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GONCALVES, D. F. M. Efeito de dentifricio com alta concentracao de fldor na
remineralizacdo e resisténcia de unido de cimento de ionémero de vidro em
substratos dentarios com carie artificial. 2021. 55 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
2021.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de diferentes dentifricios na
dureza de superficie, em seccao transversal e perfil de desgaste do esmalte, assim
como na resisténcia de unido de cimentos de iondmero de vidro de alta viscosidade
(CIV-AV) a dentina, ap06s inducédo de cérie artificial, ciclagem de pH e escovacéo.
Foram utilizados 80 dentes bovinos, divididos em blocos de esmalte e dentina. Os
espécimes de esmalte foram polidos e selecionados de acordo com a microdureza.
Em seguida, metade de cada bloco de esmalte foi protegida com verniz acido
resistente. Os espécimes de dentina foram incluidos em resina acrilica e
planificados. O protocolo de céarie artificial foi feito através de ciclos de
desmineralizacdo em esmalte (n=20) e pela imersao da dentina (n=40) em solucéo
desmineralizadora. Vinte amostras de dentina ndo foram submetidas a cérie, sendo
0 grupo controle. Todas as amostras foram submetidas a ciclagem de pH e
escovacdo durante 7 dias de acordo com cada dentifricio: Colgate Total 12 1450
ppm F (CT) e Clinpro 5000 ppm F + TCP (CL). Em seguida, os blocos de esmalte
foram submetidos as analises de dureza de superficie, em seccéo transversal e
perfilometria. Microscopia eletrénica de varredura foi realizada em trés blocos
representativos de cada grupo. Os espécimes de dentina foram subdivididos de
acordo com material restaurador: CIV-AV Ketac Molar (KM) e cimento ionomérico
hibrido Equia Forte (EF). Em seguida, as amostras foram armazenadas sob umidade
relativa durante 24 horas e preparados para o teste de microcisalhamento. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, andlise de variancia (ANOVA) 1
critério para avaliar a recuperacdo mineral e perfil de desgaste, ANOVA 2 critérios
com medidas repetidas para avaliar a dureza de superficie e em seccéo transversal,
ANOVA 3 critérios para avaliar o microcisalhamento e pos teste de Tukey para
comparac¢des multiplas, com significancia de 5%. Observou-se recuperacdo parcial

da dureza de superficie, independente do dentifricio. Os dados da dureza em seccéo



transversal evidenciaram que CL obteve valores inferiores a CT até 90 micrébmetros
(um) no lado teste. O dentifricio CT apresentou maior desgaste quando comparado a
CL. Em dentina, ao comparar os dentifricios dentro de cada CIV, CT apresentou
maior resisténcia adesiva para ambos os materiais. A comparacao entre CIVs dentro
do mesmo dentifricio evidenciou resisténcia adesiva superior para KM quando
comparado a EF na dentina tratada com CL. Conclui-se que o dentifricio com maior
concentracdo de flior promoveu menor dureza em seccdo transversal no esmalte e
o dentifricio convencional resultou em maior desgaste superficial. Na superficie
dentinaria, o dentifricio com maior concentracdo de fldor diminuiu a resisténcia

adesiva de cimentos de iondmero de vidro.

Palavras-chave: Esmalte dentario. Dentina. Cimentos de iondmeros de vidro.

Dentifricios.
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GONCALVES, D. F. M. Effect of dentifrice with high concentration of fluoride
under remineralization and bond strength of glass ionomer cement on dental
substrates with artificial caries. 2021. 55 f. Dissertation (Master degree) —
Aracatuba School of Dentistry, S&o Paulo State University, Aracatuba, 2021.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the influence of different dentifrices on
surface hardness and cross-sectional hardness, wear profile on enamel, as well as
on the bond strength of high viscosity glass ionomer cements (HV-GIC) to dentin,
after to produce artificial caries, pH cycling and brushing. Eighty bovine teeth were
used, divided into enamel and dentin blocks. The enamel specimens were polished
and selected according to microhardness. Then, half of each enamel block was
covered with resistant acid varnish. Dentin specimens were embedded in acrylic
resin and flattened. The artificial caries protocol was carried out through enamel
demineralization cycles (n= 20), and the dentin (n= 40) was immersed in
demineralizing solution. Twenty dentin specimens were not subjected to artificial
caries, being the control group. All blocks were subjected to pH cycling and brushing
for 7 days according to each dentifrice: Colgate Total 12 1450 ppm F (CT) and
Clinpro 5000 ppm F + TCP (CL). Then, the protected enamel surfaces were exposed
for the analysis of surface hardness, cross sectional hardness and profilometry.
Scanning electron microscopy was performed in three representative blocks of each
group. The dentin specimens were subdivided according to restorative material: HV-
GIC Ketac Molar (KM), and hybrid GIC Equia Forte (EF). Then, the specimens were
stored under relative humidity for 24 hours and prepared for the micro-shear test.
The data were submitted to normality test, one-way analysis of variance (ANOVA) to
assess mineral recovery and wear, two-way repeated measures ANOVA to assess
surface and cross-sectional hardness, and three-way ANOVA to analyze the bond
strength. Tukey post-test was used for multiple comparisons, with a significance level
of 5%. It was observed a partial recovery of superficial microhardness, regardless of
the dentifrice. Cross sectional hardness data showed that CL obtained values below
CT up to 90 micrometers (um) on the test side. CT dentifrice presented greater wear
when compared to CL. In dentin, when the dentifrices were compared within each

GIC, CT showed greater adhesive resistance for both materials. A comparison



between GICs within the same dentifrice showed superior adhesive resistance for
KM when compared to EF in dentin treated with CL. It was concluded that the
dentifrice with the highest fluoride concentration promoted less cross-sectional
hardness in the enamel and the conventional dentifrice resulted in greater surface
wear. On the dentin, the dentifrice with the highest fluoride concentration decreased

the adhesive strength of glass ionomer cements.

Keywords: Tooth enamel. Dentin. Glass ionomer cement. Toothpaste.
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1 INTRODUCAO

A auséncia de cuidados com a higiene oral pode piorar o quadro clinico de
pacientes hospitalizados, visto que longos periodos de internacdo podem permitir a
evolugdo de infecgbes pré-existentes e aumentar o risco de desenvolvimento de
inffeccbes oportunistas.! Em condicbes saudaveis, a relagcdo entre o0s
microrganismos da cavidade bucal é de simbiose, na qual espécies diferentes
interagem de forma benéfica entre si, sem prejuizo para o meio bucal.? No entanto,
quando ha alteragcBes sistémicas, no padrdo de higiene bucal ou com o uso de
antimicrobianos, o equilibrio entre as espécies é rompido e o ambiente torna-se
propicio para a expressao de microrganismos patdgenos. Nesse sentido, a incluséao
do cirurgido-dentista na equipe hospitalar contribui para reduzir o risco de cérie
dentéaria, doenca periodontal e impedir que a cavidade oral seja foco de infeccédo e

disseminag&o de microrganismos para a circulagao sistémica.

Os dentifricios fluoretados com 1450 ppm de flior sdo amplamente utilizados
pela populacdo e h& alguns anos foram desenvolvidos dentifricios com alta
concentracdo de fluoreto de sédio (5000 ppm);® estes sdo disponibilizados apenas
sob prescricdo profissional para casos especificos, tais como em pacientes
acamados com risco elevado de desenvolvimento de lesdes de carie. Dentro deste
contexto, devido a capacidade dos fosfatos em estimular o processo de equilibrio
mineral e remineralizagdo em profundidade de lesdes de cérie, o tricalciofosfato
(TCP)3 foi adicionado em determinados dentifricios para fornecer protecdo adicional
a pacientes vulneraveis ao desenvolvimento da carie. Desse modo, 0 uso de
dentifricios de alta concentracdo de flior contendo TCP pode ser uma medida
preventiva e eficaz para aumentar a disponibilidade dos ions célcio e fosfato na
cavidade bucal.®

Apés o0 desenvolvimento da doenca carie, € necessario realizar
procedimentos restauradores com materiais resinosos ou ionomeéricos para limitar o
dano e impedir a progressao da mesma. Nesse sentido, o tratamento restaurador
atraumatico (TRA) é uma abordagem eficiente para o atendimento em ambientes
hospitalares por ser minimamente invasivo, gerar menos estresse ao paciente e ser

de rapida execucdo.®’” Em relacdo aos resultados obtidos por esta técnica, uma
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revisdo sistematica apresentou taxas de sobrevida cumulativa para restauracdes de
TRA de uma face (em dentes permanentes) de 85 e 80%, apos trés e cinco anos,
respectivamente. Em restauragcdes envolvendo mais de uma face, a taxa de
sobrevida foi de 86% em 1 ano.® Ainda, um estudo clinico comparando a sobrevida
de restauracbes com resina composta e abordagem TRA (em dentes deciduos e
permanentes) concluiu que, apés acompanhamento de 3 anos, as restauracdes com
cimento de iondmero de vidro de alta viscosidade (CIV-AV) apresentaram melhor
desempenho.®

O CIV-AV é frequentemente utilizado na técnica TRA, pois apresenta médulo
de elasticidade semelhante ao da dentina e maior resisténcia flexural quando
comparado aos demais materiais, indicando-o para restauragcdes posteriores
extensas.®10 Além disso, a capacidade de liberagdo de fllor para o meio bucal nos
periodos iniciais é desejavel na condicdo de vulnerabilidade em que o paciente
acamado se encontra, pois fornece protecao adicional e previne contra o0 surgimento
de novas lesdes cariosas.®!? Este material adere-se quimicamente a estrutura dental
por meio de uma reacao acido-base entre fluoraminosilicato de vidro e poliacidos,
formando ligacdes cruzadas entre anions carboxilato liberados pelo material e ions
célcio presentes na estrutura dentaria.® Dentre os CIV-AV, foi lancado recentemente
no mercado odontolégico um cimento ionomeérico hibrido, caracterizado pela
introducéo de particulas de vidro ultrafinas e altamente reativas, com a adicdo de um
acido poliacrilico de maior peso molecular.’® Aliado a isso, o fabricante menciona
tolerancia a umidade e oferece uma resina fluida nanoparticulada denominada
cobertura de protecdo (coat), que pode ser aplicada sobre a restauragdo com o
objetivo de melhorar as propriedades mecanicas e aumentar a resisténcia ao

desgaste.1°

Correlacionando uma populacdo hospitalizada que necessita de tratamentos
especiais e a insercdo de novos dentifricios e um material restaurador hibrido no
mercado odontologico, justifica-se a realizacdo de um estudo que avalie a
capacidade de um dentifricio com alta concentracao de flior em remineralizar lesdes
de céarie, bem como a efetividade de adesédo de CIVs apoés ciclagem de pH e

escovacao.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar a influéncia de diferentes dentifricios
na dureza de superficie, em seccado transversal e perfil de desgaste do esmalte,
assim como na resisténcia de unido de CIVs a dentina, apds indugdo de carie
artificial, ciclagem de pH e escovacédo. As hipoteses nulas deste estudo foram:

l. N&o haveria diferenca entre os dentifricios na dureza de superficie, em

seccao transversal e perfil de desgaste do esmalte dentario.

Il. N&o haveria diferenca entre os dentifricios na resisténcia de unido quando o

mesmo CIV fosse utilizado em dentina higida e afetada por carie.

Il. N&o haveria diferenca entre os diferentes CIVs na resisténcia de unido a

dentina higida e afetada por carie quando um mesmo dentifricio fosse utilizado.

V. N&o haveria diferenca entre os substratos higidos e afetados por céarie na
dureza de superficie e em seccao transversal do esmalte, assim como na resisténcia

de unido a dentina quando um mesmo dentifricio e CIV fossem utilizados.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Delineamento experimental

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (Processo 00513-2019). Foram utilizadas 10 amostras para cada grupo de
dentifricio no esmalte dentario e 10 para cada grupo e subgrupo de dentina. Um
fator experimental (dentifricio) foi investigado para ambos os substratos dentarios:
Colgate Total 12 1450 ppm F (CT) e Clinpro 5000 ppm F + TCP (CL); somente para
a dentina dois fatores experimentais (dentifricio e CIV-AV) foram avaliados: CIV-AV
Ketac Molar (KM) e CIV hibrido Equia Forte (EF).

As variaveis de resposta foram: dureza de superficie e em seccao transversal
do esmalte higido e com lesdo de carie artificial através de dureza Knoop,
perfilometria para avaliacao do perfil de desgaste entre esmalte higido e afetado por
carie, e resisténcia de unido dos CIVs a dentina higida e afetada por céarie através do
teste de microcisalhamento. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada
em trés espécimes representativos de cada grupo para avaliar as diferencas entre o
esmalte higido e afetado por cérie. O fluxograma do estudo esta representado na
Figura 1 e os materiais utilizados, na Tabela 1.

FIGURA 1 - Fluxograma do desenho experimental

CT 1450ppm
_,_,-—f—\ o ' 2x/dia (n-10) 3. Dureza de
PR > 2. Dureza de superficie apos 5. Dureza
Qf,_,.f——f - ‘\ superficie apos Ciclagem de pH - tratamento - ‘ 1jnferna
carie artificial 7 dias + escovagio
Polimento do esmalte e Protegdo de 4. Perfilometria N
selegdo pela dureza inicial (1) hemiface e inducio - CL 5000 ppm II;ICI;:Z?O das
(n-20) de carie 2x/dia (n-10) cltaces
CT 1430ppm KM (n-15)
- 2x/dia (n=30) # EF (n-15) ‘

Ciclagem de pH

' 7 dias + escovagio
M) CL5000prm  mm KM (n-15) =)
N = io.i A i 2x/dia (n=30 EF (n-15)
Separacdo da porcio Obtengao, inclusao e polimento ( )

coronaria e radicular e indugdo de carie em dentina

(n=80) (n=40 + 20 higidos) l

. . r 1 Arma: £
6. Resisténcia de uniao l- ll . d:;narrller} o em
MEV JILju - umidade relativa 24

horas

Fonte: Autor, 2021
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TABELA 1 - Nome comercial, composicéo e fabricante dos materiais utilizados

NOME

COMPOSICAO FABRICANTE
COMERCIAL

Glicerina, agua, silica hidratada, laurilsulfato de

sédio, arginina, 6xido de zinco, goma de celulose, Colgate-Palmolive (Sao
COLGATE TOTAL poloxamero 407, pirofosfato tetrasodio, citrato de Bernardo do Campo, Séo
12 (CT) zinco, alcool benzilico, cocamidopropil betaina, Paulo, Brasil)
fluoreto de sédio, sacarina sodica, goma xantana, (Lote 9080BR122D)

acido fosférico, sucralose, eugenol.

Fluoreto de sbdio, agua, sorbitol, silica hidratada,
3M ESPE (St Paul,

Estados Unidos da

glicerina, silica amorfa, glicol de polipropileno-

CLINPRO 5000 (C) | polietileno, aroma, polietilenoglicol, laurilsulfato de .
América)

(Lote 11038)

sadio, dioxido de titanio, carboximetilcelulose,

sacarina sodica e tricalcio fosfato.

Pé: Vidro de fluoraluminio silicato, estroncio e 3M ESPE (Seefeld,
KETAC MOLAR
lantanio. Alemanha)
EASY MIX (KM) o o ) . o . i
Liquido: Acido policarbdnico, &cido tartarico e agua. (Lote: 7400462)
GC America (Alsip,
EQUIA FORTE Liquido: acido carboxilico polibasico. Estados Unidos da
(EF) P6: 6xido de ferro lll, fluoroalumino silicato de vidro América)

(Lote: 1911061)

Fonte: Autor, 2021

3.2 Preparo e selecéo dos espécimes

As amostras foram obtidas a partir de dentes bovinos (n=80) e armazenadas
em solucdo aquosa de timol a 0,1% durante 30 dias. Os debris organicos da
superficie coronaria e radicular foram removidos com cureta periodontal e a coroa foi
separada da raiz utilizando um disco diamantado dupla face (KG Sorensen, Cotia,
Séo Paulo, Brasil) acoplado em micromotor de baixa rotacao (Kavo Keer, Joinville,
Santa Catarina, Brasil) sob irrigacdo constante. A partir da por¢cao coronaria foram
obtidos os espécimes de esmalte e dentina (Figura 2A).

Os blocos de esmalte (n=20, 4x4mm?) e dentina (=60, 6x6 mm?2) foram
obtidos através de cortes nos sentidos mésio-distal e inciso-cervical na regido

central da coroa com um disco diamantado (Buehler, lllinois, Estados Unidos da
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América) montado em cortadeira metalografica (Isomet 1000, Buehler, lllinois,
Estados Unidos da América). Para isso, a coroa foi fixada em uma base de acrilico
com cera pegajosa (Kota, Cotia, S&do Paulo, Brasil) e submetida aos cortes e (Figura
2B, 2C). O polimento realizado com lixa de carbeto de silicio de granulometria #600

para exposicdo e planificagdo da superficiel! (Figura 2D, 2E, 2F).

Os blocos de esmalte foram padronizados de acordo com a dureza de
superficie, sendo excluidos os espécimes com valores 10% abaixo e acima da
média.*?> A dureza inicial foi analisada no centro dos espécimes em um
microdurémetro (Micromet 5114 e OmniMet Software — Buehler, Lake Bluff, lllinois,
Estados Unidos da América), realizando 5 indentagbes com uma ponta piramidal tipo
Knoop com 100 um de distancia entre elas, sob carga estatica de 25 g por 10
segundos?? (Figura 2G, 2H). A randomizacao estratificada foi realizada para distribuir
as amostras com valores semelhantes de dureza entre 0os grupos, garantindo que 0s

valores fossem estatisticamente semelhantes apés o desafio de carie.

FIGURA 2 - Processo detalhado da obtencdo, inclusdo e selecdo dos espécimes. A)
Dente bovino colado em placa de acrilico B) Cortes longitudinais em cortadeira de
precisdo C) Obtencdo dos blocos D) Politriz metalografica E) Bloco colado para
olimento F) Aspecto final do bloco G) Microdurémetro H) Andlise da dureza inicial

Fonte: Autor e Gabriel Nunes, 2021

3.3 Inducéo de leséo de cérie

Para o esmalte, a hemiface de cada amostra foi protegida com verniz acido

resistente (Colorama, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil), no intuito de criar uma area de
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referéncia (controle) e outra de exposicdo a carie artificial e consequentes
tratamentos. (Figura 3A). Cada bloco de esmalte foi imerso em 30 ml de solucéo
desmineralizadora (2 mM Ca(NOQOs)2 x 4H20, 2 mM Na2HPOs x 2H20, 0,075 M
tampao acetato e 0,04 ppm F, pH 4,7, 6 horas/dia), e 30 ml de solucéo
remineralizadora (1,5 mM Ca(NOs)2 x 4H20, 0,9 mM NazHPOs4 x 2H20, 1,50 mM
KCIl, 0,2 M Tris e 0,05 ppm NaF, pH 7,0, 18 horas/dia) renovados diariamente
durante 7 dias, para formar uma leséo subsuperficial de carie (Figura 3B).%3

Em dentina, o protocolo de desmineralizacao foi feito pela imersdo de cada
amostra em 30 ml de solu¢do desmineralizadora (1,5 mM CaClz, 0,9 mM KH2POs4, 50
mM &cido acético, 0,02% NaNs em pH 4,5 ajustado com NaOH) a 37 °C por 60
horas.!! Apés remocado da solugdo desmineralizadora, as amostras foram lavadas

abundantemente com agua deionizada.

Apés a inducdo de carie, as amostras de esmalte foram submetidas a anélise
de dureza de superficie para verificar a reducéo dos valores de dureza (SHz1).

FIGURA 3 — Etapa de inducéo da carie artificial. A) Bloco de esmalte com hemiface
protegida para inducdo do desafio de carie. B) Modelo aplicado para induzir carie
artificial

Fonte: Gabriel Nunes, 2021

3.4 Ciclagem de pH e escovacao

Em seguida, foi realizada a ciclagem de pH através de ciclos de
desmineralizacdo e remineralizacdo. Em esmalte, os espécimes foram imersos em
35 ml de solugdo desmineralizadora (2,0 mmol/L* Ca, 2,0 mmol/L* P, 0,075 mol/L*
de tampéo acetato, 0,04 ug F/mL, com pH 4,7) por 6 horas, e em solucao
remineralizadora (1,5 mmol/L Ca, 0,9 mmol/L P, 0,15 mmol/L KCI, 0,02 mmol/L
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tampao cacodilato de sédio, 0,05 pug de F/mL, com pH 7,0) por 18 horas durante 7
dias.'* Para dentina, os espécimes foram imersos em 30 ml da solucdo
desmineralizadora (1,5 mM CaClz, 0,9 mM KH2PO4, 50 mM tampéo latico, pH 5,0, 8
h) e 30 ml da solucéo remineralizadora (5 mM CaClz, 0,9 mM KH2PO4, 130 mM KCl,
20 mM tampdo HEPES e 5 mM NaNs, pH 7,0, 16 horas) por 7 dias.?®
Concomitantemente as ciclagens de pH, foi realizada a escovacdo com o0s
dentifricios citados no item 3.1. Para a escovacéao, os dentifricios foram pesados e
diluidos diariamente em agua destilada (proporcéo 1:3) sobre um agitador magnético
para homogeneizacdo. Em seguida, 2 ml de dentifricio foi pipetada sobre os
espécimes de cada grupo e 0s mesmos escovados manualmente com escova
elétrica (Oral B Professional Care 5000 Oral B, Schwalbacham Taunus, Hesse,
Alemanha) equipada com um sensor de pressdo cuja luz vermelha acenderia
quando a pressao exercida alcancasse o valor de 2N (Figura 4C, 4D).%® A escovacéo
foi realizada duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas, sendo 15 segundos de
escovacao simulada e imersédo no slurry dos dentifricios até completar 2 minutos.’
O objetivo de associar a ciclagem de pH e escovacado € simular uma condi¢cdo em
que o paciente acamado com alto risco de desenvolvimento de céarie recebe
escovacdo supervisionada por uma pessoa instruida durante o periodo de
vulnerabilidade. Ao final do periodo experimental, as amostras foram lavadas e

secas com guardanapos de papel e armazenadas em umidade relativa a 37 °C.

FIGURA 4 - Etapa de inclusdo e escovacdo realizados em dentina. A) Processo de
inclusdo dos espécimes de dentina em resina acrilica B) Aspecto final ap6s incluséo
C) Pipetagem do dentifricio sobre os espécimes D) Escovagdo com escova elétrica

Fonte: Autor, 2021
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3.5 Procedimento restaurador em dentina

Apoés as ciclagens de pH e escovacdo, os espécimes de dentina foram
restaurados com o respectivo material restaurador, de acordo com as instru¢ces do
fabricante. Os espécimes foram lavados em cuba ultrass6nica (Cristofoli, Campo
Mourédo, Parand, Brasil) durante 8 minutos em agua destilada. Em seguida, o acido
poliacrilico 20% (Cavity Conditioner 20%, GC Corporation, Tokio, Japao) foi aplicado
nos espécimes a serem restaurados com EF, e o liquido que acompanha o KM foi
aplicado como condicionante (3M ESPE, Seefeld, Alemanha) nos espécimes a
serem restaurados com KM, tal como recomenda o fabricante. Para insercdo dos
materiais, uma matriz de silicone de condensacao (Perfil Putty #1801430, Coltene,
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) foi confeccionado com dimensdes 6x6x1mm,
a fim de se obter 4 cilindros por espécime para 0 ensaio mecanico de
microcisalhamento. (Figura 5A)

O KM foi pesado em balanca de precisdo digital previamente a sua
manipulagéo (Figura 5B). Em seguida, o material foi aglutinado em um bloco para
espatulacdo e com uma seringa (Centrix, DFL, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil)

foi inserido no interior da matriz posicionada sobre a dentina. (Figura 5C)

Para o EF, a cépsula que conttm o material foi acoplada em um
amalgamador (Astromix, Dabi Atlante, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil) para auto
mistura durante 10 segundos; em seguida, o material foi dispensado sobre a dentina
com auxilio de um dispositivo fornecido pelo fabricante (Figura 5D). Uma lamina de
vidro foi posicionada sobre os espécimes juntamente com um peso para extravasar
os excessos (Figura 5E); ap0s o tempo de presa do material, os espécimes foram

vaselinados e armazenados em umidade relativa a 37 °C por 24 horas.
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FIGURA 5 - Procedimento restaurador em dentina. A) Adaptacao da matriz de silicone
sobre os espécimes B) Pesagem do CIV KM C) Insercdo de CIV KM com seringa
Centrix D) Insercdo de CIV EQ em dispositivo proprio E) Lamina de vidro sobre os
espécimes para extravasar excessos

Fonte: Autor, 2021

3.6 Analises

3.6.1 Dureza de superficie e em seccdao transversal (SH)

by

As 20 amostras de esmalte foram submetidas a avaliacdo de dureza de
superficie por trés vezes: inicialmente, apos inducao de carie e apos as escovacoes.
Para isso, 5 indentagcdes com 100 um de distancia umas das outras foram realizadas
tanto no lado controle quanto no lado teste, para avaliar se os dentifricios
promoveram aumento na dureza de superficie final (SH2).1®8 O percentual de
recuperacdo da dureza de superficie (%SHR) foi calculado pela férmula [%SHR =
100(SH2-SH1)/SH1].18

Para a analise de dureza em seccdo transversal, 20 amostras foram

seccionadas longitudinalmente na regido central apos as escovacgoes, incluidas em
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resina acrilica e polidas sequencialmente com lixa de carbeto de silicio (#600, #800
e #1200) até expor toda a superficie do esmalte. Foram realizadas 7 indentacoes
com as distancias de profundidade de 10, 30, 50, 70, 90, 110 e 220 um, tanto no
lado controle quanto no lado teste, com um penetrador tipo Knoop sob carga de 5¢g
por 10 segundos.!® As médias foram calculadas para cada distancia e os valores

convertidos em contetdo mineral (vol% min = 3,66 * (VKHN) + 21,19).19

3.6.2 Perfilometria

O desgaste foi determinado por meio de um perfilbmetro 6ptico (Surftest SJ
401, Mitutoyo American Corporation, lllinois, Chicago, Estados Unidos da
América).l” Ap6s o periodo experimental, o desgaste do esmalte da area teste foi
determinado em relacdo a respectiva area de referéncia (lado controle). No centro
das amostras de esmalte foram realizadas 3 varreduras (comprimento de 2 mm) com
intervalo de 0,5 mm entre si. As varreduras foram interpretadas com um software
especifico acoplado ao perfilbmetro a partir da construcdo de linhas de regressao
entre as areas de referéncia e experimental. A perda de tecido quantificada em
micrometros foi definida a partir da disténcia vertical entre as linhas de regresséo da
area de referéncia (previamente protegida pelo verniz), e da area submetida as

ciclagens de pH e escovacdo. A média entre as trés varreduras foi calculada.’

3.6.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Trés espécimes representativos de cada grupo (controle e teste) foram
analisados em microscopio eletrbnico de varredura (EVO LS-15, Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) com aumento de 3000x, para observar as diferengas
estruturais no esmalte higido e afetado por céarie apés ciclagem de pH e escovacéo.
Para tanto, as amostras foram desidratadas em estufa a 37 °C, fixadas em stubs
metalicos, metalizadas com ouro (Balzers SCD-050 sputter coater, OC Oerlikon

Corporation AG, Pféffikon, Zurique, Suica) e levadas ao microscopio eletronico.
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3.6.4 Resisténcia de unido — Microcisalhamento

ApOs as 24 horas da confecgéo dos cilindros de material restaurador (descrito
na secdo 3.5), foi realizado o teste de microcisalhamento. Cada espécime
apresentava em sua superficie 4 cilindros de material restaurador com a distancia de
1 mm entre si, diametro interno de aproximadamente 1,3 mm e altura de 1 mm. Para
remocao da matriz de silicone, uma lamina de bisturi foi empregada cuidadosamente

até a completa exposicéo dos cilindros.?°

Em seguida, as amostras foram fixadas em um dispositivo metalico do
equipamento de ensaio mecanico utilizado (OM100, Odeme Dental Research,
Luzerna, Santa Catarina, Brasil). Para execucao fidedigna, as amostras foram
posicionadas de modo que os cilindros permanecessem alinhados a direcdo da
aplicacdo da forca. Um fio ortodéntico de 0,2 mm de diametro (NiCr, Morelli,
Sorocaba, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado para aplicar a forga nos cilindros. O
equipamento foi ajustado a velocidade de 0,7 mm/min para avaliacdo da resisténcia
de unido. Os valores de resisténcia de unido foram obtidos em MPa por meio da
férmula: Ru = (F/A), em que Ru = resisténcia de unido, F = carga necessaria para
fraturar o espécime expressa em Newtons (N), e A = area da interface de unido em

mm?.

3.6.5 Padrao de fratura

Os padrdes de fratura foram observados em estereomicroscopio (Leica MZ6).
Para tanto, os espécimes foram fixados em uma base de cera rosa n° 7, de modo
gue a interface fraturada permanecesse em foco no estereomicroscopio. As fraturas
foram classificadas em adesiva, quando a fratura ocorresse na interface adesiva,
coesiva em dentina quando a fratura ocorresse na dentina; coesiva em material
restaurador quando a fratura ocorresse no material restaurador; e mista, quando da

ocorréncia de fraturas adesiva e coesiva.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no presente estudo foram submetidos ao teste de
normalidade, analise de variancia (ANOVA) 1 critério para avaliar a recuperacao
mineral e perfil de desgaste, ANOVA 2 critérios com medidas repetidas para avaliar
a dureza de superficie e em secc¢do transversal, ANOVA 3 critérios para avaliar a
resisténcia de unido através do microcisalhamento, e pds teste de Tukey para
comparacdes multiplas. Para todas as analises, o nivel de significancia adotado foi
de 5%, utilizando o software SigmaPlot 12.0 (Systat Software, San Jose, Califérnia,
Estados Unidos da América).
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5 RESULTADOS

Os resultados referentes as analises do esmalte estdo apresentados a seguir.
De acordo com os dados obtidos na analise de dureza de superficie (Tabela 2), ao
comparar os dentifricios ndo houve diferenca estatistica significante em nenhuma
condicdo experimental. Na comparacdo entre as superficies, houve diferenca
estatistica entre o esmalte higido, cariado e ap0s o tratamento com 0s respectivos
dentifricios, com menores valores para o esmalte submetido a céarie. Através do
calculo da recuperacdo mineral, foi observado que ambos os dentifricios também

foram estatisticamente semelhantes apds os tratamentos.

TABELA 2 - Média e desvio padrdo da dureza de superficie (KHN) e recuperagao
mineral (%) do esmalte

CT CL
HIGIDO (INICIAL) 345,04 + 7,23 Aa 340,94 + 7,63 Aa
CARIE ARTIFICIAL 57,86 + 21,17 Ac 54,34 + 23,00 Ac
TRATAMENTO (ESCOVACAO) 148,18 + 25,16 Ab 144,36 + 21,10 Ab
RECUPERAGAO MINERAL 31,05+ 9,60 A 30,8 + 10,05 A

Letras maitsculas comparam os dentifricios. Letras mindsculas comparam as superficies.

Fonte: Autor, 2021

Os resultados da dureza em seccéo transversal (Tabela 3) evidenciam que o
dentifricio CL obteve valores inferiores comparando-se ao CT no lado controle, e até
90um no lado teste. Ao avaliar as diferentes profundidades para cada dentifricio no
lado controle, o grupo CT apresentou menor dureza para a distancia de 10um e
30um, com diferenca estatistica para as demais mensuracdes, estabilizando a partir
de 50um. De forma semelhante, o grupo CL teve a menor dureza observada para a
distancia de 10um e aumento gradativo até 220um. Ao analisar o lado submetido
aos desafios, houve diferencas estatisticas até 50um para o grupo CT e até 70um

para o grupo CL. A partir de 70 a 90um, o grupo CT assemelhou-se as distancias
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mais profundas e ao atingir 110um alcancou estabilidade de dureza, enquanto o

grupo CL deixou de apresentar diferencas estatisticas em 110um. Por fim, houve

diferenga entre o lado controle e teste dentro da mesma profundidade e dentifricio

somente até 50um para ambos os dentifricios. Quanto ao perfil de desgaste, o

dentifricio CT apresentou maior perfil de desgaste (-47,9+4,9) quando comparado ao

CL (-17,5+2,2), com valores expressos em Ra.

TABELA 3 — Média e desvio padrdo da dureza em secc¢éo transversal do esmalte

PROFUNDIDADE CONTROLE TESTE
CT CL CT CL
10 206,23+£11,49 Ab 183,49+15,51 Bc 104,35+4,23 Ae* 68,13+6,15 Bf*
30 220,61+16,17 Aab 195,29+18,49 Bbc | 163,01+26,61 Ad* | 129,24+28,48 Be*
50 227,16+12,75 Aa 200,25+£19,66 Bbc | 200,91+22,08 Ac* | 161,25+23,62 Bd*
70 229,9+16,11 Aa 201,4+14,95 Bbc | 212,37+14,15 Abc 192,83+11,77 Bc
90 235,84+12,47 Aa 209,26x13,70 Bab | 229,10+10,75 Aab | 209,01+18,44 Bbc
110 236,64+14,27 Aa 213,30+16,90 Bab 232,47¥9,8 Aa | 216,4+16,08 Aab
220 244,56+7,72 Aa 224,09+11,74 Ba 236,03+9,0 Aa 229,08+20,6 Aa

Letras mailsculas comparam os dentifricios. Letras minasculas comparam as profundidades. Asteriscos

indicam diferencas estatisticas dentro do mesmo dentifricio e profundidade apds os desafios.

Fonte: Autor, 2021

A Figura 6 representa micrografias obtidas através da MEV com aumento de

3000x e ilustra 0 aspecto da superficie das amostras no lado controle (A), tratado

com CT (B) e tratado com CL (C). Na Figura 6B é possivel observar maior

desorganizacdo superficial comparada as Figuras 6A e 6C, enquanto a Figura 6C

caracteriza-se por maior homogeneidade da superficie apds o tratamento.
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FIGURA 6 - Micrografia da superficie do esmalte dentario no lado controle (A), tratado
com o dentifricio CT (B) e CL (C). A Figura D evidencia a formacdo de carie
subsuperficial em esmalte através de um modelo de pH dindmico (desmineralizacéo e
remineralizag&o). A marcacdo mostra a leséo de subsuperficie formada.

uuuuuuuuuuuuuuuu

Fonte: Autor, 2021

De acordo com os dados obtidos na analise de microcisalhamento (Tabela 4),
ao comparar os dentifricios dentro de cada material restaurador observou-se que CT
apresentou maior resisténcia adesiva para ambos os materiais. A comparagao entre
materiais restauradores dentro do mesmo dentifricio evidenciou resisténcia adesiva
superior para KM se comparado ao EF somente para o dentifricio CL, independente

da condicéo da dentina.

TABELA 4 — Média e desvio padréo da andlise de microcisalhamento (MPa) da dentina
higida e submetida a cérie
Resisténcia de uniao (MPa)

Clv Dentifricio Higida Cariada

KM cT 4,14 + 2,64 Aa 5,06 + 2,86 Aa
EF 5,45 + 2,90 Aa 4,83 £ 2,42 Aa
KM cL 2,42 + 0,98 Ab* 3,77 £ 2,45 Ab*
EF 1,24 + 0,79 Ab 1,54 +1,16 Ab

Letras mailisculas comparam superficies. Letras minisculas comparam dentifricios dentro do
mesmo material restaurador. Asteriscos comparam materiais restauradores dentro do mesmo
dentifricio
Fonte: Autor, 2021

O padrao de fratura esta representado no Grafico 1. No grupo controle tratado
com CT, o padrdao de fratura mais frequente foi de falha mista (KM: 57,5% / EF:
67,5%), seguido por falha adesiva (KM: 27,5% / EF: 30%), falha coesiva em CIV
somente para KM (15%) e falha coesiva em dentina para EF (2,5%). No grupo
tratado com CL, houve predominancia de falhas adesivas (KM: 80% / EF: 82,5%) e
mistas (KM: 20% / EF: 17,5%). Para os espécimes submetidos a carie artificial, o
grupo tratado com CT apresentou falhas mistas (KM: 70% / EF: 62,5%), coesivas em
CIV (KM e EF: 30%, respectivamente) e somente em EF obteve falha adesiva

(7,5%). Por fim, o grupo tratado com CL apresentou predominantemente falha mista
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(KM: 50% / EF: 40%), coesiva em CIV (KM: 37,5% / EF: 30%) e adesiva (KM: 12,5%
| EF: 30%).

GRAFICO 1 - Distribuicdo do padr&o de fratura (%) entre 0s grupos experimentais

Controle KM-CT
Controle EF-CT
Controle KM-CL

Controle EF-CL

Carie KM-CT
Carie EF-CT

Carie KM-CL

Carie EF-CL

20% 40% 60% 80% 100% 120%

I
&

B Adesiva ®Mista ®Coesivaem CIV B Coesiva em dentina

Fonte: Autor, 2021
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, o teste de dureza de superficie no esmalte foi
empregado em trés periodos distintos (inicial, apds a inducdo de carie artificial e
apos escovacao), a fim de identificar a reducdo mineral alcancada. Apesar de
possuir 96% de carga inorganica, o equilibrio mineral do esmalte € comprometido
frente a exposi¢cdo constante a 4cidos, que promovem a dissolu¢do dos ions e criam
espacos interprismaticos subsuperficiais.?! Por meio da acdo salivar e terapias
remineralizadoras coadjuvantes, hd uma tendéncia de recuperacdo dos ions
perdidos; no entanto, a recuperacdo pode ndo ocorrer em sua totalidade e deixar
desniveis na estrutura dentaria. Por esta razdo, a perfilometria foi empregada a fim
de identificar o desgaste entre lado higido e submetido a cérie artificial apos
escovacao com os dentifricios analisados. O microcisalhamento foi avaliado na
dentina com e sem carie artificial e restaurada com materiais ionomeéricos, a fim de
observar as caracteristicas referentes aos dentifricios e materiais restauradores que
porventura influenciariam na resisténcia de unido ao substrato.%13

A primeira hipétese do presente estudo foi negada, visto que os dentifricios
apresentaram diferencas na dureza em seccao transversal e no perfil de desgaste.
Apos induzir a formacdo de carie artificial, o esmalte teve a dureza reduzida
significativamente comparada com a leitura inicial, comprovando a metodologia
utilizada para inducéo da carie artificial, assim como demonstrado na Figura 6D.13
Em geral, o mecanismo de acéo dos dentifricios se da pela inibicdo do processo de
desmineralizagdo e aumento da remineralizagdo, promovendo agéo preventiva em
substratos higidos e terapéutica frente a cérie.?? Ainda, os dentifricios com fluoreto
de sédio agem por meio da formacdo de fluorapatita, que € a unido do fllor aos
cristais de hidroxiapatita presentes no esmalte dentario.?® Corroborando com os
resultados do presente estudo, CL e outro dentifricio também com 1450 ppm, além
de arginina (Colgate Sensitive Pro-Relief), promoveram valores de dureza de
superficie estatisticamente semelhantes em esmalte desmineralizado com lesao de
mancha branca. De acordo com o fabricante, durante o processo de
remineralizacdo, o dentifricio CL promove um pH neutro ou levemente alcalino.?* O
fabricante ainda menciona que, com a adicdo do TCP, € esperado que a acdo em
areas subsuperficiais seja mais efetiva que dentifricios apenas com fluoreto de

sédio. No processo de producdo do dentifricio, os ions sdo protegidos por um acido



Pagina | 44

carboxilico (acido fumarico) modificado que produz o B-TCP.?>26 Quando em contato
com 0 meio aquoso, a interface entre o acido que protege os ions é rompida,
liberando calcio e fosfato para o meio. No entanto, observou-se no presente estudo
valores superiores de dureza em secc¢do transversal para o dentifricio convencional
se comparado ao CL, havendo dificuldade de comparacGes com a literatura devido a
caréncia de estudos que avaliam o mesmo parametro em esmalte desmineralizado e
escovado com dentifricio com alto conteudo de fldor. Contrastando com o presente
estudo, existem algumas evidéncias in vitro e in situ sobre os efeitos do B-TCP
presente em solucdes, enxaguatorios bucais, dentifricios e vernizes, mostrando que
a associacdo com o fluoreto melhora a dureza do esmalte, absorcdo de fluor,
remineralizacdo das lesdes de manchas brancas e liberacéo de célcio na saliva.?*?"
32 Alguns fatores podem explicar a diferenca entre os resultados do presente estudo
comparado a literatura, tais como: presenca de biofilme, tempo de escovacéao e tipo
de armazenamento. No presente estudo, um processo quimico foi utilizado para
induzir a carie artificial, diferente de modelos com biofilme onde o dentifricio pode se
ligar a pelicula adquirida, atuando como um reservatorio adicional para potencializar
a acdo do dentifricio.®® Além disso, o tempo total de contato das amostras com o
dentifricio foi de 2 minutos, com base no tempo que um individuo leva para escovar
os dentes e em acordo com o estudo de Pini et al.1” e Featherstone et al.** indicam
como apropriado o contato de 5 minutos do dentifricio com a superficie a fim de
promover maior retencdo do flGor.33* Sabe-se também que o armazenamento em
saliva artificial apresenta um papel fundamental no processo de remineralizacao,
podendo influenciar nos resultados de estudos in vitro que avaliam dentifricios.3°

As vantagens da presenca da alta concentracéo de flior e TCP no dentifricio
CL, puderam ser evidenciadas nos resultados de perfilometria, visto que 0 mesmo
apresentou melhor resisténcia ao degaste comparado ao CT. A concentracdo mais
alta de flior também aumentou a protecdo contra o efeito deletério de dentifricios
altamente abrasiva.®® Sabe-se que além das caracteristicas de composicédo, a
abrasividade pode afetar a acdo dos dentifricios no desgaste do esmalte visto que
lesGes formadas in vitro podem ser desgastadas por escovacao mais facilmente do
que o esmalte higido.%® Além de conter ingredientes ativos, os dentifricios possuem
caracteristicas referentes a abrasividade. Neste contexto, medidas como RDA
(relative dentine abrasion) e o REA (relative enamel abrasion) estdo presentes em

estudos que investigam o efeito da abrasividade de dentifricios, mostrando que a
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dentina € mais susceptivel a abrasdo que o esmalte. No entanto, nem todas as
empresas fornecem os valores de RDA e REA, assim como, a relacdo entre RDA e
REA ndo é necessariamente direta, uma vez que um dentifricio que apresenta um
valor alto de RDA pode ter um valor baixo de REA e vice-versa.®’ O dentifricio CL
utilizado no presente estudo apresenta RDA 62,15 e REA 3,49, enquanto o
dentifricio CT apresenta o valor de RDA entre 70 e 78 e valor de REA nao
especificado.® Vale ressaltar que as imagens representativas em MEV demonstram
a rugosidade superior promovida pelo dentifricio CT comparado ao CL (Figura 6B).

Correlacionando os resultados de dureza em seccéo transversal e do perfil de
desgaste, especula-se que a superioridade dos resultados de CT comparando-se a
CL seja devido a remocao do esmalte superficial fragilizado pelo processo de cérie
artificial. O efeito da cérie artificial associado aos tratamentos promoveu uma
superficie porosa, especialmente no grupo CT. Existe uma condicdo denominada
laminacdo, onde o acido se difunde pelas porosidades sem que haja o
tamponamento do mesmo, resultando em desmineralizacdo da &rea previamente
tratada.3® Vale ressaltar que essa condicdo varia conforme o modelo de ciclagem de
pH e a concentracdo de flior no dentifricio. Apesar da superficie ter sido mais
rugosa no dentifricio CT, como observado na Figura 6B, a interacdo entre fluoreto de
sédio com os minerais disponiveis foi capaz de neutralizar os acidos e criar uma
barreira eficaz contra a desmineralizacdo. As distancias iniciais sdo fundamentais
para detectar as diferencas encontradas nos valores de dureza, e neste estudo ficou
evidente que o dentifricio CL levou uma distancia maior para alcancar estabilidade
na dureza em seccdao transversal. Outros fatores relatados também contribuem com
0 aspecto superficial, tais como a presenca de silica abrasiva, incorporada para
aumentar o potencial de limpeza, o tempo didrio de contato com &cidos, forca e
abrasividade promovidos pela escovacéo e abrasividade relativa do dentifricio. Por
se tratar de um estudo in vitro onde determinadas varidveis sdo passiveis de
controle, o tempo total de contato com acido foi seguido de acordo com o protocolo,
a forca e abrasividade durante a escovagdo também foram consideradas
adequadas, visto que a escova elétrica utilizada conta com um sensor de pressao
que é acionado frente a forca excessiva.l’ Por outro lado, ndo foi o objetivo do
estudo quantificar os abrasivos e demais componentes sobre o0s substratos.

A segunda hipoétese foi negada, pois houve diferenca entre os dentifricios na

resisténcia de unido quando o mesmo material foi avaliado entre as superficies
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higida e afetada por carie. No dentifricio CL, ambos o0s materiais tiveram a
resisténcia de unido inferior comparando-se a dentina escovada com CT. Vale
ressaltar também que o B-TCP presente no dentifricio CL leva a formacédo de
complexos de fosfato de célcio ou a formacdo de CaF: quando associado ao
fluoreto, diminuindo a biodisponibilidade de célcio, podendo afetar a adeséao quimica
dos ClVs.?7.2840

A terceira hipotese nula foi negada, visto que para ambas as superficies
escovadas com CL, o CIV KM apresentou resultados de resisténcia adesiva
superiores ao EF. O EF apresenta-se como um material vantajoso quando da
utilizacdo da cobertura resinosa nanoparticulada (coat),** no entanto, no presente
estudo ndo foi possivel a utilizacdo da cobertura, pois toda a superficie da
restauracdo estava envolta pela matriz de silicone até o momento do teste de
microcisalhamento.

Em relacdo ao padrdo de fratura, a baixa resisténcia da superficie escovada
com CL esteve associada ao maior niumero de falhas adesivas em dentina higida,
sendo 80% no grupo restaurado com KM e 82,5% em EF. No entanto, nota-se que
para o CIV EF, no grupo controle, houve algumas falhas do tipo coesiva em dentina,
demonstrando que a resisténcia da interface adesiva foi superior a resisténcia
interna da dentina. Semelhante ao nosso resultado, um estudo que avaliou a
resisténcia de unido pela microtragdo encontrou que o padrao de fratura mista foi
mais frequente no grupo afetado por carie.*?

Comparando as superficies higida e com carie artificial, o protocolo de cérie
artificial foi efetivo, visto que a superficie cariada apresentou menores valores de
dureza de superficie, assim como até 50 micrébmetros para a dureza em seccdo
transversal. No entanto, ndo houve diferenca na resisténcia adesiva entre as
superficies higidas e cariadas, tal como observado em outro estudo.*?

Como limitagBes do presente estudo, o modelo de carie artificial, tempo de
escovacao e tipo de armazenamento podem ter possibilitado encontrar resultados
diferente daqueles encontrados na literatura e que utilizam protocolos com biofilme
ou tempo superior de escovagao. Para a dentina, remover 0s excessos de material
restaurador nos periodos iniciais a confeccdo da restauracdo pode ser mais
vantajoso, uma vez que o material ainda néo atingiu todas as ligagdes quimicas e

estdo mais sensiveis a manipulagdo.*3
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Estudos futuros que combinem o B-TCP com diéxido de titdnio ou outros
6xidos de metal podem torna-lo mais estavel.?”:2849 Uma alternativa é funcionaliza-lo
com moléculas organicas e/ou inorganicas, permitindo a criacdo de barreiras que
evitam interacdes prematuras de fluoreto-célcio, e facilitando a disponibilidade dos

ions quando aplicado aos dentes por meio de dentifricios, vernizes e outros meios.
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7 CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados, conclui-se que na superficie do esmalte, o
dentifricio com maior concentracdo de flior promoveu menor dureza em seccéo
transversal, no entanto, o dentifricio convencional resultou em maior desgaste
superficial. Na superficie dentinéria, o dentifricio com maior concentracao de fltor
diminuiu a adesédo, sendo que o cimento ionomérico de alta viscosidade obteve
maior resisténcia de unido quando a dentina foi escovada com dentifricio

convencional.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito de dentifricio com alta
concentracao de flior na remineralizagao e resisténcia de unido de cimento de
ionémero de vidro em substratos dentarios com carie artificial”, Processo FOA
n°® 00513-2019, sob responsabilidade de Ticiane Cestari Fagundes Tozzi apresenta
um protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentacgéo
Animal e sua execugao foi aprovada pela CEUA em 30 de Julho de 2019.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 07 de Marco de 2021.

DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 07 de Abril de 2021,

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Effect of dentifrice with hight concentration of

fluoride on remineralization and bond strength of glass ionomer cement on
dental substrates with artificial caries”, Protocol FOA n° 00513-2019, under the
supervision of Ticiane Cestari Fagundes Tozzi presents an experimental protocoi in
accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
implementation was approved by CEUA on July 30, 2019.

| VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 07, 2021. ’
' DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: April 07, 2021.

Prof. Ass. Dr. L Eardo Perez Faverani
Coordejo or da CEUA
CEUA Coordinator
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