em que as amostras sao imersas em solugcbes de
desmineralizagao e remineralizagao. Marquezan et al. (2009) verificaram que o ciclo
de pH promove a formacdo de uma dentina artificialmente afetada com
desmineralizacdo da superficie e valores de dureza semelhantes a naturalmente
afetada. Contudo, este estudo foi realizado em dentes deciduos, os quais podem
apresentar diferencas quimicas e estruturais em relacao aos dentes permanentes. Por
isso, Lenzi et al. em 2015, compararam essa mesma metodologia entre dentes
deciduos e permanentes, e concluiram que a perda mineral da dentina artificialmente
criada foi similar a dentina naturalmente afetada, independente do tipo de dente (Lenzi
et al., 2015).

Em outros estudos, Erhardt et al. obtiveram a dentina artificialmente afetada
por 8 ciclos de desmineralizagdo e remineralizagao (Erhardt et al., 2008b, 2014).
Segundo os autores, a dureza foi menor que o substrato sadio e, por meio de
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), observaram ainda a obliteragdo dos
tubulos dentinarios por minerais que dificultaram a formagao dos tfags resinosos
quando comparada a estrutura sadia (Erhardt et al., 2008b). Mesmo que os estudos
in vitro de ciclagem de pH se mostrem capazes de simular as mudangas quimicas

pela desmineralizacao da superficie da dentina, os modelos nao foram capazes de
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reproduzir as respostas bioldgicas (White et al., 1992; Marquezan et al., 2009; Joves
et al., 2013, 2014) em dentina desmineralizada artificial.

As solucdes DES-RE sofrem variacbes nas composigdes e tempo de imersao
dependendo do estudo, dificultando a comparagao entre os resultados. A principal
vantagem na utilizagao desse método € a possibilidade de formacgao rapida e confiavel
de lesbes cariosas (Perdigao et al., 1994; Erhardt et al., 2008b; Lenzi et al., 2015);
proporcionando uma superficie padronizada para analises das propriedades
mecanicas (Haj-Ali et al., 2006). Apesar das diferengas estruturais entre dentina
naturalmente e artificialmente afetada, estudos prévios nao apresentaram diferencas
significativas nos valores de resisténcia adesiva quando comparadas entre si (Erhardt
et al., 2008b, 2008c; Joves et al., 2013; Rocha et al., 2014). Ambos substratos
mostraram resultados de resisténcia adesiva inferiores somente quando comparados
a dentina sadia.

Portanto, conforme o trabalho de Marquezan et al. (2009), para simular a
dentina afetada ap6s a remocgao de carie, a ciclagem de pH € mais apropriada que os
demais métodos. Por outro lado, para simular a lesdo cariosa com uma camada de
dentina infectada, o método microbiolégico parece mais indicado, apesar das lesdes
serem mais amolecidas que as naturalmente cariadas. Assim, a selegao do método
para producdo de uma dentina artificialmente afetada dependera da proposta do

estudo.

2.2 Degradacao da interface

Com o aprimoramento dos materiais restauradores estéticos, os sistemas
adesivos tornaram-se fundamentais nas aplicacdes clinicas, possibilitando a uniao
entre material restaurador e os tecidos dentais. Contudo, a longevidade e manutengéo
da adesao continuam a ser um desafio a comunidade cientifica, uma vez que as
restauragcdes adesivas sdo continuamente expostas ao meio bucal. Torna-se
importante ressaltar que diante da cavidade oral, os materiais sdo rotineiramente
submetidos aos estresses mecanicos derivados das cargas mastigatorias e oclusais,

aos estresses térmicos, as enzimas e, continuamente, aos agentes quimicos, os quais
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afetam a interface adesiva, comprometendo a integridade da restauragao (Nakajima
et al., 2011).

Em longo prazo, os valores de resisténcia de unido a dentina sofrem redugéo
significativa e a interface adesiva se torna passivel de degradacao. A perda da
resisténcia de unido entre dente e restauracao, pode ser resultado de intemperes
durante o procedimento adesivo e formagéao da camada hibrida (intrinseca) e/ou da
degradacgao da interface adesiva exposta as condi¢gbes da cavidade oral (extrinseca).

Atualmente, o principal fator de degradagdo na unido adesivo-dentina é a
presenga de agua. A agua € necessaria para evitar o colapso da rede de colageno
desmineralizado, auxiliando na difusdo dos mondmeros hidrofilicos durante o
procedimento adesivo. Entretanto, a hidrdlise € considerada razao primaria para a
degradagao adesiva na camada hibrida, contribuindo para a redugéo da resisténcia
de unido ao longo do tempo (Carrilho et al., 2005; Nakajima et al., 2011; Mazzoni et
al., 2015; Pinna et al., 2015; Frassetto et al., 2016). A adesao a dentina pode sofrer
dois mecanismos de degradacao hidrolitica nos componentes da camada hibrida:
degradagao do sistema adesivo e degradacgéo das fibrilas colagenas (Tjaderhane,
2015; Carvalho RM, Manso, 2016).

Estudos in vitro e in vivo relataram diferentes fatores que interferem na
longevidade da unido adesiva pela acdo da umidade sobre o sistema adesivo, como:
a absorgao de agua e hidrdlise do adesivo ndo-polimerizado, inadequada conversao
mondémero/polimero e presenga de solventes residuais pela evaporagao incompleta
(Pashley, Carvalho, 1997; Spencer et al., 2010, 2012; Sartori et al., 2015). As
consequéncias de uma incompleta polimerizagdo dos mondmeros adesivos infiltrados
e a presencga de mondmeros residuais podem afetar a estabilidade quimico-mecanica
da camada hibrida (Eliades et al., 2001; Wang et al., 2007) e reduzir a durabilidade da
interface (Loguercio et al., 2009; Tjaderhane et al., 2013).

Como mencionado no tépico anterior, a permeabilidade dentinaria aumenta
consideravelmente apdés o condicionamento acido, e o fluxo de fluido favorece a
constante umidade na superficie durante o procedimento adesivo. O molhamento do
substrato dentinario pode afetar a estrutura do sistema adesivo, promovendo a
separacao de fases do adesivo (hidrofilicos e hidrofébicos), diluindo e/ou impedindo a
polimerizagao dos monémeros resinosos, levando a infiltragao irregular do adesivo na
interface (Spencer, Wang, 2002; Sartori et al., 2015; Tjaderhane, 2015).
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Paralelamente, a infiltracido do sistema adesivo pode nido preencher toda a
regiao de dentina desmineralizada. Esta diferenca entre a desmineralizagdo e
infiltracdo dos monémeros adesivos resulta na formacdo da camada hibrida com
zonas de colagenos expostos, sendo denominada zona de fragilidade (Van Meerbeek
et al.,, 2010; Reis et al.,, 2013; Frassetto et al., 2016). Pashley et al. (2004)
demonstraram que a degradagao do colageno exposto, apds condicionamento acido
e incompleta infiltracdo dos monémeros adesivos pode ser promovida pela acdo das
enzimas metaloproteinases (MMPs) (Pashley et al., 2004). A acdo das enzimas
enddgenas (endopeptidades) e degradagao proteolitica das fibrilas de colageno reduz
a integridade estrutural da interface adesiva a longo prazo (Pashley et al., 2004;
Kostoryz et al., 2009; Park et al., 2010; Mobarak, 2011; Sartori et al., 2015).

A lise estrutural das fibrilas do colageno expostas por falha durante o
procedimento na formagao da camada hibrida representa, como ja mencionado, outra
razao para a degradacgao da interface adesiva (Pashley, 1991). Acredita-se que a
degradagdo do colageno é resultado da acado de varias enzimas enddgenas,
denominadas metaloproteinases de matriz (MMPs) e enzimas catepsinas de cisteina,
presentes na matriz dentinaria.

As MMPs sido enzimas calcio e zinco-dependentes, produzidas pelos
odontoblastos durante a secregdo da matriz dentinaria (Palosaari et al., 2003; Reis et
al., 2013; Mazzoni et al., 2015; Tjaderhane, 2015). O papel fisiolégico das MMPs na
dentina ainda nao esta totalmente esclarecido na literatura, mas os estudos sugerem
que estas enzimas auxiliam na formagao da dentina peritubular e da dentina terciaria
durante o processo de carie, 0 que regularia as reagbdes defensivas do complexo
dentino-pulpar (Tjaderhane et al., 2013, 2015).

Além disso, as enzimas MMPs também requerem agua para hidrolisar as
ligacbes peptidicas no colageno exposto (Pashley et al., 2004) e necessitam de
ambiente acido para serem ativadas (Reis et al., 2013; Tjaderhane et al., 2013, 2015
Mazzoni et al., 2015; Pinna et al., 2015). Desta forma, as MMPs podem ser ativadas
tanto pelas propriedades acidicas dos sistemas adesivos (Hebling et al., 2005; Pinna
et al., 2015) quanto pela metabolizagcéo bacteriana durante o processo da carie.

Na dentina sadia, ha relatos sobre a presenca das enzimas catepsinas de
cisteinas B e K; e das enzimas 2-MMP e 9-MMP (gelatinases), 3-MMP (estromelisina)
e 8-MMP (colagenases) (Tjaderhane et al., 2013, 2015 Mazzoni et al., 2015). Ainda, o
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fluido dentinario apresenta-se como outra fonte importante de MMPs, tanto para
dentina sadia como para dentina cariada, contendo a 20-MMP, derivada da intensa
atividade gelatinolitica no interior dos tubulos (Sulkala et al., 2002; Mazzoni et al.,
2012, 2015).

A dentina cariada foi relatada contendo formas latentes e ativas de 2-MMP, 9-
MMP, 8-MMP e 3-MMP (Mazzoni et al., 2015; Tjaderhane, 2015). As catepsinas de
cisteinas aumentam significativamente sua atividade em dentina cariada conforme a
profundidade da lesdo (Nascimento et al., 2011; Vidal et al., 2014). Os estudos de
Tersariol et al. (2010) e Nascimento et al. (2011) mostraram significativa correlagéao
da atividade de MMPs (2-MMP e 9-MMP) e catepsinas (K e B) entre a dentina sadia
e cariada (Tersariol et al., 2010; Nascimento et al., 2011), sendo a atividade em leséo
cariosa cerca de 10 vezes maior que no substrato sadio (Vidal et al., 2014; Frassetto
et al., 2016). Essa intensa atividade enzimatica em dentina afetada pode induzir a
degradagao da interface de forma mais acelerada quando comparada a dentina sadia
(Joves et al., 2013).

Em ambiente oral, pode-se afirmar que a saliva, alimentos, bebidas e a
interacdo entre estes, também podem degradar e envelhecer a interface das
restauracbes adesivas (Sideridou et al.,, 2007; Marghalani, Watts, 2013). Tais
condicdes intra-orais dificultam a identificacdo dos fatores especificos relacionados a
degradacgao ao longo do tempo. Diante disso, modelos in vitro de envelhecimento
artificial foram estabelecidos em estudos anteriores a fim de esclarecer o
comportamento e a duracdo das restauragdes adesivas. Um dos modelos mais
empregados nos estudos longitudinais de resisténcia de unido é a imersao em liquidos
simuladores de alimentos (Lee et al., 1995; Vicente et al., 2012; Vouvoudi, Sideridou,
2012; Deng D et al., 2014; Sideridou et al., 2015).

Estes liquidos sdao comumente solventes ou solugcdes recomendadas pela
Food and Drug Administration (FDA). Alguns estdo presentes na cavidade bucal
(dgua, saliva) e outros presentes em agentes externos (agua, bebidas gaseificadas,
bebidas alcodlicas), com diferentes ingredientes, pH, viscosidade (Vouvoudi,
Sideridou, 2012). Os mais utilizados pela literatura sdo: agua para simular o ambiente
oral proporcionado pela saliva; heptano simulando 6leos vegetais, manteiga e carnes;
azeite ou 6leo mineral presente em alimentos gordurosos; acido acético, acido citrico

e acido lactico simulando os alimentos acidos, frutas e doces; metiletilcetona presente
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em pequenas quantidades em frutas e vegetais; solugao aquosa de etanol e o etanol
absoluto simulando bebidas, incluindo bebidas alcodlicas, doces, legumes e frutas
(Lee et al., 1995; Yap et al., 2001; Carrilho et al., 2005; Akova et al., 2006; Zhang, Xu,
2008; Vicente et al., 2012; Vouvoudi, Sideridou, 2012; Marghalani, Watts, 2013;
Sideridou et al., 2015; Silva et al., 2017).

O efeito sobre as propriedades dos materiais varia com os diferentes meios
de imerséao e tempo de armazenamento (Zhang, Xu, 2008). Segundo os trabalhos de
Marghalani e Watts (2013), a acdo de determinado solvente dependera da
semelhanga ou diferenga de polaridade entre as substancias, ou seja, polaridades
semelhantes indica solubilidade reciproca, mas polaridades diferentes dificulta a
solubilidade (Van Landuyt et al., 2011; Marghalani, Watts, 2013).

A agua é um solvente polar, bem conhecido pelas interagdbes com os
componentes hidrofilicos dos sistemas adesivos e materiais restauradores na adesao
(Wang, Spencer, 2003; Spencer et al., 2010; Marghalani, Watts, 2013; Sartori et al.,
2015). Por isso, o0 armazenamento em agua € o modelo de degradacgéao artificial
frequentemente utilizado para analises longitudinais sobre a interface adesivo-
dentina, sendo particularmente um modelo simples e de baixo custo (De Munck et al.,
2005; Van Meerbeek et al., 2010; Carvalho FG et al., 2013; Deng D et al., 2014).

A importancia da agua é evidenciada pelos estudos que mostram redugao dos
valores de resisténcia adesiva ao longo do tempo quando amostras sao armazenadas
em meio aquoso (Pashley et al., 2004; Carrilho et al., 2005; Erhardt et al., 2008a;
Carvalho FG et al., 2013; Pinna et al., 2015). A sor¢do de agua pode acelerar a
degradagao dos materiais resinosos e prejudicar suas propriedades fisico-mecanicas,
como resisténcia a tracao, a flexdo e ao desgaste (Pashley, Carvalho, 1997; Zhang,
Xu, 2008).

Além do uso da agua nas pesquisas longitudinais, destacam-se o uso de
solventes organicos, como etanol. Solventes organicos alcodlicos promovem maior
liberagdo dos componentes resinosos (como HEMA e BisGMA), quando comparados
a agua. A exposigao da interface ao etanol resulta na perda adesiva possivelmente
por dissolugédo dos componentes resinosos (Lee et al., 1996). Em 2011, Van Landuyt
et al. avaliaram o etanol como potente solvente dos mondmeros resinosos, sendo
capaz de penetrar entre os polimeros resinosos, favorecendo maior sor¢gao de agua,

dilatagdo e plasticizacdo da matriz resinosa (Van Landuyt et al., 2011).
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Consequentemente, este fato resulta em maior eluicdo dos monémeros adesivos e
reducao da resisténcia a flexao (Lee et al., 1995; Zhang, Xu, 2008; Polydorou et al.,
2009).

Se as propriedades mecanicas dos sistemas adesivos forem reduzidas na
interface devido aos fluidos orais e sorgdo de agua, a resisténcia de unido também
diminuira (Pashley, Carvalho, 1997; Yasuda et al., 2008). Varios autores observaram
que as propriedades mecanicas dos materiais restauradores sao afetadas pelo
envelhecimento com exposi¢cado aos liquidos simuladores de alimentos (McKinney,
Wu, 1985; De Munck et al., 2005; Akova et al., 2006; Vicente et al., 2012), mostrando
efeito mais significativo quando imersos em etanol (Lee et al., 1996; Zhang, Xu, 2008;
Vouvoudi, Sideridou, 2012; Holleben, 2013).

A utilizacdo desses liquidos simuladores de alimentos permite um rapido
desgaste dos materiais em curto periodo de tempo (Vouvoudi, Sideridou, 2012). No
entanto, é importante ressaltar que cada modelo de envelhecimento in vitro tem suas
proprias caracteristicas e mecanismos de a¢ao, conforme cada material, teste e tempo

de avaliacéao.

2.3 Analises longitudinais

Para avaliar a eficacia da unido adesiva e o sucesso clinico do procedimento
restaurador, € importante considerar ndo apenas o comportamento imediato, mas
também a durabilidade a longo prazo diante das condigdes orais (Toledano et al.,
2007; Skovron et al., 2010). Frequentemente, os estudos avaliam a qualidade da
restauracdo adesiva por testes de resisténcia adesiva por cisalhamento ou por
microtragao (Carrilho et al., 2005; Toledano et al., 2007; Abdalla, Feilzer, 2008; Erhardt
et al., 2008c, 2014 Taniguchi et al., 2009; Armstrong S et al., 2010; Xuan et al., 2010;
Deng D et al., 2014; Feitosa et al., 2014; Marchesi et al., 2014; Reis et al., 2015; Sartori
et al., 2015; Shibata et al., 2016), os quais aplicam uma carga até ocorrer a falha.
Assim, quanto maior a adesao entre dente e material, melhor sera a resisténcia nas

funcdes orais.
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O desenvolvimento do ensaio de resisténcia adesiva a microtragdo por Sano
et al. (1994) permitiu a analise em espécimes com pequena area de superficie (cerca
de 1 mm?), possibilitando a obtengdo de multiplos espécimes a partir de um Unico
dente e melhor distribuicdo da tensao na interface (Sano et al., 1994). Isto tornou o
teste de microtragdo o mais utilizado nos estudos de adeséao, sendo vantajoso, dada
a escassez de dentes devido ao rigor ético atual; e confiavel por estar correlacionado
com a pratica clinica (Loguercio et al., 2005; Van Meerbeek et al., 2010; De Munck et
al., 2013; Fu et al., 2013; Armstrong S et al., 2017).

Além de medir a resisténcia adesiva imediata, ou seja, apés 24 h do
procedimento restaurador; 35% dos modelos de delineamento dos estudos
relacionados a adeséo, estdo relacionados a degradacéao artificial e acelerada das
amostras (Van Meerbeek et al., 2010), a fim de prever a eficacia clinica do sistema
adesivo. De fato, a longevidade das restauragdes adesivas esta em grande parte
relacionada a degradagao dos sistemas adesivos.

Um método bem validado para investigar in vitro a durabilidade da adesao a
longo prazo € o armazenamento das amostras em solventes, tais como agua e/ou
etanol (Van Meerbeek et al., 2010; Takamizawa et al., 2015). A literatura apresenta
duas formas de armazenamento para determinar a longevidade adesiva: técnica de
armazenagem indireta e armazenagem direta.

A técnica do armazenamento indireto consiste em realizar os procedimentos
adesivo e restaurador, armazena-los por determinado periodo de tempo em solvente
a 37°C para, posteriormente, secciona-los em palitos e submeté-los ao ensaio de
microtracao (Loguercio et al., 2005; Toledano et al., 2007; Abdalla, Feilzer, 2008). Por
outro lado, o armazenamento direto consiste em realizar os procedimentos adesivo e
restaurador, secciona-los em palitos, armazena-los em solvente a 37°C por
determinado periodo de tempo para, posteriormente, submeté-los ao ensaio de
microtragdo (Hashimoto et al., 2002; Loguercio et al., 2005; Toledano et al., 2007).

De acordo com diversos autores, o armazenamento direto reduz
significantemente a resisténcia adesiva e aumenta a nanoinfiltragcdo, quando
comparado ao armazenamento indireto (Hashimoto et al., 2002, 2003; Abdalla,
Feilzer, 2008; Marchesi et al., 2014). Devido a redugdo da area transversal da

amostra, a degradagao ocorre de forma mais acelerada, pois a distancia e o tempo de
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difusdo do solvente através das partes expostas da interface da restauragdao sao
reduzidos, em comparacéao as superficies maiores (Hashimoto et al., 2002).

Além disso, pela variabilidade anatdomica da dentina, o armazenamento direto
possibilita melhor controle e comparagao dos resultados. Isto significa que para o
mesmo dente, os palitos poderado ser aleatoriamente divididos em duas metades, os
quais metade poderao ser avaliados imediatamente e outra metade apds o periodo
de armazenamento, reduzindo o numero necessario de dentes individuais para as
analises.

Contudo, ndo ha um consenso sobre o periodo minimo em que os espécimes
restaurados precisam ser armazenados para observar a degradagao da interface. Os
espécimes sdo normalmente armazenados em solventes por 7 dias a 10 dias,
algumas semanas, 1 a 12 meses e até 4-5 anos (Toledano et al., 2007; Abdalla,
Feilzer, 2008; de Moraes et al., 2008; Erhardt et al., 2008a, 2008b; Skovron et al.,
2010; Mobarak, 2011; De Munck et al., 2013; Marghalani, Watts, 2013; Leme et al.,
2015; Sideridou et al., 2015), dependendo do estudo.

Kostoryz et al. observaram que degradacao de sistemas adesivos a base de
HEMA e BisGMA foi mais acelerada nos primeiros 8 dias de armazenamento
(Kostoryz et al., 2009). Também ha relatos que o tempo critico de degradagao apés
armazenamento em etanol ocorre entre os primeiros 7 dias (Lee et al., 1995; Akova
et al., 2006). Ainda, segundo os trabalhos de Reis et al., uma degradagao mais
acelerada da interface adesiva foi observada apds uma semana de imersao em acido
acético e etanol; e os valores de resisténcia adesiva sofreram reducao significativa
ap6s um més e seis meses de armazenamento (Reis et al., 2015).

Durante 4 anos de armazenamento em agua, De Munck et al. (2003)
observaram o envelhecimento da interface dentina-resina com o desaparecimento
quase completo da camada hibrida formada (De Munck et al., 2003). Ha relatos que
em cerca de 3 meses, todas as classes de sistemas adesivos exibiam evidéncias
mecanicas e morfolégicas de degradagao, semelhantes ao envelhecimento in vivo
(Kato, Nakabayashi, 1998; Shono et al., 1999; Skovron et al., 2010; Van Meerbeek et
al., 2010).

Os principais fatores envolvidos no processo da degradagdo derivado da
hidrélise dos componentes da interface, ocorre devido a absor¢ao do solvente e

subsequente eluicdo dos produtos da degradagéo. Assim, o periodo de imersao em
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solventes, bem como o solvente utilizado podem ser variaveis determinantes no
processo de degradacgao.

A frequéncia da troca do solvente € bem questionada nos estudos prévios,
pois alguns autores relataram que quando ndo ha troca do meio de armazenagem,
ocorre um equilibrio de transferéncia de ions de calcio entre dentina e solugao de
armazenamento, o que reduziria o processo de degradacéao longitudinal (Kitasako et
al., 2000). Trocas diarias possibilitaram um método de envelhecimento para
degradagao da interface adesiva em um curto periodo de tempo; contudo, nenhuma
diferenca significante foi observada entre trocas semanais e mensais nos estudos de
Skovron et al. (2010).

Com isso, observa-se que outros fatores relacionados aos protocolos de
armazenamento sao importantes nos estudos de longevidade adesiva. Diante das
diferentes formas de envelhecimento in vitro, e dependendo do periodo e das formas
de armazenamento das amostras, a literatura mostra que é possivel uma avaliagao
longitudinal de resisténcia adesiva a microtragéo imediatos, e a partir de 7 dias a anos

de avaliacido, dependendo da proposta do estudo.
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3 PROPOSICAO

Avaliar a resisténcia de unidao a microtracdo de sistema adesivo universal
(etch-and-rinse) em dentina sadia, afetada natural e artificialmente por carie, na
presenga de pressao pulpar simulada (20 cm H2O) e apds armazenamento em
solventes (agua, etanol e metiletilcetona) por 24 h e 30 dias.

Analises complementares foram feitas para avaliar os diferentes substratos
(espectroscopia por FTIR e microdureza Knoop), as caracteristicas das interfaces
adesivas (MEV) e a degradagdo do adesivo (resisténcia flexural, modulo de
elasticidade, sorgéo e solubilidade).

As hipéteses de nulidade testadas foram:

HoA — o tipo de substrato dentinario ndo resulta em influéncia significativa nos
valores de resisténcia de unido e microdureza de superficie;

HoB — os diferentes tipos de solventes utilizados para envelhecimento, néo
apresentam diferengas significativas entre si, quando analisada a
influéncia dos mesmos na resisténcia de uniao a dentina;

HoC — os diferentes tempos de armazenamento n&o resultam em influéncia
significativa sobre os valores de resisténcia de unido a dentina;

HoD — os diferentes solventes ndo resultam em influéncia significativa sobre

as propriedades fisico-mecanicas do sistema adesivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

Este estudo foi submetido ao CEP/CONEP sob o numero CAAE
44831415.8.0000.0077 e aprovado pelo parecer numero 1.079.299 (ANEXO A).

Foram utilizados molares humanos higidos e cariados, extraidos, por
indicagdes terapéuticas, junto as clinicas e consultérios particulares. Os cirurgides-
dentistas foram informados sobre o uso dos dentes para fins de pesquisa cientifica
em Odontologia, e os de acordo assinaram o Termo de Doagao de Material Biolégico
(ANEXO B).

4.2 Delineamento experimental

Este experimento seguiu um esquema fatorial do tipo 3 x 3 x 2. As variaveis
experimentais foram: tipo de substrato, solventes e tempo. O primeiro fator, relativo
ao tipo de substrato, apresenta trés categorias: dentina sadia, dentina artificialmente
afetada e dentina naturalmente afetada. O segundo fator, relativo aos solventes,
apresentando trés categorias: agua deionizada, etanol a 99% e metiletilcetona (MEK).
O terceiro fator, relativo ao tempo de avaliagdo, apresentando duas categorias: 24 h
e 30 dias.

A variavel resposta foi o valor, em MPa, obtido no teste de resisténcia adesiva
a microtragao. A unidade experimental foi a dentina do molar humano (n=10), sendo
que, para um mesmo dente, metade dos ‘palitos’ obtidos foram avaliados apds 24 h
e, outra metade, apos 30 dias. As amostras foram aleatoriamente designadas as

condi¢des experimentais.
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4.3 Divisao dos grupos

Trés tipos de dentina — sadia, artificialmente afetada e naturalmente afetada
(n=108) — foram divididas aleatoriamente em 3 subgrupos (n=12), conforme o solvente
para armazenamento: agua deionizada, etanol a 99% e metiletiicetona (MEK)
(Marghalani, Watts, 2013).

Cada amostra foi avaliada em 2 periodos: apés 24 h e 30 dias (Figura 1). Duas
amostras de cada grupo foram utilizadas para analise em microscopia eletrénica de

varredura.

Figura 1 — Distribuicdo das amostras, de acordo com as condi¢des experimentais
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Preparo das amostras

4.4.1 Dentina sadia

Foram adquiridos 72 molares humanos higidos, limpos com auxilio de curetas
periodontais de Gracey e armazenados em agua deionizada a 4°C, por um periodo
maximo de seis meses (Cardoso et al., 2008; Ghiggi et al., 2010).

Suportes de resina acrilica incolor quimicamente ativada (Jet, Artigos
Odontolégicos Classicos, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil) com 2,5 cm de didmetro
e 2,0 cm de altura foram confeccionados com o auxilio de molde de silicone para uso
odontolégico (Rhodorsil, Artigos Odontolégicos Classico, Campo Limpo Paulista, SP,
Brasil). Fixou-se cada dente neste suporte acrilico por meio de cera pegajosa e o
conjunto foi posicionado em uma maquina para corte (Labcut 1010, Extec
Technologies Inc., Enfield, CT, EUA) em baixa rotagado sob refrigeragcao de agua, com

disco diamantado posicionado paralelo a jungao esmalte-cemento. (Figura 2a, 2b).

Figura 2 — Preparo para corte das amostras de dentina

Legenda: a) dente fixado no suporte de resina acrilica com cera pegajosa; b) suporte posicionado na
maquina de corte com o disco diamantado paralelo a superficie oclusal.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Realizaram-se duas secg¢des horizontais: a primeira paralela a superficie
oclusal, para exposicdo da dentina; e a segunda a 1 mm abaixo da jungao
amelocementaria, para separagdo da coroa da porgdo radicular, a qual foi

desprezada. (Figura 3a, 3b, 3c).

Figura 3 — Recorte das amostras

Legenda: a) representacao dos cortes; b) seccao do esmalte oclusal e exposigao da dentina; ¢) secgao
das raizes e exposi¢do da caAmara pulpar.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Em seguida, a amostra foi levada a uma politriz circular (PoliPan-2, Pantec,
Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil), para desgaste do esmalte remanescente sobre
a dentina oclusal, e desgaste de remanescente radicular. O desgaste foi realizado
com discos de lixas de carboneto de silicio (Extec Corp., Enfield, CT, EUA) de

granulacao 600, a 300 rpm, sob refrigeracdo com agua. O remanescente dentinario
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foi padronizado em 2 + 0,1 mm de espessura, a partir do corno pulpar mais alto (Belli
et al., 2010; Silva et al., 2016), medido através de um espessimetro (Otto-Arminger &
Cia Ltda., RS, Brasil). (Figura 4a, 4b).

Figura 4 — Padronizagéo da superficie de dentina

Legenda: a) desgaste em lixa d’agua sob refrigeragdo com agua; b) padronizagdo da espessura de
dentina em 2 mm a partir do espessimetro.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os tecidos pulpares remanescentes foram removidos com auxilio de curetas
de dentina. As camaras pulpares foram cuidadosamente lavadas com agua
deionizada até a completa remocgao dos residuos teciduais, e secos com jatos
descontinuos de ar, a fim de se evitar o ressecamento da dentina exposta.

Apds a padronizacdo, as amostras foram armazenadas em solugao salina
fisiolégica (Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO, Brasil), a 4°C,

até o momento da continuidade do estudo.

4.4.2 Dentina artificialmente afetada

Trinta e seis amostras de dentina sadia foram submetidas a formacao de
dentina afetada por carie. Primeiramente, as faces oclusais dos remanescentes

dentais foram avaliadas por fluorescéncia a laser utilizando o aparelho DIAGNOdent
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Pen 2190 (Kavo, Biberach, Alemanha) a fim de verificar a auséncia de qualquer
processo de desmineralizagdo. O aparelho foi calibrado segundo as recomendagbes
do fabricante.

A superficie oclusal da amostra foi seca com auxilio de seringa triplice por 5
s, e a ponta da sonda do aparelho foi posicionada perpendicularmente sobre a regido
para a realizagao de trés leituras, confirmando a auséncia de desmineralizagao pelos
valores de sensibilidade do aparelho. Em seguida, as amostras foram
impermeabilizadas com duas camadas de verniz (Colorama Maybelline Ltds., Sao

Paulo, Brasil), com excec¢ao da superficie de dentina oclusal exposta (Figura 5a, 5b).

Figura 5 — Preparo para a desmineralizagdo da amostra de dentina

Legenda: a) DIAGNOdent posicionado para leitura da superficie oclusal da dentina sadia; b) amostras
de dentina sadia previamente preparada e impermeabilizada.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para a inducéo artificial de lesao cariosa em dentina foi utilizado o processo
de ciclagem de pH, de acordo com o protocolo proposto nos estudos de Erhardt et al.
(2008b). A ciclagem de pH consistiu na imersdo das amostras em recipientes
individuais por 3 h em solugcdo desmineralizadora e 45 h em solucado mineralizadora,
realizados em 8 ciclos a 37°C, sem agitagao.

A solucdo desmineralizadora continha 2,2 mM de CaCly, 2,2 mM de NaH2POg,
0,05 M de acido acético, 0,05 M de acetato de soédio e 1 ppm de NaF, ajustada a um
pH 4,5. A solugcdo mineralizadora compreendeu 1,5 mM de de CaClz, 0,9 mM de
NaH2POg4, 0,15 M de KCI, 0,1 M de solugao Tris buffer e 10 ppm de NaF, ajustada a
um pH 7,0. A verificagao do pH foi realizada em pHmetro digital (DM-20 Digimed, Sao
Paulo, Brasil). O modo de preparo de cada solugdo encontra-se especificado no
APENDICE A. Durante os ciclos, a solucdo desmineralizadora foi trocada apds a
realizacdo do quarto ciclo, e a solugao mineralizadora foi renovada a cada novo ciclo.

Apds o periodo de ciclagem, as amostras foram lavadas abundantemente com
agua deionizada e novamente avaliadas com laser fluorescente (DIAGNOdent Pen
2190; Kavo, Biberach, Alemanha), com o objetivo de confirmar as alteragdes pela
formacao da dentina afetada. A superficie oclusal da amostra foi seca por 5 s e, em
seguida, foi posicionada ponta da sonda do aparelho, perpendicularmente a regido
oclusal da formacgao de dentina afetada, para realizagao de trés leituras. Ainda, duas
amostras foram preparadas e avaliadas em microscopia eletrénica de varredura

(MEV), a fim de verificar a efetividade do processo de ciclagem de pH.

4.4.3 Dentina naturalmente afetada

Outros trinta e seis molares humanos, agora com lesdo de carie coronais
foram obtidos e armazenados em agua deionizada a 4°C por um periodo maximo de
seis meses apos a extragao (Sattabanasuk et al., 2006). Os critérios de inclusao foram
de que a carie fosse limitada a face oclusal, com envolvimento de pelo menos metade
da distancia da juncdo esmalte-dentina e sem envolvimento da camara pulpar
(Nakajima et al., 1995; Taniguchi et al., 2009).
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Fixou-se cada dente no suporte acrilico por meio de cera pegajosa para cortes
paralelo a superficie oclusal, para exposi¢cao da dentina e a 1 mm abaixo da jungao
amelocementaria, para separacdo da coroa da porcdo radicular, como descrito
anteriormente no item 4.3.1.

A dentina infectada foi removida com curetas de dentina e, a amostra foi
levada a uma politriz circular (PoliPan-2, Pantec, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil),
para desgaste da superficie oclusal com discos de lixas de carboneto de silicio (Extec
Corp., Enfield, CT, EUA) de granulagao 600, sob refrigeragcdo com agua, a fim de obter
uma dentina afetada por carie clinicamente relevante e padronizar a smear layer.

A dentina naturalmente afetada por cérie foi distinguida da dentina sadia
usando critérios combinados, incluindo a alteracéo de cor (exame visual) e dureza
superficial usando a sonda exploradora n°5 (exame tatil) (Nakajima et al., 1995;
Yoshiyama et al., 2003; Xuan et al., 2010; Joves et al., 2013, 2014); como observado

nas Figuras 6a e 6b.

Figura 6 — Diferenciagdo da dentina naturalmente afetada por carie

A

Legenda: a) exame visual pela alteragdo da cor; b) exame tatil pela dureza de superficie.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O remanescente dentinario foi padronizado em, aproximadamente, 2 + 0,1
mm de espessura a partir do corno pulpar mais alto (Joves et al., 2014), medido

através de um espessimetro (Otto-Arminger & Cia Ltda., RS, Brasil). Atentou-se para
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as amostras que, apds a padronizagao, ficassem com espessuras maiores ou
menores diante da dentina com les&o cariosa serem excluidas do estudo.

Os tecidos pulpares remanescentes foram removidos e a cadmaras pulpares
cuidadosamente lavadas com agua deionizada. As amostras foram armazenadas em
solugdo salina fisiolégica (Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de Goiania,

GO, Brasil), a 4°C, até o momento do uso.

4.5 Analise quimica da dentina por espectroscopia - FTIR

Apds o preparo e padronizagao da superficie da dentina, previamente ao
procedimento restaurador, cinco amostras de cada tipo de dentina (sadia,
artificialmente afetada e naturalmente afetada) foram aleatoriamente escolhidas para
analise das possiveis mudangas na composigao quimica.

A anadlise quimica foi avaliada em espectroscopia de infravermelho por
Transformada de Fourier (FT-IR, PerkinElmer Waltham, Massachusetts, EUA),
equipado com um acessorio de reflexao total atenuada (ATR). A superficie de dentina
de cada amostra foi posicionada sobre a superficie do ATR e pressionada com auxilio
de célula de carga plana de ago inoxidavel (100 g/F), a fim de obter o maximo contato

da amostra com o cristal de diamante do ATR (Figura 7a, 7b).

Figura 7 — Posicionamento da amostra para analise em FTIR

Legendva: a) cristal de diamante ATR-FTIR; b) amostra de dentina pressionada sobre o ATR.
Fonte: Elaborada pelo autor.



43

Os espectros de infravermelho foram registrados automaticamente pelo
equipamento, por um computador acoplado para mapeamento do ensaio, utilizando o
software Spectrum (versao 10.4.3, PerkinElmer Waltham, Massachusetts, EUA). Os
espectros foram adquiridos no modo de absorbancia, com faixa de transmissao entre
4000 e 650 cm', 32 varreduras, a uma resolugdo de 4 cm™'. Apds a correcéo da linha
de base e normalizagao, picos de absorbancia do grupo fosfato (entre 900-1200cm),
grupo carbonato (870-1070cm™") e grupo amida presente na matriz de colageno da
dentina (entre 1600-1700cm™") foram comparados entre os tipos de substratos (Maske
et al., 2015). As diferengas entre as caracteristicas minerais dos espectros foram
observados conforme a relagdo mineral: (fosfato e carbonato)/ colageno = (961 cm’
e 1070 cm™")/1452 cm™' (Wang et al., 2007).

4.6 Analise da microdureza Knoop (KHN)

Apods a analise quimica em espectroscopia, as cinco amostras de cada tipo
de dentina (sadia, artificialmente afetada e naturalmente afetada), previamente
padronizadas, foram avaliadas segundo a microdureza de superficie.

O ensaio de microdureza superficial foi realizado por meio de microdurdémetro
(FM-700, Future Tech Company, Téquio, Japao), acoplado ao software para analise
de imagem (FT-ARS 900 HDPS-ARS, versao 1.31.4). Por meio de uma ponta
diamantada piramidal tipo Knoop e aplicagédo de carga estatica de 10 g por 30 s
(Marquezan et al., 2009), foram realizadas trés indentagdes na superficie de cada
amostra, com 100 um de distancia entre si (Figura 8a, 8b). Uma média dos valores

das trés leituras foi obtida e submetidas a analise estatistica.
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Figura 8 — Analise da microdureza de superficie

Legenda: a) amostra posicionada no microdurbmetro; b) amostra de dentina posicioada e pressionada
com a ponta endentadora.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7 Procedimento restaurador

4.7.1 Pressao pulpar simulada

Para simulagao de pressao intrapulpar, suportes de resina acrilica incolor
quimicamente ativada (Jet, Artigos Odontolégico Classico, Campo Limpo Paulista, SP,
Brasil) foram confeccionados com dimensdes de 4,5 cm x 2,5 cm x 0,5 cm. Nestes
suportes foram feitas duas aberturas para simular a entrada e saida do fluxo de agua
dentro da camara pulpar (Figura 9). Duas agulhas hipodérmicas (0,7 x 10 mm) foram
posicionadas ao centro do suporte acrilico, perpendicular a base. A primeira agulha
foi posicionada de modo que, a ponta superior comunicava com o interior da camara

pulpar, e a ponta inferior anexada a um dispositivo de pressao hidrostatica (Goodis et
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al., 1997; Silva et al., 2016; Santis et al., 2017). A segunda agulha foi posicionada com
sua ponta superior no interior da camara pulpar, e a ponta inferior anexada a canulas
de silicone (Mark Med Industria e Comércio LTDA, Braganga Paulista, Sdo Paulo,
Brasil) que possibilitaram o fluxo de agua para outro reservatério. Para permitir o fluxo
de agua entre as canulas, removeu-se bolhas de ar do seu interior por meio de sucgao

com auxilio de seringa.

Figura 9 — Esquema representativo da pressao pulpar simulada

PERFUSAO

‘ SEGMENTO
\ DE COROA

1)

Fonte: Elaborada pelo autor.

O dispositivo para simulagao da pressao intrapulpar € uma adaptagdo do
dispositivo da Universidade de Zurique (Suiga). Este dispositivo contém um
reservatorio que foi preenchido com agua deionizada (Goodis et al., 1997; Gongalves,
2014; Silva et al., 2016; Santis et al., 2017), posicionado a 20 cm do nivel da camara
pulpar (Sauro et al., 2007; Mobarak, 2011; Feitosa et al., 2012, 2014; Bacchi et al.,
2015; Sartori et al., 2016; Zhou et al., 2016). Contém ainda, canulas de silicone que
permitiram o fluxo de agua do reservatoério ao interior da camara pulpar durante o
procedimento adesivo (Figura 10).

Antes da simulacdo de pressao pulpar, através do suporte acrilico e com
auxilio de seringas, foi injetada agua deionizada na cavidade pulpar para evitar a
introdugado de bolhas de ar no interior da camara e garantir seu total preenchimento

pelo liquido.
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Figura 10 — Dispositivo utilizado para simulagao de presséao pulpar

Legenda: dispositivo para simulacéo de pressao intrapulpar, posicionado a 20 cm da superficie oclusal
da amostra.
Fonte: Elaborada pelo autor.

As amostras foram fixadas nos suportes acrilicos com cola de cianoacrilato
gel (SuperBonder Loctite, Henkel Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e com cera 7 (rosa) ao
redor de todo espécime, para posicionar as perfuracées ao centro da camara, o que
permitiu 0 deslocamento do fluido pelo gradiente de pressao gerado (Figura 11a, 11b,
11c). A cola de cianoacrilato também foi utilizada para impedir o vazamento de agua
pela interface amostra-suporte e garantir o completo vedamento da camara pulpar
(Ozok et al., 2004).
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Figura 11 — Adaptagao da amostra para simulagao de pressao pulpar

Legenda: a) duas agulhas hipodérmicas para simular a entrada e saida do fluxo de agua no interior da
camara pulpar; b) dente posicionado sobre o suporte acrilico, com as agulhas no interior da camara
pulpar; c) dente fixado no suporte com cola de cianoacrilato e cera 7.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7.2 Restauracgao adesiva

Sob pressao pulpar simulada, as superficies de dentina sadia, dentina
artificialmente afetada e dentina naturalmente afetada por carie, foram condicionadas
com acido fosférico 37% (Condac 37, FGM, Joinville, SC, Brasil), pela técnica do
condicionamento acido total, por 15 s, seguido de lavagem por 20 s, remogao do
excesso de umidade com breves jatos de ar (10 s), mantendo-se o substrato dentinario
levemente umedecido; aplicacdo do sistema adesivo por 20 s (Scotchbond Universal,
3M ESPE Dental Products, Saint Paul, MN, EUA), de acordo com as especificagdes
do fabricante. Em sequéncia, foi realizada a fotopolimerizagao do sistema adesivo
(LED Light Curing System, Demi Plus, Kerr Corporation, Middleton, WI, EUA), com
poténcia de 1200 mW/cm?, pelo periodo de 10 s. A densidade de poténcia foi
verificada a cada 10 fotopolimerizagdes por um radidmetro LED (Kondortech, Séo
Carlos, SP, Brasil.).

Apds os procedimentos adesivos, um bloco de resina composta (Z350 XT, 3M
do Brasil Ltda., Sumaré, SP, Brasil) com 2 mm de altura foi confeccionado sobre toda
face oclusal de dentina exposta, ou somente sobre a regido da dentina afetada
naturalmente por carie. A resina foi inserida em incrementos de 2 mm, com auxilio de
uma matriz de silicone (4 mm x 4 mm x 4 mm), seguido de fotopolimerizagcao por 20

s. Para complementar a polimerizacao da resina, apdés a remog¢ao da matriz de
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silicone, o bloco foi fotopolimerizado por mais 20 s em cada face (Figura 12a, 12b,
12c, 12d).

Finalizado o procedimento restaurador, as amostras confeccionadas foram
armazenadas em agua deionizada a 37°C por 48 h, a fim de proporcionar o tempo

adequado para polimerizagao (Singh et al., 2010; De Munck et al., 2013).

Figura 12 — Procedimento adesivo e restaurador

C

Legenda: a) condicionamento acido da superficie oclusal; b) aplicagdo do sistema adesivo; c)
fotopolimerizagédo do sistema adesivo; d) dente restaurado com resina composta.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os materiais para este estudo encontram-se especificados no Quadro 1.



Quadro 1 — Composicao e especificagcbes dos materiais
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Paul, MN, EUA.

MATERIAL FABRICANTE COMPOSICAO LOTE
Condac 37 FGM, Joinville, 37% acido orto-fosfdrico, espessante, corante | 050716
SC, Brasil. e agua deionizada.
15-25% BisGMA, 15-25% HEMA, 5-15%
Scotchbond™ 3M ESPE Dental resinas dimetacrilato, 5-15% silano, 1-10%
Universal. Products, Saint mondmero fosfato MDP, 1-5% copolimero do | 509806
Paul, MN, EUA. Vitrebond™ (acido polialcendico), 10-15%
etanol, 10-15% agua.
3M ESPE Dental BisGMA, BisEMA UDMA, TEGDMA,
Filtek Z350 XT. Products, Saint PEGDMA, nanoparticulas de zircdnia/silica. 591639

Fonte: Fabricantes.

4.7.3 Preparo para armazenamento

Apds o periodo de 48 h, as amostras foram fixadas nos suportes de resina

acrilica (2,5 cm de diametro x 2 cm de altura) com cola de cianoacrilato em gel (Super

Bonder Loctite, Henkel Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e com cera 7 (rosa) ao redor de toda

amostra.

Em seguida, o suporte foi posicionado em uma maquina para corte (Labcut

1010, Extec Technologies Inc., CT, EUA) para a realizagao de secgbes paralelas no

longo eixo da coroa, em baixa velocidade e sob refrigeracdo abundante. Realizaram-

se seccoes perpendiculares a interface adesiva, nos sentidos mésio-distal e vestibulo-

lingual, possibilitando a obtengdo de palitos retangulares de resina composta e

estrutura dental com secgdes de aproximadamente 1 mm? de area (Sano et al., 1994)
(Figura 13a, 13b, 13c, 13d).
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Figura 13 — Corte das amostras para armazenamento

’l
. % .~ LR -
Legenda: a) amostra restaurada posicionada em cortadeira de precisdo (vista oclusal); b) amostra
posicionada para corte e obtengdo dos ‘palitos’; ¢) representacdo das secgbes perpendiculares a
interface adesiva realizada nos sentidos mésio-distal e vestibulo-lingual; d) corpo-de-prova na forma
de paralelogramo de resina composta e dentina naturalmente afetada por carie.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.8 Degradagao em solventes

Os corpos-de-prova (‘palitos’) obtidos em cada amostra restaurada foram
aleatoriamente divididos em duas metades para avaliagao apos 24 h e 30 dias de
armazenamento. Ou seja, para um mesmo dente, metade dos ‘palitos’ foram avaliados
apos 24 h, e a outra metade avaliada apos 30 dias. Deste modo, houve uma menor
variacao do substrato para a avaliagdo dos solventes sobre a interface adesiva
(Loguercio et al., 2005; Van Meerbeek et al., 2010).

Para o envelhecimento (Marghalani, Watts, 2013), utilizaram-se os solventes:

e S1 - agua deionizada como grupo controle;

e S2 - etanol 99% (LioSerum Produtos Laboratoriais e
Hospitalares Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil);

e S3 — metiletilcetona 99% (LioSerum Produtos Laboratoriais e

Hospitalares Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Os corpos-de-prova (‘palitos’) foram armazenados em recipientes individuais
identificados (Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brasil), contendo 2 ml do solvente

correspondente, em estufa a 37°C, pelos periodos de 24 h e 30 dias. Para evitar a
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volatilizacdo dos solventes, os recipientes foram vedados individualmente com
Parafilm (Parafilm M® Laboratory Film, OShKosh, WI, EUA), a fim de garantir seu

completo fechamento (Figura 14).

Figura 14 — Armazenamento da amostra para envelhecimento

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.9 Teste de resisténcia adesiva a microtragao

Apods os periodos de 24 h e 30 dias de armazenamento em solventes para
envelhecimento, os corpos-de-prova (‘palitos’) foram submetidos ao teste de
resisténcia adesiva a microtracdo. Antes do ensaio mecanico, a area de todos os
palitos foi medida utilizando um paquimetro eletrénico digital (Starrett Industria e
Comércio Ltda., SP, Brasil).

Cada corpo-de-prova foi fixado individualmente em um dispositivo metalico
para teste de microtragdo (OD03d, Odeme Equipamentos Médicos e Odontoldgicos

Ltda., Joagaba, SC, Brasil) com cola de cianoacrilato em gel (454 Loctite, Henkel Ltda.,



52

Sao Paulo, Brasil) em suas extremidades, de modo a posicionar a area adesiva
perpendicularmente ao longo eixo da forga de tragao (Figura 15a, 15b, 15c).

O ensaio de microtracao foi realizado em uma maquina de ensaio universal
(EMIC DL-200, Equipamentos e Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil),
com célula de carga de 10 kgf, a uma velocidade de 0,5 mm/min, preconizada pela
ISO/TR 11405:1994. No momento da fratura, o ensaio era interrompido
automaticamente, e os valores referentes a resisténcia de unido coletados e tabulados
para a analise estatistica.

A resisténcia de unido foi calculada, em megapascal (MPa), através da

féormula:

Rm=F/A

Onde: Rm ¢ a resisténcia a microtracao; F € a forga aplicada, ou seja, o valor

da carga (min/mm?) para rompimento da unido adesiva; e A é a area de unido (mm?2).

Figura 15 — Teste de resisténcia adesiva a microtragéao

Legenda: a) palito fixado no dispositivo para teste de microtragéo; b) dispositivo posicionado na
maquina EMIC para realizagdo do ensaio; c) palito fraturado apds o teste de microtracao.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Apos a realizacdo do ensaio de microtracdo, os corpos-de-prova fraturados

foram classificados de acordo com o tipo de falha:

e coesiva em resina composta — predominantemente (=75%) no interior
da resina composta;

e coesiva em dentina — predominantemente (275%) no interior da
estrutura dental,

e adesiva - predominantemente (<75%) na interface adesiva;

e mista — sem predominancia de qualquer tipo de falha.

Os dados resultantes de fraturas coesivas em dentina ou em resina composta
foram desprezados, assim como os espécimes que apresentaram falhas pré-teste.
Apenas os dados das fraturas adesivas e mistas foram utilizados para a analise
estatistica (Loguercio et al., 2005; Eckert, Platt, 2007; Sadek et al., 2010; Scherrer et
al., 2010).

4.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para analise da interface adesiva frente as diferentes condicbes
experimentais, prepararam-se duas amostras de cada grupo para andlise em
Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV). As amostras foram restauradas de forma
similar a técnica empregada para o ensaio mecanico de microtragdo. Em sequéncia,
as amostras foram seccionadas perpendicularmente a interface adesiva através de
uma maquina para corte (Labcut 1010, Extec Technologies Inc., CT, EUA).

Para observacdo da interface adesiva, cada espécime obtido teve sua
interface polida com discos de lixas d’agua de granulagao 1200 e 4000 (Extec Corp.,
Enfield, CT, EUA), em politriz circular, sob refrigeragdo. Em seguida, os espécimes
foram condicionados com acido fosférico 37% sem silica (Attaque Gel 37%,
Biodindmica Quimica e Farmacéutica LTDA, Ibipora, PR, Brasil) durante 15 s e
lavados com agua durante 10 s, promovendo a remogao da smear layer e facilitando

a visualizacdo da interface adesiva em MEV. Os espécimes foram mantidos em
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campanulas de vidro com silica por sete dias para desidratacdo. Em sequéncia, os
espécimes foram montados em stubs de aluminio, e foi depositada, em vacuo, uma
camada de 4 nm de liga Au-Pd sobre a superficie (Emitech SC7620 Sputter Coater,
Moorestown, NJ, EUA) (Marimoto et al., 2013; Barcellos et al., 2015).

Os espécimes foram observados em microscopio eletrdnico de varredura
(Inspect S50, FEI, Hillsboro, Oregon, EUA), com 12,5 KV de poténcia, empregando
aumentos de 2000 vezes, considerando a interface adesiva. As imagens foram

coletadas através de um computador acoplado ao MEV.

4.11 Analises fisico-mecanicas do sistema adesivo

4.11.1 Teste de resisténcia flexural em trés pontos e médulo de elasticidade

Sessenta amostras retangulares do sistema adesivo foram confeccionadas
para desafio em cada solvente, avaliados apds 24 h e 30 dias de armazenamento
(n=10). Uma matriz de silicone (Odeme Equipamentos Médicos e Odontoldgicos
LTDA, Luzerna, SC, Brasil) com dimensdes retangulares (10 mm de comprimento x 2
mm de largura x 2 mm de altura) foi utilizada para confecgdo das amostras
retangulares.

O sistema adesivo foi inserido com auxilio de uma micropipeta (Digipet,
Curitiba, PR, Brasil), e uma tira de poliéster transparente (FAVA, Sao Paulo, SP,
Brasil) foi posicionada sobre a matriz. Em sequéncia, realizou-se a fotopolimerizagao
do sistema adesivo (LED Light Curing System, Demi Plus, Kerr Corporation,
Middleton, WI, EUA), com poténcia de 1200 mW/cm?, pelo periodo de 20 s, no centro
e nas duas extremidades. As amostras foram armazenadas em recipientes individuais
identificados (Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brasil), em camara escura, em estufa a
37°C, por 48 h em agua deionizada.

Apos 48 h, as amostras foram submetidas ao desafio nos respectivos
solventes (n=20): agua deionizada, etanol a 99% e metiletilcetona 99%. Para isso,

cada amostra foi armazenada em recipientes individuais identificados contendo 2 ml
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do solvente correspondente, em estufa a 37°C, pelos periodos de 24 h e 30 dias
(n=10).

Ap0ds os periodos de 24 h e 30 dias de armazenamento, as amostras foram
submetidas ao teste de resisténcia flexural em trés pontos e modulo de elasticidade.
Antes do ensaio mecanico, a area de todas as amostras foi medida utilizando um
paquimetro eletrénico digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Itu, SP, Brasil).

Cada amostra foi posicionada individualmente em um dispositivo metalico
para teste de flexao (Odeme Equipamentos Médicos e Odontoldgicos Ltda., Joagaba,
SC, Brasil), fixado na base da maquina de ensaio universal (EMIC DL-1000,
Equipamentos e Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), com célula de
carga de 10 kgf, a uma velocidade de 0,5 mm/min, conforme norma ISO 4049. Esse
suporte contém duas superficies paralelas distantes entre si, o que proporciona dois
apoios nas extremidades; e um pino metalico fixado na parte superior da maquina de
ensaio universal, que exerce uma forca de 0,5 Nm/s no centro da amostra,
equidistante aos pontos de apoio, gerando assim a forga de flexdo até o momento da
fratura (Figura 16a, 16b, 16c).

No momento da fratura, o ensaio era interrompido automaticamente, e os
valores referentes a resisténcia flexural em trés pontos foram coletados por um
computador acoplado para mapeamento do ensaio, em N e convertidos em MPa,

seguindo a férmula da especificacdo ISO 4049:

RF=3FI / 2bh?

Onde RF é a resisténcia flexural (MPa), F é a carga suportada (N), | € o
comprimento entre os pontos de apoio (9 mm), b é a largura da amostra (2 mm)e h é
a espessura da amostra (2 mm).

O calculo do médulo de elasticidade foi realizado a partir das curvas de

deflexdo da carga registrada, seguindo a formula:

ME=3I x 1F / 4fbh3

Onde, | é a distancia entre os apoios, F é a carga suportada (N), f é deflexdo

da barra (mm), b é a largura da amostra (2 mm) e h é a espessura da amostra (2 mm).
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Em sequéncia, todos os valores referentes aos testes RF e ME foram
coletados e tabulados para a analise estatistica (Peutzfeldt, Asmussen, 1992; Condon,
Ferracane, 1998; Arcis et al., 2002).

Figura 16 — Teste de resisténcia flexural em trés pontos e médulos de elasticidade

Legenda: a) insergcao do adesivo com uxilio de micropipeta; b) fotopol‘iﬂmeriza(;éo do sistema adesivo;
¢) amostra posicionada sobre o suporte metalico para realizagdo dos testes.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.11.2 Teste de sorgao (A) e solubilidade (S) em solventes

Quinze amostras circulares (7 mm de didmetro x 2 mm de altura) do sistema
adesivo foram confeccionadas por meio de uma matriz de silicone. Esse diametro foi
utilizado de modo a padronizar a fotopolimerizacdo das amostras em relagcdao ao
diametro da ponta do fotopolimerizador. O sistema adesivo foi inserido na matriz de
silicone com auxilio de uma micropipeta (Digipet, Curitiba, PR, Brasil), e uma tira de
poliéster transparente (FAVA, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi posicionada sobre a matriz.
Em sequéncia, realizou-se a fotopolimeriza¢ao do sistema adesivo (LED Light Curing
System, Demi Plus, Kerr Corporation, Middleton, WI, EUA), com poténcia de 1200
mW/cm?, pelo periodo de 20 s (Figura 17a, 17b).

As amostras foram pesadas em uma balanca analitica eletrénica de precisao

(Mttler, Toledo, OH, EUA) para registro do peso inicial. Em seguida, as amostras foram
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armazenadas individualmente em recipientes identificados (Eppendorf, Sdo Paulo,
SP, Brasil), secos, em camara escura, a 37°C. Apds ciclos de 24 h, as amostras foram
pesadas repetidas vezes até que uma massa constante (M1) fosse obtida, de modo
que a diferenca entre as pesagens nao fosse maior que 0,1 mg (ISO 4049:2000).

O didmetro e a espessura de cada amostra foram medidos utilizando um
paquimetro eletrénico digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Itu, SP, Brasil).
Através das médias do didmetro e da espessura, calculou-se a area (em mm?) e o

volume (em mm?3) da amostra, onde

V=1r2h

em que r corresponde ao raio e h a espessura.

Apos obtencdo da massa constante, as amostras foram submetidas ao
desafio nos respectivos solventes (n=5): agua deionizada, etanol a 99% e
metiletilcetona 99%. Para isso, cada amostra foi imersa em 2 ml do solvente
correspondente, em estufa a 37°C, por um total de 28 dias. Apdés o 28° dia, as
amostras foram removidas da estufa, retiradas do solvente, cuidadosamente limpas
em papel absorvente por 15 s (Figura 17c). Em seguida, todas as amostras foram
novamente pesadas (M2) em balanga analitica de precisdo. Assim, a porcentagem de

sorgdo (A), em ug/mm3, foi calculada usando a seguinte formula:

A=100 (M2-M1/V)

Em sequéncia, as amostras foram colocadas individualmente em recipientes
individuais identificados, sem solvente, contendo géis de silica, em estufa a 37°C, para
desidratagao (Figura 17d, 17e). Cada amostra foi pesada em ciclos de 24 h, até obter
uma massa constante (M3), de modo que a diferenga das pesagens entre os ciclos
nao fosse maior que 0,1 mg. Assim, porcentagem de solubilidade, em pg/mm3, foi

calculada usando a seguinte equacéo (Yiu et al., 2006; Hiraishi et al., 2008):

$=100 (M1-M3/V)
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Figura 17 — Teste de sorcao e solubilidade nos solventes

Legenda: a) insercao do adesivo com auxilio de micropipeta na matriz de teflon; b) amostra circular de
adesivo; c¢) amostra imersa individualmente em 2 ml de solvente; d) amostra armazenada sem agua
com geis de silica para desidratacéo; e) balanga eletrénica analitica de precisao para pesagem da
amostra.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.12 Planejamento estatistico

Para avaliar a efetividade do processo de ciclagem de pH, foi realizada a
mensuragao da sensibilidade do laser fluorescente (DIAGNOdent) sobre a superficie
oclusal das amostras, antes e apds a ciclagem. A analise descritiva consistiu nos
valores de média e desvio-padrdao. Os dados obtidos foram analisados segundo o
teste t-Student para dados pareados paramétricos (teste de Wilcoxon), com nivel de
significancia de 5% («=0,05). Ainda, duas amostras foram preparadas e avaliadas em
microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Para analise quimica da dentina em espectroscopia (FTIR), os picos de

absorbancia do grupo fosfato (entre 900 e 1200 cm™"), do grupo carbonato (870 e 1070
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cm™') e do grupo amida (entre 1400 e 1700 cm™") presente na matriz de colageno da
dentina foram comparados entre os tipos de substratos.

Para os dados de microdureza de superficie, uma média foi obtida a partir das
trés leituras realizadas em cada amostra de dentina. A analise descritiva consistiu nos
valores de média e desvio-padrao e, a analise inferencial, compreendeu o teste de
andlise de variancia sob um fator (substrato), seguido do teste de multiplas
comparagdes de Tukey, com nivel de significancia de 5% (a=0,05).

Para o teste de resisténcia de adesiva a microtragao, a variavel em estudo foi
a média dos ‘palitos’ de cada dente (Eckert, Platt, 2007), para cada tempo em analise.
A estatistica descritiva consistiu no calculo de médias e desvio-padrao. Os dados de
resisténcia adesiva foram analisados, estatisticamente, quanto a sua normalidade por
meio do teste de Ryan-Joiner (APENDICE B).

A estatistica inferencial consistiu nos testes: analise de variancia (ANOVA)
sob 2 fatores (tipos de substratos e solventes) para cada tempo de avaliagdo (24 h e
30 dias); e o teste de multiplas comparacgdes de Tukey, com nivel de significancia de
5% (a=0,05).

Para os testes de resisténcia flexural e modulo de elasticidade, os dados
obtidos foram submetidos a analise descritiva com valores de média e desvio-padrao,
e a analise de varidncia (ANOVA) sob 2 fatores (solventes e tempos de
armazenamento), seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey (a=0,05).

Sorcgao e solubilidade, os dados obtidos foram submetidos a analise descritiva
com valores de média e desvio-padrao, e teste ANOVA sob um fator (solventes),
seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey (=0,05).

Os dados foram submetidos a analise estatistica por meio dos programas
computacionais: Minitab for Windows (versao 17, 2010, College State, PA, EUA) e
GraphPad Prism (versao 6, 2010; La Jolla, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

Os dados obtidos estdao apresentados em quatro partes para melhor
compreensao do leitor. Na primeira parte, apresentam-se os resultados referentes ao
preparo da dentina artificialmente afetada por carie. Na segunda parte estdo a analise
quimica dos substratos (dentina sadia, artificialmente afetada e naturalmente afetada)
realizada em espectroscopia — FTIR e a analise da microdureza superficial dos
mesmos substratos. Na terceira parte, a estatistica descritiva e inferencial dos
resultados obtidos no ensaio de microtragédo (em MPa), e as imagens da interface
adesiva obtidas em microscopia eletrdnica de varredura (MEV). E, na quarta parte,
estao apresentados os resultados dos testes de resisténcia flexural e médulo de

elasticidade (em MPa), sorcao e solubilidade (em %) do sistema adesivo.

5.1 Dentina artificialmente afetada por carie

5.1.1 DIAGNOdent

Na Tabela 1 e na Figura 18, apresentam-se os valores de média do grau de
desmineralizacido obtidos pelo aparelho de laser fluorescente DIAGNOdent, antes e
apos a desmineralizacdo da superficie da dentina. De acordo com os resultados
obtidos, houve diferenga estatisticamente significativa na superficie das amostras
apo6s a submissao ao processo de ciclagem de pH. Mostrando assim, que o tratamento

foi efetivo na desmineralizagao da dentina.
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Tabela 1 — Resultados do teste t-Student de dados pareados para os valores do grau

de desmineralizagao do DIAGNOdent

Dentina Média = DP p-valor*® t-valor
Dentina sadia (Inicial) 15,15+8,86
Dentina afetada (Final) 29,09+17,01 0,001 5,85
Diferenga (Final-Inicial) 13,94+13,69

Legenda: DP:Desvio-padrao. * p-valor<0,05 apresentam diferencas estatisticamente significantes.
Fonte: GraphPad Prism.

Figura 18 — Grafico de médias e desvio-padrao e box-plot das medianas dos valores
do grau de desmineralizagao do DIAGNOdent
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Fonte:GraphPad Prism.

5.1.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Imagens em MEV foram obtidas com o propdsito de realizar analise
complementar da caracteristica do substrato apds o processo DES-RE, conforme a
ciclagem de pH preconizada na literatura. A Figura 19 ilustra a superficie oclusal da

dentina sadia e, as diferengas obtidas na superficie apés o periodo de formacao da
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dentina artificial por carie, comparando-as com a superficie de uma amostra de

dentina naturalmente afetada por carie.

Figura 19 — Analise ilustrativa de microscopia eletrénica de varredura de uma amostra
de dentina sadia, dentina submetida a ciclagem de pH e dentina naturalmente afetada

por carie
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Le
dentina naturalmente afetada por carie (aumento 1000x).
Fonte: MEV.

5.2. Analise quimica dos substratos em espectroscopia — FTIR

Graficos dos picos de absorbancia referentes aos diferentes tipos de dentina
estdo representados nas Figuras 20, 21 e 22, bem como os picos de absorbancia do
grupo fosfato (entre 900 e 1200 cm™'), do grupo carbonato (870 e 1070 cm™) e do
grupo amida (entre 1400 e 1700 cm™).

Para dentina sadia, os picos de absorbancia do grupo fosfato e carbonato
apresentam intensidades acima de 0,4 A; enquanto os picos do grupo amida, em torno
de 0,2 A.
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Figura 20 — Grafico dos picos de absorbancia (A) para dentina sadia
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Legenda: -NH2: grupo amida; PO4*: grupo fosfato; COs%: grupo carbonato; H20: agua.
Fonte: Elaborada pelo autor (Microsoft Excel).

Para dentina artificialmente afetada, os picos de absorbancia mostraram um
a reducao das intensidades quando comparada a dentina sadia. O grupo fosfato e
carbonato apresentam intensidades menores que 0,4 A; enquanto os picos do grupo

amida, menores que 0,2 A.
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Figura 21 — Grafico dos picos de absorbancia (A) para dentina artificialmente afetada
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Legenda: -NH2: grupo amida; PO4%: grupo fosfato; COs%: grupo carbonato; H20: agua.
Fonte: Elaborada pelo autor (Microsoft Excel).

Para dentina naturalmente afetada, os picos de absorbancia foram bem
inferiores aos outros substratos. O grupo fosfato apresentou intensidades em torno de
0,04 A, o grupo carbonato em torno 0,01 A, enquanto os picos do grupo amida, em
torno de 0,01 a 0,03 A.
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Figura 22 — Grafico dos picos de absorbancia (A) para dentina naturalmente afetada
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Legenda: -NH2: grupo amida; PO4* grupo fosfato; COs?: grupo carbonato; H20: agua.
Fonte: Elaborada pelo autor (Microsoft Excel).

A Figura 23 apresenta graficamente os picos de absorbancia (A) em relagao
ao numero de onda (cm™) da espectroscopia de infravermelho, comparando os
diferentes substratos. Observa-se a perda do conteudo mineral da dentina
naturalmente afetada por carie em relacdo a dentina sadia, tanto pela reducdo dos
picos dos grupos fosfato e carbonato, como pela redugéo nos picos do grupo amida
presente na matriz colagena. Ainda, verifica-se maior conteudo de agua no substrato
naturalmente afetado por carie, em relagao aos demais substratos. Mostrando assim,

a diferenca quimica e estrutural nos diferentes tipos de dentina.



66

Figura 23 - Gréfico dos picos de absorbancia (A) diante dos diferentes substratos
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Legenda: -NHa: grupo amida; PO43: grupo fosfato; CO3?: grupo carbonato; H20: 4gua; S: dentina sadia;

A: dentina artificialmente afetada; N: dentina naturalmente afetada.
Fonte: Elaborada pelo autor (Microsoft Excel).

5.3 Analise da microdureza superficial (KHN)

Segundo a analise de variancia (ANOVA) sob um fator, o fator Dentina
apresentou diferenga estatisticamente significante (p=0,0002 < 0,05). De acordo com
as médias, em KHN, obtidas a partir das trés leituras na superficie, observa-se que a
dentina sadia obteve os maiores valores (52,81+10,66)* de microdureza, diferindo
significativamente dos substratos artificialmente (22,62+6,58)® e naturalmente

(18,40+10,93)B afetados por carie (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores de média + desvio padrdao da microdureza de superficie (KHN) e

resultados do teste Tukey (5%) para o fator dentina

Dentina Média+DP Grupos Homogéneos*
Sadia 52,81+10,66 A

Artificialmente afetada 22,62+6,58 B
Naturalmente afetada 18,40+10,93 B

Legenda: *As médias acompanhadas da mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticamente
significantes.
Fonte: GraphPad Prism.

5.4 Resisténcia adesiva a microtragao

5.4.1 Estatistica descritiva

Na Tabela 3 apresentam-se os valores, em MPa, de média e desvio-padrao
de resisténcia adesiva obtidos nos 9 grupos estudados. A maior média (22,66+8,03)
foi observada no grupo restaurado em dentina sadia e envelhecido em agua por 24 h.
A menor média (5,64+3,62) foi apresentada pelo grupo restaurado em dentina
naturalmente afetada e envelhecidos em etanol por 30 dias. Observa-se que os
grupos restaurados em dentina afetada (naturalmente ou artificialmente)
apresentaram as menores médias de resisténcia de unido, com reducido dos seus
valores médios apds o periodo de envelhecimento de 30 dias. Verifica-se ainda que
os envelhecimentos em etanol e agua foram os que mostraram as menores médias

apos 30 dias.
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Tabela 3 — Valores de média + desvio padrao da resisténcia adesiva (MPa) em cada
grupo

Dentina
Sadia (S) Artificialmente Naturalmente
Envelhecimento afetada (A) afetada (N)
] 24 h 30 dias 24 h 30 dias 24 h 30 dias
Agua 22,66+8,03 10,4945,92 11,9548,09 8,6316,18 13,441+3,80 8,8412,34
Etanol 13,64+3,16 11,14+2,30 10,30+5,19 9,05+4,35 12,02+5,57 5,64+3,62
MEK 14,6015,25 12,94+3,81 11,88+4,47 10,2044,08 14,67+5,54 11,48+4,49

Fonte: Elaborada pelo autor, segundo o software Minitab.

A Figura 25 apresenta graficamente a anélise descritiva das médias e desvio-
padrao de resisténcia de uniao (MPa), evidenciando as diferengas obtidas entre os

grupos experimentais.

Figura 25 - Gréafico das médias e desvio-padrao em cada grupo
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Legenda: A: artificialmente afetada; N: naturalmente afetada; S: sadia.
Fonte: GraphPad Prism.

5.4.2 Estatistica Inferencial

5.4.2.1 Analise de variancia sob 3- fatores
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Na Tabela 4, apresentam-se os resultados do teste ANOVA sob 3-fatores.
Segundo o teste, os fatores Dentina, Tempo de armazenamento, a interagao entre
dentina-tempo, a interacio entre solvente-tempo e a interacéo entre dentina-solvente-
tempo apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p<0,05) na resisténcia de
unido. O resultado do fator Solvente e a interacdo dentina-solvente ndo foram

estatisticamente significativos.

Tabela 4 — Resultados do teste ANOVA para os trés fatores em estudo

Fatores GL SQ MQ F p
Dentina (D) 2 582,9 291,45 6,98 0,002*
Solvente (S) 2 202,2 101,09 2,42 0,095
Tempo (T) 1 598,2 598,2 46,11 0,001*
DxS 4 131,0 32,75 0,78 0,538
DxT 2 138,1 69,06 5,32 0,007*
SxT 2 175,9 87,95 6,78 0,002*
DxSXT 4 221,7 55,43 4,27 0,003*
Residuo 81 3381,6 41,75

Error 81 1050,7 12,97

Total 179 6482,3

Legenda: GL: grau de liberdade; SQ: soma quadratica; MQ: média quadratica; F: razao; p: p-valor;
*Diferengas estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: Minitab.

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores (MPa) de média e desvio-padréao
da resisténcia a microtragéo e os resultados do teste Tukey para a interagao entre os
fatores dentina-solvente-tempo. Observa-se que a maior média (22,66+8,03)* foi
apresentada pelos grupos da dentina sadia, que diferiu significantemente dos grupos
com substrato alterado. A menor média (5,64+3,62)C foi obtida pelo grupo da dentina
naturalmente afetada apdés 30 dias de armazenamento em etanol, diferindo
significativamente dos grupos de dentina naturalmente afetada armazenados nos
solventes em 24 h, e dos substratos sadios armazenados em etanol (24 h) e em MEK
(24 h e 30 dias). O grupo da dentina artificialmente afetada ndao mostrou diferengas

significativas entre os solventes e os tempos de armazenamentos.
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Tabela 5 — Valores de média+ desvio-padrao daresisténcia adesiva (MPa) e resultado

do teste Tukey para a interagao entre os fatores dentina-solvente-tempo

Tempo Dentina Solvente Média+DP Grupos
i Homogéneos*
Agua 22,66+8,03 A
Sadia Etanol 13,64+3,16 B
MEK 14,60+5,25 B
Agua 11,95+8,09 B C
24 h Artificialmente Etanol 10,30+5,19 B C
afetada
MEK 11,8814 ,47 B C
Agua 13,4413,80 B
Naturalmente Etanol 12,0245,57 B
afetada
MEK 14,67+5,54 B
Agua 10,4915,92 B C
Sadia Etanol 11,14+2,30 B C
MEK 12,94+3,81 B
Agua 8,6316,18 B C
30 dias = Artificialmente Etanol 9,05+4,35 B C
afetada
MEK 10,20+4,08 B C
Agua 8,8412 .34 B C
Naturalmente Etanol 5,64+3,62 C
afetada
MEK 11,48+4,49 B C

Legenda: *As médias acompanhadas da mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticamente
significantes.
Fonte: Minitab.

A Figura 26 apresenta graficamente as médias ilustrando o efeito interagao

entre os fatores dentina-solvente-tempo.
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Figura 26 — Grafico de médias do efeito interagao entre os trés fatores em estudo
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Legenda: A: artificialmente afetada; N: naturalmente afetada; S: sadia; A: agua; E: etanol; MEK:
metiletilcetona.
Fonte: Minitab.

5.4.3 Analise do tipo de falha

A Figura 27 ilustra graficamente a frequéncia, em porcentagem, dos tipos de
falhas ocorridas em cada grupo. Observa-se que a falha adesiva foi mais frequente
em todos os grupos. Nos grupos de dentina sadia e artificialmente afetada
predominaram falhas adesivas (47 e 49%, respectivamente). O grupo da dentina
naturalmente afetada apresentou maior frequéncia de falhas mistas (42%). Falhas
coesivas ocorreram em todos os grupos, sendo mais frequentes nos grupos de
dentina naturalmente afetada, principalmente armazenados em agua e MEK por 24 h;

e dentina sadia em agua por 24 h.
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Figura 27 — Grafico de colunas da frequéncia (%) do padréo de fratura dos grupos

experimentais
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Legenda: A: agua; E: etanol; MEK: metiletilcetona; S: sadia; A: artificialmente afetada; N: naturalmente
afetada; D: dentina; R: resina composta.
Fonte: Elaborada pelo autor (Microsoft Excel).

5.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens ilustrativas da interface adesiva entre resina-dentina, a seguir,
representam a camada hibrida (CH), camada de sistema adesivo (A), parte da dentina
(D) e parte da resina composta (RC), para os respectivos solventes, de acordo com o
tempo de avaliagao: 24 h (acima) e 30 dias (abaixo).

Verifica-se que na Figura 28 em dentina sadia, a agua proporcionou falhas na
unido adesiva, formagao de uma fina camada hibrida com presenga de poucos tags
resinosos (Figura 28a). Com o armazenamento de 30 dias em agua (Figura 28b),
observa-se a falha na interface dente-restauracdo, com a degradacdo da camada
hibrida, sem a presenca da camada de adesivo e tags resinosos. No etanol, para o
periodo 24 h (Figura 28c), mostra-se a camada hibrida formada, com significativa
espessura da camada de adesivo, presenga de maior quantidade de fags resinosos,
sem tanto efeito da degradacdo. Contudo, para o periodo 30 dias (Figura 28d),

observa-se a presenca dos tubulos dentinarios e da camada hibrida formada com
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presenga de tags resinosos, porém com trincas entre a camada de adesivo e a resina
composta; mostrando assim, o efeito do etanol sobre os mondmeros resinosos
presentes no sistema adesivo e resina composta. Para a MEK, observa-se pouco
efeito da degradacgao sob a interface adesiva com a formacao de uma camada hibrida
sem falhas e presenga de poucos fags resinosos (Figura 28e). Apos 30 dias de
armazenamento, a MEK proporcionou a formacgao de falhas na interface e na camada

de adesivo, sem interferéncias na camada hibrida formada (Figura 28f).

Figura 28 — Analise em MEV (2000x) para o substrato dentina sadia

Legenda: RC: resina composta; CH: camada hibrida; D: dentina; A: camada de adesivo. a) interface
adesiva armazenada em agua por 24 h; b) interface adesiva armazenada em agua por 30 dias; c)
interface adesiva armazenada em etanol por 24 h; d) interface adesiva armazenada em etanol por 30
dias; e) interface adesiva armazenada em MEK por 24 h; f) interface adesiva armazenada em MEK por
30 dias.

Fonte: MEV.

A Figura 29 ilustra a camada hibrida formada entre o substrato dentina
artificialmente afetada. A micromorfologia da dentina, mostra-se com obliteragéo de

alguns tubulos dentinarios e alteragao da estrutura sadia do substrato. Para o grupo
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agua, observa-se a formagao de uma fina e uniforme camada hibrida com a presenca
de alguns tags resinosos (Figura 29a). Apos 30 dias, notam-se falhas na interface
adesiva, com a presenca de fenda entre substrato e material restaurador, pela
separagao da camada de adesivo em relacdo a dentina e camada hibrida formada
(Figura 29b), mostrando o efeito da degradagdo da agua sobre a interface. Para o
etanol, nota-se a formagéao de tags e camada hibrida, com efeito da degradacgao sobre
a interface adesiva (Figura 29c). No periodo 30 dias, ha nitida falha entre a camada
de adesivo e a resina composta, ilustrando o efeito da degradagao gerada pelo etanol
sobre o sistema adesivo e material restaurador (Figura 29d) sem, contudo, danificar a
base da camada hibrida. Para a MEK, verifica-se a camada hibrida formada com a
presenga de alguns tags resinosos, contudo, pode-se observar o efeito do solvente
sobre a interface adesiva com a presenca de falhas e trincas, tanto no periodo de 24

h como para 30 dias, aparentemente de forma ainda mais agressiva (Figura 29e, 29f).

Figura 29 — Analise em MEV (2000x) para o substrato dentina artificialmente afetada

Legenda: RC: resina composta; CH: camada hibrida; D: dentina. a) interface adesiva armazenada em
agua por 24 h; b) interface adesiva armazenada em agua por 30 dias; c¢) interface adesiva armazenada
em etanol por 24 h; d) interface adesiva armazenada em etanol por 30 dias; e) interface adesiva
armazenada em MEK por 24 h; f) interface adesiva armazenada em MEK por 30 dias.

Fonte: MEV.
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Figura 30 — Analise em MEV (2000x) para o substrato dentina naturalmente afetada

Legenda: RC: resina composta; CH: camada hibrida; D: dentina. a) interface adesiva armazenada em
agua por 24 h; b) interface adesiva armazenada em agua por 30 dias; c¢) interface adesiva armazenada
em etanol por 24 h; d) interface adesiva armazenada em etanol por 30 dias; e) interface adesiva
armazenada em MEK por 24 h; f) interface adesiva armazenada em MEK por 30 dias.

Fonte: MEV.

A Figura 30 ilustra a camada hibrida formada entre o substrato dentina
naturalmente afetada, diante dos solventes e tempos de armazenamento. A
micromorfologia da interface e a espessura da camada hibrida se mostram diferentes
quando comparadas aos demais substratos. Diferencas foram observadas diante a
estrutura da dentina naturalmente afetada com a obliteragdo dos tubulos dentinarios.
Em agua, observa-se a estrutura da dentina cariada, da camada hibrida formada e da
camada de adesivo de maneira uniforme e sem falhas (Figura 30a). Apds o periodo
de 30 dias em agua, nédo houve modificagdes sobre a interface adesiva (Figura 30b).
Diferentemente, em etanol, nota-se maior efeito do solvente, com grandes falhas na
camada hibrida formada e na camada de adesivo, apesar da unido adesiva e presenca
de tags resinosos (Figura 30c). Com o tempo, verifica-se maior efeito da degradagéao
sobre a camada hibrida, com falhas na interface (Figura 30d). Para MEK, observa-se

a fina camada hibrida formada com trincas entre a camada de adesivo e a resina



76

composta, ilustrando o possivel efeito do solvente sobre as propriedades do material
polimérico (Figura 30e). Para o periodo de 30 dias, pouca modificagdo sobre interface

adesiva foi observada (Figura 30f).

5.6 Resisténcia flexural em trés pontos (RF) e médulo de elasticidade (ME) do

sistema adesivo

A Tabela 6 apresenta os resultados do teste ANOVA sob 2-fatores para os
valores de resisténcia flexural em trés pontos. Os fatores Solvente e Tempo
apresentaram efeito estatisticamente significativos (p<0,05), o0 que ndo ocorreu com o

fator interacao solvente-tempo (p=0,4013).

Tabela 6 — Resultados do teste ANOVA 2-fatores para RF

Fatores GL SQ MQ F p
Solvente (S) 2 296,3 148,2 23,99 0,0001*
Tempo (T) 1 110,1 110,1 17,82 0,0001*
Interagdo (S X T) 2 11,5 5,752 0,93 0,4013
Residuo 46 284,1 6,176

Legenda: GL: grau de liberdade; SQ: soma quadratica; MQ: média quadratica; F: razdo; p: p-valor;
*Diferencgas estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: GraphPad Prism.

A Tabela 7 apresenta os valores (em MPa) de média + desvio-padrao da
resisténcia flexural e os resultados do teste de multiplas comparagdes de Tukey para
cada tempo e solvente. Observa-se que para o tempo de 24 h, a maior média
(6,51+£3,00)* foi apresentada pelo grupo da agua, que diferiu significativamente da
MEK (2,25+1,27)® e do etanol (1,37+0,86)B. Para o tempo de 30 dias, todos os
solventes apresentaram diferengas significantes entre si. Quando comparado os
tempos em relagéo a cada solvente, verifica-se que o etanol e agua nao apresentaram
diferengas significativas, enquanto a MEK diferiu significativamente entre 24 h e 30

dias.
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Tabela 7 — Valores de média + desvio-padrao da resisténcia flexural (MPa) e

resultados do teste Tukey (5%) para cada solvente e tempo

Solvente Tempo
24 h 30 dias
Agua 6,51£3,00 Aa 9,49+4,19 Aa
MEK 2,25+1,27 Ba 6,332,170 Bb
Etanol 1,37+0,86 B a 3,10+1,73 Ca

Legenda: Letras mailsculas referem-se a coluna; letras mindsculas referem-se a linha; letras diferentes
mostram diferencgas estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: GraphPad Prism.

Na Tabela 8, apresentam-se os efeitos dos fatores Solvente, Tempo e de sua
interagdo sobre os valores de médulo de elasticidade. Segundo o teste ANOVA 2-
fatores, os fatores Solvente, Tempo e a interacdo apresentaram efeito

estatisticamente significantes (p<0,05) no médulo de elasticidade.

Tabela 8 — Resultados do teste ANOVA 2-fatores para ME

Fatores GL SQ MQ F p
Solvente (S) 2 11246 5623 49,09 0,0001*
Tempo (T) 1 10579 10579 92,36 0,0001*
Interagdo (S X T) 2 1503 751,3 6,559 0,0034*
Residuo 40 4582 114,5

Legenda: GL: grau de liberdade; SQ: soma quadratica; MQ: média quadratica; F: razao; p: p-valor;
*Diferencgas estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: GraphPad Prism.

Na Tabela 9, apresentam-se os valores (em MPa) de média + desvio-padrao
do mddulo de elasticidade e os resultados do teste Tukey para a interagao dos fatores
solvente-tempo. Verifica-se que os maiores valores médios foram apresentados pela
agua em 30 dias (77,67+13,94)", que diferiu significativamente dos demais grupos. O
etanol e a MEK em 24 h foram os que mostraram os menores valores de moédulo de

elasticidade, sem diferengas significativas entre si.
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Tabela 9 — Valores de média + desvio-padrdo do moédulo de elasticidade (MPa) e

resultados do teste Tukey (5%)

Solvente Tempo
24 h 30 dias
Agua 30,86+14,78 Aa 77,67£13,94 Ab
MEK 11,1844,62 Ba 41,80+13,94 Bb
Etanol 6,63+2,80 Ba 24,25+10,55 Cb

Legenda: Letras mailsculas referem-se a coluna; letras mindsculas referem-se a linha; letras diferentes
mostram diferencgas estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: GraphPad Prism.

5.7 Sorgao (A) e solubilidade (S) do sistema adesivo

Para os dados de sorcao, segundo a analise de variancia (ANOVA) sob um
fator, o fator Solvente apresentou diferencga estatisticamente significativa (p=0,0001 <
0,05). De acordo com as médias obtidas, em %, observa-se que a dgua obteve os
menores valores (3,25+0,59)* de sorgdo do sistema adesivo, diferindo
significativamente do etanol (13,93+1,96)8 e MEK (15,88+1,36)8, como apresentado

na tabela abaixo.

Tabela 10 — Valores de média + desvio padréo da sor¢ao (%A) e resultados do teste

Tukey (5%) para o fator solvente

Solvente Média+DP Grupos Homogéneos*
Agua 3,25+0,59 A

Etanol 13,93+1,96 B
MEK 15,88+1,36 B

Legenda: *As médias acompanhadas da mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticamente
significantes.
Fonte: GraphPad Prism.
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Com relagao a solubilidade, segundo o teste ANOVA sob um fator, o fator
Solvente apresentou diferenga estatisticamente significativa (p=0,0161 < 0,05).
Conforme as médias obtidas, em %, e o teste de multiplas comparag¢des de Tukey,
verifica-se que a agua obteve os menores valores médios (7,07+0,22)* em relagéo a
solubilidade do sistema adesivo, diferindo significativamente do etanol (12,14+3,12)5.
Enquanto, a MEK (9,92+2,55)"8 apresentou um comportamento intermediario, sem

diferengas significativas entre agua e etanol (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores de média + desvio padrao da solubilidade (%S) e resultados do

teste de multiplas comparacgdes de Tukey (5%) para o fator solvente

Solvente Média+DP Grupos Homogéneos*
Agua 7,07+0,22 A

MEK 9,92+2,55 A B
Etanol 12,14+3,12 B

Legenda: *As médias acompanhadas da mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticamente
significantes.
Fonte: GraphPad Prism.
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6 DISCUSSAO

Apesar dos avancgos obtidos nos sistemas adesivos, a interface de uniao
adesiva continua a ser o elo fragil para estabilidade e longevidade de uma restauragao
adesiva em dentina (Spencer et al., 2010, 2012; Amaral et al., 2016). O principal fator
que esta diretamente ligado a este processo de degradacgao na interface de uniao é a
agua (Ferracane, 2006; Kostoryz et al., 2009; Mobarak, Daifalla, 2012). Tanto a agua
advinda da estrutura do substrato dentinario quanto a agua presente na cavidade
bucal e dieta alimentar. Dentro deste contexto, este estudo propds avaliar a interface
adesiva em diferentes substratos sob pressao pulpar simulada e frente ao desafio de
diferentes solventes, com o intuito de elucidar seus efeitos diante dos procedimentos
restauradores adesivos.

Neste estudo, utilizou-se trés tipos de dentina (sadia, artificialmente afetada e
naturalmente afetada), a fim de se verificar como as diferengas quimicas e fisicas
afetam a estabilidade da interface adesiva. A dentina sadia é utilizada na maioria dos
métodos laboratoriais para estudos de adesdo, e possui caracteristicas proprias,
como: composi¢cao, morfologia ultra-estrutural, presenca de fluido dentinario,
diferencas de diametro e densidade dos tubulos, comunicagdo com a polpa; os quais
interferem diretamente sobre a resisténcia de unido (Pashley, 1989, 1992; Pashley,
Carvalho, 1997; Perdigao, 2010; Bedran-Russo et al., 2017). Contudo, na pratica
clinica, ndo é o real substrato onde se realizam restauragdes adesivas. Este real
substrato é a dentina afetada por carie, que difere da sadia no tangente ao conteudo
mineral, permeabilidade e propriedades mecanicas (Fusayama et al., 1966;
Fusayama, 1979; Nakajima et al., 1995; Shibata et al.,, 2016). Diante dessas
diferengas, diversas metodologias para indugao e/ou produgcdo de um substrato
artificialmente afetado, proximo as condigdes clinicas, estao relatadas na literatura
(Erhardt et al., 2008b; Marquezan et al., 2009; Azevedo et al., 2011; Steiner-Oliveira
et al., 2011; Carvalho FG et al., 2013; Joves et al., 2013, 2014; de Azevedo et al.,
2014). Neste estudo, avaliou-se o protocolo de ciclagem de pH, proposto por Erhardt
et al. (2008b, 2008c) para criagao da dentina artificialmente afetada (processo DES-
RE), comparando-o a dentina sadia e naturalmente cariada como diferentes

substratos adesivos.
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Para verificar a efetividade do processo de desmineralizacdo na producao da
dentina artificialmente afetada por carie, utilizou-se a fluorescéncia a laser, visto que
esta metodologia esta presente na literatura e se mostra eficaz na deteccao de lesdes
de carie (Rodrigues et al., 2009; Celiberti et al., 2012; de Azevedo et al., 2014). De
acordo com os resultados obtidos, diferengas significantes foram observadas entre os
valores numéricos obtidos no momento inicial e apds o processo de ciclagem de pH
(Tabela 1). De forma conjunta, analises em MEV foram realizadas para comparar o
substrato sadio e artificialmente afetado, demonstrando o nivel de desmineralizagao
a que a dentina foi submetida, bem como a alteragao produzida na superficie diante
da ciclagem de pH (Figura 19). Estas observagbes estdo em acordo com os estudos
prévios apresentados por Erhardt et al. (2008a, 2014) que mostraram que o uso do
modelo de lesao artificial de carie por pH, proporcionou alteracdes especificas na
dentina (como tubulos obliterados) e nos valores de microtragao, evidenciando ser um
meétodo eficaz na produgao de um substrato diferente do sadio. Com isso, pode-se
afirmar que a proposta do protocolo de uma dentina afetada por carie, produzida
artificialmente através da ciclagem de pH, mostrou-se efetiva e possibilitou a utilizagéao
deste substrato nos testes de resisténcia adesiva corroborando os achados de Erhardt
et al. (2008b, 2008c).

Ao se avaliar o substrato sob o qual a restauracdo adesiva sera realizada,
constata-se que as caracteristicas da superficie também serdo diferentes, podendo
assim, interferir diretamente sobre os resultados de resisténcia de unido. Tais
diferencgas entre os substratos foram comprovadas por este presente estudo.

Primeiramente, pelas analises em espectroscopia, pode-se verificar
quimicamente os espectros de absorbancia dos conteudos de fosfato, carbonato,
amida e agua, presentes nos diferentes substratos dentinarios. Diante dos resultados
apresentados (Figura 23), o substrato sadio mostrou picos de maior intensidade,
principalmente, para o fosfato, carbonato e amida, e menor conteudo de agua quando
comparado a dentina naturalmente cariada. Este fato também foi observado por
Maske et al. (2005) e Wang et al. (2007). Todavia, a literatura ainda possui
informacdes limitadas sobre a estrutura quimica dos substratos sadios e afetados pela
carie, € nenhum relato sobre espectroscopia em dentina artificialmente afetada foi
encontrado. No presente estudo, a dentina produzida artificialmente promoveu

reducdo nos picos de amida, aproximando-se das caracteristicas do substrato
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naturalmente afetado. Em contrapartida, os picos dos grupos fosfato e carbonato
sofreram redugdao em suas intensidades em relacdo a dentina sadia, mas nao se
aproximando das caracteristicas da dentina naturalmente afetada. Nota-se assim, que
a estrutura quimica da dentina diferiu entre si, e que o protocolo de produc¢ao artificial
promoveu a alteragcédo do substrato, mas nao se igualou as condi¢cbes naturais.

A reducao observada no pico do grupo amida para o substrato afetado por
carie em relagdo ao substrato sadio pode estar relacionada com a degradagao das
fibrilas de colageno durante o processo carioso, fato também observado nos estudos
de Maske et al. (2015). Enquanto que, a redugao do conteudo mineral (grupos fosfato
e carbonato) associa-se ao processo ciclico da desmineralizagdo-remineralizagéo,
indicando que estes grupos sao dissolvidos durante o processo carioso (Wang et al.,
2007). Assim, o conteudo mineral da matriz intertubular é perdido durante o processo
da cérie, e 0 seu volume é preenchido pela agua advinda da camara pulpar. Diante
disso, maior quantidade de agua intrinseca na matriz de colageno exposta (Ito et al.,
2005b; Tjaderhane, 2015) é observada, justificando o aumento do pico referente a
agua para os substratos afetados.

Além disso, pela microdureza da superficie, as médias sofreram reducao
significativas no substrato afetado por carie, diferenciando significativamente do
substrato sadio. A dentina artificialmente afetada apresentou um comportamento
intermediario, semelhante ao observado na analise de espectroscopia por FTIR. As
médias de microdureza foram similares entre a dentina naturalmente afetada e
artificialmente afetada, apesar do desvio-padrao alto. Alguns estudos relatam o fato
da diferenca do desvio-padrao entre os substratos estar relacionado a variabilidade
estrutural desenvolvida durante o processo natural da carie, contrastando com o
protocolo artificial, onde a lesdo é criada em curto periodo de tempo e sob condi¢des
controladas (Joves et al., 2013, 2014; Lenzi et al., 2015). Os resultados apresentados
na Tabela 2 corroboram estudos anteriores (Fusayama et al., 1966; Perdigéo, 2010;
Joves et al., 2013; Lenzi et al., 2015), em que a dentina sadia apresentou maiores
valores de dureza, diferindo da dentina afetada e, os tecidos afetados naturais e
artificiais foram semelhantes (Marquezan et al., 2009; Joves et al., 2013, 2014; Lenzi
et al., 2015). Ainda, os valores de dureza obtidos para dentina sadia (em torno de 52
KHN) e dentina artificialmente afetada (18 KHN) foram similares aos apresentados por
Erhardt et al., em 2008a.
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Nas imagens da interface de unido em MEV, mostra-se claramente a
morfologia e as caracteristicas estruturais das diferentes dentinas. Ao se comparar,
verifica-se a uniformidade e direcionamento dos tubulos dentinarios em dentina sadia;
alteracao da morfologia pela desmineralizagdo superficial de maneira uniforme em
dentina artificialmente produzida; e, diferengcas morfolégicas com obliteracao de
tubulos em dentina naturalmente afetada (Figuras 30, 31, 32). O processo natural da
carie envolve alteragdes biofisiolégicas em toda dentina, que ndo sao induzidas e
reproduzidas por protocolos in vitro (Joves et al., 2014). Para todos os grupos
testados, a camada hibrida, a camada de adesivo e os tags resinosos formados nos
substratos afetados exibiram diferengas morfolégicas em relagao ao substrato sadio.

Diante do presente estudo, pode-se observar que o substrato afetado obtido
por ciclagem de pH foi favoravel em termos de mimetizar as propriedades mecanicas
de um substrato naturalmente afetado, diferindo ambos do substrato sadio (Tabela 2
e Figura 23).

Uma vez que a camada hibrida continua a ser o principal mecanismo de
retencao dos sistemas adesivos a dentina, sua adequada formacéo se constitui em
uma variavel importante na durabilidade e eficacia da adesao. Como ja relatado na
literatura, a camada hibrida formada e a profundidade dos tags resinosos nao se
correlacionam com os valores de resisténcia de unido (Finger et al., 1994; Nakajima
etal., 1995; Prati et al., 1998; Xuan et al., 2010). Alguns autores sugerem uma possivel
relagédo entre qualidade da hibridizagao e resisténcia adesiva (Finger et al., 1994). No
presente estudo, o procedimento restaurador adesivo foi realizado sob mesmo
protocolo para todas as amostras. Ou seja, todas as amostras foram restauradas, na
técnica adesiva “etch-and-rinse”, sob simulagéo de pressao pulpar com agua, a fim de
garantir a presenga da umidade na dentina. Com isso, a resisténcia de uniao
apresentou diferengas estatisticamente significantes entre os tipos de dentina, bem
como diferengas na camada hibrida formada (Figuras 28, 29 e 30).

De acordo com relatos prévios, a resisténcia de unidao em dentina afetada por
carie é tipicamente menor do que a dentina sadia, independentemente do protocolo
adesivo (Yoshiyama et al., 2002; Ceballos et al., 2003; Shibata et al., 2016). O mesmo
foi observado neste estudo, com reducgéao significante na resisténcia de uniao, tanto
da dentina naturalmente quanto artificialmente afetada, rejeitando, desta forma, a

primeira hipotese de nulidade testada.
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A técnica do condicionamento &cido total sobre a dentina naturalmente
afetada pode ter permitido uma desmineralizacdo mais profunda pelo fato de
apresentar uma matriz intertubular ja altamente desmineralizada. Ainda, devido a
oclusdo dos tubulos por cristais minerais, observou-se menor permeabilidade
intratubular do sistema adesivo, interferindo diretamente na morfologia da zona da
interface de unido. Este fato pode ser observado pelas imagens em MEV (Figura 30),
em que houve a formacédo de uma fina camada hibrida, sem evidéncias de tags
resinosos. O mesmo pode ter ocorrido na dentina artificialmente afetada que, pela
obliteragdo dos tubulos e alteragao da morfologia de superficie, dificultou a adequada
unido adesivo-substrato, diminuindo a resisténcia adesiva quando comparados a
dentina sadia. Observando-se as imagens em MEV (Figura 29), constata-se que
houve a formagao da camada hibrida com evidéncia de poucos tags resinosos neste
substrato, enquanto que, na dentina sadia, houve a formacdo de uma fina camada
hibrida.

Além disso, as propriedades fisico-mecanicas e quimicas da dentina,
expressas através das analises de dureza e espectroscopia, mostram uma correlagao
significativa com os resultados de resisténcia de unido apresentados. O baixo
conteudo mineral de fosfato e carbonato na estrutura da dentina afetada, reflete a
reducao na microdureza e, consequentemente, os menores valores de resisténcia de
unido. Esta correlagdo corrobora com os achados de Yoshiyama et al. (2002),
Perdigéao (2010) e Rocha et al. (2014).

Entretanto, a longevidade da resisténcia de unido entre dentina e restauragao
tem sido cada vez mais questionada. Estudos mostram que a durabilidade da adesao
dentinaria pode ser afetada, entre diversos fatores, pela umidade durante o
procedimento adesivo e pela absor¢gdo de agua na interface (inerente a longos
periodos em meio bucal). Por estas razdes, estudos in vitro sdo conduzidos de forma
a simular tais condicbes de umidade. Tais estudos mostram que os procedimentos
adesivos realizados sob simulagao de pressao e armazenados longitudinalmente em
diferentes meios, apresentam resisténcia de unido significativamente menores,
quando comparados as condicdes laboratoriais de dentina “desidratada” e curtos
periodos de armazenamento (Ozok et al., 2004; Sauro et al., 2007; Belli et al., 2010;
Holleben, 2013; Gongalves, 2014).
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Deve-se considerar que a remocao do tecido pulpar e a auséncia de fluidos
dentinarios promove uma condicao diferente da dentina vital. A diferenga entre dentes
vitais e ndo-vitais foi observada no estudo de Helfer et al., realizado em céaes, que
constatou que dentes com remocgao dos tecidos pulpares continham 9% a menos de
umidade do que dentes com polpa vital (Helfer et al., 1972). Por isso, este estudo
preconizou a presenga da simulagdo de pressao em todos os grupos, a fim de
reproduzir as condi¢gdes de dentes vitais. Para simular a pressao intrapulpar e uma
perfusdo dentinaria semelhante ao fluxo fisioldgico, utilizou-se um mecanismo de
entrada e saida de agua no interior da camara pulpar. Esse mecanismo foi baseado
em estudos prévios que ja realizaram este protocolo para simulagao (Silva et al., 2016;
Santis et al., 2017).

Assim, o molhamento da superficie da dentina e a presenca de pressao pulpar
representam variaveis criticas durante os procedimentos adesivos, especialmente nos
estudos in vitro com a intengéo de simular as condi¢des in vivo (Pashley, 1992; Sauro
et al., 2007). A perfusao dentinaria dificulta e/ou impede a infiltragdo de mondémeros
resinosos no interior dos tubulos e na rede de colageno desmineralizado, prejudicando
a formacéo de tags resinosos e da camada hibrida (Ozok et al., 2004; Sauro et al.,
2007; Spencer et al., 2010), especialmente na dentina afetada por carie, que contém
significantemente mais agua (cerca de 2,7 vezes) quando comparada a dentina sadia
(Ito et al., 2005b). A presencga da pressao pulpar através da camada de adesivo e
camada hibrida, pode proporcionar mais hidrdlise e plastificacdo dos polimeros,
comprometendo a durabilidade a longo prazo das interfaces adesivas. As
caracteristicas hidroliticas promovidas pela simulagcdo de pressao intrapulpar também
podem ser encontradas em pesquisas anteriores (Sauro et al., 2008; Feitosa et al.,
2012).

No entanto, a maioria dos trabalhos em adesao com simulagao de pressao
pulpar foram realizadas em substrato sadio e, portanto, poucos sao os relatos em
dentina afetada por céarie (Mobarak, 2011; Mohamed et al., 2015). Mohamed et al.
(2015) avaliaram a durabilidade adesiva de cimentos resinosos em dentina sadia e
afetada por carie, com e sem simulacdo de pressao pulpar e observaram efeito
significativo na resisténcia adesiva, tanto pelo tipo de substrato, como pela presenca
da simulacdo de pressao. Semelhantemente, o presente estudo mostrou redugao

significativa na resisténcia de unido para dentina afetada por carie na presenga de
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pressao pulpar simulada. Contudo, ndo se realizaram comparagdes dos resultados
com grupo sem simulagao de pressao pulpar, uma vez que a maioria dos relatos da
literatura preconizaram o estudo da resisténcia adesiva em dentina sadia e afetada
por carie sem pressado pulpar simulada. Sendo assim, pode-se considerar que a
simulagao de pressao intrapulpar nao foi um fator de analise do presente estudo.

Carvalho et al. relatam em seus estudos que a degradacédo da interface
adesiva pode ocorrer de forma mais acelerada em estudos laboratoriais do que em
situagdes clinicas reais (Carvalho RM et al., 2012). Esta degradacéo acelerada se
deve as formas e aos tempos de armazenamento avaliados. Os espécimes
seccionados em palitos promovem o envelhecimento acelerado da interface adesiva,
pois facilita a difusdo da agua (Pashley et al., 1999) diretamente sobre area
restaurada. A pequena area adesiva dos palitos (aproximadamente 1 mm?) constitui-
se em uma vantagem, no sentido de que apresenta menos falhas e,
consequentemente, maior resisténcia (Goracci et al., 2004; Armstrong S et al., 2010).
Por isso, neste estudo foram armazenados palitos para degradacéao de interface, a fim
de possibilitar o desafio dos solventes diretamente sobre a area restaurada, de
maneira uniforme para todas as amostras.

Quando a resisténcia adesiva dentinaria é estudada in vitro, por meio do teste
de microtracdo, o meio de armazenamento comumente utilizado nos estudos de
degradagao da interface adesivo-dentina € a 4gua deionizada, a 37°C (Van Landuyt
et al.,, 2011; De Munck et al., 2012), pois imita 0 ambiente intraoral umido em cuja
restauracéo permanece imersa (De Munck et al., 2005). A agua age na hidrélise das
ligacbes peptidicas da matriz colagena, sendo acelerada pela agdo enzimatica,
resultando na diminuigdo progressiva das propriedades mecanicas da interface,
favorecendo a degradagao ao longo do tempo (Carrilho et al., 2005). Além disso, atua
na solubilidade dos componentes da camada hibrida e do sistema adesivo (Mobarak,
Daifalla, 2012).

O armazenamento direto por até 6 meses em agua diminuiu significantemente
os valores de resisténcia de unido em estudos prévios (Deng D et al., 2014; Reis et
al., 2015). No presente estudo, os palitos foram armazenados diretamente em agua
por 30 dias, e diferengas estatisticamente significativas foram evidenciadas na
resisténcia adesiva, porém somente em dentina sadia. Este dado é suportado pelos

estudos de Reis et al. (2015) e Skovron et al. (2010), que também armazenaram
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palitos em agua e verificaram redugcédo da resisténcia adesiva apés um més de
armazenamento em 4agua. Diferentemente, a dentina artificialmente afetada e
naturalmente afetada, sofreram redugcdo nas médias ja na avaliagdo imediata, mas
sem diferengas significantes ao se comparar ao maior tempo de degradacéo.
Provavelmente isto se deva a uma maior susceptibilidade de ambos substratos a
degradacgao, quando comparados ao substrato sadio.

Nas imagens de MEV, verifica-se o efeito do armazenamento em agua sobre
a interface, onde se observam falhas e fendas entre a camada hibrida e substrato.
Concordando com a literatura, nota-se que pela exposicao direta ao meio umido, a
sorcao de agua acelerou a degradacao dos materiais resinosos e aumentou a
desintegracgao das fibrilas de colageno da camada hibrida (Hashimoto et al., 2003).

A agua também facilita a degradagao quimica dos sistemas adesivos. Frente
a umidade proveniente da dentina condicionada e desmineralizada, o adesivo exibe a
separagao de fases, onde pela caracteristica hidréfoba inerente, o BisGMA tende a
migrar para a fase resinosa e o HEMA (hidrdfila) para a fase aquosa. Devido a isso, a
fase resinosa exibe uma eficiente polimerizagdo, o que ndo ocorre na fase aquosa.
Quando nao ocorre a polimerizagdo completa da fase hidréfila, os grupos funcionais
tornam-se presos como monémeros residuais ou radicais néo reativos. Assim, a agua
se difunde entre os dominios hidréfilos pouco polimerizados, solubilizando os
mondmeros nao reagidos, fragilizando a unido adesiva. Nestas condigbes, a
combinacgao da degradacéo e a separagao dos componentes resinosos acarretam um
processo que prejudica a integridade e durabilidade adesiva (Kostoryz et al., 2009;
Park et al., 2009a; Abedin et al., 2014).

O sistema adesivo assemelha-se a uma ponte, a qual promove a transferéncia
de carga entre resina composta e dentina (Barcellos et al., 2016). Sdo materiais
viscoelasticos que devem ter propriedades mecanicas e fisicas para suportar as
variagdes de tensdes frente aos esforgcos mastigatérios (Singh et al., 2013). A reducgéo
nas suas propriedades fisico-mecanicas pode levar a degradacao da interface de
unido a dentina, favorecendo a falha prematura da restauracao (Barcellos et al., 2016).

Assim, a agua, como solvente, age como um plasticizador, diminuindo o
modulo de elasticidade e resisténcia dos sistemas adesivos (Singh et al., 2013). A
acao de determinado solvente dependera da polaridade entre as substancias

(Marghalani, Watts, 2013). As resinas altamente polares, como os adesivos
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comerciais atuais, absorvem mais agua (Reis et al., 2015), visto que a agua € um
solvente polar bem conhecido pelas interacbes com os componentes hidrofilicos dos
materiais resinosos. A consequéncia desse aumento da absor¢do de agua é a
diminuicdo das propriedades mecanicas (Spencer et al., 2010).

A sorcao e solubilidade sao importantes propriedades fisicas que afetam as
propriedades mecanicas, produzindo efeitos deletérios sobre a estrutura da matriz
resinosa (Park et al., 2009b; Zankuli et al., 2014). A sor¢ao € um processo de difusao
na fase organica do material resinoso, relacionando com a hidrofilicidade e
composicao quimica. Assim, a cinética do processo pode ser mais lenta ou mais
rapida dependendo da composigcdo do material (Dietschi et al., 1994). Como a
composigao exata do sistema adesivo comercial € desconhecida devido ao segredo
industrial da empresa, dificulta-se correlacionar e determinar a hidrofilicidade dos
respectivos componentes com os testes apresentados.

Os resultados deste estudo evidenciaram que a agua foi o solvente que
promoveu menor sor¢ao e solubilidade do sistema adesivo avaliado (Tabelas 8 e 9).
Observa-se que o adesivo avaliado contém uma composigdo mais hidréfoba (Quadro
1), diferindo a polaridade entre os componentes, o que pode ter promovido a sorgéao
e solubilidade somente na parte hidrofilica. Ainda, de acordo com Reis et al. (2015) e
Marghalani e Watts (2013), o parametro de solubilidade da agua é maior que dos
mondmeros metacrilatos, tornando-a um solvente “fraco”. Ou seja, mais tempo seria
necessario para promover maior plastificagao e degradacao dos polimeros.

A sorcdo pode deteriorar as propriedades mecanicas dos mondmeros
resinosos, como o modulo de elasticidade, produzir alteragcdes no mecanismo de
deformagao, afetando negativamente a distribuicdo do estresse sobre a interface
adesiva (Ito et al., 2005a). Embora diferengas significativas tenham sido observadas
nos valores médios de resisténcia flexural e moédulo de elasticidade no presente
estudo (Tabelas 7 e 9), a agua promoveu menor influéncia sobre as propriedades
mecanicas conforme os tempos de avaliagdo. Na literatura, ha uma tendéncia
conflitante entre os estudos sobre o efeito do armazenamento em agua, pois
apresentam-se aumentos e redugdes das propriedades mecanicas (como resisténcia
e modulo de elasticidade) ao longo do tempo (Sabbagh et al., 2002; Singh et al., 2013).
Além disso, muitos relatos sobre essas propriedades foram baseados em estudos com

resinas compostas e poucos estudos foram associados a sistemas adesivos.
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Em um estudo realizado em paralelo, observou-se que, para o mesmo sistema
adesivo, houve uma reducdo nos valores das propriedades mecanicas
(RF=4,23+1,57; ME=20,36+4,80) e aumento das propriedades fisicas
(%A=22,32+1,91; %S=14,49+1,81) em relacédo aos dados obtidos no presente estudo.
Contudo, tais diferengas foram verificadas sem acado de qualquer meio de imersao
sobre o sistema adesivo. Diante disso, nota-se que a agua exerceu efeitos sobre as
propriedades do material, porém pouco significativos em relagdo aos demais
solventes estudados.

Além da agua, a restauragdo adesiva esta rotineiramente exposta a outros
meios que podem favorecer a degradacao da interface. Diante disso, este estudo
comparou tanto o efeito da degradagdo em agua quanto em outros solventes sobre a
interface adesiva. Solventes organicos estao presentes em alguns enxaguatérios
bucais, bebidas e alimentos e promovem maior liberacdo dos componentes resinosos
(principalmente BisGMA) quando comparados a agua.

A metiletilcetona (MEK), ou também conhecida como butanona, é um solvente
organico a base de cetona, presente em algumas qualidades de frutos e vegetais.
Este solvente foi utilizado no estudo de Marghalani e Watts (2013), no qual avaliaram
as propriedades de materiais resinosos apos imersao em diferentes solventes por 30
dias. Os autores relataram que a solubilidade da MEK se aproxima da solubilidade
dos mondmeros metacrilatos, verificando diferengas significativas na deformagao dos
materiais. Na literatura odontoldgica, ha pouco estudo sobre a agdo do MEK sobre as
propriedades dos materiais resinosos. Por isso, este estudo optou pelo uso desse
solvente, na proposta de elucidar seus efeitos sobre a interface adesiva e sobre os
materiais restauradores.

Quando se observa os resultados de resisténcia de unido para
armazenamento em MEK, ndo houveram diferengas significativas para os diferentes
tipos de dentina. As médias obtidas estdo mais relacionados as caracteristicas do
substrato do que ao meio de armazenamento. Verifica-se na interacdo entre os
fatores, que o tempo de armazenamento alterou a resisténcia de unido (30 dias),
quando comparada ao tempo 24 h, mas sem diferencgas significativas (Tabela 5).
Todavia, pode-se constatar que a MEK exerceu menor efeito sobre a degradagao da
interface. Seu potencial solvente foi observado nas imagens de MEV, evidenciando

falhas e fendas entre a camada de adesivo e resina composta. Sendo assim, a
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degradagao promovida pela agdo da MEK ocorreu sobre os monémeros dos materiais
resinosos, sem interferéncias na camada hibrida formada.

A acao da MEK sobre o sistema adesivo foi verificada ainda pela redugao da
resisténcia flexural e médulo de elasticidade (Tabelas 7 e 9) em relagdo a agua.
Mesmo com a reducao, houve o aumento nos valores de RF e ME obtidos quanto ao
tempo de armazenamento. Como os parametros de solubilidade deste solvente se
assemelham aos dos mondmeros presentes na composicao tanto do material adesivo
como na resina composta, podem ter contribuido para maior sorcao e solubilidade,
como observadas na Tabela 10 e 11. Consequentemente, este solvente pode ter
favorecido a dissolugdo da matriz resinosa com a degradacgao tanto parte hidréfila
como hidrofoba, alterando as propriedades mecanicas. Este fato mostra o efeito da
degradagao deste solvente diretamente sobre os mondmeros resinosos (como
BisGMA e HEMA), o que justifica, ainda, as fendas apresentadas entre os materiais
resinosos.

Outro solvente organico, o etanol, tem potencial de degradacgao dos principais
componentes das resinas adesivas e restauradoras. Presente em bebidas e
alimentos, o etanol pode comprometer a longevidade das restauragbes adesivas, pois
€ capaz de penetrar na matriz resinosa, levar a uma maior absorgao de agua, dilatagéao
e plasticizagdo da matriz e promover a liberacdo de monémeros nao reagidos (Yap et
al., 2001; Zhang, Xu, 2008). Essa dissolugao parcial da matriz resinosa pode resultar
na degradacao da interface, prejudicando a resisténcia de unido. Neste estudo, a
concentragao da solugao de etanol (99%) foi utilizada de acordo com estudos prévios
que avaliaram o efeito do solvente nas propriedades dos materiais resinosos
(Marghalani, Watts, 2013; Sideridou et al., 2015). Além disso, optou-se pelo uso do
etanol absoluto (99%) para verificar o efeito exclusivamente do etanol, separadamente
da agua. Este fato vai em desacordo com a maioria dos estudos que utilizaram de
solucao de etanol (50% - 75%) para armazenamento e envelhecimentos (Lee et al.,
1994; Yap et al., 2001; Akova et al., 2006; Zhang, Xu, 2008; Reis et al., 2015; Sideridou
et al., 2015).

Lee et al. (1994) avaliaram a exposi¢ao as solu¢des de simulagao oral (saliva
artificial e etanol) sobre a resisténcia adesiva a dentina sadia, e mostraram que a
solugado de etanol promoveu efeito prejudicial a resisténcia de unido, revelando por

MEV, numerosas falhas e fissuras desenvolvidas apds sete dias de armazenamento.
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Este fato corrobora os resultados obtidos neste presente estudo, pois todos os
substratos exibiram uma diminui¢cdo na resisténcia adesiva em funcédo do tempo de
armazenamento em etanol. Além disso, falhas entre os materiais resinosos também
foram observadas em MEV.

Paréametros de solubilidade semelhantes entre este solvente e os mondmeros
da matriz resinosa (como BisGMA) podem resultar na maior eluicdo dos componentes
resinosos e acelerar o envelhecimento da restauragdo (Lee et al., 1994, 1995;
Marghalani, Watts, 2013). Além disso, Lee et al. (1994) afirmam que a difusividade da
solugdo de etanol € maior que a da agua para 0s compositos resinosos,
provavelmente pelas caracteristicas quimicas e solubilidade dos componentes. Essa
maior capacidade de permeabilidade do etanol pode explicar a maior degradagao
ocorrida na interface e, consequentemente, a redugao dos valores de resisténcia de
uni&o.

Os resultados do presente estudo mostram que o etanol apresentou
diferengas estatisticamente significativas tanto para o tempo de 24 h quanto para 30
dias. Como ja mencionado, o etanol ja promoveu um efeito sobre o material resinoso
apos sete dias de armazenamento (Lee et al., 1994), ou seja, por consequéncia, apos
os 30 dias de imersao, seus efeitos foram mais acentuados.

O tempo de armazenamento em etanol também mostrou efeito significativo
sobre as propriedades mecanicas do sistema adesivo avaliado (Tabela 7 e 9). Muitos
materiais mostraram aumento da resisténcia flexural e elasticidade entre 24 h e um
més, e relativa estabilidade até 6 meses de armazenamento (Sabbagh et al., 2002).
Colaborando com esses autores, o presente estudo apresentou um aumento tanto da
resisténcia a flexdo quanto do médulo de elasticidade apds 30 dias de imersao, mas
sem comparagao por tempos maiores de avaliagdo. Segundo os estudos Gladys et
al., o mdédulo de elasticidade teve um aumento durante o primeiro més e ligeira
reducao dos valores médios até manter uma estabilidade (Gladys et al., 1997). Para
Sabbagh et al. (2002), ap6s seis meses, o material atinge um estado estavel e
nenhuma reducéo adicional acomete as propriedades, pois a rede de polimeros estara
saturada pelo meio de imersao. Zankuli et al. (2014) complementam que o maximo de
ganho do material € alcangado no primeiro més de imersdo. Por isso, todas as
amostras foram imersas em cada solvente e avaliadas apdés 30 dias de

armazenamento.
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Como a solubilidade dos mondmeros resinosos presentes no sistema adesivo
(como HEMA e BisGMA) é maior em solvente organico que em agua (Zhang, Xu,
2008; Yesilyurt et al., 2009), os resultados apresentados no presente estudo
mostraram diferengas estatisticamente significativas quanto as suas propriedades
fisico-mecanicas, tanto na sorcao e solubilidade quanto na RF e ME. Este fato pode
ser decorrente da facilidade deste solvente em penetrar na matriz resinosa (maior
sor¢ao), o que resultou em monémeros resinosos hidréfilos e hidréfobos mais eluidos
(maior solubilidade), prejudicando a resisténcia a flexdo e médulo de elasticidade do
material (Hosaka et al., 2007; Zhang, Xu, 2008). Colaborando com a literatura (Lee et
al., 1996; Yap et al., 2001; Zhang, Xu, 2008; Marghalani, Watts, 2013; Reis et al.,
2015) que também observaram efeito significativo do etanol sobre as propriedades
dos materiais resinosos. Nota-se, portanto, que o etanol exerceu maior e mais rapida
degradacao sobre a as propriedades do sistema adesivo, tornando-o um solvente para
envelhecimento clinicamente relevante.

Quanto ao substrato de uniao, verificou-se que a dentina naturalmente afetada
sofreu drasticamente o efeito da imersdo em etanol. Os baixos valores de resisténcia
de unidao na interacdo dos fatores dentina-tempo-solvente, mostraram que as
caracteristicas quimicas advindas da dentina afetada associada ao desafio do etanol
sobre o material resinoso influenciam diretamente as caracteristicas da interface
adesiva. A comparacdo com a literatura dos resultados sobre diferentes tipos de
dentina utilizando a metodologia proposta nao foi possivel por ndo se encontrarem
estudos semelhantes para serem confrontados.

Como observado, os materiais restauradores se deterioram em presenca de
agua e solventes, por mecanismos de hidrélise, em fungao do tempo. Por isso, este
estudo avaliou a resisténcia adesiva em dois momentos: apos 24 h e 30 dias de
armazenamento. Com o aumento no tempo, a resisténcia adesiva diminui,
corroborando com os resultados observados na literatura. Este resultado pode refletir
a escolha do armazenamento em palitos para avaliagdo da degradagao na interface,
bem como pelos tipos de solugao a que foram submetidos (Armstrong SR et al., 2001;
Skovron et al., 2010; Reis et al., 2015).

Os resultados do presente estudo sugerem que os solventes organicos foram
mais eficientes do que a agua na degradagdo dos mondmeros resinosos, devido a

sua permeabilidade e capacidade de penetragdo na matriz resinosa (Tabelas 13, 15,
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16 e 17). Contudo, a presencga da agua promoveu maior degradacao da interface de
unido adesivo-dentina, interferindo na integridade da camada hibrida. Sendo assim,
observou-se que o efeito solvente, como fator isolado, ndo foi estatisticamente
significante neste estudo. No entanto, quando se observa a interagao entre os fatores,
verificou-se que tais substancias interferiram na resisténcia de unido entre sistema
adesivo e substrato dentinario conforme o tempo de armazenamento (Tabela 4).
Desta forma, pode-se constatar que a segunda hipétese de nulidade testada foi
parcialmente aceita e a terceira hipétese rejeitada.

Dentro das limitagbes do estudo, a longevidade da interface adesiva é
dependente do substrato sob o qual a restauracao sera realizada, como das solucdes
em que sao rotineiramente expostos. Este estudo evidencia que a dentina
naturalmente afetada por carie exibe alteracdes fisico-quimico-mecéanicas em toda
sua estrutura que nao sao induzidas pelos protocolos in vitro, e a torna um substrato
de relevancia clinica para os estudos na area da adesao.

O modelo de ciclagem de pH mostrou-se efetivo para mimetizar as
propriedades mecanicas de um substrato afetado por carie. Além disso, a agua foi o
meio de degradacao sobre a interface adesiva tanto pela parte estrutural da dentina
(advinda da pressao pulpar) como pelo meio de imersao (armazenamento), o qual
promoveu menos efeito diante dos procedimentos restauradores; enquanto que os
solventes organicos (etanol e MEK) promoveram a degradacao sobre os materiais
resinosos.

Logo, mais pesquisas laboratoriais e clinicas sdo necessarias, no sentido de
se verificar tratamentos especificos para aprimorar o desempenho dos materiais

adesivos em substrato afetado por carie em termos de longevidade clinica.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia proposta e com base nos resultados obtidos,

conclui-se que:

o Os diferentes substratos (sadia, artificialmente e naturalmente afetados)
apresentaram diferengas significativas, com os menores valores de
resisténcia de unido para o substrato naturalmente afetado por carie;

o Os solventes (agua, etanol e metiletilcetona) ndo mostraram diferengas
estatisticamente significantes entre si; contudo, quando avaliados a
influéncia dos mesmos sobre os diferentes substratos, diferiram
significantemente diante da resisténcia de uniao;

o Os tempos de armazenamento (24 h e 30 dias) influenciaram os valores
de resisténcia de uniao as diferentes dentinas, e diante dos diferentes
solventes, com reducao da resisténcia adesiva apoés 30 dias;

° Os solventes organicos, principalmente o etanol, reduziu

significativamente as propriedades fisico-mecanicas do sistema adesivo.
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APENDICE A - Preparo das solugdes para ciclagem de pH

DENTINA AFETADA POR CARIE

Inicialmente deve-se preparar uma solugdo de fluoreto de sddio. Depois deve-se misturar
as solugdes preparadas com os demais sais e obter a solugao final.

1) Preparar solugdo de fluoreto de sddio

a 10 ppm
Substéncia Férmula Quantidade
Fluoreto de sédio NaF 0,01g
Agua deionizada gsp 100 ml

Dissolver o fluoreto de sédio em dgua dentro do baldo volumétrico de 100 ml.

alppm
Substancia Férmula Quantidade
Fluoreto de sddio NaF 0,001 g
Agua deionizada gsp 10 ml

Dissolver o fluoreto de sédio em dgua dentro do baldo volumétrico de 10 ml.

2) Preparo da solugdo DESMINERALIZADORA (pH 4,5)

Substancia Formula Quantidade
Acido acético glacial (0,05 M) CH3COOH 3,0025¢g
Cloreto de calcio (2,2 mM) CaCl, 0,32342 ¢
Fosfato de sédio (2,2 mM) NaH,PO,4 0,34914 g
Acetato de sédio (0,05 M) CH3;COONa 4,10171¢
*Fluoreto de sodio (1 ppm) NaF
Agua deionizada gsp 1L

Pesar os sais e dissolver em 1 litro de dgua deionizada em baldo volumétrico. Checar o pH e
ajustar com o acido acético ou acetato caso ndo esteja correto.

3) Preparar a solucdo MINERALIZADORA (pH 7,0)

Substancia Férmula Quantidade
Cloreto de calcio (1,5 mM) CaCl, 0,2205¢g
Fosfato de sddio (0,9 mM) NaH,PO, 0,1428 g
Cloreto de potassio (0,15 M) KCl 11,1826 ¢g
Solugdo Tris buffer (0,1 M) 12,112 g
*Fluoreto de sddio (10 ppm) NaF
Agua deionizada qsp 1L

Pesar os sais e dissolver em 1 litro de dgua deionizada em baldo volumétrico. Checar o pH e
ajustar com o acido acético ou KCl caso ndo esteja correto. Imergir os espécimes na solugdo DES
por 3 h e na solu¢io MIN por 45 h a 37°C. Serdo 8 ciclos de 48 h.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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APENDICE B - Teste de normalidade para os valores de resisténcia adesiva (MPa)

Figura 28 — Grafico da distribuicdo Normal (Ryan-Joiner) para ANOVA 3-fatores
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Figura 29 — Grafico da distribuicdo Normal (Ryan-Joiner) para os valores de 24 h
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Figura 30 — Grafico da distribuicdo Normal (Ryan-Joiner) para os valores de 30 dias

Fonte: Minitab.
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ANEXO B - Termo de Doacgao de Material Bioldgico
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