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MODA, M.D. Anélise da interface de unido entre cimento resinoso auto-adesivo a dentina
erodida in vitro. [Dissertacdo]. Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”; Aracatuba, 2016.

L@-@me

Considerando o expressivo aumento de lesbes erosivas e a necessidade de estudos que
avaliem a adesdo sobre um substrato erodido. O proposito deste estudo foi avaliar a interface
de unido entre cimento resinoso auto-adesivo a dentina submetida a eroséo in vitro. Setenta e
dois terceiros molares humanos foram utilizados e divididos em dois grupos: grupo 1 (dentina
normal) e grupo 2 (dentina erodida). Para a obtencdo da eroséo in vitro foi empregado um
protocolo, no qual os espécimes ficaram imersos em solugdo desmineralizante , 2 minutos por
ciclo, e em solucdo remineralizante , 10 minutos por ciclo, ao longo de 9 dias. Na sequéncia,
ambos os grupos foram submetidos a quatro tratamentos de superficie dentinaria: grupo
controle (sem tratamento), clorexidina 2%, acido poliacrilico 20%, e EDTA 0,1M (n=9),
previamente ao processo de unido. Blocos de resina composta TPH foram cimentados com
cimento resinoso auto-adesivo RelyX U200 as superficies dentinarias. Os dentes foram
submetidos a cortadeira de precisdo, onde obteve-se amostras em forma de palitos, os quais
foram submetidos ao teste de microtracdo para avaliar a resisténcia de unido entre o cimento
resinoso e dentina, 24 horas e 8 meses ap6s 0 procedimento de unido. Associada a
microtracdo, a analise do padrdo de fratura dessas interfaces foi realizada em microscopia
eletronica de varredura (MEV). Em amostras distintas, foram obtidas fatias longitudinais dos
dentes, sendo trés espécimes de cada grupo, os quais foram avaliados em microscopia
confocal (MC), para anélise qualitativa da interface dentina/cimento. Os resultados mostraram
que a dentina previamente erodida apresentou consideravel aumento na densidade e
profundidade de tags resinosos em relacdo a dentina normal para os diferentes grupos, embora

pouca diferenca nos valores de resisténcia de unido tenha sido encontrada. Os diferentes tipos



de tratamentos realizados em dentina, de uma forma geral, aumentaram os valores de
resisténcia de unido em comparacao ao grupo controle. O armazenamento das amostras em
saliva artificial por 8 meses, parece ndo ter sido suficiente para causar uma significativa

degradacéo da interface adesiva.

Palavras-chave: Cimentos de resina. Dentina. Erosdo dentaria.






MODA, M.D. Analysis of bonding interface between self-adhesive resin cement to in vitro
eroded dentin. [Dissertacdo]. Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”; Aragatuba, 2016.

lstraet

Considering the significant increase of erosive lesions and the need for studies to evaluate the
adhesion on a eroded substrate. The purpose of this study was to evaluate the bonding
interface between self-adhesive resin cement to in vitro eroded dentin. Seventy-two third
molars were used and divided into two groups: group 1 (sound dentin) and group 2 (eroded
dentin). The in vitro erosion was created following a demineralization protocol, in which the
specimens of group 2 were immersed in demineralizing solutions 2 minutes per cycle, and in
remineralizing solution, 10 minutes per cycle, during 9 days. Both groups were submitted to
four dentin surface treatments: control group (without any treatment), 2% chlorhexidine, 20%
polyacrylic acid, and 0,1M EDTA pH 7.4 (n=9). TPH resin-based composite blocks were
bonded with RelyX U200 self-adhesive resin cement on the pretreated dentin surfaces. The
teeth were submitted to precision cutter, thus obtaining samples forms of sticks. The samples
were submitted to microtensile bonding test to evaluate the bonding strength between self-
adhesive resin cement to dentin, 24 hours and 8 months after the bonding procedure. The
fractured samples were evaluated in scanning electron microscopy (SEM), to classify the
fracture pattern of these interfaces. Finally, three specimens of each group were longitudinal
cut and obtained three slices per group and evaluating by confocal laser scanning microscopy
(CLSM), with the purpose to analyze qualitatively the dentin/cement interface. The results
showed that the etched dentin showed significant increase in density and depth of resinous
tags compared to sound dentin, although little difference in bond strength values has been
found. Different types of treatments performed on dentin, in general, increased the bonding

strength values compared to the control group. The storage of the samples in artificial saliva



for 8 months, seems to have been not enough to cause significant degradation of the adhesive

interface.

Keywords: Dental erosion. Dentin. Resin cement.
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Figura 2. Analise em microscopia eletronica de varredura dos diferentes grupos em dentina

normal e erodida, 8 meses apos 0 processo adesivo
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Graéfico 1. Incidéncia (%) dos modos de falhas entre os grupos de tratamento, 24 horas ap0s
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Gréfico 2. Incidéncia (%) dos modos de falhas entre os grupos de tratamento, 8 meses apos o
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Fluxograma 1. Delineamento experimental empregado neste estudo
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1. Introducéo

O foco da Odontologia Restauradora vem se modificando ao longo do tempo. Num
passado recente, havia maior preocupacdo com a doenca carie, entretanto, as chamadas
lesdes ndo cariosas vem ganhando relevancia clinica pela grande incidéncia de casos®, em
especial, as lesdes erosivas. Tal fato se deve ao envelhecimento natural de grande parte da
populacdo, o qual permite que os dentes sejam mantidos por mais tempo na boca devido a
melhoria das condic¢des de saude bucal, assim como pelo aumento no consumo de alimentos
4cidos®>.

A erosdo dentaria pode ser definida como uma perda irreversivel de tecido dentério,
quando exposto a processos quimicos sem envolvimento bacteriano®. Sua etiologia é
multifatorial, podendo ser intrinseca e/ou extrinseca. A origem intrinseca ocorre quando a
perda tecidual esta associada a problemas gastroesofagicos como: vémitos recorrentes em
individuos com bulimia e anorexia, geralmente ligados a doencas psicossomaticas®, sendo
vistas com maior frequéncia em sociedades ocidentais, especialmente entre mulheres de 16 e
35 anos de idade®. A origem extrinseca ocorre pela ingestdo de bebidas e alimentos acidos,
além do uso de produtos de higiene e medicamentos contendo &cidos. Acredita-se que 0
potencial erosivo de bebidas 4cidas ndo esteja apenas ligado ao seu pH’, mas esta associado
também ao conteddo mineral dos tecidos dentérios, da acidez titulavel e propriedades
quelantes do célcio?, podendo, ainda, 0 processo erosivo ser relacionado ao consumo de
&lcool’. O papel da saliva também se torna extremamente relevante na dinamica erosiva,
pois de acordo com sua composic¢do mineral e sua capacidade de neutralizar acidos contidos
na dieta alimentar, poderia contribuir sobremaneira para acentuar ou minimizar esse tipo de
lesdo®. O processo erosivo pode estar fortemente ligado as forcas abrasivas’, sendo que a
susceptibilidade a abrasdo poderia aumentar a medida em que a dentina erodida é exposta

aos acidos causando um amolecimento de superficie, resultando em uma superficie erodida
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com aspecto vitrificado. Nesse sentido a presenca de substancias abrasivas em dentifricios
assim como o diametro das cerdas de escovas dentais também poderia afetar esse processo
10’11.

A erosdo promove uma desmineralizacdo dentindria, com exposicdo das estruturas
organicas, formada principalmente por coléageno, seu principal componente?. Seu grau de
degradacdo pode ser determinado pela analise de hidroxiprolina, principal aminoacido
presente no colageno®. Além disso, algumas enzimas proteoliticas, como a pepsina e
tripsina, presentes no trato digestivo e muitas vezes integrante da microbiota oral, podem
remover essa matriz organica através de processos bioquimicos, acentuando 0 processo

erosivo dentinario®®.

Diante do exposto, varios estudos in vitro tém sido realizados com o objetivo de simular e
entender a dindmica erosiva. Um método bastante comum € a utilizacdo de acido citrico,
presente em refrigerantes, no processo de dissolucdo do esmalte e dentina*, sendo um dos
acidos com maior potencial erosivo, justamente por sua capacidade em quelar o célcio dos
tecidos dentais e da saliva'®. No entanto, Caneppele et al.” mostraram maior susceptibilidade
dos tecidos dentarios a erosdo quando suas concentragBes de célcio e fosfato eram baixas,
tornando o pH critico mais suscetivel ao processo de erosdo com diferentes bebidas acidas
como refrigerantes, vinhos e energéticos. Em adi¢do, o baixo grau de saturacdo de
hidroxiapatita e fluorapatita ocasionaria deficiéncias estruturais tornando-0s mais propensos
a erosdo’. Outra maneira de se obter erosdo in vitro seria a utilizacdo de 4cido cloridrico,
pepsina e tripsina, presentes no trato gastrointestinal, simulando condi¢cdes de vomitos
constantes em pacientes com desordens alimentares, doenca gastroesofagica, anorexia e

bulimia sendo que a combinacéo de pepsina e tripsina acentuaria o desgaste erosivo®*®.

A Odontologia contemporanea vem buscando procedimentos cada vez menos invasivos,

especialmente quando se trata de preparos cavitarios, tanto para restauragdes diretas como
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indiretas. Muitas vezes 0 processo de cimentacdo de restauracdes indiretas € realizado sobre
estrutura dentaria sem nenhum tratamento ou preparo prévio, a qual pode estar higida ou

previamente erodida por um ou mais processos erosivos acima descritos'’*.

O processo de cimentacdo de restauragOes estéticas também tem evoluido nos ultimos
anos. A introducdo no mercado de cimentos resinosos auto-adesivos, proporcionou uma
melhor otimizacio do tempo e reducdo de passos clinicos™. Esses cimentos dispensam o
prévio condicionamento &cido dos tecidos dentarios bem como a aplicacdo de sistemas
adesivos®’. Possuem em sua matriz organica monémeros resinosos de 4cido fosférico, que
desmineralizam superficialmente esmalte e dentina, removendo parcialmente a smear layer
formada por instrumentos rotatorios e/ou manuais, promovendo a reten¢do micromecanica e
quimica & estrutura dental®! pela ligacdo dos mondmeros do cimento com fons célcio da
hidroxiapatita do tecido dentario®. Entretanto, pela capacidade limitada desses monémeros
em dissolver totalmente a smear layer, a interface cimento-dentina apresenta uma fraca
ligacdo micromecanica devido a formacéo de tags resinosos curtos?>*.

No sentido de investigar se a resisténcia de unido destes materiais aos tecidos
dentinarios poderia ser otimizada ao longo do tempo, algumas substancias tém sido
estudadas. O &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), por possuir propriedades quelantes de
calcio, promoveria a exposicao das fibras coldgenas com maior penetracdo do cimento
resinoso & dentina desmineralizada®. No entanto, 0 uso dessa substancia previamente a
unido com cimentos que dependem da presenca de calcio na superficie precisaria ser mais
bem elucidado. O &cido poliacrilico, por sua vez, por ser considerado um &cido fraco,
promoveria uma leve desmineralizagdo da camada inorganica, sendo utilizado como
tratamento de superficie com objetivo de reforcar a unido dos cimentos resinosos a
dentina®®%. A clorexidina, embora frequentemente utilizada na desinfeccdo de canais

radiculares, tem sido empregada como alternativa aos tratamentos de superficie dentinéria.
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Di Hipélito et al.?® demonstraram que o uso da clorexidina, tanto em concentracdes de 0,2%
como de 2%, diminuiram a resisténcia de unido do cimento resinoso a dentina, podendo ser
explicado pela sua capacidade em modificar a permeabilidade da smear layer.

Até o presente momento, diante da falta de pesquisas consistentes entre a adesividade de
cimentos resinosos auto-adesivos a dentina previamente erodida, torna-se necessaria uma
investigacdo criteriosa, proporcionando um embasamento cientifico para sua melhor

utilizacdo na pratica clinica.

2. Proposicao

Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a interface de unido entre cimento
resinoso auto-adesivo a dentina erodida in vitro submetida a diferentes tratamentos de
superficie. As hipdtese nulas testadas foram: (1) ndo ha diferenca na resisténcia de unido e
morfologia da interface entre cimento resinoso auto-adesivo a dentina normal ou
previamente erodida; (2) diferentes tratamentos de superficie ndo alteram a resisténcia de
unido e morfologia da interface entre esses materiais e o tecido dentinario normal ou
previamente erodido e (3) ndo ha diferenca na resisténcia de unido entre cimento resinoso

auto-adesivo e dentina nos tempos de 24 horas e 8 meses apds o procedimento de unido.
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3. Materiais e Método

Delineamento Experimental

Nesse projeto foram analisados os seguintes fatores: (1) dentina humana, em dois
niveis (normal e erodida); (2) tratamentos de superficies, em quatro niveis (controle (sem
tratamento), clorexidina 2%, acido poliacrilico 20%, e EDTA 0,1M) e (3) tempo de avaliacéo,
em dois niveis (24 horas e 8 meses apds o procedimento de unido para o teste de resisténcia
de unido). Setenta e dois terceiros molares foram utilizados, sendo que em metade deles, a
dentina foi submetida ao processo erosivo in vitro. Na sequéncia, todas as amostras tiveram
sua superficie tratada com as seguintes substancias: controle (sem tratamento), clorexidina
2%, &cido poliacrilico 20% ou EDTA 0,1M previamente ao processo de unido utilizando
cimento resinoso auto-adesivo. As variaveis respostas foram: resisténcia de unido e qualidade
da interface adesiva dentina/cimento. Os trés principios basicos da experimentacdo foram
respeitados (repeticdo, aleatorizacdo e blocagem). Além disso, foi realizada a microscopia
eletronica de varredura (MEV) para avaliacdo do padrdo de fratura obtido. Para andlise da
morfologia da interface adesiva foi utilizada a microscopia confocal (MC). O delineamento

experimental deste estudo esta ilustrado através da Fluxograma 1.

Selecdo dos dentes e processo de erosao

O projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica em Pesquisa da FOA —
UNESP (N° 32545114.1.0000.5420), e ap0s sua aprovacao, foram selecionados 72 dentes
terceiros molares humanos recém-extraidos. Os espécimes foram limpos com curetas, e
congelados a uma temperatura de -20°C, até o inicio da execugdo da pesquisa. Todos 0s
dentes com evidéncia clinica de carie, reabsorcdo radicular, trincas ou fraturas foram

excluidos da pesquisa.
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A superficie oclusal dos dentes foi removida em cortadeira de precisdo Isomet 2000
(Buheler, Ltd, Lake Bluff, IL, EUA), sob refrigeracdo com agua, para obtencdo de uma
superficie planificada de dentina. Apos a exposicdo da superficie dentinaria, todos os dentes
foram abrasionados com lixa de granulacdo #600, sob refrigeracdo em agua, em politriz
automatica Aropol E (Arotec Industria and Comercio Ltda, Cotia, SP, Brasil), por 30
segundos, para producdo da smear layer. Os dentes foram divididos em 2 grupos (n=36),
sendo que um dos grupos a dentina ndo foi submetida a nenhum tratamento (dentina normal) e
o outro grupo foi submetido a um protocolo de eroséo™. Este protocolo foi constituido pela
imersdo em solucdo HCI-pepsina 6 vezes por dia, com duracao de 2 minutos cada, e apos cada
desafio erosivo, 0s espécimes foram imersos em tripsina por 10 minutos cada, por um total de
9 dias. ApoOs o primeiro e o ultimo tratamento com a solucdo remineralizante de tripsina, 0s
espécimes foram escovados, por um tempo de 15 segundos cada, utilizando escova elétrica
(Oral-B Plak Control Ultra; Braun, Frankfurt, Alemanha) sendo fixada em seu cabo uma

massa de 200 gramas, a fim de simular a forca exercida durante a escovacao.

Preparo dos blocos de resina composta para a cimentacéo

Setenta e dois blocos de resina composta TPH na cor A3 (Dentsply, Petropolis, RJ,
Brasil) foram confeccionados em uma matriz pré-conformada (11mm de diametro e 4mm de
profundidade). Para tanto, a resina composta foi inserida na matriz, utilizando uma espatula
Thompson, e a cada 2 mm foi fotoativada com o equipamento de luz led Poly Wireless (Kavo,
Joinville, SC, Brasil) pelo tempo recomendado de 40 segundos por cada face. Apos a insercao
do ultimo incremento, uma tira de poliéster transparente e uma fina placa de vidro foram
colocadas sobre o compdsito na parte superior da matriz, a fim de nivelar o material,

previamente a fotoativagdo. Todos os blocos de resina composta, apos sua confeccéo, foram
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abrasionados por uma lixa de granulacdo 600, sob refrigeracdo em &gua, utilizando uma
politriz automatica Aropol E (Arotec Industria & Comercio Ltda, Cotia, SP, Brasil), por 30

segundos.

Tratamentos de superficie da dentina previamente a cimentacao

Tanto os dentes correspondentes a dentina normal quanto os dentes correspondentes a
dentina previamente erodida foram submetidos a quatro tratamentos de superficie abaixo
descritos.

Tratamento 1: controle (sem tratamento). Blocos de resina composta TPH foram
cimentados diretamente sobre a superficie dentinaria utilizando o cimento resinoso auto-
adesivo RelyX U200 (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). Previamente a fotopolimerizacdo, uma
massa de 500 gramas foi posicionada sobre o conjunto por 3 minutos, para padronizacdo da
espessura do cimento resinoso. O conjunto foi entdo fotoativado por 40 segundos em todas as
faces expostas. Apos a cimentacdo as amostras foram armazenadas em uma estufa a 37°C por
24 horas.

Tratamento 2: Gluconato de clorexidina 2%. A solucdo de gluconato de clorexidina
2% (Riohex, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil) foi aplicada utilizando uma
bolinha de algoddo, friccionando-a a superficie dentinaria por 60 segundos. A superficie entdo
foi seca com papel absorvente. Previamente a fotopolimerizacdo, uma massa de 500 gramas
foi posicionada sobre o conjunto por 3 minutos, para padronizacdo da espessura do cimento
resinoso. O conjunto foi entdo fotoativado por 40 segundos em todas as faces expostas. Apos
a cimentacdo as amostras foram armazenadas em uma estufa a 37°C por 24 horas.

Tratamento 3: Acido poliacrilico 20%. A superficie dentinaria foi condicionada com
acido poliacrilico 20% (Cavity conditioner, GC Corporation, Téquio, Japdo). Utilizando um

aplicador descartavel KG Brush (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil), o acido poliacrilico foi
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espalhado friccionando-o sobre a superficie dentinaria por 10 segundos, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Toda a superficie foi lavada com agua destilada por 20
segundos e seca com papel absorvente. Previamente a fotopolimerizacdo, uma massa de 500
gramas foi posicionada sobre o conjunto por 3 minutos, para padronizacdo da espessura do
cimento resinoso. O conjunto foi entdo fotoativado por 40 segundos em todas as faces
expostas. Apds a cimentacdo as amostras foram armazenadas em uma estufa a 37°C por 24
horas.

Tratamento 4: EDTA. A superficie dentinaria foi condicionada com EDTA 0,1M, pH
7,4 (Apothicario, Aracatuba, SP, Brasil) por 60 segundos. Toda a superficie foi lavada com
agua destilada por 20 segundos e seca com papel absorvente. Os blocos de resina composta
foram cimentados como descrito anteriormente.

Corte e armazenamento das amostras:

Apds o armazenamento em agua destilada a 37% por 24 horas, seis dentes por grupo
foram seccionados em palitos medindo aproximadamente 1,0 x 1,0mm, com disco
diamantado em cortadeira metalografica Isomet 2000 (Buheler, Ltd, Lake Bluff, Il, EUA).
Foram obtidos 8 palitos por grupo, sendo que metade (n=4) foi utilizada na avaliacdo da
resisténcia de unido 24 horas ap0s o processo adesivo, enquanto a outra metade dos palitos foi
armazenada por 8 meses em saliva artificial (Apothicario, Aracatuba, SP, Brasil), a 37° C,

trocadas duas vezes semanalmente.

Avaliacdo de resisténcia de unido pelo teste de microtracao:

Os palitos foram levados individualmente a maquina de ensaio universal Odeme
Microtensile OM 100 (Odeme Dental Research, Luzerna, SC, Brasil) a velocidade de 0,7mm
por minuto para avaliacdo da resisténcia de unido (MPa). Os palitos que apresentaram falha

prematura foram incluidos nas médias dos respectivos grupos, atribuido o valor zero a este
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palito. Para o teste de microtracdo, as extremidades dos palitos foram fixadas com uma cola
adesiva a base de cianoacrilato (Super Bonder gel; Henkel Corp, Rocky Hill, Conn) na
maquina de microtracdo. Os valores de resisténcia de unido foram obtidos em MPa por meio

da formula:

Ru = (F/A)

Onde RU = resisténcia de unido, F = carga necessaria para fraturar o especime (N), A

= 4rea da intereface de unido em mm?.

Avaliacdo do padrao de fratura

Ap0s a ruptura dos espécimes, as interfaces foram analisadas em microscopia Optica
utilizando o Estereomicroscopio (Leica MZ6), para identificar o tipo de fratura resultante de
cada amostra, sendo que o tipo de fratura caracteristico de cada grupo foi levado a
microscopia eletronica de varredura para a representacdo quanto ao padrdo de fratura dos
grupos. Os espécimes fraturados foram fixados com resina composta fotopolimerizavel em
stubs metalicos, mantendo as areas envolvidas nas fraturas voltadas para cima. Em seguida,
foram metalizados com ouro (Balzers SCD-050 sputter coater, OC Oerlikon Corporation AG,
Pfaffikon, Suica) e levados & microscopia eletronica de varredura (EVO LS-15, Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) para analise da interface de unido. A classificacdo do padrdo de
fratura foi realizada em: coesiva na resina composta, coesiva na superficie dentinaria, adesiva
entre 0 cimento resinoso e o bloco de resina, adesiva entre o0 cimento resinoso e a superficie

dentinaria, coesiva no cimento resinoso ou mista.

Analise em Microscopia Confocal (MC)

Foram utilizados 24 terceiros molares higidos, os quais foram divididos em trés dentes

por grupo. Para que as estruturas fossem visualizadas em microscopia confocal foi necessaria
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a adicdo de corante fluorescente rodamina 0,1% no cimento resinoso. Este corante na cor
facsia foi adicionado ao cimento na proporcdo de 0,16 mg/g previamente ao processo de
unido®’. Em adicéo, de acordo com D"Alpino®’, um outro corante, a fluoresceina, foi inserida
na camara pulpar dos dentes 24h apds o processo de unido. Para tanto, os apices radiculares
foram removidos com disco dupla face fino (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) com
refrigeracdo abundante. A camara pulpar dos dentes foi aberta pelo lado radicular com uma
broca carbide esférica n® 3 (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) e o tecido pulpar removido com
auxilio de cureta para dentina e instrumento endoddntico. A seguir, os dentes tiveram a
camara pulpar irrigada com soro fisioldgico, posicionada com a face oclusal voltada para
baixo e fixados com cera pegajosa em um reservatdrio contendo agua destilada, evitando sua
desidratacdo, de modo que o nivel da agua ndo atingisse o interior da camara pulpar onde a
solucdo com o corante fosse aplicada. Essa solucdo aquosa era composta pelo corante
fluorescente verde fluoresceina 0,1%, diluido em &gua destilada, e foi levada a camara pulpar
com auxilio de uma pipeta. Os dentes foram mantidos em reservatorio com &gua destilada
por, no minimo, 4 horas para que a solugdo contendo o corante atingisse a interface adesiva®’.
Apo0s esse periodo, os dentes foram secos com papel absorvente e seccionados a0 meio no
sentido transversal, com disco diamantado em cortadeira de precisdo (Isomet 2000, Buheler,

Ltd, Lake Bluff, Ill, EUA), sendo obtidas trés fatias de cada espécime.

As seccles foram colocadas em ultra-som contendo agua para remocao dos debris do
procedimento de corte durante 10 minutos. Em seguida, foram examinadas em microscépio
confocal (Leica TCS SP2, Leica, Mannheim, Alemanha). Um laser de gas misto foi usado
como fonte de luz. A excitagdo da luz foi utilizada com um comprimento de onda maximo de

543nm. As imagens foram registradas no modo fluorescente.
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Uma objetiva imersa em Oleo foi utilizada (40x, abertura de 1,25). Uma éarea
representativa de cada fatia foi escaneada em 11 seccbes de 2um cada. A imagem obtida da
média das 11 secc¢des foi analisada por dois avaliadores previamente calibrados. A avaliacdo
foi realizada pelo método duplo-cego. Nos casos em que houve divergéncia entre os dois

examinadores, ambos avaliaram a imagem novamente até a obtengdo de um consenso final.
Os seguintes critérios foram avaliados:
1) Qualidade da interface adesiva dentina/cimento®®:
Escore 0 - auséncia de fendas, interface adesiva nitida, continua;

Escore 1 - presenca parcial de fendas, interface adesiva parcialmente continua,

presente em menos do que 50% da interface;

Escore 2 - presenca de fendas com interface descontinua, presente em

aproximadamente mais do que 50% da interface.
2) Formacéo de tags em dentina®:
Escore 0 - ndo detectavel;
Escore 1- poucos tags visiveis;
Escore 2- formacao uniforme de tags com poucas ramificacdes laterais;
Escore 3- formacéo de longos tags com muitas ramificacdes laterais.
3) Profundidade de penetracio dos tags®’:
Escore 0 - sem tags;

Escore 1 - tags < 3um em média;
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Escore 2 - tags =3 a 8,9 um em média;
Escore 3 - tags = 9 a 15 um em média;
Escore 4 - tags > 15 pm em média.
4) Formacéo de camada hibrida?’:
Escore 0 = ausente;
Escore 1- formagdo parcial de camada hibrida até 50% da interface;
Escore 2- formagdo de camada hibrida maior que 50% da interface;
Escore 3- formacdo de camada hibrida em toda a interface.

Anélise Estatistica

Em relacdo aos dados obtidos no teste de resisténcia de unido foi utilizada a ANOVA
trés fatores para medidas repetidas (substratos, grupos de tratamento e tempos de andlise) e
teste de Tukey para comparagdes entre as médias (p<0,05). Ressalta-se que, para a analise
estatistica, a unidade experimental considerada foi o elemento dentario (n=6 por grupo) e ndo
os palitos individualmente. Para as imagens obtidas através das analises de microscopia
confocal, foi realizado o teste Kappa inter-examinadores para verificar o grau de concordancia
entre os avaliadores. Os dados foram submetidos aos testes Kruskal-Wallis e Dunnet para

analise estatistica (p<0,05).
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4. Resultados

De acordo com a Tabela 1, na comparacdo entre os tipos de substrato, 24h apos o
processo de adesdo, pode-se observar que para os grupos controle, cido poliacrilico 20% e
EDTA 0,1M, ndo houve diferenca estaticamente significante entre as dentinas normal ou
erodida (p>0,05). Entretanto, para o grupo clorexidina 2%, a dentina erodida apresentou
maiores valores de resisténcia de unido comparada a dentina normal (p=0,03). Quando se
comparou os diferentes grupos de tratamentos na dentina normal, ainda no tempo de 24h
(Tabela 1), os grupos acido poliacrilico 20% e EDTA 0,1M obtiveram os maiores valores de
resisténcia de unido, sem diferenca estatistica entre eles (p=0,20). Em contrapartida, 0s
grupos controle e clorexidina 2% obtiveram os menores valores de resisténcia de unido, com
diferenca estatistica para os grupos acido poliacrilico 20% e EDTA 0,1M (p<0,001). Na
dentina erodida, o grupo no qual se utilizou EDTA 0,1M apresentou 0s maiores valores de
resisténcia de unido, com diferenca estatisticamente significante apenas para o0 grupo
controle (p=0,002), entretanto sem diferencas estatisticas para os grupos clorexidina 2% e
acido poliacrilico 20% (p>0,05).

Quando se analisou a resisténcia de unido do cimento resinoso as dentinas normal e
erodida apds 8 meses de armazenamento (Tabela 2), os resultados mostraram que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os dois substratos estudados, independente do
grupo experimental (p>0,05). Entretanto, quando se fez a comparacdo entre os diferentes
grupos de tratamentos para a dentina normal, o grupo EDTA 0,1M obteve 0s maiores
valores de resisténcia de unido, com diferenca estatisticamente significante para os grupos
controle e clorexidina 2% (p<0,05). O grupo é&cido poliacrilico 20% nédo apresentou
diferenca significante para os grupos EDTA 0,1M e clorexidina 2% (p>0,05). J& para 0s
grupos analisados em dentina erodida, ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre todos os grupos estudados (p>0,05).
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Na comparacdo entre os tempos, embora de maneira geral tenha havido diferenca
significante entre os tempos de 24 horas e 8 meses de andlises (p=0,04), com maiores valores
apresentados no tempo de 24 horas, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o0s
valores de resisténcia de unido do cimento resinoso tanto para dentina normal quanto erodida
entre os tempos de analise de 24 horas comparado aos valores obtidos ap0s 8 meses de
armazenamento em saliva artificial, para todos o0s grupos experimentais separadamente
(p>0,05).

Em relacdo ao numero de falhas prematuras, observou-se que a dentina erodida
apresentou maior numero de falhas prematuras dos palitos, quando comparado a dentina
normal, especialmente na andlise de 24 horas apds o0 processo de unido (Tabelas 1 e 2). Entre
os diferentes tratamentos, os menores numeros de falhas prematuras foram observados para o
EDTA 0,1M. Quanto aos modos de falhas ocorridas entre 0s grupos no tempo de 24 horas
(Grafico 1), tanto a dentina normal como a erodida apresentaram uma predominancia de
falhas do tipo mista, seguidas por um numero menos expressivo de falha adesiva entre o
cimento resinoso e dentina. No tempo de 8 meses (Grafico 2), novamente observou-se para 0s
dois tipos de substratos (dentinas normal e erodida) um maior nimero de falhas mistas, com
um reduzido nimero de falhas adesivas entre cimento resinoso e dentina, porém houve um
namero consideravel de falhas coesivas em dentina, especialmente para 0os grupos &cido
poliacrilico 20% e EDTA 0,1M tanto em dentina normal quanto em erodida.

Os resultados referentes a analise da interface de unido em microscopia confocal estdo
apresentados na Tabela 3, Figura 3. Os valores de Kappa inter examinadores foi de 0,67,
sendo considerado um valor substancial para este tipo de avaliacdo. Em relacdo a qualidade da
interface adesiva, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos, tanto para dentina normal
como para dentina erodida (p>0,05), sendo que todos 0s grupos apresentaram predominancia

de escore 0, significando auséncia de fendas na interface adesiva, sendo a mesma de aspecto
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nitido e bem organizado. Em relacdo a formacdo de tags resinosos ao longo da interface
adesiva para a dentina normal, os diferentes grupos apresentaram um maior ndmero de
escores 0 (sem formacdo de tags). Entretanto, para a dentina erodida, houve tendéncia de
aumento na formacdo dos tags resinosos, principalmente para os grupos controle e EDTA
0,1M. Somente houve diferenca estatistica entres as dentinas normal e erodida para o0 grupo
controle (p<0,05). Em relacdo a profundidade dos tags, o mesmo fenémeno foi observado,
com tendéncia de maior profundidade para a dentina erodida em comparacdo a dentina
normal, sendo esta diferenca estatisticamente significante para 0s grupos controle e
clorexidina 2% (p<0,05).

Sobre a formacdo de camada hibrida para a dentina normal, os grupos controle e
clorexidina 2% apresentaram 0s maiores escores em relacdo aos outros grupos, tendo a maior
parte de sua pontuacdo no escore 3, 0 que significa a formacdo de camada hibrida em toda a
interface adesiva. Considerando a presenca de camada hibrida para a dentina erodida, houve
formacdo de camada hibrida mais evidente no grupo previamente tratado com acido
poliacrilico 20%. Nao houve diferenca estatistica entre as dentinas normal e erodida para

todos os grupos (p>0,05).
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5. Discussao

Diante do cenério atual em que a ocorréncia das lesdes cervicais ndo cariosas vem

. ~ . 3,30 .
ganhando destaque, em especial as lesdes erosivas™, os procedimentos restauradores sobre
esse tipo de substrato ganham importancia na Odontologia adesiva. Assim, 0 objetivo desse
estudo foi avaliar a resisténcia de unido de um cimento resinoso auto-adesivo as dentinas
normal e previamente erodida, submetidas a diferentes tratamentos de superficie ao longo do
tempo, e analise da interagdo micromecanica da interface adesiva, através da microscopia

confocal.

O teste de microtracdo foi utilizado neste estudo, pois parece um método adequado
quando se objetiva analisar a resisténcia de unido da interface adesiva, uma vez que permite
mensurar pequenas areas de interface, obtendo vérios espécimes de um mesmo dente*®*°,
Além disso, é mais sensivel a defeitos de superficie*®. No presente estudo, oito palitos foram
obtidos por dente, sendo quatro palitos utilizados no teste de resisténcia ap6s 24 horas do
processo de unido e os outros 4 palitos foram submetidos a microtracdo 8 meses apds
armazenamento em saliva artificial. Aos palitos que apresentaram fratura prematura (Tabelas
1 e 2) foram atribuidos o valor zero®. Sendo assim, o dente foi utilizado como unidade
experimental e ndo o palito isoladamente. Quanto ao padrdo de fratura ocorrida na interface,
as mistas foram as mais comuns entre 0s grupos, tanto para dentina normal, em ambos o0s
tempos de andlise, quanto para erodida, seguidas pelas falhas adesivas entre cimento e dentina
e as falhas coesivas em dentina (Graficos 1 e 2), corroborando com outro estudo®, no qual fez

uma revisao sobre cimentos auto-adesivos e concluiu que os tipos de falhas mais comuns sao

as mistas e adesivas.

A andlise da morfologia da interface adesiva foi realizada em microscopia confocal.

Este método tem como objetivo avaliar a micropermeabilidade e a capacidade de selamento
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dos tags resinosos sobre a interface adesiva, por meio da utilizacdo de corantes fluorescentes
sobre o substrato dentéario e/ou material resinoso®. Estes corantes, os quais sdo utilizados em
baixas concentracdes, ndo interferem nas propriedades dos materiais resinosos®?, permitindo,
assim, avaliar a subsuperficie do espécime. Constitui um método nédo-destrutivo, oferecendo
mais detalhes com relacdo a identificacao das diferentes estruturas que constituem a interface
adesiva®®, com menos artefatos e menor formagéo de halos na imagem para essa finalidade,

em comparagao a microscopia eletronica de varredura®

Baseado nos resultados encontrados, houve diferenca estatistica na resisténcia de unido
entre as dentinas normal e erodida, para o grupo no qual se utilizou a clorexidina 2%, no
tempo de 24 horas apds o processo de unido, rejeitando-se, assim, a primeira hipétese nula do
estudo. A dentina naturalmente erodida geralmente apresenta uma dentina “reacionaria”, que
€ uma deposicdo mineral capaz de ocluir os tdbulos dentinérios, assim como ocorre a
formacdo de uma camada hipermineralizada nesta superficie®’. Esses fatos poderiam
contribuir para diminui¢do nos valores de resisténcia a esse tipo de substrato especialmente
quando da utilizacdo de materiais resinosos auto-adesivos, uma vez que estes materiais
condicionam o0 substrato de maneira mais branda que 0s cimentos resinosos

convencionais®>?*

. Quando se compara a dentina naturalmente erodida a dentina erodida in
vitro, acredita-se que esta Ultima poderia apresentar uma desmineralizacdo muito mais
acentuada que as lesdes in vivo, com maior exposi¢do da malha colagena e possivelmente,
maior embricamento mecanico com 0s mondmeros resinosos, comparada a lesdo natural®. No
entanto, no presente estudo, utilizou-se um protocolo erosivo in vitro com a utilizagdo das
enzimas pepsina e tripsina, presentes no trato gastrointestinal, que entrariam em contato com
os tecidos dentarios durante a ocorréncia de refluxos gastroesofagicos e/ou vomitos®. A

pepsina parece atuar na degradacdo da matriz colagena da dentina, sem, contudo, acentuar sua

perda mineral. J& a tripsina teria sua atividade colagenolitica favorecida pela desnaturagéo de
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proteinas provocada pela pepsina, atuando muito mais na modificacdo da ultra-estrutura do
colageno, desestabilizando-o, de modo que a pepsina consiga se ligar de forma mais efetiva a
essa molécula, aumentando a degradacdo da matriz organica®. Dessa maneira, essas enzimas
parecem estar muito mais ligadas a modificacdo ou degradacgéo parcial da matriz organica, do
que na perda substancial de tecido mineral, e parecem ndo ter contribuido para alteracdo nos
valores de resisténcia de unido, comparado a dentina normal. A utilizaco dessas enzimas para
simular um processo erosivo parece ser mais adequada quando se busca simular as

caracteristicas do substrato dentinario erodido in vivo.

Considerando que o presente estudo fez uso de um cimento resinoso auto-adesivo, que
contém em sua formulacdo mondmeros de ésteres &cidos com a funcdo de desmineralizar a
superficie dentinaria e ao mesmo infiltrar-se sobre ela, por muitas vezes, a resisténcia de
unido poderia ser diminuida quando comparada aos cimentos resinosos convencionais com
prévio condicionamento dentinario, pelo fato de que esses mondmeros podem ser menos
eficientes na desmineralizacéo do substrato dentinario®>*. Diante disso, muitas pesquisas em
torno da utilizacdo de diferentes tratamentos de superficie dentinria tém sido feitas?®. A
intencdo em se utilizar tratamentos prévios na superficie dentinaria parece ser adequada, na
medida em que algumas substancias poderiam otimizar a penetracdo do cimento resinoso
auto-adesivo a dentina®®**®, Baseado nos resultados encontrados neste estudo, os diferentes

grupos de tratamento de superficie mostraram influéncia tanto da resisténcia de unido quanto

na morfologia da interface adesiva, rejeitando-se assim, a segunda hipo6tese nula deste estudo.

A clorexidina é um agente quimico amplamente estudado em tratamentos de superficie
dentinaria. Possui efeito antibacteriano, assim como de inibidor das metaloproteinases
(MMPs), especificamente as MMPs 2, 8 e 9 3% além de algumas protefnas como a cisteina

catepsina®. As MMPs sdo enzimas que atuam na degradacédo da rede colagena, fato esse que
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interfere negativamente na resisténcia de unido, & medida que essa interface é desintegrada®.
O fato de ser inibidor dessas colagenases faz com que a clorexidina promova a integridade
estrutural da camada hibrida®***%*, Nas analises de microsocopia confocal foi possivel notar
essa caracteristica da clorexidina, a medida que houve maior formacdo ou preservacao da
camada hibrida para esse grupo, especialmente na dentina normal (Tabela 3, Figura 3C). Por
outro lado, essa substancia possui afinidade pelos grupamentos fosfatos presente na dentina,
impedindo ou dificultando a unido da apatita remanescente na matriz organica que poderia se
unir quimicamente aos mondmeros 4cidos presentes no cimento®®. Além disso, a sua afinidade
por ions calcio também poderia diminuir a proporcdo mineral disponivel para ligagdo com o
cimento?®, sendo que estes fatos podem ter contribuido para os menores valores de resisténcia
de unido obtidos para esse grupo em dentina normal. Em contraste, foi notavel o aumento na
resisténcia a microtracdo com o uso da clorexidina em dentina erodida. Isso pode ser
explicado pela alta afinidade da clorexidina a dentina desmineralizada, que pode ser até 80%
maior que sua ligagdo & dentina mineralizada®™ . Dessa forma, especula-se que a clorexidina
possa ter favorecido a manutencdo da rede coladgena que foi infiltrada pelos monémeros
resinosos com maior intensidade que a dentina normal, aumentando assim os valores de
resisténcia de unido para a dentina erodida (Tabela 1). Observou-se também, em microscopia
eletrbnica de varredura no tempo de 24 horas, que a aplicacdo da clorexidina, em dentina
previamente erodida, promoveu maior exposi¢cdo dos tlbulos dentinarios (Figura 1D), quando

comparado ao grupo de dentina norma (Figura 1C).

Outro tipo de tratamento de superficie estudado foi o acido poliacrilico. Baseado nos
valores encontrados, a dentina normal, previamente condicionada com &cido poliacrilico,
apresentou maiores valores de resisténcia de unido nos tempos de 24 horas e 8 meses,
comparado ao grupo controle (Tabelas 1 e 2). Alguns estudos utilizando o &cido poliacrilico a

25% como um dos tratamentos em dentina, também obtiveram valores de resisténcia de unido
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superiores em relacdo ao grupo sem tratamento®. Em outro estudo, embora tenha se
utilizado &cido poliacrilico a 10%, também foram encontrados valores de resisténcia de unido
superiores ao grupo controle®*. Esse aumento nos valores de resisténcia de uni&o poderia ser
atribuido & formacio de camada hibrida®®, como pode ser visto em algumas imagens de
microscopia confocal (Figuras 3E e 3F). O acido poliacrilico pode ser considerado como um
acido polianiénico, ou seja, liga-se tanto a matriz colagena da dentina quanto as proteases
endégenas (MMPs e catepsinas que atuam na degradacdo da rede colagena)*. Além disso,
remove parcialmente a smear layer, sem, entretanto, remover a smear plug que esta presente
na entrada dos tubulos dentinarios, como pode ser visto nas imagens de microsocopia
eletronica de varredura (Figura 1E), porém, faz com que ions célcio e fosfato fiqguem
disponiveis na superficie dentinaria para reagir com 0s monémeros acidos do cimento
resinoso e dessa forma, ocorrer a unido quimica®**°. Em adicdo, os fons carboxila presentes
no acido poliacrilico tem a capacidade de formar multiplas ligacGes de ponte de hidrogénio
com o substrato dentinario® o que poderia explicar um dos maiores valores de resisténcia de

unido obtidos dentre 0s grupos.

Outro agente quimico utilizado foi 0 EDTA o qual apresenta propriedades quelantes de
fons calcio, que por sua vez tem agdo inibitéria sobre as MMPs®. As MMPs estdo presentes
na constitui¢do natural da dentina, e quando ocorre a diminuigdo do pH, por exemplo, com a
aplicacdo dos monémeros acidos contidos nos cimentos resinosos & dentina, ocorre a ativacéo
dessas enzimas que atuam na degradacéo hidrolitica das fibras colagenas*. Dessa forma, a
aplicacdo do EDTA poderia contribuir na preservagdo das propriedades mecanicas da
interface adesiva, pois manteria 0 embricamento mecénico entre a matriz colagena e os
monomeros resinosos, preservando-a>>*®. Além disso, o0 EDTA, considerado um &cido de
acdo moderada*, atua dissolvendo a fase mineral da dentina, sem causar desproteinizacio das

fibras colagenas, mantendo assim sua estrutura original®*****. A remocéo da smear layer e
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smear plug feita pelo EDTA (Figuras 1G e 1H) reforcaria a reten¢cdo micro-mecanica, com a
manutencdo das fibrilas colagenas inalteradas envoltas de contetdo mineral, possibilitando,
dessa forma, a unido quimica dos fons calcio com os monémeros do material resinoso®. No
presente estudo, de uma maneira geral, os maiores valores de resisténcia de unido foram
obtidos para o grupo no qual se utilizou 0o EDTA como pré-tratamento dentinario (Tabelas 1 e

2), assim como observado em outros estudos>**.

Os resultados deste estudo mostraram que, de uma maneira geral, houve diferenca
estatisticamente significante nos valores de resisténcia de unido na comparacdo entre 0s
tempos de 24 horas ou 8 meses de avaliagdo, com maiores valores apresentados no tempo de
24 horas de analise, rejeitando-se, assim, a terceira hipétese nula do estudo. No entanto,
quando os grupos experimentais (dentina normal e erodida) foram analisados separadamente,
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os valores de resisténcia de uniéo entre
os diferentes tempos de analise para todos os grupos estudados. Apesar do tamanho reduzido
dos espécimes (em torno de 1mm?), que teoricamente seria mais suscetivel & difusdo de agua
ao longo da interface, acelerando a degradacéo hidrolitica da mesma?®, o armazenamento das
amostras em saliva artificial ao longo de 8 meses parece ndo ter sido capaz de provocar
degradacOes significativas na interface adesiva quando os grupos foram analisados
separadamente, provavelmente pelo menor nimero de amostras analisadas dentro de cada

grupo, comparado & analise geral. Aguiar et al.*®

notaram uma diminuigdo significativa nos
valores de resisténcia de unido de cimentos auto-adesivos apenas ap0s 2 anos de
envelhecimento, enquanto que Leme et al.*’ mostraram degradacdo da interface dentina-
adesivo ap6s 30 meses de armazenamento em saliva artificial. Blumer et al.* compararam
alguns métodos de envelhecimento artificial em cimentos resinosos, e concluiram que a

ciclagem térmica atuaria de forma mais substancial na degradacéo da interface adesiva, pois a

mudanga brusca de temperatura faria com que ocorressem mudancas dimensionais tanto na
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matriz organica como nas particulas de carga do cimento, facilitando a entrada de agua e

acentuando a degradacéo da interface adesiva®.

Através das imagens de microscopia confocal (Figura 3), pode-se observar que em
relacdo a qualidade da interface adesiva, tanto para dentina normal quanto para erodida, houve
um bom selamento da interface adesiva com a formacdo de poucas fendas e, em muitos
espécimes ndo ocorreu a formacdo de fendas. Comparando-se a formacdo de tags resinosos
entre dentina normal e erodida, observou-se um aumento tanto em densidade quanto em
profundidade para a dentina erodida em todos os grupos (Tabela 3, Figura 3). Especula-se que
0 protocolo erosivo possa ter removido superficialmente a smear layer e smear plug,
contribuindo, dessa forma para uma maior penetracdo do cimento. A profundidade de
penetracao dos tags também foi maior para a dentina erodida, uma vez que 0 processo erosivo
parece ter contribuido para uma parcial dissolu¢cdo mineral do substrato, possibilitando maior
penetracdo do cimento na matriz organica. Em relacdo a formagdo da camada hibrida,
destaca-se 0 grupo onde o &cido poliacrilico 20% foi aplicado, especialmente em dentina
previamente erodida, onde ocorreu formacdo de camada hibrida nitida em grande parte dos

espéecimes, conforme ilustrado nas Figuras 3E e 3F.

Embora o presente estudo apresente algumas limitagdes, incluindo o pouco efeito do
envelhecimento nos valores de resisténcia de unido e a dificuldade de padronizacdo da idade
dos dentes obtidos para este estudo, uma vez que a dentina € um substrato passivel de
mudangas e idade-dependente, os resultados obtidos parecem contribuir no entendimento de
como 0 processo adesivo ocorreria em um tecido dentinario previamente erodido. Outros
estudos, com foco principal nas alteragbes biogquimicas que ocorreriam na superficie

dentinaria, sdo necessarios para complementar tais achados.
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6. Conclusao

A dentina previamente erodida apresentou significativo aumento na densidade e
profundidade de tags resinosos em relacdo a dentina normal para os diferentes grupos, embora
tenha apresentado pouca diferenca nos valores de resisténcia de unido para os dois substratos.
Os diferentes tipos de tratamentos realizados em dentina, de uma forma geral, promoveram
um aumento os valores de resisténcia de unido em comparacdo ao grupo controle. O
armazenamento das amostras em saliva artificial por 8 meses, parece nao ter sido suficiente

para causar uma significativa degradacdo da interface adesiva.
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Tabela 1. Valores de resisténcia a microtracdo, em MPa, 24 horas apés adesdo, dos diferentes
tipos de tratamentos empregados em dentina (normal ou erodida), e ocorréncia de falha

prematura dos espécimes.

Grupo Dentina normal Ocorréncia de Dentina erodida Ocorréncia de
falhas falhas
Controle 7,81+ 4,51 Ba 0/24 8,47 + 6,00 Ba 4/24
Clorexidina 2% 6,50+ 3,3 Bb 0/24 12,43+ 7,41 ABa 2/24
Acido poliacrilico 14,79+ 6,91 A 0/24 16,33+ 8,90 AB a 4/24
20%
EDTA0,1 M 17,92 + 6,61 A 0/24 21,35+11,85 Aa 2/24

Letras distintas, maitdsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, indicam diferencas estatisticamente

significantes (p<0,05).

Tabela2. Valores de resisténcia a microtracdo, em MPa, 8 meses ap0s adesdo, dos diferentes
tipos de tratamentos empregados em dentina (normal ou erodida), e ocorréncia de falha

prematura dos espécimes.

Grupo Dentina normal Ocorréncia de Dentina erodida Ocorréncia de
falhas falhas
Controle 5,24 + 3,67 Ca 4/24 8,50 + 3,43 Aa 4/24
Clorexidina 2% 7,15 + 4.61BCa 1/24 13,90 + 8,60 Aa 4/24
Acido poliacrilico 12,14 + 8,94 ABa 3/24 11,57+ 6,50 A a 2/24
20%
EDTA 0,1 M 19,67 +5,98 Aa 0/24 16,97 + 7,12 Aa 0/24

Letras distintas, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, indicam diferencas estatisticamente

significantes (p<0,05).



Tabela 3. Analise qualitativa (escores) em microscopia confocal.
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Qualidade da Formacéo de Profundidade Formacéo de
interface adesiva tags em de penetracéo camada
dentina/cimento dentina dos tags hibrida

Grupos
0 1 2 0|12 3 11234 0123
Controle N 6 2 - |A6(2]-]| - B - 1(-1B|2]1 5| AB
E| 8 - - Al -|-]-]18]A -l-1-]/8|A |7 |1]|-|-|B
Clorexidina | N| 6 2 - |A|6]2]|-] - B -l2]-]-|BJ]1]-]2|5]A
2% E|l 8 - - |Al-]51| 2 |AB -|2]|-]6|A|4|2]|2|-|AB
Acido Nl 5 2 1 |A|52]|1] - B 41 -|-|-|B|4]|1|-]|3|AB
poliacrilico g3 A2 (2 [2] - [AB |2 4|1 [1|-|A 1 |3]-|4]AB
20% B
EDTAO0,1M | N 8 - - |Al-]5]2]1]|AB -|1]2|5|A|8|-]-|-|B
B
El 8 - - |Al -1 -]17] A 1|1 -|-|7|A|4]2]|1|1|AB

N= normal; E= erodida. Qualidade da interface adesiva dentina/cimento. Escore 0: auséncia de fendas, interface

adesiva bem organizada; 1: presenca parcial de fendas, presente em aproximadamente menos do que 50% da

interface; 2: presenca de fendas com interface desorganizada, presente em aproximadamente mais do que 50% da

interface. Formacao de tags em dentina. Escore 0: ndo detectavel; 1: poucos tags visiveis; 2: formagdo uniforme de

tags com poucas ramificaces laterais; 3: formacéo de longos tags com muitas ramificagdes laterais. Profundidade de

penetracdo dos tags. Escore 0: sem tags; 1: tags < 3um em média; 2: tags = 3 a 8,9 um em média; 3: tags =9 a 15

pm em média; 4: tags > 15 um em média. Formacgéo de camada hibrida. Escore 0: ausente; 1: formag&o parcial de

camada hibrida até 50% da interface; 2: formacdo de camada hibrida maior que 50% da interface; 3: formacéo de

camada hibrida em toda a interface.
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GRAFICOS

Gréfico 1. Incidéncia (%) dos modos de falhas entre os grupos de tratamento, 24 horas apds o
processo de adeséo.
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Gréfico 2. Incidéncia (%) dos modos de falhas entre os grupos de tratamento, 8 meses ap6s 0
processo de adesdo.
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FLUXOGRAMA

Fluxograma 1. Delineamento experimental empregado neste estudo.
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FIGURAS

Figura 1. Anélise em microscopia eletronica de varredura dos diferentes grupos em dentina
normal e erodida, 24 horas apds o processo adesivo.

(A) Espécime representativo do grupo controle — dentina normal. A dentina subjacente sem exposigdo dos
tabulos dentinarios (asterisco). (B) Espécime representativo grupo controle — dentina erodida, onde nota-se



um maior embricamento do cimento ao substrato erodido(asteriscos). (C) Espécime representativo do grupo
clorexidina 2% - dentina normal, pode-se notar a presenca do cimento resinoso (asteriscos) sobre a smear
layer (seta). (D) Espécime representativo do grupo clorexidina 2% - dentina erodida. Observa-se uma
notavel exposicdo dos tubulos dentinarios comparado a dentina normal (setas). (E) Espécime representativo
do grupo acido poliacrilico 20% - dentina normal. Presenca de tlibulos dentinarios parcialmente ocluidos
pela smear plug (setas). (F) Espécime representativo do grupo é&cido poliacrilico 20% - dentina erodida,
evidenciando a presenga de cimento sobre a dentina(asteriscos). (G) Espécime representativo do grupo
EDTA 0,1M — dentina normal, nota-se que tanto a smear layer quanto a smear plug foram removidas, com
grande exposicdo dos tGbulos dentinarios(setas). (H) Espécime representativo do grupo EDTA 0,1M —
dentina erodida, nota-se a presenca de cimento a esquerda com smear layer adjacente (asteriscos), e
evidente aumento na abertura dos tdbulos dentinarios nas regifes de dentina exposta (setas), comparada a
dentina normal do mesmo grupo. Aumento de 500x.
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Figura 2. Analise em microscopia eletrénica de varredura dos diferentes grupos em dentina
normal e erodida, 8 meses apds 0 processo adesivo.

(A) Grupo controle — dentina normal. Pouca ou nenhuma presenca de cimento sobre a dentina, sem exposicéo
dos tabulos dentinarios(asteriscos). (B) Grupo controle — dentina erodida, ilustrando a presencga de falha mista,

com areas de smear layer (asteriscos) envoltas pelo cimento resinoso (setas). (C) Grupo clorexidina 2% - dentina
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normal. Presenca de cimento na superficie de dentina(asteriscos), sem exposi¢do dos tubulos dentinarios. (D)
Grupo clorexidina 2% - dentina erodida. Presenca de cimento na superficie de dentina (asteriscos), com pouca
exposicdo dos tlbulos dentinarios (setas). (E) Grupo écido poliacrilico 20% - dentina normal. Pouca exposicao
de tabulos dentinarios (asteriscos). (F) Grupo acido poliacrilico 20% - dentina erodida. Evidencia-se a presenca
de material resinoso sobre a smear layer (asteriscos) e muitos tlbulos dentinarios expostos na superficie, com
exposicao das fibras colagenas (setas). A maioria dos tUbulos expostos encontra-se obliterada. (G) Grupo EDTA
0,1M — dentina normal, evidenciando a presenca de cimento resinoso (asteriscos), com pouca exposi¢do dos
tlbulos dentinarios (seta). (H) Grupo EDTA 0,1M — dentina erodida, evidenciando a presenca de poucos tibulos

expostos na superficie e outros preenchidos pelo cimento resinoso (asteriscos). Aumento de 500x.
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Figura 3. Analise em microscopia confocal das dentinas normal e erodida submetidas a
diferentes tratamentos de superficie.




(A) Grupo controle (sem tratamento) - dentina normal. Pode-se observar uma interface nitida,
continua, sem formacdo de fendas (asteriscos) e sem a formagdo de tags. (B) Grupo controle (sem
tratamento) — dentina erodida. A interface adesiva ndo apresenta formagdo de camada hibrida, porém
notou-se uma intensa formagdo de tags resinosos (setas) em relagdo a dentina normal. (C) Grupo
clorexidina 2% - dentina normal. Nota-se auséncia de fendas na interface adesiva e formacao de camada
hibrida (asteriscos). (D) Grupo clorexidina 2% - Auséncia de fendas na interface adesiva, com formacéo
de alguns tags visiveis (setas). (E) Grupo acido poliacrilico 20% - dentina normal. Nitida formacdo de
camada hibrida em toda a interface adesiva (asteriscos). (F) Grupo &cido poliacrilico 20% - dentina
erodida. Formacgdo de camada hibrida em toda a interface adesiva, com espessura aumentada em
comparacéo a dentina normal (asteriscos) e formagédo de tags < 3 pm em quase toda a interface (setas).
(G) Grupo EDTA 0,1 M - dentina normal. Sobre a qualidade da interface adesiva nota-se a auséncia de
fendas, comr a formacdo de alguns tags resinosos medindo de 9 a 15 pm, (setas). (H) Grupo EDTA 0,1
M — dentina erodida. Auséncia de fendas na interface adesiva, sem formagdo de cama hibrida, porém
com a formacéo muito densa de tags resinosos, tanto em profundidade. *d = dentina / *cr = cimento
resinoso. Asterisco = formagdo de camada hibrida; flechas = formagdo de tags resinosos.
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ANEXO A

Parecer aprovado do Comité de Etica e Pesquisa para a realizacdo deste estudo

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA - CAMPUS DE W““’
ARAGATUBA - JULIO DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AN:’:\LISE DA INTERFACE DE UNIAQ ENTRE CIMENTO RESINOSO AUTO-ADESIVO
A DENTINA ERCDIDA IN VITRO

Pesquisador: Paulo Henrique dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 32545114 1.0000.5420

Instituigdo Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 711.732
Data da Relatoria: 25/07/2014

Apresentagio do Projeto:
O projeto apresenta as caracteristicas da populacdo a estudar, incluindo o tamanho da amostra e
metodologia a ser desenvolvida. A pesguisa tem como finalidade avaliar a interface de unido entre cimento

resinoso auto-adesivo a dentina submetida a erosio in vitro.

Objetivo da Pesquisa:
O projeto apresenta objetivos definidos e esta bem estruturado. Tem como objetivo analisar a interface de
unido entre cimento resinoso auto-adesivo a dentina normal e a erodida, para posterior comparag&o entre

e55as amostras.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

N#ao havera riscos para pacientes, uma vez que serao utilizados dentes obtidos do Banco de Dentes
Humanos da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP. A melhora na adesividade de materiais
odontologicos, especificamente os cimentos resinosos, a dentina que apresente erosao, trara beneficios

diretos para a aplicacdo clinica nos pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A metodologia proposta € abrangente procurando responder o objetivo da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Foram apresentados, de modo adequado, os termos necessarios para a apreciacao do projeto.
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Recomendagdes:

Nada a acrescentar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto de pesquisa apresenta objetivo definido em avaliar a interface de unido entre cimento resinoso
auto-adesivo a dentina submetida a eros&o in vitro. Os antecedentes cientificos e a bibliografia justificam a
pesquisa, com uma amostragem de 64 dentes humanos. O pesquisador esclarece que ndo havera risco por
serem usados dentes do Banco de Dentes. Os documentos apresentados estdo devidamente preenchidos.

Por ndo haver pendéncias propde-se a aprovacao do referido projeto.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O projeto de pesguisa apresenta objetivo definido em avaliar a interface de unido entre cimento resinoso
auto-adesivo a dentina submetida a erosao in vitro. Os antecedentes cientificos e a bibliografia justificam a
pesquisa, com uma amostragem de 64 dentes humanos. O pesquisador esclarece que nao havera risco por
serem usados dentes do Banco de Dentes. Os documentos apresentados estdo devidamente preenchidos.
M#o havendo pendéncias, o CEP propde a aprovacdo do projeto de pesquisa. Salientamos que, de acordo
com a

Resolugdo 466 CNS, de 12/12/2012 (titulo X, segdo X.1_, art. 3, item b, e, titulo XI, secdo XI.2_, item d), ha
necessidade de apresentacdo de relatorios semestrais, devendo o primeiro relatorio ser enviado até
07/01/2015.

ARACATUBA, 07 de Julho de 2014

Assinado por:
Ana Claudia de Melo Stevanato Nakamune
{Coordenador)
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ANEXO B

Normas de submisséo para a revista Operative Dentistry

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Updated 15 August, 2014

Dear Authors,

Operative Dentistry, Inc. adheres to the ethical considerations of the International Committee
of Medical Journal Editors (hereafter “ICMJE”) also known as the Vancouver Guidelines. If
any conflict arises with a submitted manuscript, the Editor will contact the Corresponding
Author of the manuscript in accordance with the ICMJE guidelines.

Due to increased submission costs we need to pass a 25.00USD portion of those costs on to
our submitting authors. The 25.00 USD is a one-time cost per manuscript. If you are asked to
submit revisions of your paper, only the original submission will be charged. This fee will be
required for a manuscript to be considered in any way. Please understand that this fee is non-
refundable. Paying the submission fee will have no bearing on whether or not your
manuscript will be accepted either for review, or for publication. Should you have any
questions about this new policy, please contact our offices at editor@jopdent.org.

PayPal has been chosen to help with this fee collection. We understand that not all countries
participate with PayPal. If you are unable to submit the fee via PayPal, contact our offices
at editor@jopdent.org for other options. Should you have any questions about this policy,
please contact our offices at editor@jopdent.org.

We operate with very strict guidelines regarding human subjects. In order for a manuscript to
be considered for review in our journal, evidence that appropriate use of human or animal
subjects or tissues must be provided. The journal editorial board cannot make that decision,
just as an individual investigator should not make that decision. It is recognized that some
jurisdictions have different expectations and requirements. If your manuscript uses animal or
human subject derived data (including survey forms) or specimens of any kind (including
teeth, saliva, tissues), evidence of IRB or local oversight committee approval that was
obtained prior to beginning the study must be provided WITH the submission. In cases
where your country does not ever require "permission™ to use, for example, extracted teeth,
there should be a written policy from the local human research ethics committee that states
that no permission of any sort is required. A copy of that policy meets the journal's need to
adhere to international publishing standards as described by thelCMJE.
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If the editorial staff determines that human or animal derived data was used to craft your
manuscript, and no evidence of proper oversight is submitted, the journal will not accept the
manuscript for review.

In addition, if the manuscript is a randomized, controlled clinical trial, registration of the trial
with a public registry is required. A link to that registry must be provided WITH the
submission.

All manuscripts are subject to plagiarism checks. Plagiarized article will be rejected
without any option to resubmit. The decision of the Editor will be final in all cases — no
appeals will be considered.

The Allentrack system will convert the files you submit into pdf files for the ease of electronic
sharing. One of the steps of conversion is to merge all the files together, this step can take
anywhere from 10 minutes to three hours depending upon the complexity of the paper.
PLEASE allow the computer time to do this conversion before contacting our office reporting
problems with the system; in almost all of the cases, patience will fix the problem.

All submitted manuscripts will be subject to the possibility of online only publication on our
online journal site: www.jopdentonline.org. These e-pub articles will be paginated with an "e"
prefix and will carry a fully citable DOI number. If you are not interested in the possibility of
having your paper published online only, please do not submit your manuscript to us. Your
authorization to allow us to e-publish will help us to publish manuscripts even faster than we
have in the past. Our goal is to have a manuscript through the review process (submission to
acceptance) in 2 months and from acceptance to publication within 6 months. Please feel free
to send any questions about this policy to editor@jopdent.org.

We will need your text file (original word processing file in Word) in order to size your
manuscript accurately. Our system will automatically merge the text file that you upload with
the figure and table files, to make one article file PDF. This allows editors and reviewers to
view and/or download your manuscript in one easy step. If any of your figures are illegible, or
the figure sizes are too large or small (see below), your submission will be returned to you so
that you can fix these problems. Your manuscript will only be considered officially submitted
after it has been approved through our initial quality control check, and these problems (if
any) have been fixed. You will have 6 days from when you start the process to submit and
approve the manuscript. After the 6 day limit, if you have not finished the submission, your
submission will be subject to removal from the server. You are still able to submit the
manuscript, but you must start from the beginning. Please be sure that you have all items
listed below before you start the submission process.

Authors, whose manuscripts are accepted for publication, will be awarded 10 continuing
dental education (CDE) credits for the primary investigator and, if a different individual, for
the corresponding author, and 2 CDE credits for each contributing author. Operative


http://www.jopdentonline.org/
mailto:editor@jopdent.org

84

Dentistry, Inc. is an ADA CERP authorized provider. ADA CERP is a service of the
American Dental Association to assist dental professionals in identifying quality providers of
continuing dental education. ADA CERP does not approve or endorse individual courses or
instructors, nor does it imply acceptance of credit hours by boards of dentistry. Concerns or
complaints about a CE provider may be directed to the provider or to ADA CERP at
www.ada.org/cerp. At the conclusion of a successful manuscript submission process the
authors will be able to: assess dental research outcomes, describe the processes used in the
research, and effectively articulate their manuscripts information to the dental community.
Upon receipt of final acceptance the corresponding author will receive the instruction for
requesting these credits.

Before submitting a manuscript, please gather the following information:
-All Authors' First Names, Middle Names/Initials, Last Names

e Author Degrees, and Current Institution information, Postal Addresses, Work
Telephone Numbers
o E-mail Addresses

- Title and Running Title (you can cut and paste this from your manuscript). Running title: This is
simply a shorter version of the title used on following pages and in our database for reports,
etc.

-Clinical Relevance Statement. This is required to submit and should appear in both the
manuscript data field when entering initial info, as well as being part of the manuscript text
document.

- Abstract (you can cut and paste this from your manuscript).

-Manuscript files and Tables in a .doc or .docx format. (Please include your abstract and figure
captions in the text file.)

-References must be numbered (superscripted Arabic numerals...1, 2, 3 etc.) consecutively as
they appear in the text and, where applicable, they should appear after punctuation. For
examples, refer to the “Instructions to Authors” page at www.jopdent.org.

-For printing purposes, we require that your figure files be in TIFF, or JPG formats and be
uploaded separately as source files, not PDF files. You may not embed the figures, graphs or
tables in the manuscript

The manuscript text must not contain any author identifying information, no
names and addresses, no acknowledgements, no ethics board information,
etc. These items are entered separately during the process, and will be
merged into the final document by the computer. Any manuscripts with
identifying information in the main manuscript file will be sent back to the
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author for correction. Remember, our peer review is double blind in order to
provide our readers with the highest quality data possible.

Manuscript submission
General Requirements

Operative Dentistry requires electronic submission of all manuscripts. All submissions must
be sent to Operative Dentistry using the Allen Track upload site. A mandatory and
nonrefundable $25.00 fee is required at submission. Your manuscript will only be considered
officially submitted after it has been approved through our initial quality control check, and
any quality problems have been resolved. You will have 6 days from when you start the
process to submit and approve the manuscript. After the 6 day limit, if you have not finished
the submission, your submission may be removed from the server. You are still able to submit
the manuscript, but you must start from the beginning. Be prepared to submit the following
manuscript files in your upload:

A Laboratory or Clinical Research Manuscript file must include:

a title

a running (short) title

a clinical relevance statement

a concise summary (abstract)

introduction, methods & materials, results, discussion and conclusion
references (see Below)

The manuscript body MUST NOT include any:

Author identifying information such as:

- Authors names or titles

- Acknowledgements

- Correspondence information

- Response to reviewer files should also NOT include any author identifying
information, such as a signature at the end, etc.

- Figures

- Graphs

- Tables

An acknowledgement, disclaimer and/or recognition of support (if applicable) must in a
separate file and uploaded as supplemental material.

All figures, illustrations, graphs and tables must also be provided as individual files. These
should be high-resolution images, which are used by the editor in the actual typesetting of
your manuscript. Please refer to the instructions below for acceptable formats and sizes.

All other manuscript types use this template, with the appropriate changes as listed below.
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Complete the online form (which includes complete author information, copyright release and conflict
of interest), and select the files you would like to send to Operative Dentistry. Manuscripts that do not
meet our formatting and data requirements listed below will be sent back to the corresponding author
for correction.

Important Information

- All materials submitted for publication must be submitted exclusively to Operative Dentistry. -The
editor reserves the right to make literary corrections. 15 Current as of: 3-Sep-14 Currently, color will
be provided at no cost to the author if the editor deems it essential to the manuscript. However, we
reserve the right to convert to gray scale if color does not contribute significantly to the quality and/or
information content of the paper.

- The author(s) retain(s) the right to formally withdraw the paper from consideration and/or
publication if they disagree with editorial decisions.

- International authors whose native language is not English must have their work reviewed by a
native English speaker prior to submission. o Manuscripts that are rejected before peer-review for
English correction should be entered as a new manuscript upon resubmission. In the manuscript
comments box the comment, “this is a resubmission of manuscript number XX-XXX" should be
noted. o Manuscripts that are rejected after peer-review are not eligible for resubmission. o
Manuscripts that have major revisions requested (i.e. For English correction) are entered as a
resubmission of the original article.

- Spelling must conform to the American Heritage Dictionary of the English Language, and Sl units
for scientific measurement are preferred.

- While we do not currently have limitations on the length of manuscripts, we expect papers to be
concise; authors are also encouraged to be selective in their use of figures and tables, using only those
that contribute significantly to the understanding of the research.

- Acknowledgement of receipt is sent automatically upon acceptance through quality control. This
may take up to 7 days. If you do not receive such an acknowledgement, please check your author
homepage at http://jopdent.allentrack.net if the paper does not appear there please resend your paper.
IMPORTANT: Please add our e-mail address to your address book on your server to prevent
transmission problems from spam and other filters. Also make sure that your server will accept larger
file sizes. This is particularly important since we send page-proofs for review and correction as .pdf
and/or .doc(x) files.

Manuscript Type Requirements
All Manuscripts

CORRESPONDING AUTHOR must provide a WORKING / VALID e-mail address which will be
used for all communication with the journal. NOTE: Corresponding authors MUST update their
profile if their e-mail or postal address changes. If we cannot contact authors within seven days, their
manuscript will be removed from our publication queue.

AUTHOR INFORMATION must include: ¢ full name of all authors * complete mailing address for
each author * valid email address for each author ¢ degrees (e.g. DDS, DMD, PhD) « affiliation (e.g.
Department of Dental Materials, School of Dentistry, University of Michigan)

MENTION OF COMMERCIAL PRODUCTS/EQUIPMENT must include: ¢ full name of product °
full name of manufacturer ¢ city, state and country of manufacturer MANUSCRIPTS must be
provided as Word for Windows files. Files with the .doc and .docx extensions are accepted. TABLES
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may be submitted as either Word (.doc and .docx) or Excel (.xIs and .xlIsx) files. All tables must be
legible, with fonts being no smaller than 7 points. Tables have the following size limitations: In profile
view a table must be no larger than 7 x 9 inches; landscape tables should be no wider than 7 inches. It
is the Editor’s preference that tables not need to be rotated in order to be printed, as it interrupts the
reader’s flow.

ILLUSTRATIONS, GRAPHS AND FIGURES must be provided as TIFF or high resolution JPEG
files with the following parameters: ¢ line art (and tables that are submitted as a graphic) must be sized
with the short edge being no shorter than 5 inches. It should have a minimum resolution of 600 dpi and
a maximum resolution of 17 Current as of: 3-Sep-14 1200 dpi. This means the shortest side should be
no smaller than 3000 pixels.

* gray scale/black & white figures must be sized with the short edge being no shorter than 5 inches. It
should have a minimum resolution of 300 dpi and a maximum of 400 dpi. This means the shortest side
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