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Gongalves LL. Sistema adesivo universal: analise da interface adesiva e
degradacdo colagenolitica em dentina submetida a diferentes protocolos de
condicionamento acido. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi analisar a interface adesiva do sistema adesivo
Single Bond Universal (SBU) em dentina submetida a diferentes protocolos de
condicionamento acido em 24 h e 12 meses. E a degradacéo colagenolitica (DC)
mediada por metaloproteinases (MMPs) e Catepsina-K (CAT-K) em tempo
imediato. Esse estudo foi conduzido em 3 etapas: 1) Caracterizacdo quimica da
dentina em FTIR; 2) DC por meio de fragmentos do Telelopeptideo
Carboxiterminal do Colageno Tipo | (ICTP) e do Terminal C do Telopeptideo
ligado ao Colageno Tipo | (CTX) e a resisténcia a tracdo (RT) da do colageno;
3) Anaélise da interface adesiva através da resisténcia de unido (RU), analise de
fratura, microscopia eletronica de varredura (MEV) e nanoinfiltracdo (NI). Para
FTIR foram utilizados 6 discos de dentina, divididos em 2 grupos: 1) Acido
fosforico 32 %15 s (AF), 2) Acido poliacrilico 25 % 10 s (AP). Para anélise da
DC, 12 discos de dentina foram completamente desmineralizados e divididos em
3 grupos: 1) AF, 2) AP e 3) Agua deionizada (Controle) 15 s. Apés, foram
incubados e armazenados por 1 semana. Seguindo-se a analise da concentracdo
de proteina total (PT). 50 pl da solucdo de incubacdo foram utilizadas para
analisar ICTP e CTX. As concentracdes foram calculadas em relacdo a PT. Para
RT, foram testados 36 palitos obtidos dos discos de colageno. Para RU foram
utilizados 48 dentes, divididos em 2 grupos, de acordo com o periodo de
armazenamento, divididos em trés subgrupos: 1) AF, 2) AP e 3)
Autocondicionante SBU 20 s (SE). Os dentes foram restaurados e armazenados
em agua destilada 37 °C. Apo6s, foram submetidos ao teste de microtracdo e
analise de fraturas. Para as analises MEV e NI foram utilizados 2 espécimes de
cada subgrupo. Para anélise estatistica utilizou-se ANOVA 1-Fator, ANOVA- 2
Fatores e teste de Tukey (0=0.05). Para FTIR, AF reduziu a quantidade de
fosfato e carbonato quando comparado ao AP. Para DC, a liberacdo de ICTPpr
para AF foi significantemente maior do que para AP (p < 0,05). Ndo houve
diferenca na liberacdo de CTXpr para AF e AP (p > 0,05). Para RT ndo houve
diferenca entre AP e Controle, porém, apresentaram valores maiores do que AF
(p<0,05). Para RU em MPa, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
para todos os tratamentos nos diferentes periodos de analise (p < 0,05). A
analise de fraturas evidenciou a predominancia de fraturas adesivas e mistas.
MEV mostrou melhor qualidade da interface apds 12 meses para AF e AP. Apés



12 meses apenas SE néo apresentou NI. Assim sendo, o autocondicionamento
ainda parece ser a melhor opcao para sistemas adesivos universais que possuam
monomeros funcionais em sua composicao.

Palavras-chave: Dentina. Metaloproteinases da matriz. Colageno. Catepsina K.
Resisténcia a tracdo.



Gongalves LL. Universal adhesive system: analysis of adhesive interface and
collagenolytic degradation of demineralized dentin submitted to different acid
etching ptotocols [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the adhesive interface of the Single Bond
Universal (SBU) to dentin submitted to different acid etching protocols in 24 h
and 12 months, and the collagenolytic degradation (CD) by matrix
metalloproteinases (MMPs) and Cathepsin-K (CAT-K) in the immediate time.
This study was divided into three stages: 1) Dentin chemical characterization by
FTIR; 2) CD by release of the collagen telopeptide fragment cross-linked
carboxyterminal telopeptide of type | collagen (ICTP), and C-terminal cross-
linked telopeptide of type I collagen (CTX) and ultimate tensile strength (UTS);
3) Analysis of the adhesive interface by microtensile bond strength (UTBS),
failure mode, scanning electron microscopy (SEM) of the Al, and nanoleakage
by SEM (NL). For FTIR, six dentin disks were divided into two groups: 1)
Phosphoric acid 15 s (PA), 2) Polyacrylic acid 10 s (PAA). For CD twelve
dentin disks were completely demineralized, then were divided into 3 groups 1)
PA, 2) PAA, and 3) deionized water (Control) for 15 s. All disks were incubated
in a buffered solution (BS) for 1 week. Total protein (TP) concentrations were
measured using Nanodrop™ at 280 nm. 50 ul of BS was used to analyze
solubilized telopeptide fragments using ICTP and CTX . ICTP and CTX average
ratios were calculated in relation to TP concentration (ICTPtp and CTXtp). For
UTS, 36 dentin beams obtained from collagen disks were tested. For pPTBS,
forty-eight teeth were divided into two groups according to the period of
storage, then subdivided into three subgroups: 1) PA, 2) PAA, and 3) Self-etch
20 s (SE). After, composite build up, the specimens were stored in distilled water
at 37 °C. Two specimens of each group were used for SEM analysis of Al and
NL. Data were analyzed by one-way ANOVA, two-way ANOVA and Tukey tests
(p<0.05). According to the results of the FTIR etching with PA reduced the
amount of phosphate and carbonate when compared to PAA. ICTPtp release of
PA was significantly higher # than PAA (p > 0,05). CTXtp showed no difference
between the PA and PAA (p < 0,05). For UTS there was no difference between
PAA and control, but they were significantly higher (p<0.05) than PA. For
UTBS in MPa, there is no statistical difference among all the etching protocols
tested, as well in both storage periods of analysis (p < 0,05). The most prevalent
failure mode were adhesives associated with mixed. SEM analysis highlighted a
better quality of Al after 12 months for PA and PAA. However, after 12 months



only SE did not show NL. Then, the self-etching protocol seems to be a better
choice regarding universal adhesive systems which have functional monomers
in their blend.

Keywords: Dentin. Matrix metalloproteinases. Cathepsin K. Phosphoric acid.
Polyacrylic acid.
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1 INTRODUCAO

O principal problema relacionado a adesdo em dentina é a limitada
longevidade dos resultados clinicos obtidos (De Munck et al., 2005). Apesar dos
avancos cientificos ocorridos nas ultimas décadas, esse topico ainda representa
um grande desafio devido a heterogeneidade do substrato dentinario (Perdigéo,
2010; Spencer et al., 2012).

Os pesquisadores tem se concentrado em elucidar os mecanismos
relacionados a degradacédo desse substrato, a fim de desenvolver materiais que a
previnam e, consequentemente, influenciem positivamente o desempenho
adesivo longitudinal (Liu et al., 2011; Tian et al., 2015).

De um modo geral, a adesdo a dentina se da essencialmente por sua
desmineralizacdo superficial, de forma completa ou parcial, que seja pelo
condicionamento acido total ou pela acdo autocondicionante, seguida da
infiltracdo dos mondmeros resinosos nas porosidades criadas por esses modelos
de condicionamento na matriz de coldgeno exposta (Tjaderhane et al., 2013a),
que polimerizados, se interligam micromecanica e quimicamente as fibras
colagenas, culminando na formacao da camada hibrida.

A interface adesiva, da qual a camada hibrida é o constituinte basico, é
suscetivel ao estresse mecénico, acdo de enzimas enddgenas como, as
metaloproteinases da matriz e as cisteino-catepsinas (Breschi et al., 2018), e
hidrélise do componente resinoso (Perdigdo et al., 2012; Spencer et al., 2012).

O papel desempenhado pelas enzimas enddgenas tem se destacado entre
os fatores associados a degradacdo da interface adesiva, pois sdo elementos
proprios da dentina, presentes e atuantes durante o processo de maturacdo do
substrato, permanecendo inativas apos a mineralizacdo (Martin-De Las Heras et

al., 2000; Sulkala et al., 2007, 2002). Contudo, a desmineralizagéo resultante do
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procedimento de condicionamento dentinario, promove a ativacdo enzimatica e
da inicio ao processo da degradacdo colagenolitica (Mazzoni et al., 2006;
Nishitani et al., 2006; Ozcan et al., 2015; Tezvergil-Mutluay et al., 2013).

Nesse contexto, a adesdo quimica, destaca-se como uma possivel chave
para a superacdo da degradacdo longitudinal (Van Meerbeek et al., 2011, 2003;
Sezinando et al., 2016). Assim, seguindo a tendéncia de simplificacdo dos
procedimentos adesivos a fim de se obter rapidez na execucdo, menor
sensibilidade a técnica e facilitar a utilizacdo pelo cirurgido-dentista (De Munck
et al., 2005), foi introduzido no mercado um versatil sistema adesivo, que pode
ser utilizado de acordo com ambas estratégias de condicionamento, denominado
“universal” (Hanabusa et al., 2012).

Esses adesivos tém, incorporados em sua composi¢cdo, mondmeros
capazes de estabelecer ligacbes quimicas com a dentina, considerados
responsaveis pelo aumento da longevidade adesiva (Van Meerbeek et al., 2011,
2003; Sezinando et al., 2016), como por exemplo: 10 — MDP (10 —
Metacriloxidecil Di hidrogénio Fosfato), 4-MET (4 -Metacriloxietil Trimelitico)
e Fenil-P ( 2- Metacriloxietil Fenil Fosfato) (Yoshida and Inoue, 2012).

Contudo, uma relevante questdo tem sido levantada entre o0s
pesquisadores: adesivos universais devem ser utilizados sob condicionamento
acido total em dentina? (Loguercio et al., 2015; Zhang et al., 2016)

O é&cido fosférico (32 — 37 %) é comumente empregado noS
procedimentos adesivos (Tezvergil-Mutluay et al., 2012). A sua utilizacdo no
substrato dentinario promove a remocdo do Ca?* , o que pode afetar
negativamente as potenciais ligacdes quimicas entre adesivo e dentina
(Loguercio et al., 2015).

Considerando a acdo do condicionamento acido total com 4&cido
fosforico sob a dentina e a sua interacdo com o sistema adesivo, levantamos a

possibilidade de se realizar o condicionamento do substrato dentinario com um



17

acido que possua maior afinidade com componentes do sistema adesivo e de
acdo menos agressiva ao substrato como, o acido poliacrilico.

O acido poliacrilico é amplamente estudado e tem se mostrado
promissor, devido as possiveis interacdes quimicas com 0s monémeros
funcionais, j& que o seu uso promove a formacdo de irregularidades na
superficie do substrato dentinario e de uma camada intermediaria, reativa
quimicamente e que favorece as trocas entre 0s ions presentes no adesivo e 0
calcio e fosfato presente na smear layer parcialmente desmineralizada,
promovendo melhor contato entre material e substrato (Prati et al., 1992;
Tanumiharja et al., 2000), culminando na adesdo quimica. O uso desse acido
tem sido especulado em diversos estudos relacionado a adesdo em dentina
(Pavan et al., 2010; Stona et al., 2013; Tanumiharja et al., 2000; Tonial et al.,
2010), além de se tratar de um material popular na odontologia, de féacil
aquisicdo e manipulacdo, que se adequa ao objetivo proposto.

Diversas formas de anélise podem ser observadas na literatura para se
avaliar o coladgeno dentinario antes e ap0s o condicionamento (DeVito-Moraes
etal., 2016; Hu et al., 2015; Ozcan et al., 2015), bem como ap0s a realizacdo das
restauracdes. Dentre elas destacam-se a espectroscopia FTIR (Botta et al., 2012;
Lopes et al., 2018; Ubaldini et al., 2013), as microscopias eletronicas de
varredura (MEV) (Al-Assaf et al., 2007; Moura et al., 2006; Pereira et al., 2014)
e de transmissao (MET) (Suppa et al., 2005), a zimografia (Gu et al., 2018) , os
testes de resisténcia imediato e longitudinal de microtracdo (Marchesi et al.,
2014; Mufoz et al., 2013; Wagner et al., 2014) e microcisalhamento (Hariri et
al.,, 2012), difracdo de raios-X (Yuan et al.,, 2007), microscopia confocal
(Wagner et al., 2014), etc. . Assim, a analise comparativa do comportamento
entre os acidos utilizados para condicionamento dentinario através de algumas
delas, pode oferecer elementos essenciais para a previsibilidade do sucesso da

técnica.
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Desse modo, 0 objetivo desse trabalho foi caracterizar quimicamente o
substrato dentinério, analisar a degradacdo colagenolitica e a interface adesiva
de um sistema adesivo universal submetido a diferentes protocolos de

condicionamento acido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A elaboracdo desta reviséo de literatura, ndo tem a pretensédo de esgotar o
assunto, considerando a abrangéncia desse campo das pesquisas cientificas.
Desse modo, a proposta é prover ao leitor um background através da abordagem
de pesquisas relevantes que precederam esse estudo, para uma melhor

compreensao da proposta do projeto em questao.

2.1 Substrato dentinario — Composicao, morfologia e interacdes

2.1.1 Dentina

Pashley em 1996 (Pashley, 1996) descreveu a dentina como um
substrato bioldgico poroso, preenchido por cristais de apatita em uma matriz
colagena.

A dentina ocupa grande parte do 6érgdo dental sendo, composta em
volume por aproximadamente 50 % de matéria inorganica, 30 % de colageno
Tipo | e proteinas ndo-colagenas, e 20 % de agua (Tjaderhane et al., 2009).

E um complexo tecido mineralizado composto por apatita carbonatada,
que se apresenta em uma estrutura tridimensional formada por tabulos
dentinarios intimamente conectados a polpa, que se estendem até a juncao
esmalte-dentina, envoltos por matriz peri e intertubular (Bedran-Russo et al.,
2014; Carvalho et al., 2012).
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Os tubulos dentinarios se apresentam em forma de cone invertido com o
seu maior didmetro voltado para a polpa. Ha uma variabilidade na concentracdo
de tabulos dentinarios de acordo com a regido da dentina, onde proximo a polpa
ocupam 22% do tecido, enquanto que apenas 1% proximo a juncdo esmalte-
dentina (Garberoglio and Brannstrom, 1976; Nakabayashi and Pashley, 1998).
Cada tubulo é internamente circundado por dentina peritubular altamente
mineralizada (95 % de conteuddo mineral em volume) e interconectado por
dentina intertubular rica em matéria organica, em sua maior parte fibras
colagenas (com apenas 30 % de conteddo mineral em volume) (Marshall, 1993).
Considerando que a permeabilidade dentinaria ocorre primariamente via tbulos
dentinérios, as variagdes regionais de densidade e calibre dos tubulos podem
influenciar de modo significativo e proporcional as mudancgas na permeabilidade
(Pashley and Carvalho, 1997). As varia¢6es morfoldgicas e fisicas, bem como o
contelido altamente organico, dificultam o alcance da longevidade da adesdo em
dentina (Perdigéo, 2010).

2.1.2 A matriz extracelular dentinaria e o colageno Tipo |

A matriz orgéanica extracelular dentinaria € um complexo composto por
uma rede tridimensional de colageno fibrilar e entidades globulares que sédo
mineralizadas por nanoscépicos cristalitos de apatita durante o processo de
dentinogénese (Veis, 2003).

Aproximadamente 90% da matriz extracelular € composta por colageno,
em sua maior parte colageno do Tipo | com tracos de colageno tipo V e lll
(Tjaderhane et al., 2009), sendo os constituintes remanescentes proteinas néo-

colagenas como, sialoproteinas, fosfoproteinas, proteinas morfogenéticas do
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0ss0, enzimas, fatores de crescimento e as proteoglicanas, 0 componente mais
abundante dentre os anteriores (Mazzoni et al., 2012; Orsini et al., 2012).

A molécula de colageno consiste em trés cadeias, duas cadeias al e uma
cadeia a2 entrelagadas em uma tripla hélice (Breschi et al., 2018; Kramer et al.,
2001; Rainey and Goh, 2009), contendo trés dominios: tripla hélice central (>
95%), um amino terminal (N-telopeptideo) e um terminal carboxilico (C-
telopeptideo) (YYamauchi and Shiiba, 2008).

As cadeias peptidicas formam fibrilas de colageno insolGveis por um
processo de agregacao e compactacdo. Essas fibrilas apresentam um espaco de
67 nm entre si e encontram-se organizadas em bandas (Veis, 2003). Durante o
processo de maturacdo da dentina, cristalitos de apatita se precipitam e ocupam
0s espacos entre as moléculas de coladgeno e também os espacos interfibrilares
(Landis and Jacquet, 2013), inativando as enzimas presentes na matriz
extracelular que estavam ativas durante o processo de dentinogénese (Hannas et
al., 2007).

Ao contrario do colageno encontrado no osso, passivel de renovacéo, o
colageno dentinario ndo se renova (Tjaderhane et al., 2009), o que implica no
fato de que o mesmo néo é facilmente degradado. Contudo, uma vez que isso
ocorre, ndo ha posterior substituicdo (Breschi et al., 2018). Além disso, o fato de
ndo haver neoformacdo promove o acimulo das ligacdes cruzadas ao longo do
tempo (Miura et al., 2014), o que pode influenciar as propriedades mecanicas
das fibrilas de coldgeno (Miguez et al., 2004; Miura et al., 2014; Shinno et al.,
2016) .

A estabilidade apresentada pelo coldgeno da matriz € devida a lenta
formacdo de ligacGes cruzadas covalentes inter e intramoleculares, que ocorrem
entre o C-terminal de uma molécula de colageno e o N-terminal de uma
molécula de colageno adjacente (Yamauchi and Shiiba, 2008). As ligacdes de

hidrogénio também desempenham um papel importante na estabilizacdo da
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tripla hélice ao unir as lacunas preenchidas com agua entre as moléculas de
colageno, aproximando-as e facilitando as reacdes inter e intra moleculares
(Brinckmann et al., 2005).

O colageno presente na dentina é o mais reticulado encontrado no corpo.
As ligacOes cruzadas sdo responsaveis pela capacidade do coldgeno ndo sofrer
desnaturacdo durante o condicionamento &cido realizado nos procedimentos
adesivos (Schlueter and Veis, 1964).

2.1.3 Metaloproteinases da matriz extracelular e Cisteino-catepsinas

A fim de compreender a importancia e as implicacdes da atividade
proteolitica enddgena na degradacdo do colageno, se faz necesséria a
compreensdo do papel do grupo mais proeminente de enzimas endogenas da
dentina: metaloproteinases da matriz (MMPS) e Cisteino-catepsinas (Breschi et
al., 2018).

No inicio dos anos oitenta Dayan e colaboradores (Dayan et al., 1983)
reportaram a primeira evidéncia de atividade colagenolitica em dentina, tanto
higida quanto cariada. Contudo, apenas em 1998 Tjaderhane e colaboradores
atribuiram as MMPs a responsabilidade pela degradacdo da matriz de dentina
desmineralizada (Tjaderhane et al., 1998). Em meados de 2004 Pashley et al.
(Pashley et al., 2004) demonstraram que o colageno pode sofrer degradacdo
mesmo em condicdes assépticas, indicando as proteases da matriz intrinseca
COMO provaveis responsaveis.

As MMPs pertencem a classe das endopeptidases zinco-célcio
dependentes. O Zn?* participa da ativacdo da enzima, enquanto o Ca%* é um dos

responsaveis pela preservacdo da sua estrutura tercidria. Essas proteases
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consistem em um pré-dominio, um pré-dominio com um residuo cisteina, unido
por meio de uma regido “dobradica”, a um dominio catalitico constituido por

zinco e dominios fibronectina, e um dominio hemopexina (Figura 1).

Figura 1 — Esquema ilustrativo da estrutura das MMP-2 e 9

D

— Pré-dominio ) Regido “dobradiga” Zn*? sitio de ligagio do Zn™2

| Pro-dominio 1 Dominio catalitico

L .. . Dominio hemopexina
c Cisteina I]l" Dominio fibronectina / P

Fonte: Elaborado pelo autor.

Essas enzimas endogenas regulam fungbes em diversos processos
bioldgicos e patoldgicos nos tecidos a base de colageno devido a sua capacidade
de degradar a maioria dos componentes da matriz extracelular (Visse and
Nagase, 2003).

Em humanos, os 23 membros da familia das MMPs séo frequentemente
divididos em 6 grupos: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas,
MMPs tipo membrana e outras MMPs - de acordo com o substrato,
especificidade e origem (Tjaderhane et al., 2015).

Consideravel interesse tem sido empregado em detectar, distribuir e
compreender a funcdo das MMPs presentes na cavidade oral (Hannas et al.,
2007; Mazzoni et al., 2015). sendo que, diversas delas tem sido identificadas no
complexo dentino-pulpar (Frassetto et al., 2016), como: estromelisina 1 (MMP-
3) (Boukpessi et al., 2008; Mazzoni et al., 2011b), colagenase (MMP-8) (Sulkala
et al., 2007), gelatinase A e B ( MMP-2 e MMP-9) (Martin-De Las Heras et al.,
2000; Mazzoni et al., 2007) e esmaltelisina (MMP-20) (Sulkala et al., 2002).

As MMPs desempenham um importante papel durante o processo de

maturacdo da dentina contudo, apds a mineralizacdo da matriz de colageno elas
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encontram-se cobertas por nanocristais de apatita, 0 que as mantém imoveis e
ndo-funcionais (Hannas et al., 2007; Nishitani et al., 2006). Essas enzimas s&o
sintetizadas e secretadas, em sua maioria, como proenzimas inativas
(zimogénios), que podem ser ativadas por proteinases ou alguns agentes
quimicos, incluindo espécies de oxigénio reativo. MMPs podem também ser
ativadas por um pH baixo, promovendo o rompimento da ligacéo zinco-cisteina
(Nishitani et al., 2006; Tjaderhane et al., 2015; Visse and Nagase, 2003).

As MMPs mais facilmente identificadas na dentina séo as MMP-2 e
MMP-9 (Breschi et al., 2018). Em estudos realizados por Mazzoni e
colaboradores (Mazzoni et al., 2009, 2007), a presenca de MMP-9 e MMP-2 em
po de dentina higida e cariosa foi avaliada através de zimografia, analise western
blot e diferentes técnicas imuno-histoquimicas, revelando a presenca de
isoformas dessas MMPs latentes e ativas em dentina parcialmente
desmineralizada. O estudo realizado por Mazzoni (Mazzoni et al., 2009)
também mostrou que a quantidade e os padrdes de distribuicdo das MMPs na
dentina parcialmente descalcificada sdo diferentes daqueles apresentados na
ndo-minereralizada, nos quais a menor marcacgéo foi observada, sugerindo que a
desmineralizacdo afeta a biodisponibilidade das MMPs e sua posterior ativacéo.

Estudos de Nishitani et al. e Mazzoni et al. (Mazzoni et al., 2006;
Nishitani et al., 2006) evidenciaram a atividade gelatinolitica e colagenolitica
em dentina parcialmente desmineralizada tratada tanto com adesivos
autocondicionantes ou de condicionamento acido total, confirmando o potencial
envolvimento dessas endoproteases na ruptura das fibrilas colagenas da camada
hibrida incompletamente infiltradas por resina.

Apesar das gelatinases MMP-2 e MMP-9 ndo serem de fato colagenases,
desempenham um papel importante no processo colagendlise e na degradacéo

enddgena do colageno dentinario (Breschi et al., 2018).
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A presenca das cisteino-catepsinas em odontoblastos maduros de dentina
higida, foi recentemente reportada (Nascimento et al., 2011; Tersariol et al.,
2010). Elas fazem parte do proeminente grupo de enzimas proteoliticas
enddgenas da matriz dentinaria que participam da degradacdo (Breschi et al.,
2018). Atuam como endopeptidases e participam na prote6lise intracelular no
compartimento lisossomal das células vivas (Dickinson, 2002) além de, atuarem
também como exopeptidases e participarem da degradacdo da matriz
extracelular através quebra das fibras de colageno tipo | e proteoglicanas
(Obermajer et al., 2008). As cisteino-catepsinas tem sido apontadas como
enzimas com um papel fundamental no processo de degradacdo da camada
hibrida (Liu et al., 2011; Nascimento et al., 2011).

Dentre as catepsina presentes na dentina, a Catepsina-K é responsavel
por 98% da atividade colagenolitica, diferindo das MMPs (MMP-1, -2, -8 e -13)
que clivam o colageno tipo | dentro da tripla hélice em um Unico sitio nos
fragmentos N-terminal e C-terminal, e de outras catepsinas (B, L e S) que
clivam a extensdo ndo-helicoidal do telopeptideo das moléculas de colageno. A
Catepsina-K é capaz de clivar a molécula de colageno em multiplos sitios dentro
da tripla hélice, gerando fragmentos multiplos de colageno de diversos tamanhos
(Garnero et al., 1999; Liu et al., 2011).

De modo semelhante as MMPs, cisteino-catepsinas podem ser ativadas
em ambientes levemente acidicos sendo, que esta ativacdo, pode ainda alimentar
0 processo de ativacdo das MMPs. Aléem disso, as glicosaminoglicanas podem
acelerar a conversdo de formas latentes de enzimas da familia das catepsinas
para sua forma madura em pH neutro. Consequentemente, permitindo a
atividade de catepsinas mesmo em pH neutro (Liu et al., 2011; Obermajer et al.,
2008).

A presenca de cisteino-catepsinas nos tubulos dentinarios indica que elas

se originam da polpa dental via fluido dentinario, podendo ser ativadas por
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mondmeros  resinosos levemente acidicos, ou pela interagdo com
glicosaminoglicanas do fluido dentinario ou matriz colagena apos a adesdo e
neutralizacdo dos mondmeros acidicos, coparticipando com as MMPs salivares
no processo de degradacéo da interface adesiva (Liu et al., 2011; Tersariol et al.,
2010).

De fato, as MMPs e as cisteino-catepsinas presentes na dentina e no
fluido dentinario contribuem para a degradacdo da camada hibrida e
consequente reducdo da longevidade adesiva ao longo do tempo (Zheng et al.,
2014). Contudo, vale ressaltar que as mudancas de pH causadas pelo
condicionamento é&cido da dentina durante o procedimento adesivo, 0sS
monOmeros acidicos ou até mesmo 0os mondmeros resinosos adesivos, podem
contribuir significativamente na modulacéo da ativacédo e expressao das MMPs e

cisteino-catepsinas (Mazzoni et al., 2013; Tjaderhane et al., 2013a).

2.2 Adesao ao substrato dentinario

A adesdo entre adesivo e dentina se da essencialmente pela remocéo da
fase mineral do substrato dentinario, preservando a matriz coldgena para que 0s
espacos ocupados pelos minerais sejam entdo preenchidos por mondmeros
resinosos dando origem a camada hibrida (Van Meerbeek et al.,, 2003;
Nakabayashi and Pashley, 1998).

A camada hibrida é um biocomposito formado por fibras colagenas e
resina polimerizada (Van Meerbeek et al., 1992; Nakabayashi et al., 1982;
Spencer et al., 2010), altamente organico, relativamente hidrofobico e acido-
resistente (Tjaderhane, 2015). Esse mecanismo de adesdo € considerado uma
forma de engenharia tecidual (Pashley et al., 2011), da qual se espera uma

intima e permanente unido entre dentina e resina composta (Carvalho et al.,
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2012).

Atualmente os procedimentos adesivos podem ser realizados por meio de
duas estratégias de condicionamento dentinario, condicionamento acido total e
autocondicionante (Hanabusa et al., 2012).

O objetivo principal de ambas estratégias € permitir que o adesivo
infiltre a trama colagena (Tjaderhane, 2015). Contudo, independente da técnica
de condicionamento utilizada ou do material, a formacao da camada hibrida ndo
é perfeita (Breschi et al., 2008; Van Meerbeek et al., 2011; Pashley et al., 2011,
Vaidyanathan and Vaidyanathan, 2009). Diversos fatores podem contribuir para
a incompleta infiltracdo dos mondmeros resinosos na trama colagena entre eles,
a presenca do fluido dentinario dentro de um complexo de tubulos com
numerosas anastomoses (HASHIMOTO et al., 2009), o limitado tempo para
realizacdo do procedimento restaurador, a presenca de dgua necessaria para a
manutencédo da fibras colagenas em posicéo para a penetragdo dos monémeros
(Pashley et al., 2007) e o limitado grau de conversdo dos mesmos. Além disso, a
degradacdo hidrolitica da camada hibrida, ¢ um dos principais fatores, em se
tratando da manutencdo da longevidade e integridade da interface adesiva,
influenciando diretamente a resisténcia adesiva (Pashley et al., 2011; Tjaderhane
et al., 2013b)

A exposicdo das fibras colagenas, resultante da incompleta infiltracéo,
favorece a desnaturacdo, deformacdo e ruptura devido a fadiga ciclica, apés
prolongada funcgéo (Fung et al., 2009; Pashley et al., 2003). Além disso, as fibras
expostas permanecem preenchidas pela agua, que serve como um meio
funcional para hidrélise da matriz resinosa por esterases e do colageno, por
enzimas colagenoliticas endogenas e exogenas (Liu et al., 2011).

Adesivos autocondicionantes de frasco Unico funcionam como
membranas semipermeaveis, favorecendo o fluxo da agua e a degradacédo

hidrolitica (Franklin R. Tay et al., 2002), sendo essa condi¢do correlacionada a
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deficiente polimerizacdo dos mondmeros resinosos acidicos hidrofilicos de sua
formulacdo, e consequentemente, ao fendmeno de separacdo de fases, que
também contribui negativamente para a longevidade adesiva (Spencer et al.,
2012). Contudo, tal efeito parece ser potencializado quando realizado o
condicionamento com acido fosfdrico, que promove a completa desobliteracao
dos tdbulos dentinarios e o aumento da condutancia hidraulica do substrato
(Ozok et al., 2004; Spencer et al., 2012).

Os sistemas adesivos de condicionamento &cido total, promovem a
infiltracdo dos mondmeros resinosos através do auxilio de um &cido, comumente
0 acido fosforico (32 - 37 %), que promove a dissolucdo da fase mineral da
dentina a uma profundidade da ordem de 5 - 10 pum, desnudando a trama
colagena, deixando-a altamente porosa e suspensa em agua (Nakabayashi and
Pashley, 1998).

Os sistemas adesivos autocondicionantes contém mondmeros resinosos
acidicos que simultaneamente infiltram e condicionam o substrato. Esses
adesivos contem solventes (agua, etanol ou acetona) para dissolver 0s
monomeros, evitar o colapso da trama colagena e permitir qgue 0S mondmeros
preencham os espacos entre as fibras colagenas e também sua superficie (Van
Meerbeek et al., 2011; Tjaderhane, 2015). Além disso, a parcial solubilizacdo da
hidroxiapatita parece exercer um efeito protetor sobre o coldgeno (Liu et al.,
2011), o que é evidenciado pela minima atividade das MMP-2 e MMP-9 quando
utilizado sistema adesivo autocondicionante de 2 passos (De Munck et al.,
2010).

Os monbmeros funcionais presentes nos adesivos autocondicionantes
como por exemplo, o ester de acido fosforico (Fukegawa et al., 2006) ou acidos
carboxilicos (Yoshida et al., 2000) séo capazes de interagir com a hidroxiapatita
por meio de uma reacdo i6nica chamada (Yoshioka et al., 2002) “Adesdao —

Descalcificagdo” [66]. De acordo com esse modelo, todos os &cidos se ligam



29

ionicamente ao Ca?* presente na hidroxiapatita. Assim, acidos policarboxilicos, a
despeito de seu pH ou concentracdo, tem a capacidade de interagir com a
hidroxiapatita e até mesmo descalcifica-la, dependendo da taxa de dissolucéo e
estabilidade dos sais de Ca?* resultantes (Yoshida et al., 2001).

Considerando as diferencas quanto ao julgamento clinico do profissional,
que pode escolher qualquer uma dessas estrategias, a utilizagdo do sistema
adesivo universal permite ao cirurgido-dentista a possibilidade de decidir por
qual o tipo de condicionamento realizar, a partir de um Unico frasco (Hanabusa
et al., 2012; Da Rosa et al., 2015). Além disso, os adesivos universais
disponiveis no mercado assim como a maioria dos autocondicionantes,
apresentam em sua composicao basica os monémeros funcionais.

Desse modo, levando em consideracdo o fato de que a adesdo quimica
tem se destacado como uma provavel chave para superacdo dos desafios ligados
a degradacdo da interface adesiva (Van Meerbeek et al., 2011, 2003), o estudo
dessa classe de sistemas adesivos é valido.

Entre os sistemas adesivos universais disponiveis no mercado, destaca-se
o Single Bond Universal (3M ESPE, St. Paul, MN) que possui em sua
composicdo o 10-MDP (10-metacriloxidecil di-hidrogénio fosfato) e o
Vitrebond™Copolimero (VCP) - Copolimero do &cido polialcendico, ambos
com potencial de ligacdo quimica (Sezinando et al., 2016), e que tem mostrado
um bom desempenho em tempo imediato e longitudinal nas pesquisas “in vitro”
e “in vivo”(Lawson et al., 2015; Loguercio et al., 2015; Da Rosa et al., 2015).

O 10-MDP é um monomero resinoso acidico de carater hidrofébico e
hidrofilico, que favorece a diminuicdo da permeabilidade a 4gua e a reducdo da
degradacdo hidrolitica (Lawson et al., 2015), agindo basicamente de acordo com
0 conceito de adesdo-descalcificacdo proposto pelos sistemas adesivos
autocondicionantes (Yoshida et al.,, 2001). Estudos sugerem que esse

monomero, contém um grupo metacrilato polimerizavel e um grupo fosfato, que
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se ligam quimicamente a hidroxiapatita, formando sais de calcio
hidroliticamente estaveis e aumentando a resisténcia de dissolucdo acidica dos
cristais de apatita residuais, sob a forma de uma nanocamada hidrofobica e
acido-resistente na interface adesiva (Yoshida et al., 2012; Yoshihara et al.,
2011), que supostamente protege as fibrilas colagenas da degradacédo (Hiraishi et
al., 2013). Desse modo, promovendo aumento da resisténcia mecénica e
estabilidade da adeséo, colocando-0 como 0 mais promissor mondmero resinoso
funcional da atualidade (Yoshida et al., 2012; Yoshihara et al., 2011). Contudo a
literatura ainda é controversa quanto a interacdo do 10-MPD com substrato
dentinario (Tian et al., 2015).

O VCP também se liga quimica e espontaneamente a hidroxiapatita
(Sezinando et al., 2016) através da adesdo-descalcificacdo (Fukuda et al., 2003).
Os grupos carboxilicos (COO ) nos acidos polialcenoicos substituem os ions
fosfato PO+*~ na hidroxiapatita, estabelecendo ligagdes idnicas com o Ca?
(Yoshida et al., 2001, 2000). O seu alto potencial de adesédo quimica se deve a
abundancia de grupos carboxilicos polares presentes, estando sua excelente
performance longitudinal associada a essa capacidade de auto-adesdo (Mitra et
al., 2009) e estabilidade frente a umidade.

Devido a presenga e dada importancia dos monémeros funcionais, a
literatura é controversa quanto ao uso dos sistemas adesivos universais em
dentina apods o condicionamento &cido total (Loguercio et al., 2015). Segundo o
conceito de adesdo-descalcificacdo, a desmineralizacdo dos tecidos duros por
acidos fortes (Yoshihara et al., 2011) resulta na dissolucdo dos cristais de
apatita, o que elimina a possibilidade do estabelecimento de ligacdes quimicas
entre os mondmeros resinosos funcionais e a hidroxiapatita, bem como a
formacéo dos sais de calcio e da nanocamada (Yoshida et al., 2012).

Embora o uso desses acidos promova uma melhora no aspecto

morfologico da interface adesiva, ndo h& uma correlagdo positiva no que diz
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respeito as médias de resisténcia de unido (Wagner et al., 2014). As pesquisas
mostram que para o tempo imediato a retencdo micromecanica ainda é
considerada o mecanismo de adesdo primaria (Van Meerbeek et al., 2003). Por
isso, quando sdo comparados os resultados de andlises de resisténcia de unido
imediata, ndo ha diferenca significativa entre as estratégias de condicionamento,
0 que € consensual na literatura (Mufioz et al., 2013; Perdigdo et al., 2012;
Wagner et al., 2014). Contudo, estudos de 12 meses de avaliacdo exibem
melhores resultados para 0 modo autocondicionante (Da Rosa et al., 2015), onde
a adesdo quimica favorece a longevidade da adesdo (Van Meerbeek et al., 2003).

A literatura evidencia que adesivos universais, aplicados no modo
autocondicionante, apresentam menor infiltracdo para o tempo imediato e
longitudinal de 12 meses, 0 que ndo ocorre quando empregado o
condicionamento &cido total (Marchesi et al., 2014). Além disso, especula-se
que quando adesivos dessa classe, contendo 10-MDP, sdo utilizados sob esta
forma de condicionamento, a infiltracdo dos monOGmeros resinosos na trama
colagena é inconsistente (Zhang et al., 2016). Sugerindo, que o condicionamento
acido total ndo deve ser a primeira escolha para sistemas adesivos universais
(Loguercio et al., 2015).

O acido poliacrilico, membro da familia dos acidos polialcendicos, age
promovendo um condicionamento suave da superficie, por meio da remocéo da
smear layer e exposi¢do da matriz colagena em uma profundidade na ordem de
0,5 — 1,0 micrémetros (Inoue et al., 2001), permitindo a difusdo do sistema
adesivo e estabelecendo uma interacdo micromecanica, de acordo com oS
principios da hibridizagdo (Lin et al., 1992; De Munck et al., 2005).

Além disso, ligacdes quimicas sdo estabelecidas pela interacdo idnica
entre os sitios de ligacdo primaria entre os grupos carboxilicos do &cido e os ions
calcio e fosfato da hidroxiapatita que permaneceu no colageno, mesmo apos o

condicionamento acido (Sezinando et al., 2016; Yoshida et al., 2000). Tais
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interagdes quimicas possivelmente contribuem para a otimizagdo da resisténcia
de unido, promovendo um melhor selamento marginal, que protege a interface
adesiva e aumenta a sua longevidade , consequentemente reduzindo a incidéncia
de carie secundaria, fator determinante de falha das restauracGes em resina
composta (Spencer et al., 2012).

O uso do &cido poliacrilico tem sido especulado em diferentes estudos,
visando a compreensdo do seu efeito como condicionador dentinario
previamente ao uso de cimentos autocondicionantes, nos quais apresentou
resultado favoravel (Pavan et al., 2010; Stona et al., 2013; Tanumiharja et al.,
2000; Tonial et al., 2010). O que nos leva a crer que a utilizacdo do acido
poliacrilico previamente ao uso do SBU possa influenciar positivamente a
performance da interface adesiva longitudinalmente.

Além disso, a literatura evidencia um crescente interesse na analise do
potencial de degradacdo colagenolitica, via MMPs e cisteino-catepsinas,
mediada por diferentes acidos. Alguns estudos foram conduzidos analisando o
acido fosférico, acido poliacrilico e adesivos autocondicionantes. Contudo, as
pesquisas se mostram divergentes quanto aos resultados, apontando que a
diminuicdo ou aumento da degradacao colagenolitica possa estar condicionada a
concentracdo dos acidos (DeVito-Moraes et al., 2016; Mazzoni et al., 2006;
Nishitani et al., 2006; Ozcan et al., 2015; Pashley et al., 2004).

2.3 Metodologias para analise dos componentes da interface adesiva

A interface adesiva € um constituinte essencial do procedimento
restaurador, formado pela interacdo entre dentina, sistema adesivo e resina

composta. Assim, 0 sucesso clinico de uma restauracdo € dependente do
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estabelecimento de uma efetiva adesdo, que deve prover resisténcia, selamento
marginal e durabilidade clinica (Armstrong et al., 2017).

A compreensdo do comportamento e desempenho dos materiais
odontologicos pode ser estudada por meio de diversos testes ou metodologias,
que preferencialmente devem ser de facil execucdo, reprodutiveis entre
diferentes laboratorios e uteis para predizer os desfechos clinicos (Van
Meerbeek et al., 2010; Roeder et al., 2011). As caracteristicas mais analisadas da
interface estdo correlacionadas aos substratos e materiais que a compdem, tanto

no carater quimico como fisico-mecénico e morfologico.

2.3.1 Analise por Espectroscopia Transformada de Fourier (FTIR)

Entre os métodos utilizados para determinar a composi¢do quimica da
dentina os mais utilizados sdo, Energia Dispersiva de Raio-X (EDS),
Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR) e Raman (Lopes et al.,
2018).

A espectroscopia FTIR é uma técnica espectroscépica vibracional
utilizada para analises quimicas em amostras biologicas (Andrew Chan and
Kazarian, 2016), pois grande parte dos compostos organicos e inorganicos sao
ativos na radiacdo infravermelha (1V).

A radiacéo 1V esté localizada entre a luz visivel e as micro-ondas de um
espectro sendo que, em se tratando da odontologia a maioria dos estudos adotam
a regido de interesse que se situa entre 400 cm?t e 4000cm™? (Parikh and
Chorover, 2005), suficiente para analise de alteracdes nos tecidos mineralizados.

Entre os componentes quimicos presentes nos tecidos duros como a dentina
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estdo a agua, fosfato, carbonato e os componentes do colageno (Amidas I, 1l e
I11) que absorvem intensamente na regido 1V.

O espectro FTIR pode ser adquirido por diferentes técnicas como,
transmissdo, reflectdncia especular, reflectdncia difusa, espectroscopia
fotoacustica e reflectancia atenuada total (ATR). A técnica ATR-FTIR é uma
forma de espectroscopia de reflexdo interna na qual a amostra € colocada em
contato com um elemento de reflex&o interna com alto indice refrativo como o
cristal de diamante. Assim, como a luz ¢é transmitida através da amostra, pouca
ou nenhuma preparacdo € requerida (Parikh and Chorover, 2005), sendo este
considerado um método ndo destrutivo (Andrew Chan and Kazarian, 2016),
altamente sensivel e que requer um pequeno numero de amostras(Grunenwald et
al., 2014). Contudo, a identificacdo quimica dos componentes da dentina requer
a observacdo de algumas caracteristicas como a padronizacdo do modo de
preparo da amostra e a idade do doador, se for o caso, embora a despeito das
possiveis variagdes os valores obtidos tendem a ser muito similares (Khanarian
etal., 2014).

Assim, em se tratando da interface adesiva, a espectroscopia FTIR ¢ util
para demonstrar a reducdo de conteddo mineral e organico (Sato et al., 2013;
Ubaldini et al., 2013), podendo ainda ser empregada para avaliar o colageno
dentinario em diferentes situacbes como, em dentina desmineralizada,
desproteinizada, aquecida e reidratada, e
a degradacédo do colageno (Bachmann et al., 2005; Botta et al., 2012; Liu and
Wang, 2013; Silva et al., 2015).

2.3.2 Ensaio do tipo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
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As pesquisas tem se intensificado no intuito de se entender as interacoes
fisiologicas e patoldgicas que acometem o substrato dentinario, entre elas a
perda de colageno da matriz na camada hibrida (Tjaderhane et al., 2013a), que
pode ser causada, entre outros fatores, pela atividade das metaloproteinases e
cisteino- catepsinas (Nascimento et al., 2011; Tersariol et al., 2010; Tjaderhane
etal., 1998).

As MMP’s e as cisteino-catepsinas sdo responsaveis pela liberacdo de
fragmentos do telopeptideo carboxiterminal do coldgeno Tipo | (ICTP) e do
telopeptideo Terminal-C ligado ao colageno Tipo | (CTX). Sendo que, a
liberacdo desses fragmentos tem sido utilizada como biomarcadores para
demonstrar a degradacdo da dentina desmineralizada (Tjaderhane et al., 2013a).

Para a analise da liberacdo de fragmentos € empregado o ensaio do tipo
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay - imunoabsor¢do enzimatica),
que se trata de uma técnica utilizada para deteccdo de um anticorpo ou um
antigeno em uma variedade de amostras por meio de uma serie de reacdes
quimicas. Existem diversos tipos de teste ELISA entre eles: direto, indireto,
sanduiche, competitivo e reverso. Todos esses tipos de ensaios podem ser
empregados na deteccdo de proteinas, virus e drogas, tendo como vantagem a
alta especificidade e sensibilidade (Wilson, 2010).

Diversos estudos tem empregado o ensaio do tipo ELISA para analisar a
liberacdo de fragmentos de telopeptideo ICTP e CTX (Hu et al., 2015; Ozcan et
al., 2015; Turco et al., 2018, 2016), mas apenas recentemente Turco et al. (Turco
et al., 2018) publicaram um trabalho a respeito de aspectos relativos a amostra e
ao tempo de analise ressaltando que, para esse tipo de ensaio o periodo de
armazenamento e a espessura da amostra sdo fatores importantes de serem
observados, pois a liberacdo dos fragmentos diminui com o tempo e quanto
maior a espessura do espécime, menor a difusdo dos mesmos para 0 meio de

incubacéo.
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A literatura ainda ndo apresenta grande quantidade de estudos que
correlacionem diretamente a degradacdo do colageno Tipo | com a resisténcia
adesiva contudo, Lin Hu et al. (Hu et al., 2015) realizaram um estudo em que
foi possivel estabelecer estatisticamente uma correlacdo negativa entre o nivel
de degradacdo do colageno e a resisténcia adesiva, demonstrando que quanto

maior a degradacdo menor a resisténcia.

2.3.2 Analise da resisténcia adesiva por ensaio de microtracao

Diversas metodologias sdo capazes de mensurar a resisténcia adesiva a
dentina entre elas, esta a microtracdo (Van Meerbeek et al., 2010), que apesar de
ser uma metodologia trabalhosa e sensivel a técnica, pois requer um preparo
adicional ap0s o procedimento adesivo, apresenta muitas vantagens como: a
versatilidade, devido a obtencdo de mdltiplos espécimes de um mesmo dente;
controle da variabilidade regional do substrato e; melhor distribuicdo do estresse
na interface, evitando a ocorréncia de falhas coesivas (Pashley et al., 1999; Sano
etal., 1994).

Considerando o nivel de significancia que se deseja obter empregando
esse tipo de metodologia diversos sdo os fatores a serem observados, entre eles:
selecdo do dente, definicdo do tamanho da amostra (minimo 5 espécimes por
grupo) tempo e meio de armazenamento até o uso, limpeza e hidratacdo do
dente, inclusdo do dente, padronizacdo da smear layer, medida do espécime,
meio de armazenamento do espécime e periodo, especificacbes do teste na
méaquina de ensaio ( velocidade e carga), analise de fraturas, entre outros
(Armstrong et al., 2017; Pashley et al., 1999; Sano, 2006).
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De um modo geral, estudos que tem como objetivo principal avaliar o
desempenho de um sistema adesivo a dentina empregam o teste de microtracéo
(Hanabusa et al., 2012; Marchesi et al., 2014; Mufioz et al., 2013; Sezinando et
al., 2015; Wagner et al., 2014; Zhang et al., 2016), especialmente apds ao
desafio longitudinal, esse teste parece ser o0 melhor para predizer a retencédo das
restauracdes de resina composta (Van Meerbeek et al., 2010). Pois, o objetivo
principal da adesdo a estrutura dental deve ser prover resisténcia retentiva,
selamento marginal e durabilidade clinica as restauragbes (Armstrong et al.,
2017).

2.3.3 Analises micromorfologicas da interface adesiva por MEV

A microscopia eletronica tem se tornado uma das ferramentas mais
utilizadas na odontologia devido a possibilidade de se analisar as estruturas
dentais e as suas interaces com materiais odontologicos como, 0s sistemas
adesivos e 0s materiais restauradores (Pereira et al., 2014).

Contudo, o preparo das amostras para analise em MEV requer cautela,
pois a literatura relata que existe um ponto critico de secagem da amostra e que,
0 baixo e o alto vacuo empregados durante o procedimento de metalizacdo sédo
capazes de gerar trincas no substrato dental e através da interface adesiva,
produzindo artefatos morfologicos tridimensionais nas amostras, que podem
dificultar a caracterizacdo das mesmas (Al-Assaf et al., 2007; Pereira et al.,
2014).

Em se tratando da adesdo, a analise micromorfologica é de extrema
relevancia, pois a aplicagdo do sistema adesivo induz a mudangas estruturais na

superficie dentinaria, dando origem a camada hibrida. Assim, valendo-se da
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microscopia eletrénica de varredura (MEV), é possivel observar a interface
adesiva em detalhes como, a espessura da camada hibrida e a presenca de tags e
microtags resinosos, gaps falhas e poros (Anchieta et al., 2011). Além disso,
esse tipo de analise é capaz de ajudar a elucidar os resultados de resisténcia
adesiva que idealmente ndo deveriam ser analisados sem a observagdo da
qualidade da interface adesiva, pois em alguns casos é possivel encontrar
disparidades entre os valores de resisténcia e o estudo qualitativo da interface
como por exemplo, bons valores de adesdo em areas com presenca de gaps,
indicando susceptibilidade a infiltracdo (Moura et al., 2006; Uno S, 1995).

A nanoinfiltracdo é a infiltracdo em escala nanométrica, que pode
ocorrer através da camada hibrida e/ ou camada adesiva na auséncia de gaps,
sendo considerada um importante fator que induz a degradacdo da adesdo
(Hariri et al., 2012; Li et al., 2000; Sano et al., 1995a).

Esse fendmeno pode ser causado pela incompleta infiltragdo dos
monOmeros resinosos na trama coladgena desmineralizada ou devido a
incompleta polimerizacdo dos monémeros hidrofilicos (Pioch et al., 2001; Sano
et al., 1995b, 1995a). A metodologia de analise consiste no uso do nitrato de
prata, que possui baixo peso molecular e capacidade de difusdo similar a da
agua, sendo capaz de marcar 0s espacos hanométricos preenchidos por agua na
interface adesiva (Sano et al., 1995a, 1995b; F. R. Tay et al., 2002), através de
imagens obtidas por MEV ou por microscopia eletronica de transmissao (MET)
(Suppa et al., 2005; Yuan et al., 2007).

A literatura relata que parece haver uma correlacdo na analise “in vitro”
entre a nanoinfiltracdo, resisténcia adesiva e o desafio longitudinal (Makishi et
al., 2015), evidenciando em alguns estudos a diminuicéo da resisténcia adesiva e
0 aumento da nanoinfiltracdo (Makishi et al., 2016; F. Tay et al., 2002),

indicando que a estabilidade mecanica longitudinal e a capacidade de selamento



39

dos adesivos € fundamental para a se predizer o comportamento clinico de uma

restauracdo (Heintze et al., 2015).
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3 PROPOSICAO

Caracterizar quimicamente o substrato dentinario antes e apds o
condicionamento com &cido fosférico 32 % (AF) ou acido poliacrilico 25 %
(AP) em tempo imediato. Analisar “in vitro” a atividade das Metaloproteinases
(MMP’s) e Catepsina- K na dentina desmineralizada (colageno) submetida ao
condicionamento com AF e AP em tempo imediato. E a interface adesiva no
substrato dentinario submetido a diferentes protocolos de condicionamento
acido: 1) AF; 2) AP; 3) Sem condicionamento adicional (Autocondicionante)
com Single Bond Universal (SE), nos tempos imediato (24 h) e longitudinal (12
meses).

As hipéteses de nulidade testadas foram:

HoA — Os diferentes protocolos de condicionamento ndo afetariam a
concentracdo dos marcadores para atividade das MMP’s e Catepsina K no
colageno.

HoB - Os diferentes protocolos de condicionamento dentinario
empregados ndo resultariam em diferencas significativas entre si quanto a

analise da interface adesiva nos diferentes periodos de avaliagéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

Este estudo foi submetido ao CEP/CONEP sob o numero CAAE
60315716.4.0000.0077 e aprovado pelo parecer numero 1.784.538 (Anexo A).

Foram utilizados 90 molares humanos higidos extraidos por indicacdes
terapéuticas, junto as clinicas e consultorios 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 doacdo de material bioldgico.

4.2 Delineamento experimental

Este estudo foi realizado em trés etapas: 1) Caracterizacdo quimica do
substrato dentinario (FTIR); 2) Analise da degradacdo colagenolitica e 3)

Analise da interface adesiva.

4.3 Divisao dos grupos

Na primeira etapa (N=6), a analise em FTIR foi realizada somente para
0s grupos AF e AP, as leituras foram realizadas antes e imediatamente ap0s 0

condicionamento (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo da distribuicdo das amostras, de acordo com o

planejamento da primeira do estudo

Acido Fosférico
= Dentina (n=3)
FTIR
- (n=6) Acido Poliacrilico
(n=3)

d

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo a divisdo dos grupos (N=12) para a realizacdo da segunda
etapa, as amostras de dentina desmineralizada (colageno) foram divididas em
trés grupos: acido fosforico, poliacrilico e agua deionizada (controle). As

anélises foram realizadas em periodo imediato. (Figura 3).

Figura 3 - Representacdo da distribuicdo das amostras, de acordo com o

planejamento da segunda etapa do estudo

Acido Fosforico
(n=4)

ICTPe CTX

desmineralizados P g
= Resisténcia a
(n=12) (n=4)

e LI Acido Poliacrilico

tracao

Agua Deionizada
(n=4)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para a realizacdo da terceira etapa (N=72), as amostras de substrato
dentinario foram divididas em trés grupos, de acordo com o protocolo de
condicionamento empregado: acido fosforico, é&cido poliacrilico e
autocondicionante. Apés, foram divididas em subgrupos de acordo com o
periodo de avaliacdo: 24 horas e 12 meses. Para cada uma das as analises
complementares de MEV da interface adesiva e nanoinfiltracdo foram

designadas 2 amostras para os diferentes periodos de avaliacao (Figura 4).

Figura 4 — Representacdo da distribuicdo das amostras, de acordo com o

planejamento da terceira etapa do estudo

Dentina
(n=72)

Acido Fosforico Acido Poliacrilico

(n=24) (n=24)

24 horas
(n=12)

12 meses 12 meses 12 meses

(n=12) (n=12) 0=12)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os materiais utilizados em todas as etapas desse trabalho e as
instrucbes de uso, de acordo com as recomendacdes dos fabricantes, estdo

listados no Quadro 1.



Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 1 — Materiais utilizados para a realizacdo do procedimento restaurador
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3M ESPE Brasil

Ltda., Sumaré, SP,
Brasil

(Lote: 665021)

MATERIAL COMPOSICAO APLICACAO
Scotchbond™ Acido fosforico Aplicar na dentina por 15
Universal Etchant 32% segundos. Apds realizar a
Etching Gel

lavagem por 15 segundos com
agua.

Ketac Conditioner
3M ESPE Brasil
Ltda., Sumaré, SP,
Brasil
(Lote: 656054)

Acido poliacrilico
25%

Aplicar por 10 segundos e ap0s
proceder com a lavagem com
agua abundante.

Single Bond
Universal (SBU)
3M ESPE, Brasil

Ltda., Sumaré, SP,
Brasil
(Lote: 654851)

15-25% BisGMA,
15-25% HEMA, 5-
15% resinas
dimetacrilato, 5-
15% silano, 1-10%
mono6mero fosfato
MDP, 1-5%
copolimero do
Vitrebond™ (acido
polialcendico), 10-
15% etanol, 10-15%

agua, <2%
iniciadores, em
massa.

Com pincel do tipo
microbrush, aplicar o adesivo
com agitacdo sobre a dentina
condicionada por 20 s. Secar
com jato de ar suave por 5s.
Fotopolimerizar por 10 s.

Filtek Z350 XT, 3M
do Brasil Ltda.,
Sumaré, SP, Brasil
(Lote: 646778)

BisGMA, BisEMA
UDMA, TEGDMA,
PEGDMA,
nanoparticulas de

zirconia/silica.

Inserir incrementos de 2 mm.

Fotopolimerizar cada
incremento por 20 s.
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4.4 Primeira etapa — Caracterizacdo quimica do substrato dentinario

Para a realizacdo da analise quimica da superficie dentinaria, foram
preparados trés espécimes para cada grupo experimental.

Para obtencéo dos espécimes, os dentes foram posicionados na maguina
de cortes Isomet (, Buehler Ltd., Lake BIluff, IL, USA) a fim de se realizar dois
cortes. O primeiro corte foi realizado na regido mais profunda do esmalte
oclusal, para exposicdo da dentina. Ja o segundo corte, paralelo ao primeiro, 1
mm abaixo da juncdo amelocementaria, com o auxilio de um disco de diamante
em baixa rotacdo e sob refrigeracdo constante. Apds, foi realizado o desgaste
dos espécimes de dentina com discos de lixa de carboneto de silicio (Extec
Corp. Enfield, CT, EUA) de granulacdo 600, sob refrigeracdo abundante a 300
rpm em politriz (DP-10, Panambra, S&o Paulo, Brasil) durante 1 minuto para
padronizacédo da smear layer.

As analises foram realizadas antes e ap0s o condicionamento (Quadro 1),
por meio da espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FT-
IR, PerkinElmer Waltham, Massachusetts, EUA), equipado com um acessorio
de reflexdo 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 aco inoxidavel (100 g/F), a fim de obter o maximo contato da
amostra com o cristal de diamante do ATR (Figura 5). Os espectros de
infravermelho foram registrados automaticamente pelo equipamento, por um
computador acoplado para mapeamento do ensaio, utilizando o software
Spectrum (versdo 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 resolucdo de 4 cm™. Apoés a

correcdo da linha de base e normalizacéo, picos de absorbancia do grupo fosfato
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(entre 900-1200 cm™?), grupo carbonato (870-1070 cm™), grupo amida presente
na matriz de colageno da dentina ( Amida I, Il e Ill, entre 1200-1700 cm™) e os
anéis pirrolidinicos correspondentes a esteroquimica da prolina e hidroxiprolina
(1450 cm?), foram comparados entre os tipos de substratos (Botta et al., 2012).
A integridade do colageno foi verificada através da razdo entre Amida I11 (1235
cmt) /Anéis Pirrolidinicos (1450 cm) (Sylvester et al., 1989).

Figura 5 — Caracterizacdo quimica por FTIR

Legenda: a) equipamento FTIR; b) posicionamento da amostra sobre o cristal para analise.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Preparo das amostras, testes e analises da segunda etapa do estudo

4.5.1 Preparo das amostras

Foram utilizados doze dentes molares humanos higidos. Os dentes foram
limpos com curetas periodontais e pasta de pedra pomes e agua com o auxilio de

escova de Robinson, seguindo-se 0 armazenamento em agua destilada a 4°C até
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0 inicio da pesquisa.

Os dentes foram posicionados na maquina de cortes Isomet (, Buehler
Ltd., Lake Bluff, IL, USA) e seccionados no terco médio da coroa paralelo ao
longo eixo, a fim de se obter discos com espessura de 1 mm, com o auxilio de
um disco de diamante em baixa rotacdo e sob refrigeracdo constante. Apds, foi
realizado o desgaste dos espécimes de dentina com discos de lixa de carboneto
de silicio (Extec Corp. Enfield, CT, EUA) de granulacdo 600, sob refrigeracdo
abundante a 300 rpm em politriz (DP-10, Panambra, Sdo Paulo, Brasil) até a
obtencéo de espécimes com 0,5 £ 0,1 mm, aferidos com um paquimetro (Otto-
Arminger & Cia Ltda., Rio Grande do Sul, Brazil).

Cada disco de dentina foi colocado em um tubo com 15 ml de &cido
fosforico 10 % e mantidos sob agitacdo constante durante 40 h em um mixer
(Hematology Chemistry, Fisher Scientific, EUA) em temperatura ambiente até
para desmineralizacdo e obtencdo do colageno. Apos o0s espécimes foram

lavados em agua destilada durante 10 min (Figura 6).

Figura 6 — Desmineralizacéo dos discos de dentina em &cido fosforico 10%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os discos de colageno foram colocados em uma placa de petri sem a
tampa (Figura 7).

Figura 7 — Discos de colageno

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os discos foram mantidos em um dissecador durante 24 h. Em seguida, a
massa foi aferida utilizando uma balanca analitica (Denver PI-214A Analytical
Semi-micro Balance, Denver Instrument Company, Denver, Colorado, EUA).
Os espécimes foram distribuidos em trés grupos experimentais, de modo que ao
final todos os grupos apresentavam quantidade de massa semelhante. Apos 0s
discos foram completamente reidratados em dgua deionizada por 1 hora a fim de

recuperar o peso inicial.
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4.5.2 Protocolo de condicionamento do colageno

O protocolo de condicionamento do colageno foi realizado de acordo
com as instrucdes dos fabricantes (Quadro 1). O protocolo de tratamento do
grupo controle consistiu na exposi¢do dos discos a dgua deionizada durante 30 s.
Apoés a realizacdo dos protocolos de condicionamento, os discos foram imersos
em 50 ml de solucdo tampdo (pH 7,2) durante 5 min, com o intuito de
neutralizar o é&cido. Apos, foram entdo lavados com 4&gua deionizada,
transferidos para eppendorfs contendo 1ml de meio de incubacdo, solucdo
calcio-zinco (5 mM HEPES, 2.5 mM CacCl,-H,0, and 0,05 mM ZnCl, (pH 7,2) e

mantidos em estufa 37° C durante 7 dias.

453 Analises de concentracdo de proteina total e telopeptideos

solubilizados

Para a contagem de proteina total, foram utilizadas aliquotas de 1 pL do
meio de incubacdo. A concentracdo de proteina total foi mensurada com a
utilizacdo de um espectrofotometro Nanodrop™ One/One® Microvolume UV-
Vis Spectrophometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), com o auxilio
do software Protein A280 em comprimento de onda 280 nm. Para a realizacéo
das leituras, foram utilizadas aliquotas de 1 puL do meio de incubacdo em

triplicata (Figura 8).



50

Figura 8 — Mensuracéo da concentracdo de proteina total no Nanodrop™

Fonte: Elaborado pelo autor.

A mensuracdo da degradacdo do colageno foi realizada através da
quantificacdo de fragmentos do Telopeptideo Carboxiterminal do Colageno tipo
| solubilizados (ICTP) e do Terminal-C ligado ao Telopeptideo do Colageno
tipo |1 (CTX). Sendo o ICTP considerado um marcador para degradagdo por
meio da atividade das MMPs, e o CTX, indicador da degradacdo por meio da
atividade da Catepsina-K.

Para a quantificagdo da concentracdo de ICTP liberado, o teste foi
realizado em duplicata, por meio da coleta de aliquotas de 100 pL do meio de
incubacéo e utilizagdo do kit ICTP ELISA (MyBiosource Inc, San Diego, USA).
A fim de determinar a concentracdo de CTX foi quantificada em triplicata,
utilizando trés aliquotas de 100 puL do meio de incubacéo. O kit empregado foi o
CTX ELISA (MyBiosource Inc, San Diego, USA). Ambos kits foram
empregados de acordo com as instrugdes dos fabricantes. A concentracdo de
ICTP e CTX foi calculada em relacdo a quantidade de proteina total ICTPpr
(ng/mg) e CTXpr (ng/mg), sendo a leitura realizada por analise de absorbancia
com o auxilio de uma leitora de microplacas (Byotek™ Cytation™ 3 Cell
Imaging MultiMode Reader, Fisher Scientific, EUA) (Figura 9).
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Figura 9 — Analise da concentracdo de ICTP e CTX

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.4 Teste de resisténcia a tracéo

Para resisténcia a tracdo, os discos de colageno foram seccionados com o
auxilio de uma lamina de bisturi. Foram obtidos, 36 espécimes de colageno com
largura de 0,8 x 0,5 mm de espessura (Figura 10), a partir de 12 discos de
dentina desmineralizada (n= 12), os mesmos utilizados que foram utilizados
previamente para a andlise da degradacdo colagenolitica. Os palitos foram
medidos com o auxilio de um paquimetro (Starrett Industria e Comercio Ltda.,
Itu, SP, Brasil) e colados em um suporte metélico utilizando cola de
cianoacrilato em gel e acelerador. Sendo que, a manutencdo da integridade da
estrutura do espécime foi realizada mantendo o0 mesmo Umido durante todo o
procedimento, desde o corte até o teste, por meio de uma gota de agua

deionizada na superficie.



52

Figura 10 — Obtencéo dos palitos de colageno

Legenda: a) matriz de dentina desmineralizada; b) representacdo da obtencdo dos palitos de dentina
desmineralizada.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O ensaio foi executado em uma maquina de teste de resisténcia a
microtracdo (Microtensile Tester, Bisco Inc., Texas, EUA), sujeita a uma forca
tensdo a uma velocidade de 0,5mm/ min até 0 momento da completa ruptura do
colageno (Figura 11). Os valores de resisténcia foram obtidos em newtons, apos
as médias de cada grupo foram calculadas em MPa e tabelados para a realizacdo

da analise estatistica.
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Figura 11 — Maquina de teste de resisténcia a tragéo

Fonte: Bisco.

4.6 Preparo das amostras, testes e analises da terceira etapa do estudo

4.6.1 Preparo das amostras

Foram selecionados 72 dentes molares higidos. Os dentes foram limpos
com curetas periodontais e pasta de pedra pomes com agua com o auxilio de
escovas de Robinson, seguindo-se 0 armazenamento em agua destilada a 4°C até
0 inicio da pesquisa.

Para o preparo das amostras, foi realizado um desgaste da superficie
oclusal com o emprego de lixa d’agua de granulagao P400 (Fepa-P, Panambra,
Sé&o Paulo, SP, Brasil), acoplados a uma politriz circular (DP-10, Panambra, S&o
Paulo, SP, Brasil) a 300 rpm, sob refrigeracdo permanente com agua a fim de
criar uma superficie plana de dentina. Para padronizacdo da smear layer, foram

utilizados discos de lixa de carboneto de silicio (Extec Corp. Enfield, CT, EUA)
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de granulacédo 600, sob refrigeracdo abundante, por 10 segundos a 300 rpm.

Os dentes foram entdo incluidos em moldes de silicone industrial
Rhodorsil (Artigos Odontoldgicos Classico, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil)
de formato cilindrico com medidas internas de 1,5 cm de altura e 2,0 cm de
didmetro, preenchidos com resina acrilica quimicamente ativada incolor (Jet,
Artigos Odontologicos Classico, Sdo Paulo, SP, Brasil) quando na sua fase
pegajosa. Os dentes foram inseridos pelas raizes, até 1 mm abaixo da juncéo
cemento-esmalte, de forma que a superficie oclusal ficou paralela a base da
matriz de silicone. Concluida a polimerizacdo, os especimes foram retirados do
molde. A parte superior do bloco, onde se encontra o dente embutido com a
superficie oclusal desgastada foi novamente polida por 60 segundos, sob
refrigeragé@o constante, com discos de lixa d’agua P600 (Fepa-P, Panambra, S&o
Paulo, SP, Brasil), utilizando o dispositivo de polimento automatico Autopol - 2
(Panambra, Sado Paulo, SP, Brasil) acoplado a politriz circular (DP-10,
Panambra, S&o Paulo, SP, Brasil), a fim de garantir que a superficie polida
estivesse exatamente perpendicular ao longo eixo do cilindro, para remocgéo de
residuos e padronizar a smear layer para a realizacdo do procedimento

restaurador.

4.6.2 Procedimento restaurador

Os procedimentos adesivos e restauradores realizados seguiram o
protocolo conforme as recomendacdes do fabricante (Quadro 1).

Apos os procedimentos adesivos, a resina foi inserida em incrementos de
2 mm em uma matriz de silicone com dimensbes de 4 x 4 x 2 mm. Cada

incremento foi fotopolimerizado por 20 s com o fotopolimerizador Demi LED
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Light Curing System (Kerr, KaVo do Brasil Industria e Comércio Ltda.,
Joinville, SC, Brasil), a uma densidade de poténcia de 1100 mW/cm?. A
densidade de poténcia foi verificada a cada 10 fotopolimerizagbes por um
radiometro LED (Kondortech, Sdo Carlos, SP, Brasil). Para complementar a
polimerizacdo da resina, ap6s a remoc¢do da matriz de silicone, o bloco foi
fotopolimerizado por mais 40 s (Figura 12).

Finalizado o procedimento restaurador, os espécimes foram armazenados
em agua destilada, em estufa bacterioldgica, a 37° C. Os grupos correspondentes
ao tempo imediato foram submetidos aos testes apos 48 h de armazenamento
(Singh et al., 2010). Em contrapartida, os demais grupos foram armazenados por
um periodo de 12 meses, com troca de agua semanal até a realizacdo dos testes e

analises propostos.

Figura 12 — Restauracdo em resina composta

Legenda: a) espécime de dentina; b) insercdo da resina composta com o auxilio de uma matriz de
silicone; c) espécime restaurado.
Fonte: Elaborado pelo autor.



56

4.6.3 Teste de resisténcia a microtragao

Os dentes (N=48) incluidos em resina foram posicionados na Labcut
1010 (Extec Technologies Inc., Enfield, CT, EUA) para a realizacdo de cortes
paralelos no longo eixo da coroa, em baixa velocidade e sob refrigeracdo, de
aproximadamente 0,8 mm de espessura nos sentidos mesiodistal e vestibulo-
lingual (Figura 13 A) , a fim de se obter palitos de resina composta e dentina
(Figura 13 B). Os palitos de resina-dentina obtidos de cada espécime foram
armazenados em tubos identificados (vol. 2 mL) do tipo Eppendorf (Eppendorf,
Séo Paulo, SP, Brasil), em estufa a 37° C, em agua deionizada por 24 h antes do

teste de microtracdo (Figura 13 C).

Figura 13 — Preparo dos palitos para o teste de microtracao

|

i

Legenda: a) espécime com cortes realizados paralelamente ao longo eixo do dente; b) palito com
espessura de £ 0,8 mm; ¢) armazenamento dos palitos em eppendorfs.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Previamente ao ensaio de microtracdo, a area de todos os palitos foi
medida com um paquimetro digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Itu, SP,
Brasil). A resisténcia de unido a tracdo foi calculada, em megapascal (MPa), por
meio da formula: Rm=F/A, na qual: Rm € a resisténcia a microtracdo; F é a
forca aplicada, ou seja, o valor da carga (KgF) para rompimento da unido
adesiva; e A é a area de unido (mm?). Em seguida, cada palito foi fixado pelas
extremidades, com cola de cianoacrilato em gel (454 Loctite), em um
dispositivo metalico OD03d (Figura 14 A; Odeme Equipamentos Médico e
Odontoldgicos Ltda., Joacaba, SC, Brasil). Para o ensaio de microtracdo na
maquina de ensaios universal EMIC DL-1000 (Equipamentos e Sistemas Ltda.,
Séo Joseé dos Pinhais, PR, Brasil), foi utilizada uma célula de carga de 10 KgF, a
uma velocidade de 0,5 mm/min, preconizada pela ISO/TR 11405:1994 (Figura
14 B). Os valores referentes a resisténcia de unido em MPa foram coletados e

tabelados para a realizacdo da analise estatistica.

Figura 14 — Maquina de ensaios universal utilizada para realizacdo do teste de

resisténcia a microtracao

Legenda: a) palito fixado pelas extremidades com cola cianoacrilato no dispositivo metalico; b) EMIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os palitos fraturados apds a realizacdo do teste de microtracdo foram
analisados em estereomicroscopio X20 (Stemi 2000 — Karl Zeiss NTS GmbH,
Oberkochen, Alemanha) com aumento de 50 vezes, para andlise de fratura

(Figura 15). Seguindo-se o seguinte padréo:

e Coesiva em RC: predominantemente (< 75%) no interior da resina
composta;

e Coesiva em Dentina: predominantemente (< 75%) no interior da

dentina;
¢ Adesiva: predominantemente na interface na interface (<75 %);

e Mista: sem predominancia de qualquer tipo de falha.

Para analise estatistica foram consideradas apenas as falhas adesivas e

mistas. Sendo que, as falhas pré-teste foram excluidas da analise.

Figura 15 — Andlise de fraturas (50 X) em estereomicroscopio

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.6.4 Andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para andlise da interface adesiva frente aos diferentes condicionamentos,
foram preparados dois espécimes de cada grupo (n=12) para observacdo em
MEV. Os dentes foram seccionados horizontalmente a fim de remove-los da
resina acrilica e, em seguida, perpendicularmente a interface adesiva.

Para observacgdo da interface adesiva, cada espécime teve sua interface
polida com discos de lixas d’agua de granulacdo 1200 e 4000 (Extec Corp.,
Enfield, CT, EUA), em politriz circular, sob refrigeracdo. Em seguida, 0s
espécimes foram condicionados com acido fosférico 37% sem silica (Attaque
Gel 37%, Biodinamica Quimica e Farmacéutica LTDA, Ibipord, PR, Brasil)
durante 15 s e lavados com &gua durante 15 s, promovendo a remoc¢édo da smear
layer e facilitando a visualizacdo da interface adesiva em MEV. Os espécimes
foram mantidos em campanulas de vidro com silica por sete dias para
desidratacdo. Em sequéncia, 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). Os especimes foram observados em microscépio eletronico de varredura
(Inspect S50, FEI, Hillsboro, Oregon, EUA), com 20 KV de poténcia,
empregando aumento de 2000 X, considerando a interface adesiva. As imagens

foram coletadas através de um computador acoplado ao MEV.
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4.6.5 Anélise de nanoinfiltracdo por MEV

Para analise de nanoinfiltracdo, foram preparados dois espécimes de
cada grupo (n=12). Fatias de resina/dentina de aproximadamente 2 mm de
espessura foram obtidas a partir das hemi-coroas, através da cortadeira de
precisdo Labcut 1010 (Extec Technologies Inc., Enfield, CT, EUA). As fatias
foram imersas em solucdo de nitrato de prata por 24 h, mantidas em camara
escura. ApoOs este passo, as fatias foram lavadas e imersas numa solucdo
reveladora por 8 h com luz fluorescente a fim de reduzir ions de prata em graos
ao longo da interface. Em seguida, os espécimes foram imersos por mais 8 h em
solucdo reveladora. Os espécimes permaneceram em umidade relativa de 100%
até o momento do preparo dos espécimes para 0 MEV (metodologia descrita no
topico anterior). Os espécimes foram avaliados em aumento de 2.000 X (Yuan et
al., 2007).

O padrdao de nanoinfiltracdo foi observado em MEV e avaliado
qualitativamente pelo uso de escores.

« 0 — Sem nanoinfiltracao;
1 — Pouca nanoinfiltracdo (< 25% da area avaliada);
e 2 — Média nanoinfiltragdo (25% < 50% da area avaliada);

« 3 — Grande nanoinfiltracdo (> 50% da area avaliada).
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4.7 Planejamento estatistico

4.7.1 Andlise estatistica da segunda etapa

Para analise estatistica da segunda etapa, da concentracdo de ICTP e
CTX foram consideradas as meédias de cada grupo experimental, com um
esquema fatorial do tipo 1 x 3. A variavel experimental considerada foi o
protocolo de condicionamento dentinario, apresentando trés categorias: acido
fosforico, poliacrilico e dgua deionizada (controle). Para analise da resisténcia a
tracdo do colageno, foi considerada a unidade dente (Eckert and Platt, 2007)
para obtencdo das médias de cada espécime. As variaveis resposta consideradas
foram ng ICTP/mg proteina total, ng CTX/mg proteina total e MPa. A unidade
experimental considerada foi o colageno (n=4).

Os dados foram submetidos a analise estatistica pelo programa Graphpad
Prism (versao 6, 2010; La Jolla, CA, EUA). A estatistica descritiva consistiu no
calculo de médias e desvio padrdo. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade. A estatistica inferencial consistiu nos testes: analise de variancia
ANOVA 1 fator (protocolo de condicionamento dentinario) e Tukey com nivel
de significancia de 5% (0=0,05), para verificar diferencas estatisticamente

significantes entre as condicOes experimentais.

4.7.2 Analise estatistica da terceira etapa
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Para a analise estatistica da terceira etapa, para resisténcia a microtracéo
foi considerada a unidade dente (Eckert and Platt, 2007). Seguiu-se um esquema
fatorial do tipo 3 x 2. As variaveis experimentais foram o protocolo de
condicionamento dentinario e o tempo. O primeiro fator, relativo ao protocolo
de condicionamento, apresentou 3 categorias: acido fosforico, acido poliacrilico
e autocondicionamento. O segundo fator, relativo ao tempo de avaliacéo,
apresentando duas categorias: 24 horas e 1 ano. Sendo considerada a variavel
resposta o valor, em MPa, da resisténcia adesiva a microtracdo. A unidade
experimental foi a dentina do molar humano (n=8). Assim, foram obtidas as
médias em MPa das 3 repeti¢oes.

Os dados foram submetidos a analise estatistica pelo programa Graphpad
Prism (versao 6, 2010; La Jolla, CA, EUA). A estatistica descritiva consistiu no
calculo de médias e desvio padrdo. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade A estatistica inferencial consistiu nos testes: analise de variancia
(ANOVA) sob 2 fatores (protocolo de condicionamento dentinario e tempo) e
Tukey com nivel de significancia de 5% (0=0,05), para verificar diferencas

estatisticamente significantes entre as condi¢cdes experimentais.
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5 RESULTADOS

A andlise dos resultados foi realizada em trés etapas, como planejado

previamente, a fim de facilitar a compreenséo.

5.1 Primeira etapa — Caracterizacdo quimica do substrato dentinario por

espectroscopia FTIR

Os gréaficos referentes aos picos de absorbancia da dentina antes e ap0s
os diferentes protocolos de condicionamento estdo representados nas Figuras 16,
17, 18 e 19 bem como, os dos grupos fosfato (entre 900 e 1200 cm™*), carbonato
(870 e 1070 cm™t), amida (I, I e I11; entre 1200 e 1700 cm™) e a regido dos anéis
pirrolidinicos (1450 cm™).

A analise da dentina previamente a aplicacdo do condicionamento com
AF, os picos de absorbancia do grupo fosfato apresentou absorbancia com
intensidade acima de 0,4 A e o carbonato variou sua intensidade atingindo o
pico de 0,2 A. As amidas | e Il variaram entre 0,1 e 0,2 A bem como, a regido
dos anéis pirrolidinicos (Figura 16). Ja a amida Il apresentou pico de

intensidade inferior a 0,1 A.
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Figura 16 - Representacéo grafica dos picos de absorbancia (A) da dentina

previamente ao condicionamento com AF
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Legenda: H,O: agua; PO4>: grupo fosfato; COs?: grupo carbonato; *: Regido dos anéis pirrolidinicos
(prolina e hidroxiprolina).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a analise da dentina apos a aplicacdo do condicionamento com AF,
0s picos de absorbancia do grupo fosfato e carbonato apresentaram reducéo na
absorbancia com intensidade abaixo de 0,1 A. Enquanto que, 0 inverso ocorreu
com as amidas I, Il e 11l que variaram entre 0,1 e 0,35 A bem como, a regido dos
anéis pirrolidinicos que apresentou pico de intensidade préximo a 0,1. A razdo

encontrada para Amida I11/ Aneis pirrolidinicos foi igual a 0,95 (Figura 17).
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Figura 17 - Representagéo grafica dos picos de absorbancia (A) da dentina apos
0 condicionamento com AF
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Legenda: H.O: agua; PO4*: grupo fosfato; COs?: grupo carbonato; *: Regido dos anéis pirrolidinicos
(prolina e hidroxiprolina).
Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise da dentina previamente a aplicacdo do condicionamento com
AP, o0s picos de absorbancia do grupo fosfato apresentou absorbancia com
intensidade maxima de aproximadamente 0,4 A, o carbonato apresentou o pico
de intensidade abaixo de 0,1 A. O grupo amida (I, Il e I1I) exibiu intensidade de

em torno de 0,1 A bem como, a regido dos anéis pirrolidinicos (Figura 18).
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Figura 18 - Representacéo grafica dos picos de absorbancia (A) da dentina

previamente condicionamento com AP
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Legenda: H,O: agua; PO4*: grupo fosfato; COs?: grupo carbonato; *:Regido dos anéis pirrolidinicos
(prolina e hidroxiprolina).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a analise da dentina apos a aplicacdo do condicionamento com AF,
0 pico de absorbancia do grupo fosfato sofreu reducéo exibindo intensidade de
aproximadamente 0,2 A enquanto que, o pico de intensidade do grupo carbonato
apresentou aumento na intensidade atingindo o maximo de 0,1 A. O grupo
amida (I, Il e I11), exibiu pequena elevacdo no seu pico se mantendo em torno de
0,1 A, ja a regido dos anéis pirrolidinicos apresentou pequena reducdo na
intensidade de absorcdo ficando abaixo de 0,1 A. A razdo encontrada para
Amida 11/ Anéis pirrolidinicos foi igual a 0,80 (Figura 19).
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Figura 19 - Representacgéo grafica dos picos de absorbancia (A) da dentina apos
0 condicionamento com AP
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Segunda etapa — Analise da degradacao colagenolitica

5.2.1 Analise da concentracdo de proteinas, telopeptideos solubilizados e
resisténcia a tracao

As medias referentes as concentracGes de proteina total, ICTP, CTX,
ICTPpr, CTXpr € resisténcia a tracdo, estdo apresentados numericamente na
tabela 1 e graficamente nas figuras 20, 21 e 22. A analise estatistica para ICTPpr
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mostrou que houve diferenca estatistica entre os grupos AF (62,17 + 8,64 ng/
mg)”, AP (45,68 + 4,46 ng/ mg)® e controle (1,55 + 0,38 ng/ mg)® (p<0,05). A
analise estatistica para CTXpr mostrou que o grupo AF (1,13 + 0,32 ng/ mg) A
ndo diferiu estatisticamente do AP (0,74 + 0,18 ng/ mg)* contudo, ambos
diferiram do controle (0,02 + 0,005 ng/ mg)® (p>0,05). Os valores de resisténcia
a tracdo do colageno (Figura 21) foram significativamente menores para AF
(1,03 + 0,20 MPa)* quando comparados a AP (1,65 + 0,33 MPa)® e controle
(1,84 + 0,15 MPa)®. O grupo AP ndo diferiu significativamente do grupo
controle (p>0,05).

Tabela 1 — Media (desvio padréo) das concentracdes de proteina total (PT),
ICTP, CTX, ICTPpr, CTXpre resisténcia a tragao

Grupos PT ICTP  ICTPpr CTX CTXpr RT
(mg)  (ng) (hg/mg)  (ng)  (ng/mg)  MPa
AF 0,040 2,49 62,174 0,04 1,134 1,034

(0,006)  (0,10)  (864)  (0,03)  (0,32)  (0,20)
AP 0,05 227 45688 003 074~  165°
(0,004)  (0,04)  (446) (0,006) (0,18)  (0,33)

Controle 1,329 198  155¢ 002 0028 1848

(0,295)  (0,02)  (0,38)  (0,001) (0,005)  (0,15)

Legenda: as letras maiusculas representam as diferencas estatisticas nas colunas. a=0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 20 — Concentracéo de ICTPpr liberado dos discos de colageno
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 — Concentracdo de CTXpr liberado dos discos de colageno
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 — Resisténcia a tragdo do coldgeno em MPa
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Terceira etapa — Analise da interface adesiva

5.3.1 Analise da resisténcia de unido por meio do teste de microtracéo e

fractografia

A tabela 2 apresenta os resultados para a anélise de variancia. Sendo que,
de acordo com os resultados obtidos ndo houve uma interacdo estatisticamente
significativa (p = 0,28) entre os fatores Tempo (24 horas e 12 meses) e tipo de
Tratamento (AF, AP e SE). O fator tempo mostrou-se estatisticamente
significativo (p<0,0001) para o estudo. Contudo, 0 mesmo nédo foi verdadeiro

quando verificada a influéncia do fator tratamento (p = 0,48).
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Tabela 2 — Tabela de Analise de Variancia (ANOVA 2-Fatores)

Fontes de GL Soma Média F Valor de
Variacao Quadratica Quadratica P
Tempo 1 2480 2480 38,49 <0,0001*
Tratamento 2 93,70 46,85 0,74 0,48
Interacao 2 166,7 83,37 1,29 0,28
Residuo 42 2706 64,43

Legenda: *p < 0,0001 indica diferenca estatisticamente significante.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na tabela 3 estdo apresentados os valores em MPa, de média e desvio
padréo da resisténcia de unido obtida através do teste de microtracdo, para oS
grupos correspondentes aos periodos de analise imediata (24h) e 12 meses. As
maiores médias foram apresentadas pelos grupos de analise imediata, sendo elas
respectivamente: SE (45,52 + 8,91) A, AP (43,51+ 4,95)" e AF (40,13 + 8,94)A,
A analise ap6s 12 meses de armazenamento constatou a queda dos valores de
resisténcia de unido, exibindo as seguintes médias em ordem decrescente: AF
(30,06 + 8,32)", SE (30,35 + 6,66)", AP (24,35 = 7,08)*. Embora haja uma
diferenga numeérica, a analise estatistica ndo apontou diferenca estatisticamente
significativa intragrupos analisados (p > 0,05). A figura 23 representa a anéalise

graficamente.



Tabela 3 — Analise da resisténcia de unido — Média + Desvio Padrdo teste de

Tukey
Grupos 24 horas 12 meses
AF 40,13 + 8,94 MPa” 30,06 + 8,32 MPa*
AP 43,51 + 4,95 MPa” 24,35 + 7,08 MPa”
SE 4552 + 8,91MPa* 30,35 + 6,66 MPa”

Legenda: as letras maiusculas representam as diferencas estatisticas nas colunas. a=0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23 - Representacédo grafica da analise de resisténcia de unido (MPa)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observa-se que: a falha adesiva foi a mais frequente em todos 0s grupos.

De acordo com a analise fractografica (Figura 24), as fraturas adesivas
associadas as mistas foram as mais abundantes, para o tempo imediato, nos
grupos AF (aproximadamente 70%) e SE (58%), porém AP apresentou maior
ocorréncia de falhas coesivas em resina (42%) e dentina (13%). Ap6s 12 meses
de armazenamento, AF apresentou 75 % de falhas adesivas associadas as mistas
e AP 62 %. Contudo, SE mostrou um aumento na incidéncia de falhas coesivas
em resina (38,3 %).

Figura 24 - Representacéo grafica da analise da distribuicdo de fraturas em

porcentagem (%)
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Fonte: Elaborado pelo autor (Excel - Microsoft Office 365 ProPlus).
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5.3.2 Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A anélise comparativa da interface adesiva para o grupo AF em ambos
os periodos (Figura 25 A e B), mostrou que a interface adesiva apds um ano de
armazenamento em 4gua ainda apresentava numerosos tags resinosos,

integridade da camada adesiva exibindo pequeno indicio de degradacao no topo.

Figura 25— Imagens ilustrativas da interface adesiva do grupo AF
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Legenda: A) Grupo AF 24h; B) Grupo AF 12 meses. R: resina; A: adesivo; D: dentina; Seta: tag
resinoso; Indicador: degradacao no topo da camada de adesivo.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A anélise do grupo AP (Figura 26 A e B), apresentou significativa
alteracdo quando comparados os diferentes tempos. Apds 12 meses, houve a

diminuicdo do nimero de tags resinosos bem como, se pode notar sinais de
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degradacéo no topo da camada adesiva.

Figura 26 — Imagens ilustrativas da interface adesiva do grupo AP
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adesivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A anélise da interface adesiva do grupo SE (Figura 27 A e B) para 0
periodo imediato mostrou poucos e pequenos tags resinosos, perfil caracteristico
de sistemas adesivos autocondicionantes. Ja a analise da interface apos 12 meses
de armazenamento apresentou reducdo da camada adesiva com indicios de

degradacéo no topo da mesma.
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Figura 27 — Imagens ilustrativas da interface adesiva do grupo SE
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3 Analise de nanoinfiltracdo por MEV

A anélise da nanoinfiltracdo da interface adesiva para o grupo AF em
ambos os periodos (Figura 28 A e B), mostrou consideravel indice de
nanoinfiltracdo apos 12 meses de armazenamento. Para o periodo de 24 h, nédo
foi detectado nenhum indicio de nanoinfiltracdo (score 0) contudo, apds 12
meses de armazenamento mais de 50 % da interface apresentou sinal de

nanoinfiltracdo (score 3).
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Figura 28 — Imagens ilustrativas da nanoinfiltracdo do grupo AF

o}
i}

[a)]
i}
[0}
i}

£

£
0
<
o
©

x
o
=3
=}
o~
>
=~
o
S
o
5

det

WD
WD

mag O | spot

mag [ | spot

HV
20.00 kV[ 2000 x | 6.0 |13.5 mm| BSED

HV

Legenda: A) Grupo AF 24h; B) Grupo AF 12 meses. R: resina; A: adesivo; D: dentina; Setas:
espessura da camada infiltrada por prata; Indicador: regides de acimulo de prata na interface adesiva.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o grupo AP, a analise da nanoinfiltracdo da interface adesiva em
ambos os periodos (Figura 29 A e B) apresentou diferenca entre os periodos de
armazenamento. Para o periodo de 24 horas, ndo foi detectado nenhum indicio
de nanoinfiltracdo (score 0) contudo, ap6s 12 meses a interface exibiu mais de

50 % de nanoinfiltracdo na area avaliada (score 3).
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Figura 29 — Imagens ilustrativas da nanoinfiltracdo do grupo AP
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Legenda: A) Grupo AP 24h; B) Grupo AP 12 meses. R: resina; A: adesivo; D: dentina; Setas:
espessura da camada infiltrada por prata.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O grupo SE (Figura 30 A e B) para o periodo de 24 h ndo apresentou
nanoinfiltracdo (score 0). E apds 12 meses de armazenamento, o indice se

manteve igual sem alteracéo do score (0).
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Figura 30 — Imagens ilustrativas da nanoinfiltracdo do grupo SE
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6 DISCUSSAO

A odontologia adesiva tem avancado a cada dia, através dos esforcos de
cientistas ao redor do mundo que ndo se contentam apenas em comodamente
aceitar fundamentos ja estabelecidos, mas que se prestam a constantemente
questionar os “comos” e os “porqués”, a fim de compreender de onde viemos,
onde estamos e tragar rotas para o conhecimento ainda néo alcangado.

Assim sendo, realizamos este estudo a fim de compreender ndo apenas o
efeito dos diferentes protocolos de condicionamento na resisténcia de unido a
dentina, mas também visando entender como o condicionamento acido poderia
afetar a disponibilizacdo de minerais na dentina; qual seria o seu efeito nas
fibras colagenas, abundantemente presentes na dentina e protagonistas na
formacdo da camada hibrida; o impacto desses condicionadores na ativacdo das
enzimas endogenas e de que modo afetariam a qualidade da interface adesiva.

O estudo das caracteristicas fisico-quimicas do substrato dentinario é
essencial para a compreensdo do mecanismo de adesdo, pois a formacdo da
interface resina-dentina envolve uma série de tratamentos no substrato que
alteram completamente suas propriedades. A dentina que é hidrofilica, cristalina,
relativamente impermeavel e acido-labil antes do condicionamento, se torna
mais hidrofébica, organica, altamente permeavel e acido-resistente apos o
procedimento adesivo (Breschi et al., 2018; Frassetto et al., 2016). Além disso, a
literatura ainda ndo é consensual quanto a possibilidade das fibrilas colagenas
serem desnaturadas durante o condicionamento acido(El Feninat et al., 1998;
Habelitz et al., 2002; Yang et al., 2005).

Nesse estudo foi realizada a caracterizacdo quimica do substrato
dentinario por espectroscopia FTIR, antes e ap0s a realizacdo dos diferentes

protocolos de condicionamento &cido. De acordo com Eliades et al. (Eliades et
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al.,, 1997), esse tipo de analise é capaz de demonstrar a mobilidade
conformacional das cadeias de polipeptideos, provendo valiosas informacdes a
respeito das alteracbes conformacionais na estrutura do colageno induzidas
pelos agentes de condicionamento, contribuindo para a compreenséo da resposta
estrutural do tecido frente a desmineralizacéo.

Através dessa andlise foi possivel identificar quimicamente na dentina os
espectros de absorbancia dos grupos fosfato, carbonato, amida, anéis
pirrolidinicos e agua (Figuras 16, 17, 18 e 19). Sendo o grupo amida (I, Il e I1I)
e os anéis pirrolidinicos considerados os indicadores de absorbancia da regido da
banda de colageno na dentina (Botta et al., 2012).

O espectro de absorbancia analisado previamente a aplicacdo do
condicionamento &cido mostrou diferenca entre os especimes analisados, para as
concentracdes dos componentes quimicos (Figuras 16 e 18), o que era esperado
considerando a variabilidade inerente ao substrato dentinario humano. Contudo,
apos a aplicacdo dos diferentes condicionamentos as diferencas seguiram um
padrdo de acordo com cada grupo analisado.

Pode-se observar que apés a aplicacdo do acido fosférico (Figura 17),
houve uma diminuicdo acentuada na intensidade do pico dos grupos fosfato e
carbonato, que pode ser explicada pela desmineralizagcdo promovida pelo AF
que causa o deslocamento desses grupos da estrutura da hidroxiapatita. Contudo,
a intensidade do pico do grupo amida aumentou, indicando uma maior detecgéo
do colageno no substrato condicionado, ja que as Amidas | e Il sdo consideradas
as principais bandas de absorcdo no infravermelho dos peptideos presentes no
coldgeno (Botta et al., 2012), com uma ligeira alteracdo na intensidade de
absorcéo das bandas de Amida 111 e anéis pirrolidinicos.

Quando analisado o condicionamento realizado com o AP (Figura 19),
percebe-se que a sua acdo foi menos agressiva para 0s grupos fosfato e

carbonato sendo que, para o ultimo houve um ligeiro aumento na intensidade de
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absorbancia, sugerindo que esse condicionamento permite que haja uma maior
disponibilizacdo de cristais de hidroxiapatita na superficie do coladgeno. Sendo
que este pode ser identificado, devido a presenca das bandas de Amida I, Il e 11l
que apresentaram um ligeiro aumento e dos anéis pirrolidinicos que também
sofreram uma leve alteracédo na intensidade de absorbancia.

Através da andlise da razéo entre as absorbancias das bandas de Amida
Il (1235 cm™?) e anéis pirrolidinicos (1450 cm™), é possivel determinar a
integridade da estrutura do colageno, pois a primeira € sensivel a presenca da
estrutura secundaria do tropocolageno e a segunda é independente Assim sendo,
quando a razdo gira em torno de 1, consideramos que a estrutura manteve sua
integridade, ja quando o valor é proximo de 0,5 provavelmente a estrutura do
colageno encontra-se desnaturada (Botta et al., 2012; Sylvester et al., 1989).

Os resultados obtidos através da caracterizagdo quimica do substrato
auxiliam no esclarecimento das controvérsias associadas a desnaturagdo do
colageno apos a realizacdo do condicionamento acido do substrato dentinario (El
Feninat et al., 1998; Habelitz et al., 2002; Yang et al., 2005), pois para ambos
condicionamentos os valores encontrados AF (0,95) a AP (0,80) se aproximaram
de 1, indicando que ndo houve a desnaturacdo da estrutura.

Embora, ambos condicionamentos ndo tenham afetado a estrutura
helicoidal do colageno, € evidente as diferencas entre as intera¢cdes quimicas do
substrato e os acidos empregados. O AF é um acido mais agressivo ao tecido
dentinario, que exple grande quantidade de fibras colagenas. Ja o AP
condiciona o substrato, expondo as fibras colagenas de modo mais superficial e
mantém uma maior quantidade de fosfato e carbonato na estrutura, o que
teoricamente favoreceria a adesdo quimica ao substrato e manteria uma
concentracdo maior de minerais, protegendo entéo as fibras colagenas.

Durante o procedimento adesivo, o condicionamento dentinario €

realizado a fim de expor as fibras colagenas e facilitar a formacdo da camada
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hibrida. Contudo, quando ndo ocorre o completo encapsulamento das fibras
colagenas pelos mondmeros resinosos, as mesmas podem ser dissolvidas e se
tornarem sitios de degradacdo na interface adesiva (Van Strijp et al., 2003).
Além disso, a exposicdo da matriz extracelular do coldgeno por estimulos
enddgenos ou exdgenos, como pelo uso de acido, pode causar alteracdes nos
mecanismos regulatorios das MMP’s (Mazzoni et al., 2006; Pashley et al.,
2004).

Neste estudo a degradacdo colagenolitica mediante a aplicacdo dos
diferentes protocolos de condicionamento &cido foi realizada através da
mensuracdo da concentracdo das proteases endogenas MMP’s e CAT-K no
colageno. Pois, embora uma pequena fracdo dessas proteases sejam extraidas
pelo condicionamento acido (Mazzoni et al., 2007; De Munck et al., 2009) , a
maior parte delas permanece ligada a matriz na sua forma ativa, podendo induzir
a lenta hidrolizacdo do colageno (Pashley et al., 2004).

Estudos prévios sugerem que MMP’s e cisteino catepsinas podem agir
sinergicamente, ja que normalmente estdo posicionadas proximas umas das
outras e localizadas perto do seu substrato de acdo (Breschi et al., 2018) como
por exemplo, 0 mesmo espaco no colageno tanto na dentina sadia ou cariada
(Vidal et al., 2014), indicando uma possivel cascata enzimética entre essas duas
classes de proteases (Nascimento et al., 2011; Tersariol et al., 2010).

De acordo com os dados analisados a HoA foi rejeitada (Tabela 1), pois a
realizacdo do condicionamento acido afetou a concentracdo de marcadores,
sendo que para 0 AF o colageno apresentou maior concentracdo de ICTPpr
(67,12 ng/mg) quando comparado a AP (45,68 ng/mg) (Figura 20), indicando
que o AF ndo inibe a atividade das MMP’s (Tezvergil-Mutluay et al., 2013).

Embora a literatura apresente resultados controversos quanto a
capacidade do &acido fosforico promover a ativacdo das MMP’s, sugerindo que a

sua utilizacdo em alguns casos até poderia promover a reducdo da atividade
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colagenolitica por meio da desnaturacdo das MMP’s e cisteino-catepsinas
(Nishitani et al., 2006; Pashley et al., 2004), os achados do presente estudo
contribuem de modo significativo sugerindo que o0 uso desse acido possui maior
potencial de ativacdo das MMP’s do que o AP, dando a literatura mais subsidios
para a compreensdo da interacdo entre o substrato, o &cido fosférico e as
metaloproteinases.

Quando analisada a concentracdo de CTX (Tabela 1), os resultados
apresentaram valores baixos, sugerindo que a atividade da CAT-K foi bem
pequena, ndo havendo diferencga entre AFcom CTXprigual a 1,13 ng/mg e AP
com CTX prde 0,74 ng/mg, o que pode ter sido ocasionado pela concentracéo
do AP utilizado nesse estudo (25 %) (Figura 21). Uma concentragéo reduzida foi
utilizada por Ozcan et al. (Ozcan et al., 2015), que investigaram a liberacédo de
CTX entre AP ( 10%) e AF, constatando que o primeiro apresentou resultado
estatisticamente significativo em relacdo ao segundo, indicando que o uso de AP
promove maior ativacdo de CAT-K. Contudo, considerando a concentracao por
nos utilizada (25 %), tanto AP quanto AF afetaram a liberacdo dos fragmentos
de CTX do colageno de maneira similar

Nesse estudo foi verificada a baixa concentracdo de CTX quando
comparada a quantidade de ICTP, o que corrobora com estudos prévios
(Tezvergil-Mutluay et al., 2012; Turco et al., 2016). Tal achado pode estar
associado ao pH do meio de incubacdo das amostras (pH 7,2) que € um pouco
acima do pH d6timo para CAT-K (pH 5,5) (Karsdal et al., 2011; Tezvergil-
Mutluay et al., 2015) contudo, a literatura ainda € controversa nesse ponto,
refletindo a necessidade de mais estudos para elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na liberacdo de CTX (Turco et al., 2018).

Uma baixa concentracdo de ICTP ( 1,55 ng/mg) e CTX ( 0,02 ng/mg)
pode ser verificada no grupo controle (agua deionizada), indicando atividade das

proteases dentinadrias que pode ter sido ocasionada pela utilizacdo do acido
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fosforico 10 % para a desmineralizacdo da dentina. Contudo, apesar dessas
enzimas serem ativadas por &cidos, Pashley et al. (Pashley et al., 2004)
demonstraram que o coldgeno pode sofrer degradacdo ao longo do tempo
mesmo em condi¢cdes assépticas devido a acdo das proteases intrinsecas
presentes na matriz, relacionadas a outros mecanismos que também podem
induzir a ativacdo das mesmas (Ozcan et al., 2015). As proformas de MMP’s no
grupo controle podem ter sido ativadas por outras biomoléculas como por
exemplo, a acdo das pequenas integrinas glicoporteinas N-ligadas (SIBLINGS)
como, a sialoproteina 0ssea, uma fosfoproteina SIBLING, que pode ativar
proformas da MMP-2, enquanto a proteina 1 da matriz dentinaria (SIBLING) é
capaz de ativar a MMP-9 (Fedarko et al., 2004). Além disso, a ativacdo de
outras proformas das MMP’s pode ser realizada via MMP-2 (Nagase, 1997) ou
Cisteino-catepsinas (Tersariol et al., 2010).

Uma das limitagdes do presente estudo, foi a ndo quantificacao de ICTP
e CTX mediante a utilizacdo do sistema adesivo, o que se justifica pelo fato da
metodologia empregada ndo permitir esse tipo de analise, ja que ao se aplicar o
sistema adesivo no disco de colageno e inseri-lo no meio de incubacdo, a
resultante ndo seria a avaliacdo dos produtos liberados do substrato, mas sim dos
subprodutos do adesivo.

Contudo, em estudos prévios em que diferentes metodologias foram
empregadas foi possivel analisar a atividade das MMP’s e Cisteino catepsinas
mediante os diferentes protocolos de condicionamento acido, total ou
autocondicionante (Mazzoni et al., 2013, 20114, 2006).

Mazzoni et al. (Mazzoni et al., 2013), demonstraram através da aplicacdo
de diferentes marcas de adesivos de condicionamento 4&cido total e
autocondicionantes, o aumento da atividade das MMP-2 e MMP-9 bem como,
Marchesi et al. (Marchesi et al., 2014) demonstraram o aumento da atividade

dessas MMP’s apds o uso de SBU, independentemente do tipo de protocolo de
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condicionamento empregado. Tais achados sugerem que, essas proteases podem
exercer um papel fundamental na degradacdo da camada hibrida e reducdo da
resisténcia adesiva longitudinalmente, pois 0s mondmeros acidicos resinosos sao
capazes de ativar formas latentes de MMP’s (pro-MMPs) via ativacdo das
cisteino-catepsinas, pela exposicdo dos dominios cataliticos outrora blogueados
por pro-peptideos (Tallant et al., 2010).

Considerando que além de favorecer a degradacdo proteolitica, as
MMP’s afetam as propriedades mecanicas do colageno, o que poderia induzir a
degradacdo da interface adesiva (Agee et al., 2000; Causton and Johnson, 1979;
De Munck et al., 2009), foi que o estudo em questdo se prop6s a correlacionar o
tipo de protocolo de condicionamento &cido empregado com a resisténcia a
tracé@o do colageno.

De acordo com os resultados obtidos a utilizacdo do AF afetou
significativamente a resisténcia a tracdo do colageno (1,03 + 0,20 MPa)”,
quando comparado aos grupos AP (1,65 + 0,33 MPa)® e controle (1,84 + 0,15
MPa)B (Figura 22), o que nos leva a acreditar que o uso desse 4cido possa afetar
ndo apenas a expressao das endoproteases, mas também a qualidade do colageno
(Hu et al., 2015) que futuramente sera incorporado na camada hibrida.

Considerando que a adesdo dentina-resina € resultante da infiltracdo dos
monOmeros resinosos Nno substrato dentinario, e que a sua estabilidade e
durabilidade podem ser alcangadas por meio do completo encapsulamento das
fibras coldgenas pelo sistema adesivo, protegendo-as da degradacdo, € que o
teste de microtracdo foi empregado nesse estudo, a fim de realizar a analise
longitudinal da resisténcia adesiva.

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferenca entre os
protocolos de condicionamento (Tabela 2), AF (40,13 + 8,94 MPa)*, AP (43,51
+ 4,95 MPa)” e SE (45,52 + 8,91 MPa)*, quando analisados em tempo imediato
(24 h), o que indica que o condicionamento experimental com o AP foi
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comparavel aos convencionais ( AF e SE) do ponto de vista mecanico (Figura
23).

O fato de AF e SE apresentarem resultados semelhantes era previsivel,
pois de acordo com a metanalise realizada por Rosa et al. (Da Rosa et al., 2015),
0 sistema adesivo universal SBU apresenta desempenho semelhante
independentemente da estratégia de condicionamento empregada, quando
analisado em tempo imediato, sendo esse 0 mesmo resultado encontrado para
outros sistemas adesivos universais. Porém, o desempenho de AP de modo
semelhante aos condicionamentos convencionais se mostrou promissor quanto a
possibilidade de se estabelecer um novo protocolo de condicionamento
dentinario para esses adesivos.

Contudo, os resultados imediatos devem ser analisados com cautela, pois
a intencdo de se realizar o condicionamento com AP previamente ao uso do
SBU era permitir que houvesse uma maior disponibilizagdo de cristais de
hidroxiapatita na superficie da trama colagena mesmo ap0s a realizacdo do
condicionamento acido, o que foi comprovado pelos achados da espectroscopia
FTIR, permitindo dessa forma, o estabelecimento das ligac6es quimicas entre 0s
grupos carboxilico e fosfato presentes no adesivo com a hidroxiapatita presente
no substrato.

Apbés 12 meses de armazenamento, os resultados encontrados nao
apresentaram diferenca estatisticamente significantes entre si (Tabela 2), AF
(30,06 + 8,32 MPa) A, AP (24,35 + 7,08 MPa) # e SE (30,35 * 6,66 MPa) A,
evidenciando que ambos os protocolos de condicionamento, do ponto de vista
micromecanico, se desempenharam da mesma forma (Figura 23).

Os resultados encontrados requerem a rejeicdo parcial da hipétese de
nulidade HoB, pois o fator tempo foi significativo do ponto de vista estatistico (p
>0,0001), porém o mesmo nao foi verdade para o protocolo de condicionamento

e para a interacdo entre esses fatores (Tabela 3). Apesar da literatura apresentar
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poucos estudos nos quais sistemas adesivos universais como SBU tenham sido
avaliados longitudinalmente, resultados semelhantes foram encontrados em
alguns estudos prévios que compararam o desempenho longitudinal de SBU, sob
condicionamento acido total e autocondicionante, ndo encontrando diferenca
estatistica entre os condicionamentos, mas verificando a reducdo da resisténcia
adesiva ao longo do tempo (Marchesi et al., 2014, Tekce et al., 2016).

O presente estudo parece ser 0 primeiro a associar 0 uso de um sistema
adesivo universal ao protocolo de condicionamento acido com AP, o que impede
comparacOes diretas. Contudo, estudos anteriores relataram resultados
favoraveis ao empregar o AP associado ao uso de cimentos autocondicionantes
obtendo resultados favoraveis em termos de resisténcia adesiva (Pavan et al.,
2010; Stona et al., 2013).

Os principais fatores associados a deterioracdo da interface adesiva em
dentina sdo a biodegradacdo longitudinal da matriz colagena e a hidrolise do
adesivo na camada hibrida. Em um estudo inovador realizado por Lin et al.(Hu
et al., 2015), os resultados obtidos evidenciaram que existe uma correlacdo
negativa entre a degradacdo da matriz colagena e a resisténcia a microtracao nos
primeiros meses apos a realizacéo da restauracao.

O delineamento experimental empregado no presente estudo, ndo
permite de realizacdo uma correlacdo direta entre os resultados de degradacéo
colagenolitica. Porém, a analise global dos diferentes testes empregados permite
a formulacdo de conjecturas.

Apesar dos protocolos de condicionamento aplicados a dentina ndo
diferirem entre si estatisticamente de acordo com cada periodo de avaliagéo.
Para o tempo imediato o AF exibiu os menores valores para resisténcia a
microtracdo. Tal desempenho pode estar relacionado, a menor adesdo quimica
entre 0s mondmeros funcionais presentes no SBU ( 10 — MDP e VCP) e o

substrato (Sezinando et al., 2016), devido a intensa reducdo de fosfato e
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carbonato que sugere menor quantidade de hidroxiapatita disponivel para
ligacdo (Figura 16). Além disso, a concentracdo de fragmentos de ICTP foi
maior quando o AF foi utilizado (Tabela 1), corroborando com estudos que
indicam o aumento da atividade das MMP’s e a menor resisténcia a tracdo do
colageno, apo6s o condicionamento com AF (Ozcan et al., 2015; Tjaderhane et
al., 2013a).

Em contrapartida, o condicionamento com o AP exibiu valor superior de
resisténcia a microtracdo quando comparado a AF em tempo imediato. Tal
resultado, sugere que a desmineralizacdo parcial da dentina (Figura 18) pode ter
afetado positivamente o desempenho do sistema adesivo, ja que 0S mondmeros
funcionais interagem com a hidroxiapatita presente na dentina por meio de
interacdes i0nicas favorecendo a adesdo quimica (Yoshida et al., 2001). Bem
como, os resultados referentes a degradacédo colagenolitica sugerem que o AP é
menos agressivo quanto a ativacdo das MMP’s e resisténcia a tracdo do
colageno (Ozcan et al., 2015).

De fato, a analise de resisténcia a microtracdo para o periodo de 12
meses de armazenamento ndo identificou diferenca estatisticamente significante
entre os grupos. Contudo, a comparacdo entre os periodos de 24 h e 12 meses
indicou que o grupo que apresentou maior estabilidade ao longo do tempo foi
AF (Tabela 2). Ja os grupos AP e SE, apresentaram reducdo significativa na
resisténcia adesiva. Esses dados interpretados a luz da degradacéo colagenolitica
podem ser correlacionados aos achados de De Vito-Moraes et al. (DeVito-
Moraes et al., 2016), sugestivos de que o uso do acido fosférico 37 % pode
modular a atividade das MMPs tornando a degradacdo mais lenta. Por isso,
especulamos que a menor reducédo do valor de resisténcia adesiva apds 12 meses
encontrado para AF, ndo indica auséncia de degradacdo mediada por MMP’S e
CAT-K, mas sim uma atividade mais lenta ao longo do tempo (DeVito-Moraes
et al., 2016).
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Os resultados obtidos na andlise fractografica (Figura 23), mostraram
que AF e SE apesentaram maior numero de falhas adesivas associadas as mistas
em ambos 0s periodos de armazenamento, corroborando com os achados da
literatura quando SBU foi empregado (Marchesi et al., 2014). Contudo AP
apresentou alta incidéncia de falhas coesivas em resina e dentina
respectivamente, 42 e 13 %, para o tempo de analise imediato, porém apds 12
meses apresentou indice de fraturas adesiva associadas as mistas de 62 %, o que
pode sugerir que ao contrario de AF e SE, esse acido possa melhorar a sua unido
com o substrato ao longo do tempo, tornando-se comparavel aos demais, em
termos de qualidade de hibridizacdo (Figura 24).

Com intuito de averiguar a qualitativamente o desempenho da interface
adesiva mediante o uso de AF, AP e SE nos diferentes periodos de
armazenamento é que foi realizada a analise ilustrativa por MEV (Figuras 25, 26
e 27).

A anélise da interface adesiva do grupo AF 24 h (Figura 25 A), mostrou
uma camada adesiva adequada, com a formacéo da camada hibrida e numerosos
e espessos tags resinosos penetrando profundamente na dentina, o que condiz
com a agressividade do acido empregado, que € capaz de promover uma
desmineralizacdo profunda da dentina entre 5 a 10 um (Breschi et al., 2018).
Porém apos 12 meses de armazenamento, (Figura 25 B) apesar da permanéncia
da camada adesiva, foi possivel observar em seu topo (regido apontada pelo
indicador na Figura 24 B) sinais de separacdo entre o adesivo e a resina
composta. Além disso, houve a reducdo da quantidade de tags resinosos na
dentina bem como, a diminui¢do da espessura dos mesmos e da profundidade de
penetracdo. Assim, de acordo com a analise realizada, € possivel sugerir que o
uso do AF afetou negativamente o comportamento morfologico da interface
adesiva ap6s 12 meses de armazenamento, exibindo sinais de degradagéo tanto

do adesivo gquanto da resina.
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Ja a analise da interface adesiva obtida com AP (Figura 26), para o
tempo imediato (Figura 26 A) exibiu a disposi¢cdo adequada da camada adesiva,
com uma discreta formacdo da camada hibrida e alguns tags resinosos finos,
porém com profunda penetracdo na dentina, o que pode ser devido a parcial
desmineralizacdo promovida por esse acido. Contudo, ap6s 12 meses de
armazenamento, foi possivel observar uma ligeira reducdo na espessura da
camada adesiva, com sinais de separacdo entre o adesivo e a resina composta
(regido apontada pelo indicador na Figura 26 B) e significativo encurtamento
dos tags resinosos, se assemelhando ao padrdao do condicionamento exibido pelo
modo autocondicionante (SE). Tais achados séo sugestivos da associagdo com o
0s resultados obtidos com o teste de resisténcia @ microtracdo, nos quais apés o
periodo de armazenamento AP apresentou significativa reducdo da sua
resisténcia adesiva comparando-se ao SE.

Ao analisarmos a interface adesiva promovida pelo protocolo SE (Figura
27), para o periodo de 24 h (Figura 27 A) foi possivel observar a adequada
disposicdo da camada adesiva, com auséncia de formacdo da camada hibrida e
discretos tags resinosos. Porém, analise ap0s 12 meses de armazenamento
(Figura 27 B), apresentou reducéo significativa da camada adesiva, sinais de
degradacdo extensa e separacdo da camada adesiva da resina (regido apontada
pelo indicador na Figura 27 B), exibindo a presenca de raros tags resinosos. Tal
achado condiz com os resultados de resisténcia & microtracdo, que evidenciam a
significativa reducdo da resisténcia adesiva de SE ap0s o periodo de
armazenamento.

Quando AF, AP e SE sdo comparados guanto a analise da interface
adesiva, no periodo de 24 h, ndo se pode dizer que ha diferencas quanto a
qualidade da interface, pois todos os protocolos empregados interagiram de
acordo com o esperado para a proposta, exibindo a adequada formacgdo da

interface adesiva. O que corrobora com estudos prévios utilizando SBU sob os
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protocolos AF e SE (Tekge et al., 2016) e indica 0 bom comportamento de AP,
previamente ao uso do SBU.

Embora todos os protocolos tenham exibido sinais de degradacéo
longitudinal em concordancia com os resultados obtidos através da andlise da
resisténcia adesiva, os protocolos AF e AP parecem ter se comportado melhor
quando considerada a qualidade da interface adesiva em relagcao ao desempenho
do SE. O que nos leva a especular, guardada as devidas proporcdes, a
possibilidade de AP ser comparavel a AF quanto a qualidade da interface resina-
dentina, j& que os resultados de microtracdo associados a analise qualitativa ndo
demonstram diferenca significativa entre esses protocolos.

Contudo, é importante ressaltar que os indicios de degradacdo da
interface adesiva assim como, a reducdo da camada de adesivo e diminui¢éo dos
em quantidade e tamanho dos tags resinosos, podem servir como sitios de
continua degradacéo longitudinal assim como também, os defeitos presentes na
interface podem representar sitios de nanoinfiltracdo (Sano, 2006).

Os indices de nanoinfiltracdo nesse estudo foram comparados por meio
de um score sendo que, a analise de AF, AP e SE para o periodo de 24 h
(Figuras 28 A, 29 A e 30 A), revelou que para o tempo imediato todos os
protocolos de condicionamento receberam score 0, indicando a auséncia de
nanoinfiltracdo. Tal achado concorda com a literatura quando considerados 0s
grupos AF e SE (Mufioz et al., 2013). Considerando, que esse € 0 primeiro
estudo a associar o uso do AP com SBU, ndo é possivel fazer comparagGes.
Contudo, especula-se que para o parametro nanoinfiltracdo AP, tempo imediato,
se assemelharia aos protocolos convencionais, pois a nanoinfiltracdo imediata
estd fortemente correlacionada a capacidade de infiltracdo e selamento do
adesivo (Sezinando et al., 2015).

Contudo apds 12 meses de armazenamento, tal indice exibiu resultados

diferentes de acordo com o protocolo adotado sendo que, AF e AP ( Figuras 28
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B e 29 B) apresentaram nanoinfiltracdo em mais de 50 % da area avaliada (score
3) enquanto que, SE (Figura 30 B) permaneceu sem indicios de nanoinfiltracdo
(score 0) para o periodo em questdo. Esse resultado pode ser comparado ao
encontrado por Marchesi et al. (Marchesi et al., 2014), que demonstrou menor
nanoinfiltracdo longitudinal para SE quando comparado a AF, sendo esse
desempenho atribuido a acdo protetora do 10-MDP exercida sobre as fibras de
colageno (Yoshida et al., 2012; Yoshihara et al., 2011) e também do VCP, que
também se une quimicamente a dentina (Sezinando et al., 2016; Yoshida et al.,
2001, 2000).

De acordo com Sano et al. (Sano, 2006), a absor¢éo de nitrato de prata €
capaz de ocupar espacos nanométricos ao redor das fibras coldgenas que ndo
foram completamente encapsuladas pelos monémeros resinosos, regides onde a
agua ndo foi deslocada pelo adesivo ou em areas em que ndo houve a completa
conversdo dos mondmeros. Além disso, em se tratando da nanoinfiltracdo
longitudinal, o armazenamento em agua pode causar degradacdo hidrolitica e
eluicdo dos produtos somada a perda da integridade do colageno (Kim et al.,
2010).

Como dito anteriormente, as compara¢des ndo sdo possiveis, ja que a
proposta do estudo em questdo traz a inovacdo de um protocolo de
condicionamento experimental associado ao uso de um sistema adesivo
universal, algo ainda ndo relatado na literatura. Além do que, essa classe de
sistemas adesivos é relativamente nova e ainda ndo existem muitos estudos
longitudinais disponiveis. Assim sendo, existe a possibilidade de resultados
diferentes pudessem ser encontrados se um tempo maior de armazenamento
fosse empregado.

Além disso, pouco se sabe a respeito da acdo do &cido poliacrilico
quanto a ativacdo das MMP’s e CAT-K no colageno. Sendo também necessaria

a investigacdo da influéncia desse &cido em dentina mineralizada apés a
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aplicacdo do sistema adesivo universal na ativacdo das MMP’s e cisteino-
catepsinas, 0 que evidencia a necessidade de mais estudos variando as marcas
dos sistemas adesivos universais e realizando anélises em um tempo maior de

armazenamento.
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7 CONCLUSAO

Desse modo, ao considerarmos todas as analises, podemos concluir que
0 uso do &cido poliacrilico 25 % previamente a aplicacdo de SBU pode ser
realizado, pois 0 mesmo apresenta resultados semelhantes aos protocolos de
condicionamento convencionais. Contudo, o fato do mesmo ndo apresentar
caracteristicas superiores, o torna uma escolha menos atrativa em relacdo aos
demais protocolos. Todavia, ao ser comparado com o acido fosférico pode
representar um tipo de condicionamento menos agressivo ao substrato. Assim
sendo, 0 autocondicionamento ainda parece ser a melhor opgdo para sistemas

adesivos universais que possuam mondmeros funcionais em sua Composicao.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.784.538

Apresentacao do Projeto:

Sistemas adesivos universais tem como proposta serem utilizados sob condicionamento acido total ou
autocondicionante em dentina. Contudo, estudos tem questionado os resultados obtidos com o uso do acido
fosférico (30-40%), sugerindo que essa estratégia pode prejudicar a performance dessa nova classe de
sistemas adesivos. O objetivo desse estudo sera caracterizar a interface adesiva resina-dentina sob
diferentes formas de condicionamento acido total (fosférico 32% ou poliacrilico 25%), e autocondicionante,
nos tempos de armazenamento imediato (24h) e longitudinal,

12 meses (12 m). Cento e trinta e oito molares humanos higidos serdo preparados para a obtencao de
espécimes de dentina e divididos aleatoriamente em grupos, do seguinte modo: G1) &cido fosférico 32% 24
h; G2) acido fosférico 32% 12 m; G3) acido poliacrilico 25% 24 h; G4) acido poliacrilico 25% 12 m; G5)
autocondicionante 24 h; G6) autocondicionante 12 m. Todas as amostras serdo tratadas com o sistema
adesivo

Single Bond Universal (3M/ESPE) e restauradas (exceto as que serdo submetidas a andlise de
espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier - FTIR). A caracterizagao da interface adesiva
sera realizada através das seguintes analises: 1) teste de resisténcia de unido microtragao (n=60); 2)
nanoinfiltragao (n=18); 3) microscopia eletronica de varredura (n=12);4) microscopia
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eletronica de transmissao (n=12); 5) FTIR (n=6) e 6) analise da degradacéo coladgenolitica sob a acéo de
diferentes protocolos de condicionamento acido dentinario nos tempos de armazenamento

imediato (24h) e longitudinal, 6 meses (6 m). Os resultados serdo submetidos a uma andlise exploratéria
para a selegédo do teste estatistico mais adequado dentro das condigdes experimentais desse estudo
(p0,05).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Visando a caracterizacao “in vitro” da interface adesiva em dentina sob diferentes condicionamentos, nos
tempos imediato (24h) e longitudinal (12 meses), os objetivos do presente projeto serdo os seguintes: 1)
avaliar a resisténcia adesiva a microtracao; 2) avaliar a nanoinfiltragdo com o auxilio dos microscépios de luz
e de varredura eletronica; 3) analisar por microscopia eletronica de varredura a interface adesiva; 4) analisar
a interface em microscopia eletronica de transmisséo; 5) caracterizar quimicamente o substrato dentinério
antes e ap6s o condicionamento, com espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier - FTIR
(somente para o tempo imediato)

Objetivo Secundario:

6)Subprojeto PDSE- analisar a degradacao coldgenolitica sob a acdo de diferentes protocolos de
condicionamento acido dentinario nos tempos imediato (24h) e longitudinal (6 meses).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o existem riscos associados a pesquisa.

Beneficios:

A obtencéo de conhecimento a respeito do comportamento de uma nova classe de sistemas adesivos sob
diferentes tipos de condicionamento dentinério a fim de melhorar o seu desempenho ao longo do tempo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Os mondmeros resinosos funcionais contidos na formulagdo do Single Bond Universal sdo promissores em
se tratando de ligagdes quimicas com o substrato dentinario e mostram resultados favoraveis quanto a
melhora na longevidade da interface adesiva. Contudo, o condicionamento da superficie dentinaria com o
acido fosférico (37-40%) mostra-se incompativel com a proposta desse sistema adesivo,
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evidenciando resultados longitudinais desfavoraveis. A avaliagdo de um acido amplamente estudado e que
se mostra promissor quanto as interacdes quimicas propostas por esse tipo de adesivo como o acido
poliacrilico € muito interessante (Inoue et al. 2001; Van Meerkek et al. 1998; Yoshida et al. 2000; Poggio et
al. 2014). Pois, trata-se de um material popular na odontologia, de facil aquisicdo e manipulagéo, que se
adequa ao objetivo proposto. Espera-se que o padrao de condicionamento dentinario obtido com o acido
poliacrilico promova uma excelente adesédo quimica e micromecanica, que reflita em uma
interface adesiva mais resistente ao desafio longitudinal.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos de acordo.

Recomendacdes:

A pesquisadora devera enviar relatério cientifico ao final da pesquisa para nédo incorrer na penalidade de
nao ter submissao avaliada pelo CEPh, até o atendimento da recomendacgéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

ND

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer da relator(a).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_798530.pdf 13:16:25
TCLE /Termosde |TERMODMB.pdf 25/09/2016 |Lucélia Lemes Aceito
Assentimento / 13:15:34 | Gongalves
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FolhaR.pdf 25/09/2016 |Lucélia Lemes Aceito

13:12:52 | Goncalves
Projeto Detalhado / | PDSE.pdf 22/09/2016 |Lucélia Lemes Aceito
Brochura 18:14:07 [Gongalves
Investigador
Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
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