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RESUMO

Silva Junior JP. Impacto da irradiagdo com laser ND:YAG sobre primer de adesivo
convencional na adesdo a dentina [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

A irradiacdo da dentina com o laser Nd:YAG mostra-se promissora para a qualidade
da adeséo, desde que aplicada sob parametros especificos e em etapas definidas. O
objetivo deste estudo é avaliar de forma comparativa, o impacto da irradiacdo com
laser de Nd:YAG sobre a formacédo e estabilidade da camada hibrida em dentina
humana, pré-tratada com acido e primer de sistema adesivo convencional, “in vitro”.
Setenta molares higidos tiveram suas raizes e porcdes coronarias seccionadas
horizontalmente, até completa exposicdo de dentina oclusal. As amostras foram
divididas em: G1 (controle n=20); G2 (experimental n=20), sendo 10 dentes de cada
grupo destinados ao microcisalhamento (MC) e 10 dentes a microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Nos 30 dentes restantes analisou-se: textura por Tomografia
Computadorizada de Feixe Cénico (AT=15); e Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR=15) em 3 momentos: dentina controle; apos
tratamento com acido + primer; e posterior a irradiacdo a laser. Estatisticamente,
optou-se por ANOVA 1 fator, Qui Quadrado de Pearson, teste T e mudltiplas
comparacdes de Tukey com significAncia de 5%. A FTIR evidenciou reducdo dos
niveis de fosfato e carbonato nos momentos primer e apds irradiacao laser, porém
ndo havendo desnaturagéo do colageno exposto. A analise de textura evidenciou uma
tendéncia a formacao de um tecido mais padronizado apds o uso do laser. O teste de
MC evidenciou valores médios de 36,5 e 35,2MPa para G1 e G2 respectivamente
(p>0,05) e portanto, de forma imediata, o laser ndo mostrou efeitos deletérios ao
processo adesivo. Além disso, observou-se maior penetrabilidade do adesivo na
avaliacdo em MEV apos a aplicacdo do laser. Novas pesquisas com avaliacao
longitudinal mostram-se necessarias para verificar se o efeito do laser pode ter sido
protetor da degradacao hidrolitica, visto que ha uma reducédo do conteddo de agua
local durante a formacg&o da camada hibrida.

Palavras-chave: hibridizac&o dentinaria; laser nd-yag; espectroscopia ftir; tomografia
computadorizada de feixe conico; resisténcia ao cisalhamento.



ABSTRACT

Silva Janior JP. Impact of Nd:YAG laser irradiation on primer of conventional adhesive
in adhesion to dentin [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

Irradiation of dentin with the Nd:YAG laser shows promise for the quality of adhesion,
as long as it is applied under specific parameters and in defined steps. The objective
of this study is to comparatively evaluate the impact of irradiation with Nd:YAG laser
on the formation and stability of the hybrid layer in human dentin, pretreated with acid
and primer of conventional adhesive system, “in vitro”. Seventy healthy molars had
their roots and coronal portions horizontally sectioned, until complete exposure of
occlusal dentin. The samples were divided into: G1 (control n=20); G2 (experimental
n=20), with 10 teeth from each group destined for microshearing (MC) and 10 teeth for
scanning electron microscopy (SEM). In the 30 remaining teeth analyzed: texture by
Cone Beam Computed Tomography (AT=15); and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR=15) in 3 moments: dentin control; after treatment with acid +
primer; and after laser irradiation. Statistically, we opted for 1-way ANOVA, Pearson's
Chi Square, T test and Tukey's multiple comparisons with a significance of 5%. FTIR
showed a reduction in phosphate and carbonate levels in the primer moments and
after laser irradiation, but there was no denaturation of the exposed collagen. The
texture analysis evidenced a trend towards the formation of a more expressive tissue
after the use of the laser. The CM test showed mean values of 36.5 and 35.2MPa for
G1 and G2 respectively (p>0.05) and therefore, immediately, the laser showed no
deleterious effects on the adhesive process. In addition, greater penetrability of the
adhesive was observed in the SEM evaluation after laser application. New studies with
longitudinal evaluation are necessary to verify if the laser effect could have been
protected from hydrolytic degradation, since there is a reduction in the local water
content during the formation of the hybrid layer.

Keywords: dentin-bonding agents; lasers, solid-state; spectroscopy, fourier transform
infrared; cone-beam computed tomography; shear strength.
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1 INTRODUCAO

A adesdo € o processo pelo qual substratos iguais ou distintos se unem
mediante a promoc¢do de um intimo contato entre suas respectivas superficies
(Nakabayashi et al., 1982; Bedran-Russo et al., 2017). Entretanto, € necessario um
tratamento local para garantir a quebra da tenséo superficial e 0 aumento da energia
de superficie, permitido assim a penetragdo do material adesivo no tecido
correspondente (Perdigdo, 2020; Van Meerbeek et al., 2020). A interacdo entre
adesivo e o substrato é estabelecida e se mantém estavel devido a formacédo de
diferentes forcas produzidas ap6s a completa maturacao do material, podendo ser de
origem quimica, fisica e principalmente micromecéanica (Breschi et al., 2018).

A morfologia dos tecidos que compde o 6rgdo dental possui diferentes origens
embrionarias, conferindo a estes tecidos caracteristicas intrinsecas especificas (Arola
etal., 2017). O esmalte, de origem ectodérmica, formado pela acdo dos ameloblastos,
é dotado de alta concentracdo de matriz inorganica, com pouca quantidade de agua
e matriz organica, conferindo dureza ao tecido, porém, tornando-o friavel e
dependente de uma outra estrutura que sirva de suporte a esse tecido (Lacruz et al.,
2017). A dentina por sua vez, de origem mesodérmica, heterogénea, promove
sustentacdo ao esmalte, contendo propor¢cédo mista e mais equilibrada de contetdo
organico e inorganico, mas, com grande volume de agua, oriunda da direta interacéo
com o tecido pulpar (Samartzi et al., 2021). Esses fluidos transitam pelos canaliculos
dentinarios de maneira intermitente produzido pelos odontoblastos mediante
estimulos pulpares durante toda a vida de um individuo (Garberoglio, Brannstrom
1976; Fusayama et al., 1979; Arola et al., 2017).

Para que ocorra a unido entre material restaurador e substrato deve-se atentar
ao preparo do tecido por conta de sua composic¢éao diferenciada (Perdigéo et al., 2017).
Ao esmalte, o processo de adesdo se mostra eficaz desde que o tecido seja
condicionado e infiltrado pelo adesivo a partir das microretencdes produzidas pela
desmineralizacao superficial. (Buonocore,1955; Van Meerbeek et al., 2020). Por outro
lado, na dentina, pelos desafios da propria configuracao tecidual e em decorréncia da
constante producéo de fluidos pulpares, o processo adesivo encontra obstaculos

(Fusayama et al., 1979). Esses obstaculos podem estar relacionados, além dos
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fatores estruturais j& mencionados, ao estabelecimento e preservacao da interface
adesiva, independentemente do tipo de condicionamento tecidual, devido a hidrolise
iniciada pela separacdo de fases do adesivo e perpetuada pela acdo enzimatica
(Nakabayashi et al., 1982; Spencer et al., 2012; Spencer et al., 2014; Silva et al.,
2022).

Na odontologia, quando sao abordados protocolos restauradores,
preconizam-se técnicas adesivas que visam a formacdo da camada hibrida com
estabilidade entre os substratos e o agente de unido (Bedran-Russo et al., 2017,
Breschi et al., 2018). Dentre as técnicas adesivas mais utlizadas estdo: a
convencional e a autocondicionante, nas quais a diferenca se da pela forma de unido
micromecanica e/ou quimica particular de cada sistema (Burke et al., 2017). No
entanto, existe a possibilidade de agregar a utilizacdo de métodos coadjuvantes para
fins adesivos, como o uso de lasers, desde que aplicados sob parametros especificos
e em etapas definidas do processo adesivo (Goncalves et al., 1999; Matos et al., 2000;
Franke et al., 2006; Batista et al., 2015; Maenosono et al., 2016; Silva et al., 2016;
Santis et al., 2017; Zabeu et al., 2018).

Airradiacdo a laser pode, de acordo com a intensidade, resultar em diferentes
interacBes com o tecido exposto: biomodulacdo por acdo fotoquimica; ablacdo por
acao fototérmica; ou fusdo por acéo fototérmica (Marimoto et al., 2013; Tzanakakis et
al., 2021). O laser de neodimio: itrio-aluminio-granada ou Nd:YAG é um exemplo de
laser que emite irradiancia em alta intensidade responsavel pela modificacéo tecidual,
resultando em fuséo do substrato, pelo aumento da temperatura local (Marimoto et al.,
2013; Barcellos et al., 2015; Silva et al., 2016). Aplicado como pré-tratamento sobre
os tecidos, a fusdo impede a penetracéo do adesivo, dificultando a adeséo (Matos et
al., 2000).

No entanto, a aplicacao do laser sobre o adesivo ndo polimerizado, oferece a
possibilidade de fusdo do tecido na presenca dos mondmeros, aumentando a
resisténcia adesiva imediata (Goncalves et al., 1999). Porém, ainda na dependéncia
de uma selecéo ideal dos parametros de aplicacdo e da forma de utilizacdo do laser,
seja por meio de: com contato em varredura; ou sem contato com maior area de
abrangéncia; seja pela aplicacao do laser sobre o primer ou sobre o adesivo, o0 que
impulsiona a necessidade da pesquisa neste setor (Goncalves et al., 1999; Barcellos

et al., 2015; Zabeu et al., 2018). A aplicacéo do laser sobre primer pode permitir a
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analise do tecido modificado por meio da espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e pela tomografia computadorizada de feixe cbnico
(TCFC), até entdo nao observadas na literatura consultada.

Os estudos in vitro, compdem a base da evidéncia cientifica, e sdo capazes
de simular laboratorialmente condic¢des préximas ao natural (Soares et al., 2016; Silva
et al., 2016). Pesquisas envolvendo biomateriais com fundamentacao in vitro, podem
ser interpretadas através de resultados gerados por testes quantitativos (mecanicos
de resisténcia adesiva) e/ou qualitativos (como a espectroscopia, tomografia e
técnicas de microscopia) (Spencer et al., 2012; Spencer et al., 2014; Van Meerbeek
et al., 2020; Costa et al., 2021). Apos interpretacao, se validados, esses resultados
podem servir como guia para pesquisas mais aprofundadas sobre o tema, inclusive

clinicas, que oferecerdo evidéncias de relevancia ainda maior (Gongalves et al., 1999).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A selegdo das bibliografias utilizadas neste estudo partiu da base de dados
PubMed e Scopus. Este trabalho revisa artigos publicados relevantes ao tema. A
busca originou-se desde a evolucdo dos protocolos adesivos, passando pela
utilizacao de laser Nd:YAG como coadjuvante na formacéo da camada hibrida até os

métodos para andlise dos substratos tratados.

2.1 Estudos em dentina

A dentina, é um tecido heterogéneo e possui caracteristicas Unicas
relacionadas a sua composic¢do, além da direta interagdo com o contetudo pulpar
(Arola et al., 2017). A interagdo com materiais restauradores resulta em constantes
desafios adesivos (Perdigéo et al., 2013; Silva et al., 2023). Por essa razdo séo
produzidos estudos continuos a fim de resolver questdes clinicas importantes, como
por exemplo a degradacdo a curto, médio e longo prazo do processo restaurador
(Fusayama et al., 1979). A literatura explora métodos de avaliacdo laboratorial sobre
a efetividade adesiva, por meio de estudos in vitro, utilizando dentes humanos
extraidos como ferramentas de acesso facil e rapido ao comportamento do material
(Memarpour et al., 2018). Os estudos laboratoriais em termos de execucédo e coleta
de dados sdo mais rapidos em comparacdo aos estudos clinicos, embora estes
oferecam a melhor condicdo de avaliacdo comportamental do material em anélise
(Soares, Santo, 2015; Da Rosa Rodolpho et al., 2022).

Em dentina, por se tratar de um tecido desafiador, para que ocorra uma
analise mais completa quanto ao método restaurador ou modificador do tecido, se faz
necessario analisar a sua performance em condi¢cdes variadas (Fusayama et al.,
1979). Essas andlises podem ser realizadas através de diferentes metodologias,
variando entre qualitativas e/ou quantitativas (Morgan et al., 2019; Topbasi, Benklin
2020; Ramic et al., 2021; Spencer et al., 2014). As qualitativas, sdo referentes a

formacdo e manutencdo da camada hibrida no que se refere a: integridade,
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espessura, caracteristicas de tags resinosos, defeitos, degradacao hidrolitica e
presenca de enzimas proteoliticas de degradacdo (MMPs) (Perdigao et al., 2013;
Spencer et al.,, 2014). J4 as quantitativas, se referem aos testes mecéanicos de
resisténcia flexural e de resisténcia adesiva expressos em megapascal (MPa) (Silva
et al., 2016; Van Meerbeek et al., 2020; Perdigao et al., 2013). A unido desses dois
aspectos torna o estudo mais significativo, de forma que as interpretacdes e as
conclusdes geradas contribuam para a evolucdo do conhecimento na area
(Memarpour et al., 2018).

A quantidade de dentina remanescente € um detalhe de grande significancia
guando se trata de estudos sobre adesdo em dentina (Fusayama et al., 1979). A
dentina superficial possui menor quantidade de tubulos com menor diametro (Soares,
Santo, 2015). J& na dentina profunda a situacdo se inverte, devido a proximidade
pulpar exibe grande quantidade de tubulos com elevado calibre podendo ser
identificados (Perdigao et al., 2020; Van Meerbeek et al., 2020). Esta situacdo coloca
a dentina profunda como um substrato ainda mais desafiador, pois apresenta-se mais
Uumida no momento do processo adesivo (Garberoglio, Brannstromm, 1976).

As caracteristicas de mineralizacdo também se mostram muito significativas
aos estudos, pois frequentemente é utilizado dentina sadia para os testes, fato que
dificilmente é observado em condi¢des clinicas, onde a dentina afetada por carie seria
0 substrato mais presente em tais condi¢cdes. Esse tipo de dentina se mostra mais
umido e com menor resisténcia que o tecido sadio (Goncalves et al., 1999; Silva et al.,
2022). A dentina hipermineralizada representa outro substrato de grande relevancia
em virtude da elevacdo dos indices de lesbes ndo cariosas pelo aumento da
longevidade dos individuos. O estabelecimento de uma efetiva hibridizacéo a esses
substratos representa novos desafios para pesquisas relacionadas ao setor.

A estabilidade do processo e unido em dentina € um desafio clinico notavel
frente as caracteristicas oriundas de um tecido din@mico, que apresenta modificacdes
ao longo do tempo, movidas em decorréncia de condicdes fisioldgicas ou patoldgicas
(Brendan-Russo et al., 2017; Arola et al., 2017). Sua heterogeneidade pode resultar
na variabilidade dos resultados de resisténcia de unido, o que pode variar mediante a
fatores como: idade, tamanho e quantidade de tabulos dentinarios (Franke et al., 2006;
Santis et al.,, 2017). A dentina desempenha um papel importante através de sua

composicao rica em fibrilas de colageno tipo | e moléculas ndo colagenas, ambas
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componentes essenciais da interface dentina-adesivo (Brendan-Russo et al., 2017).
Por ser um tecido intrinsicamente Umido, devido a interacdo de um processo
hidrodinAmico com a polpa através dos tubulos dentinarios, o protocolo adesivo se
torna passivel de falhas, causando consequéncias no desfecho restaurador, pois é
praticamente impossivel secar totalmente a dentina durante a etapa clinica, isso
ocasiona baixos resultados de resisténcia de unido e saturacéo incompleta da camada
hibrida (Silva et al., 2016; Perdigao et al., 2020).

O elo de unido a dentina se dar pela densidade e dimensfes dos tubulos
dentinarios (Arola et al., 2017; Rami¢ et al., 2021). A hibridizagdo das superficies
dentinarias é o principal mecanismo de resisténcia na fixacdo do material restaurador
ao tecido, pois o condicionamento superficial que resulta na remocao da smear layer
permite uma adequada estabilidade na formacédo da camada hibrida (Arola et al.,
2017; Memarpour et al., 2018). A adesédo entre este tecido e o material resinoso s6 é
viavel através das ligacdes: quimica, fisica e/ou micromecanica, porém, a medida que
0 preparo se torna mais profundo, aumenta-se 0 numero de tubulos e
consequentemente a interagdo com os fluidos do complexo dentino-pulpar, essa
ligacdo se torna fraca e mais suscetivel a biodegradacédo (Spencer et al.,, 2014;
Brendan-Russo et al., 2017).

A umidade relativa da dentina exibe um papel de extrema importancia na
vitalidade deste tecido, mas essa agua € um componente critico para formacédo da
camada hibrida resultando em porosidades, além de permitir a formacéo de ions de
hidrénio (Perdigdo et al., 2013; Memarpour et al., 2018). A grande maioria dos
sistemas adesivos independentemente do fotoiniciador, exibe um perfil altamente
hidrofébico, o que de acordo com Silva et al. (2023) compromete o desempenho do
material em ambiente umido, pois a degradacédo hidrolitica causada pela separacao
de fases do adesivo na presenca dos fluidos intrapulpares. Esse tipo de
problematizacdo gera questionamentos recorrentes na literatura, pois a existéncia de
sistemas adesivos que utilizam monémeros mais hidrofilicos em seu conteudo,
permitem um elo diferenciado (Moosavi et al., 2013).

A degradacado da interface adesiva obtida na dentina pode ser gerada por
diversas condi¢Ges, como por exemplo na presenca das MMPs e /ou processo de
hidrélise, levando a perda de retencao, descoloracao marginal, microinfiltracdo, céarie

secundaria, entre outros (Hong et al., 2021). A capacidade das MMPs em contribuir
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na degradacdo da camada hibrida de acordo com Brendan-Russo et al. (2017) se
torna ativa durante o pré-tratamento do tecido, independente do sistema adesivo, 0
gue indica a utilizacdo de agentes inibidores como a clorexidina, porém, esse material
para Perdigdo et al. (2013) ndo impede o acumulo de 4gua na interface a longo prazo.
Além disso, estudos mostram que este produto pode interferir na penetracao dos
mondmeros atraves dos tubulos, levando a microinfiltracdo (Vivanco et al., 2020). A
perda do colageno pode permitir maior fluxo de agua dentro e sob a camada hibrida,

0 que pode acelerar a plastificacéo da resina (Breschi et al., 2018).

2.2 Métodos in vitro para avaliacao de performance

Os métodos mais comumente usados para avaliar a eficacia do procedimento
adesivo sdo os testes de resisténcia mecanica, onde se destacam: a microtracéo; o
microcisalhamento (MC); aliado as técnicas de microscopia como a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), a microscopia eletronica de transmissdo (MET),
microscopia de forca atbmica (MFA) e o confocal, que oferecem imagens muito
aproximadas da microestrutura do tecido analisado (Franke et al., 2006; Cardoso et
al., 2019; Valizadeh et al., 2019; Li et al., 2020; Ramic et al., 2020; Ito et al., 2022).
Além disso, pode-se observar avaliacbes das consequéncias da degradacéo
hidrolitica, como: sorcéo e solubilidade; e presenca de MMPs através da zimografia in
situ (Giacomini et al., 2020; Silva et al., 2023). Métodos como FTIR, tomografia de
coeréncia otica (OCT) e TCFC, vem ganhando espaco por serem métodos nao
destrutivos das amostras, oferecendo novos parametros de comparacdo entre
substratos tratados (Podoleanu 2012; Spencer et al., 2014; Queiroz et al., 2023).

Embasados nesse principio, foram escolhidos diferentes equipamentos e
técnicas que pudessem gerar observacbes relevantes para o entendimento do
processo adesivo: a FTIR que atua na analise de alteracdo no padrdo quimico
superficial da estrutura (Spencer et al., 2014, Lin et al., 2001; Morgan et al., 2019); a
MEV, responsavel por demonstrar através de cortes aumentados de diversos
tamanhos regulados no préprio aparelho, estruturas e possiveis interacdes relevantes

(Soares et al., 2015; Memarpour et al., 2018; Ramic et al., 2021); a analise de textura
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(AT) por TCFC, método capaz de observar diferencas nos tons de cinza gerados em
software sobre diferentes superficies (Haralick et al., 1973; Nussi et al., 2022); e o
ensaio de resisténcia de unido por MC, que mensura o esfor¢o causado no processo
de tracionamento, testando o elo entre o material restaurador e o substrato (Ghajari
et al., 2019; Valizadeh et al., 2019; Ahmed et al., 2022; Grangeiro et al., 2023).

A FTIR pode ser utilizada ndo s6 para verificagdo da composicédo quimica do
substrato em analise, como também para a verificacdo da conversao de materiais
poliméricos (Ye et al., 2009; Silva et al., 2023). Através desse equipamento pode-se
observar modificacdes estruturais do tecido (Abedin et al., 2014). Além disso,
evidencia-se processos como: a desnaturacdo do colageno; a perda de agua; e
transformacao de ligacdes quimicas entre os constituintes poliméricos (Barcellos et
al., 2015; Silva et al., 2016).

A escolha pela conduta adotada neste estudo € baseada na viabilidade do
teste de FTIR, pois apds a evaporacédo do solvente pode-se submeter o espécime ao
teste e interpretar os resultados obtidos na dentina modificada, o que néo ocorre apos
aplicacdo do bond, que ndo permite visualizacdo da dentina quanto ao seu
comportamento quimico estrutural. Esta pesquisa é a pioneira ao analisar o efeito do
laser sobre o substrato na presenca de monémeros adesivos do primer, a partir da
observacédo por FTIR. Esse fator € uma conquista significativa no método de avaliacdo
e que pode fornecer relevantes contribui¢cdes para o entendimento de como a dentina
se comporta mediante as condi¢cbes do tratamento adesivo. Podendo ser ou néo
alterada por diferentes parametros do laser e pelos diferentes modos de aplicacdo na
presenca ou auséncia de contato sobre a superficie. Dessa forma, tanto o FTIR quanto
a TCFC representam ferramentas importantes na analise estrutural de tecidos sadios,
intactos e/ou modificados (Nussi et al., 2022; Silva et al., 2023).

A AT através da TCFC surge como uma nova ferramenta para investigacao
das modificagdes superficiais de tecidos (Haralick et al., 1973). E uma técnica que
visa 0 processamento de imagens de uma éarea a fim de extrair caracteristicas
relevantes, por meio do estudo dos padrfes de textura existentes (Costa et al., 2023).
Podendo ser entendida como caracteristicas intrinsecas da imagem como: brilho, cor
e distribuicdo de formas, que remetem a ideia de regularidade, rugosidade, suavidade,
entre outras, por essa razdo denominado de textura (Lubner et al., 2017). Esta técnica

pode ser aplicada para diversos meios de exames de imagens, tais como: a
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ressonancia magneética; a radiografia panoramica; periapical; interproximal; e a TCFC,
utilizado para uma classificacao eficiente da imagem, baseada em parametros, ou
para detectar variacdes sutis na distribuicdo de niveis de cinza da imagem (Haralick
et al., 1973; Goncalves et al., 2020; Costa et al., 2023; Nussi et al., 2023).

Assim as técnicas analiticas texturais matematicas, sao sensiveis e capazes
de detectar mudancas que o olho humano néo seria capaz de detectar por possuir
limitada sensibilidade. A avaliacéo visual é subjetiva, depende muito do observador,
mas ja as técnicas analiticas texturais matematicas sao objetivas, por serem métodos
guantitativos. Desta forma, diagnosticos baseados somente na inspecdo visual,
constituem-se em métodos que podem levar a conclusdes subestimadas, sendo
assim, uma busca por uma maior especificidade na avaliacdo das imagens
diagnoésticas (Rosa et al., 2020; Nussi et al., 2023; Queiroz et al., 2023).

Os testes de resisténcia de unido séo os testes mais encontrados na literatura
como forma de comparacédo da eficacia de técnicas e produtos (Ghajari et al., 2019).
Tracdo, microtracdo, cisalhamento e MC oferecem uma excelente forma de
previsibilidade da performance de sistemas restauradores em laboratério (Valizadeh
et al., 2019; Grangeiro et al., 2023). Os testes que utilizam areas menores oferecem
menor geracao de tensdes e fraturas coesivas em substrato ou material restaurador
(Ahmed et al., 2022). Desta forma a suposta verdadeira unido adesiva pode ser
medida com maior precisdo, embora ndo possa ser extrapolada diretamente para a
clinica, onde frequentemente existe uma combinacéo de outros fatores atuando sobre
0 processo (Ghajari et al., 2019; Da Rosa Rodolpho et al., 2022; Grangeiro et al.,
2023). O MC avalia pequenas areas de superficie de unido no maior nimero de
amostras que pode ser obtido no substrato, sendo de grande relevancia pois a maioria
das forcas de deslocamento tem um efeito na interface da restauracdo semelhante a
condicdao clinica (Ghajari et al., 2019; Ahmed et al., 2022).

A MEV oferece uma leitura de alta performance da superficie em analise
guanto ao carater qualitativo, com grande profundidade de acao e alta resolucgéo,
mesmo em elevados aumentos. Falhas, bolhas, defeitos, espessura da area adesiva,
modos de fratura em diferentes aumentos e contrastes. O proprio vacuo requerido no
preparo das amostras ja evidencia uma caracteristica muito importante da hibridizagédo
conseguida. Camadas hibridas deficientes ndo resistem ao processamento da

amostra para analise em MEV (Goncalves et al., 1999; Van Meerbeek et al., 2020;
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Perdigéo et al., 2021). Como a dentina € um tecido rico em colageno, este € um
elemento chave na composicdo da camada hibrida, assim torna-se essencial que o
mesmo nao seja danificado, a fim de garantir a resisténcia a hidrélise (Samartzi et al.,
2021).

2.3 A formacédo da camada hibrida e suas diferentes técnicas

A formacédo da camada hibrida se da através de pré-tratamentos do tecido
gque resultam na sua interagdo com o material restaurador (Perdigao et al., 2021). A
partir do pré-tratamento o agente de unido penetra e se imbrica ao substrato
subjacente, constituindo-se na principal barreira a penetracao bacteriana e o elo de
ligacdo entre substrato e material (Nakabayashi et al., 1982). A hibridizacdo podera
ocorrer em esmalte ou dentina, adquirindo caracteristicas proprias da combinacao
entre os adesivos e os tecidos envolvidos no processo (Buonocore, 1955; Fusayama
et al., 1979; El Mourad, 2018).

Dentre as técnicas adesivas destacam-se: o condicionamento total e o
autocondicionante (Burke et al., 2017). No condicionamento total, um agente acido é
utilizado de forma ativa para que uma desmineraliza¢do do conteddo inorganico gere
microretencdes no tecido (Kanniappan et al., 2022). Apds 0 enxague, a camada de
smear layer é removida, expondo a rede de fibras colagenas, permitindo a penetracéo
de um mondmero hidrofilico denominado primer, com fixacdo de uma porcéo
hidrofébica chamada bond (Breschi et al., 2018).

Esta técnica pode ser realizada através de 3 etapas onde os frascos se
mantém separados e utilizados em sequéncia, ou em 2 passos a partir da unido das
porc¢Bes hidrofilicas e hidrofébicas em um mesmo frasco (Bredan-Russo et al., 2017).
Em esmalte, por apresentar uma estrutura basicamente mineral, o agente
condicionante expfe 0s prismas ou sua periferia aumentando a energia e a area de
superficie, permitindo a formacéo dos tags resinosos que auxiliam no embricamento
micromecanico do material adesivo (Zhu et al., 2014). Por outro lado, em dentina nao
existem prismas. Neste tecido o agente condicionante também atua no contetdo

inorganico, onde apés a remoc¢do da camada residual de smear layer, ocorre a
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exposicao das fibras de colageno e dos tubulos dentinarios (Fusayama et al., 1979;
Bredan-Russo et al., 2017). O material adesivo penetra nos espacos interfibrilares
envolvendo as fibras retendo-se micromecanicamente apds polimerizacdo, a0 mesmo
tempo em que sela a embocadura dos tubulos e gera longos tags resinosos que
podem se anastomosar no trajeto (Perdigéo et al., 2013; Kanniappan et al., 2022).

Por outro lado, essa técnica que é bastante efetiva ao esmalte, mostra-se
agressiva na dentina (Perdigdo, 2020; Van Meerbeek et al., 2020). Estudos
demonstram evidéncias sobre a degradacdo da camada hibrida por hidrélise e
estimulo da atividade das MMPs por acéo acida (Vivanco et al., 2020; Perdigéo et al.,
2013). A criacdo da zona de fragilidade, gerada pela diferenca na profundidade de
desmineralizacéo e capacidade de penetracdo do adesivo, pode representar um dos
maiores desafios dos sistemas convencionais (Hong et al., 2021; Frank et al., 2006).
As denominadas “water trees” ou arvores de agua e a separagao de fases do adesivo
frente ao contato com o fluxo de fluido, representam potentes agentes de degradacéo
por nanoinfiltracdo e hidrolise (Tay et al., 2003). Assim, ainda € preciso ser
desvendado mais sobre a interac6es das diferentes técnicas e sistemas com 0s
substratos.

No sistema autocondicionante, a adesao se da através de ligacbes quimicas
provenientes da interacdo de moléculas do material aos minerais do tecido (Perdigdo
et al., 2021). A porcao hidrofilica desse sistema exibe caracteristicas mais acidicas e
substituird o condicionamento convencional, gerando uma integracédo da smear layer
a camada adesiva (Digole et al., 2020). Esta técnica, pode ser realizada através de
duas etapas descartando o uso de acido fosférico, restando os frascos separados de
primer acidico e bond utilizados em sequéncia, ou em Unica etapa, onde um frasco
apresenta todos os componentes anteriormente citados (Bedran-Russo et al., 2017).

Entretanto os agentes autocondicionantes ndo exibem adequado potencial
acidico para tratar o esmalte, apresentando resultados catastréficos em termos de
adeséo longitudinal (Burke et al., 2017; Vivanco et al., 2020). No entanto, em dentina,
por oferecerem menor agressividade, parecem mais adequados a esse substrato. A
integracdo da smear layer e criacdo da nanolayer com o calcio residual da ligacéo
guimica, além da nédo formacgdo da zona de fragilidade e reduzida estimulagdo das
MMPs, representam vantagens consideraveis destes sistemas (Perdigao et al., 2020).

Devido potencial mais hidrofilico, acabam por demonstrar excessiva capacidade de
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serem permeados pelo fluxo do fluido, se comportando como membranas
semipermeaveis (Breschi et al., 2018)

A partir desses sistemas, surgiram os adesivos denominados universais, que
podem ser empregados como convencionais ou autocondicionantes (Cardoso et al.,
2019; Kanniappan et al.,, 2022). O adesivo universal atua com 0S mesmos
mecanismos de ligacdo citados anteriormente para a formacado da camada hibrida
independente do substrato (Moosavi et al., 2013). Além disso, podem ser utilizados
ndo s6 em restauragdes diretas como também em restauracdes indiretas dispensando
a silanizacdo das pecas, sejam em: resina composta; cerdmicas odontolégicas, ou

mesmo metais (Hong et al., 2021).

2.4 Uso de laser durante processo de hibridizacao

Implementar a irradiacdo a lasers nos procedimentos odontologicos € um
método versatil que esta disponivel para utilizacdo no ambito clinico (Tzanakakis et
al., 2021). Quanto a sua aplicacéo, pode ser direcionada de acordo com o nivel de
intensidade na qual ele sera exposto sobre o tecido, podendo ser dividido nos quesitos
de alta e baixa intensidade (Bolortuya et al., 2012). Em cada uma das intensidades
existe uma indicacdo e um efeito esperado, resultando em um aparelho que atua como
coadjuvante dos tratamentos empregados pelo cirurgido-dentista (Bolortuya et al.,
2012; Tzanakakis et al., 2021;).

Os lasers com intensidades consideradas baixas atuam em tecidos moles da
cavidade oral, agindo diretamente na estimulacdo ou biomodulacdo tecidual
(Tzanakakis et al., 2021). Entretanto, para atuacao em tecidos duros necessita-se de
uma maior intensidade que possa gerar modificacbes teciduais consideraveis
(Gongalves et al., 1999; Franke et al., 2006; Barcellos et al., 2015). A resposta seré
diferenciada, mostrando efeitos de ablacdo atuando na remocéao tecidual ou fusao
gerando derretimento do substrato (Silva et al., 2016; Tzanakakis et al., 2021). Os
principais lasers de alta intensidade sdo: erbium (Er:YAG) ou Er:YSGG; neodimio
(Nd:YAG); CO: e diodo (Zezell et al., 2009; Marimoto et al., 2013; Maenosono et al.,
2016; Tzanakakis et al., 2021).
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Para adesao aliada a irradiacao a laser em alta intensidade, se faz necessario
modificar o tecido responsavel pela alteracdo de temperatura da regido alvo, nesse
caso o laser Nd:YAG permite a fusdo do substrato causando obliteracdo dos tubulos
dentinarios resultando em um tecido neoformado (Gongalves et al., 1999). Contudo,
vale ressaltar, que a relacdo entre tempo e contato do aparelho sobre o substrato,
pode gerar efeitos indesejaveis, como o aumento exponencial da temperatura (Silva
et al., 2016). No entanto, reconhecer o melhor momento para atuacéo do laser torna-
se de suma importancia, frente a aplicacdo prévia da irradiacéo, o tecido podera ser
fundido e o adesivo ndo conseguira penetrar e estabelecer a camada hibrida (Frank
et al., 2006). Assim, o melhor momento para a aplicacdo da técnica € durante a
hibridizacdo em um tecido ja esta condicionado, sobre o adesivo ndo polimerizado
(Gongalves et al., 1999; Silva et al., 2016).

Existem evidencias que ressaltam as vantagens da aplicacédo da técnica com
laser sobre o sistema ndo polimerizado, como: aumento da espessura da camada
hibrida, melhor qualidade de hibridizagdo com menos gaps e maior numero de
microtags (Gongalves et al., 1999; Barcellos et al., 2015; Silva et al., 2016). Além
disso, evidenciou-se maior capacidade de evaporacdo dos solventes; maior grau de
conversdo dos mondmeros do adesivo; e aumento da resisténcia adesiva de acordo
com parametros definidos (Batista et al., 2015). Parametros esses que ndo foram
capazes de causar aumento exagerado na temperatura pulpar; com menor
nanoinfiltracdo e melhor médulo de elasticidade da camada adesiva (Araujo et al.,
2001; Frank et al., 2006; Silva et al., 2016; Santis et al., 2017).

No entanto, a técnica que utiliza o laser odontoldgico requer uma varredura
gue clinicamente torna inviavel o controle preciso da area irradiada, como se
consegue laboratorialmente com motor de passo. Por esta razéo, a utilizacao pela
forma de ndo contato pode promover resultados mais uniformes e garantir maior
seguranca em termos de elevacao de temperatura. Esta forma de aplicacdo ainda
carece de investigacao, assim como possiveis altera¢cdes no colageno pos irradiacao.

A espectroscopia e a textura podem propiciar novas frentes de investigacao.
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3 PROPOSICAO

Diante disso, o0 propdsito deste estudo € avaliar de forma comparativa “in vitro”
o impacto da irradiacdo com laser Nd:YAG sobre a formacéao e estabilidade da camada
hibrida da dentina humana, pré-tratada com acido e primer de sistema adesivo
convencional. As avaliacbes escolhidas foram realizadas a fim de analisar a
resisténcia de wunido e qualidade da interface utilizando como métodos:
Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR); Analise de
textura por tomografia computadorizada de feixe conico (AT); Ensaio de

microcisalhamento (MC); e a Microscopia eletrénica de varredura (MEV).

As hipoteses (H) testadas:

e HOLl: o tratamento experimental com laser de Nd:YAG né&o influenciara o
conteudo quimico do substrato dentinario observado por FTIR.

e HO02: o tratamento experimental com laser de Nd:YAG nao influenciara as
caracteristicas de textura do substrato dentinario observado por Tomografia
Computadorizada.

e HO03: o tratamento experimental com laser de Nd:YAG nao influenciara os
valores de resisténcia de unido imediato a dentina.

e HO4: o tratamento experimental com laser de Nd:YAG néo influenciara a
qualidade da interface de unido imediata a dentina em termos de porosidades,

falhas e caracteristicas de tags observados por MEV.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa aborda como suas unidades de trabalho dentes posteriores
humanos higidos. Além disso, determinou-se como fator em estudo as duas formas
de tratamento utilizando sistema adesivo convencional em 2 niveis. Esses niveis sé&o
caracterizados pela presenca de laser durante o intervalo entre primer e bond e na

auséncia de laser caracterizada como protocolo controle.

4.1 Critérios éticos da pesquisa e coleta das amostras

O presente estudo inicialmente foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) com Seres Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade
Estadual Paulista em S&o José dos Campos (ICT-UNESP). Projeto validado com
namero do parecer 6.006.428. Foram adquiridos 70 molares humanos higidos recém
extraidos armazenados em recipientes plasticos contendo agua, descartando
amostras com lesdes cariosas, trincas/fraturas ou presenca de quaisquer materiais

restauradores.

4.2 Distribuic&o e preparo das amostras

Os dentes foram lavados, limpos e escovadas através da associacao de agua
e pedra pomes com auxilio de escova de Robinson (American Burrs, Palhoga, SC,
Brasil) acoplada ao contra angulo em baixa rotacéo. Logo apds, os dentes coletados,
tiveram suas raizes seccionadas com auxilio de disco de corte diamantado dupla face
(KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) acoplado na peca reta, para exposi¢cao da regiao
correspondente a dentina sobre a camara pulpar (figuras 1 e 2). Posteriormente,
congelaram-se os dentes nos recipientes plasticos contendo agua deionizada a -18

graus celcius (°C) em freezer ndo excedendo 30 dias para realizacédo dos testes. No
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manuseio apos o descongelamento, as amostras foram imersas em solucédo aguosa
de timol a 0,1%, a 4°C com a finalidade de prevenir a desidratacdo e contaminacao

com o conteudo liguido trocado diariamente até 0 momento da experimentacao.

Figura 1 - Dente molar humano coletado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 - Coroa anatdbmica seccionada

Fonte: Elaborado pelo autor.

As coroas dos molares foram seccionadas novamente de maneira uniforme
no sentido mesio-distal a aproximadamente 2mm da jungdo amelo-dentinaria
utilizando um disco de corte diamantado dupla face (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil).
Logo apos, realizou-se a mensuracgao inicial da porcdo de dentina com auxilio de
especimetro obtendo aproximadamente 3mm de espessura de dentina usando o
corno pulpar m ambas as extremidades como referéncia (figura 3). A area interna foi
preenchida com cera 7 (Polidental, Cotia, SP, Brasil) como guia para as proximas
etapas do preparo da amostra (figuras 4 e 5). As amostras foram entdo divididas de

acordo com o fluxograma revisado apos estudo piloto (figura 6).



Figura 3 - Mensuracao da espessura inicial de dentina contendo 3mm em rela¢éo ao corno pulpar

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 - Exposicéo da camara pulpar para acesso ao teto

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5 - Simulagdo de preenchimento da camara pulpar com cera 7

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6 - Fluxograma de distribui¢cdo do estudo
MOLARES HUMANOS HIGIDOS (n=70)

G2 - EXPERIMENTAL (n=20)
Condicionamento total (3 passos) + rradacdo
com Laser ND-YAG entre prirmer & bond

,\ ‘J'.;\ LISE QUANTITATIVA

Andlse de textura (n=15)

Controle Primer Laser (n=10)
(n=15) (n=15) {n=15)

ANALISE QUALITATIVA

FTIR (n=15)
Microscopsa eletronica
Controle Primer Laser de varredura (n=10)
{n=15) (n=15) (n=15)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Mensurado a espessura inicial de dentina e distribuidos para seus respectivos
testes, as amostras foram fixadas a partir de moldes siliconados com resina acrilica
autopolimerizavel incolor (Jet, Artigos Odontologicos Classicos, Campo Limpo
Paulista, SP, Brasil) de tal maneira que a superficie oclusal fosse posicionada voltada
para a extremidade superior externa (figuras 7 e 8). Em seguida, realizou-se uma
abertura com broca Minicut (American Burrs, Palhoca, SC, Brasil) acoplada em peca
reta na porcao inferior do embutimento (figura 9). A¢cdo essa destinada a expor a

porcéo de cera, com posterior remocdo do material utilizando curetas de dentina.

Figura 7 - Preparo da resina acrilico no interior do silicone para etapa de embutimento

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 - Momento da insercdo da amostra na resina acrilica

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 - Abertura e exposicao da area correspondente a cera 7 apos limpeza

Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente, de maneira sequencial por um periodo de 15 segundos (S)
em movimentos circulares. Realizou-se desgastes e polimento na superficie oclusal
exposta com lixas de granulagdo 600, 800, 1200 e 2500 (Carbimet Paper Discs, 30-
5108-320, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) em politriz (DP-10, Panambra, Sao Paulo, SP,
Brasil) utilizando 300rpm de velocidade, de forma que resulte no brilho desejado
atingindo aproximadamente 2mm de espessura dentinaria, ndo apresentando
exposicao do corno pulpar e com completa planificacdo da amostra (figura 10). A partir
dessa etapa, os dentes entdo foram guardados em recipientes contendo soro

fisiolégico 0,9% em geladeira a 4°C.

Figura 10 - Mensuracéo da espessura final de 2mm da dentina apds sequéncia de polimento

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Confirmado as medidas de forma padronizadas, posicionou a cera 7
novamente no local inicial, preencheu-se o orificio com resina acrilica
autopolimerizavel e lixou-se a base até alcancar o paralelismo do embutimento.
Antecedendo qualquer teste, as amostras foram levadas ao estereomicroscopio
(Discovery V20, Oberkochen, Alemanha) para descartar quaisquer resquicios de ilhas
de esmalte na superficie amostral mais central (figura 11). Subsequentemente, as
amostras foram entéo distribuidas de forma randomizada em 2 grupos recebendo o

respectivo tratamento como descrito nas figuras.

Figura 11 - Andlise microscopica com auséncia de ilhas de esmalte na dentina

Fonte: Elaborado pelo autor.

No grupo controle (G1), realizou-se o tratamento restaurador utilizando de
forma sequencial, condicionamento total com acido fosférico na concentracao de 35%
(Ultra-etch, Ultradent, Indaiatuba, SP, Brasil) durante 15s sobre a dentina.
Posteriormente, lavou-se com jato de agua e secou-se na associacao de bolinha de
algodao e sugador endodéntico descartavel (SS Plus, Maringa, PR, Brasil). Com o
tecido levemente umido aplicou-se com auxilio de microaplicador (Aplik, Angelus,
Londrina, PR, Brasil) o sistema adesivo convencional de 3 passos (Optibond FL, Kerr,
Biberach, Alemanha) aplicando primer de maneira ativa, volatilizando o solvente com
jato de ar, seguido da impregnacéo do bond de acordo com a recomendacao de tempo

do fabricante. Em seguida foi feito a fotoativacdo durante 40s com aparelho (Demi
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Plus, Kerr, Biberach, Alemanha) emitindo 1100mW/cm? de irradiancia confirmado por
radidmetro digital (Ecel, RD-7, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (figura 12).

Figura 12 - Sequéncia das etapas do preparo do grupo controle

W TS ST S
35% Phosphoric Acld

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas amostras do grupo experimental (G2) realizou-se tratamento similar ao G1.
Porém, no intervalo das etapas de primer e bond as amostras foram irradiadas com
laser Nd:YAG (Pulse Master 600 1Q, American Dental Technologies Inc, Corpus
Christi, EUA), dispensando a varredura, optando pelo modo nao contado (figura 13).
Nessa aplicagdo, desenvolveu-se uma base em resina acrilica adaptada com
pregadores de madeira e plastico para a estabilizar o suporte da fibra 6ptica 400um.
Recurso usado como base para os céalculos de: area iluminada em cm? (A) = Pi () *
Raio do diametro dafibra (r)?; densidade de energia em Joule (D) =0,1J / A; e tempo
em segundos (T) = densidade desejada 5J/cm?/ A, a fim de atingir a &rea desejada
com a correta poténcia em unica aplicacao, resultando em 66s de aplicacéo (figuras
14, 15 e 16). A partir do piloto prévio optou-se pelos parametros: 100 Q[mJ]; 10 fp[Hz];
1.0 Pav[W] durante 60s. Finalizada a irradiag&o, aplicou-se o bond e finalizou-se o

selamento imediato da dentina da mesma forma que o G1.
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Figura 13 - Sequéncia do tratamento restaurador do grupo experimental

LiirasFicn

35% Phosphorie Acid

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 - Altura em relacdo a area irradiada

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 15 - Area irradiada na proporcao largura

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 - Dispositivo acrilico ligado a pregadores para fixacdo da fibra

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Testes quantitativos e qualitativos referentes ao estudo

No decorrer desses testes a metodologia sofreu pequenas modificagdes nas
etapas de confeccao dos espécimes. Essas mudancas estdo identificadas nos seus
respectivos topicos, dependendo de cada teste escolhido. Em resumo, para facilitar
na distribuicdo durante os testes, as amostras foram preparadas para o FTIR e AT no
primeiro momento, seguido do preparo para o ensaio de resisténcia de uniao por MC
e MEV.

4.3.1 Analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Previamente ao teste, as amostras foram submetidas inicialmente a limpeza
e regularizacdo da smear layer a fim de auxiliar na leitura do aparelho, mergulhadas
em solucdo de agua destilada em cuba ultrassénica com a superficie oclusal voltado
para o conteudo liquido em contato com a grade do aparelho, ativada por 15 minutos
em cuba ultrassbnica. Ap6s a finalizacdo do tempo determinado, removeu-se as
amostras da cuba levando-as a geladeira a 4°C no interior de recipiente plastico
contendo solucédo de soro fisiolégico na concentracdo de 0,9%. Posteriormente ao
periodo de 48h, as amostras foram retiradas do recipiente e secas com gaze e de
forma natural sobre mesa em ambiente controlado a 25°C. A andlise das possiveis
mudancas na composicdo quimica das amostras, foram avaliadas em FTIR (FT-IR,
PerkinElmer Waltham, Massachusetts, EUA), equipado com um acessorio de reflexao
total atenuada (ATR) em 3 momentos distintos para a mesma amostra (figuras 17, 18
e 19):

e Apds a completa exposi¢éo da dentina: controle
e Subsequente a aplicacédo de acido fosférico 35% e primer: pré-tratada

e Finalizada a aplicacdo do laser: irradiada



Figura 17 - Dentina controle

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18 - Dentina pré-tratada

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19 - Simulacdo de dentina irradiada

Fonte: Elaborado pelo autor.

A superficie de cada espécime foi posicionada sobre a superficie do ATR e
pressionada com auxilio de célula de carga plana (CCP) de aco inoxidavel em 100 gf,
para se obter o maior contato do espécime com o cristal de diamante do ATR limpo
de maneira prévia a leitura com bastonetes (Cotonetes, Johnson & Johnson, New
Jersey, EUA) embebido em alcool isopropilico (figuras 20 e 21). Os espectros de
infravermelho foram registrados automaticamente através de 5 pontos reposicionando
a mesma amostra no equipamento, utilizando computador acoplado para
mapeamento do ensaio, através de software (Spectrum versdo 10.4.3, PerkinElmer
Waltham, Massachusetts, EUA), adquiridos no modo de absorbéncia, com faixa de
transmissdo entre 4000 e 650 cm™, 32 varreduras, a uma resolugdo de 4 cm™. As
bandas de absorcdo consideradas para este estudo foram as superposi¢coes dos
modos de vibragdo: v1 e v3 de fosfato (1300-900 cm?), amida | (1680-1600 cm?),
amida 1l (1580-1480 cm™); v2 modo de vibragdo do carbonato (cerca de 870 cm?);
superposi¢ao do alongamento v3 e flexdo v4 modo vibragao de carbonato (entre 1600-
1300 cm™),
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Figura 20 - Limpeza do cristal de ART

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 - Disposi¢cédo da amostra sobre o ATR

—

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Anélise de textura com tomografia computadorizada de feixe conico (AT)

No preparo das amostras, foram selecionados os dentes, demarcados suas
superficies em 3 pontos, no formato de circulos, 2 na por¢ao superior € 1 na porcao

inferior de cada amostra com o auxilio de ponta diamantada #1012 acoplada em alta
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rotacdo com 0,5mm de profundidade conformado pela sonda periodontal, cuja
distancia necessaria foi o suficiente para identificar a separacéo das 3 areas, seguido
de uma depressao ao centro para facilitar no momento da identificacéo (figura 22).
Posteriormente as demarcacdes, cada area circular representou uma leitura: dentina
controle; dentina pré-tratada; e dentina irradiada (figura 23). Durante a execuc¢ao do
tratamento de superficie com acido fosforico e primer, a area correspondente a
dentina controle foi selada com tira de terflon (Fita veda rosca, Tigre SA, Joinville, SC,
Brasil). Subsequentemente, durante a irradiacdo com laser Nd:YAG somente na area
correspondente a dentina irradiada utilizou folha de papel aluminio (Wyda, Sorocaba,

SP, Brasil) como forma de protecéo a exposi¢ao luminosa (figura 24).
Figura 22 - Esquema de identificagdo do espécime
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Ma(cagdo _d
(eiefénc‘a

~TREER

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 23 - Areas circulares demarcadas ap6s confecgéo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24 - Protecdo das 2 areas durante a irradiagao com laser Nd:YAG

Fonte: Elaborado pelo autor.

Finalizado o preparo para o teste, os 15 espécimes foram posicionados em
suporte plano para obtencdo de imagens de tomografia computadorizada de feixe

cobnico (TCFC) em tomografo (I-Cat Next Generation unit, Imaging Sciences
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International, Hatfield, PA, USA). Operando com os seguintes parametros 120 kV, 10
mA, FOV de 16x8cm e.voxel de 0.25mm. Todas as imagens foram obtidas em formato
Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM).

Posteriormente, os arquivos foram exportados no formato DICOM para o
software: OnDemand3D (Cybermed Inc, Tustin, EUA) (figura 25). No OnDemand3D,
na janela MPR que corresponde a reconstrucdo multiplanar, identifica-se os cortes
axiais em que toda superficie do dente fosse visualizada em sua extensao. Atribuidos
3 cortes por cada area, estes cortes foram exportados no formato bitmap (.bmp) para
visualiza¢do no software MaZda 4.20 (Institute of Electronics, Technical Universityof
Lodz, Pol6nia). No software MaZda, cada regido individual da dentina € delimitada
pela ferramenta ROI circular para que fosse calculada a AT relativa a esta regido, por
meio da matriz co-ocorréncia (MCO) (figura 26). O processo consiste em demarcar
manualmente as regides de interesse, por meio de ferramentas de delimitacao
presentes no proprio software baseado nos tecidos contidos nestas ROIs, gerando

célculos.

Figura 25 - Tela de manipulacdo apds importacdo do DICOM dentro do software

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 26 - Delimitacdo do ROI na &rea circular de 1 dos cortes analisados
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A partir do calculo matematico/estatistico € gerado caracteristicas registradas

nesta regido, utilizando 3 fatias para cada ROI. Os valores sédo quantificados por meio

da MCO em 11 diferentes parametros, tabulando em combinacdes diferentes de

valores de intensidade dos pixels através dos niveis de cinza que ocorrem em uma

imagem. Para esse estudo foram selecionados somente 7 parametros com seus

respectivos significados abaixo (quadro 1).

Quadro 1 - Significado dos parametros da MCO.

AngScMom Medida de uniformidade da imagem

Contrast Quantidade de variagao nos niveis de cinza

Correlat Dependéncia linear dos niveis de cinza entre pixels vizinhos

SumOfSqgs Medida da dispersédo em relacdo a média da distribuicdo dos niveis de cinza
InvDfMom Homogeneidade da distribui¢cdo de niveis de cinza da imagem

SumEntrp desorganizac¢do da distribuicdo da soma dos niveis de cinza

Entropy Grau de desordem entre os pixels da imagem

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.3 Ensaio de resisténcia adesiva por microcisalhamento (MC)

Nas amostras usadas para esse teste a etapa de embutimento foi alterada.
ApoOs confirmacgdo da medida de espessura de dentina, foram embutidos novamente
em resina acrilica da mesma marca comercial mencionada anteriormente. Porém,
posicionado no interior de tubos de policloreto de vinila (Tigre SA, Joinville, SC, Brasil)
com medida circunferencial com 25mm de diametro interno por 2cm de altura (figuras
27 e 28). Condicéo essa adotada para manter o paralelismo ideal entre a periferia do

tubo e a superficie exposta da amostra.

Figura 27 - Preparo do embutimento alternativo sobre tubo de policloreto de vinila

&
m

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28 - Amostra com embutimento alternativo confeccionado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Finalizado o embutimento, as amostras foram preparadas com lixas 600 e 800
ja mencionadas, seguido do posterior preparo adesivo para ambos 0S grupos.
Posicionou-se 3 moldes de silicone na superficie oclusal exposta, contendo
aproximadamente 1.7mm de didmetro interno confirmado por paquimetro digital
(Mitutoyo, Suzano, SP, Brasil). Esses moldes foram fixados com cera de enceramento
(Kota Imp, Cotia, SP, Brasil) levado por gotejador aquecido (figura 29). Confirmado a
estabilizacdo dos moldes sobre a superficie do dente, inseriu-se cimento resinoso
fotoativado (Multilink Speed, Ivoclar Vivadent, Liechtenstein, Alemanha) no interior do
molde, seguido da fotoativacéo pelo tempo descrito pelo fabricante (figura 30).

Figura 29 - Simulagao unitaria do posicionamento do molde de silicone

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 30 - Preenchimento do molde com cimento resinoso fotoativado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Confeccionados todos os cilindros, removeu-se a cera e 0s moldes
siliconados com lamina de bisturi. Em seguida mergulhou-se as amostras em
recipiente contendo agua deionizada. Os espécimes foram colocados em estufa a

37°C para total conversao da polimerizagéo por 48h (figuras 31 e 32).

Figura 31 - Confeccéo do cilindro de cimento resinoso fotoativado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 32 - Mensuracao do didmetro interno confirmado por paquimetro de precisdo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para o ensaio de MC na maquina de ensaios universal (EMIC DL-1000,
Equipamentos e Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) utilizou-se célula
de carga de 50 KgF. Os espécimes foram posicionados no interior da peca,
adaptando-o junto ao fio ortoddntico 0.20mm confirmado pela mensuragédo em
paquimetro para a realizacdo do teste (figura 33). No momento da fratura, o ensaio foi
interrompido automaticamente. A partir do teste foi calculada a resisténcia de unido
em megapascal (MPa), por meio de formula matematica: Tenséo (T) = Forca (N) / Pi

(1) * Raio do cilindro (r)>.

Figura 33 - Ensaio de resisténcia de unido, simulando adaptacao do fio ortodéntico ao cilindro

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores referentes a resisténcia de unido foram coletados e tabelados para
a realizacdo da analise estatistica convertidos em Mpa. Os cilindros fraturados apos
a realizacdo do teste de MC foram analisados em estereomicroscopio X20 (Stemi
2000 — Karl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Alemanha) para identificagao do tipo de
fratura (figuras 34 e 35). Seguindo-se o padrao de fratura: Coesiva do material -
predominantemente (=75%) no interior do cimento resinoso; Coesiva em dentina -
predominantemente (=275%) no interior da dentina; Adesiva - interface adesivo/dentina
ou na interface adesivo / resina composta, em mais de 75% da area analisada; Mista
- Fraturas sem predominéncia maior que 75% de qualquer tipo de falha.
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Figura 34 - Fratura mista observada em estereomicroscopio

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 35 - Fratura adesiva observada em estereomicroscopio

Fonte: Elaborado pelo autor.

ApoOs a identificagdo do tipo de fratura, foram registradas as fraturas conforme
seus respectivos grupos. Em seguida, desprezou-se os dados resultantes de fraturas
coesivas em dentina ou do material, e de espécimes que apresentaram falhas pré-
teste. Apenas os dados das fraturas adesivas e mistas foram utilizados para a analise
estatistica.
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4.3.4 Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os dentes foram seccionados perpendicularmente ao longo eixo utilizando o
mesmo disco duplo diamantado ja citado, de tal ponto que resultou em 2 porcdes de
dentina. Em seguida, realizou-se o protocolo dos grupos seguindo a metodologia
descrita no preparo dos grupos G1 e G2. Apds a finalizacdo do protocolo adesivo,
realizou-se a restauracdo com resina composta (Filtek 2250, 3M, Minnesota, EUA)
fotoativada no tempo indicado pelo fabricante.

Para observacéo, cada espécime obteve sua interface polida com discos de
lixas d’agua de granulagao 1200 e 2500 (Extec Corp., Enfield, CT, EUA), em politriz
circular (DP-10, Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil), sob refrigeracdo. Logo apés, os
espécimes receberam condicionamento com acido fosférico 35% sem silica (Attaque
Gel, Biodinamica, Ibipord, PR, Brasil) durante 10s e lavados com agua durante 15s. A
promocao dessa etapa visa a remocao de possiveis bactérias e detritos, facilitando a
visualizagao da interface.

Os espécimes foram mantidos em microtubos (Eppendorf, Sdo Paulo, SP,
Brasil) com esferas de silica por 15 dias dentro da campanula para desidratacao
(figura 36). Posteriormente, a data relatada removeu-se as amostras da campanula e
fixou-se em stub de aluminio parcialmente coberto com fita dupla face, contendo a
superficie a ser analisada voltada a extremidade livre. Em seguida, metalizados e
observados em MEV (JMS 5310 Jeol, Téquio, Japao), empregando aumento ilustrado
nas imagens, considerando a interface adesiva (figura 37). O stub foi colocada dentro
da camara de vacuo do equipamento, na posi¢ao desejada. Realizou-se o vacuo para
inicio das analises utilizando: detector de elétrons secundario ETD para morfologia da
amostra; e detector de elétrons retroespalhado BSED responséavel pela avaliacdo dos
diferentes tons de cinza conforme o nimero atémico do material, ou seja, quanto mais

opaco maior o valor atbmico, quanto mais escuro menor o seu valor.



Figura 36 - Simulacdo dos espécimes na campanula durante a desidratagdo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 37 - Metalizacdo do espécime para analise em MEV

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Andlise estatistica

Nesse estudo utilizou-se analise de variancia (ANOVA) com 1 fator. O fator
em questdo esta relacionado ao tratamento na presenca ou auséncia de laser no
aspecto imediato. Além disso, adicionou-se analise inferencial pelo teste T de Student
e Qui Quadrado de Pearson para amostras independentes referente ao MC, e o teste

de multiplas comparacdes de Tukey com nivel de significancia 5% para a AT.
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5 RESULTADOS

Os testes seguiram fidelidade nas etapas de preparo de cada espécime. Apés
a realizagéo dos testes, foram obtidos resultados abaixo mencionados. No contexto
geral, os dados coletados em comparacdo dos 2 grupos, ndo se pode constatar

diferenca estatisticamente significativa.

5.1 Espectroscopia de infravermelho de transformada de Fourier - FTIR

Inicialmente os resultados foram sobrepostos a fim de evidenciar possiveis
diferencas no intervalo das bandas, ndo apresentando essa caracteristica. No grafico
pode-se destacar os 3 espectros qualitativos correspondentes aos processos,
evidenciando 4 bandas principais: 1100, correspondente ao fosfato da hidroxiapatita;
1400, relacionado ao carbonato de calcio; 1600, demonstrando 2 bandas de amida |

e 1Il; 3400 com larga banda voltada ao OH e a amida (figuras 38, 39 e 40).

Figura 38 — Gréfico das disposi¢des dos 3 parametros
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 39 — Gréfico de sobreposi¢cdo dos momentos primer e laser
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 40 — Grafico de sobreposicdo dos momentos dentina, primer e laser
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No decorrer do processo de preparo do substrato observou-se reducao nas
intensidades das bandas de fosfato e carbonato, ndo s6 no primer, como também

apos a irradiacdo com laser Nd:YAG, mostrando que esse processo resulta na
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esperada desmineralizacdo da dentina apds o condicionamento com acido fosférico.
Porém essa desmineralizacdo ndo demonstra degradacao as fibras colagenas visto
gue as bandas de amida | e Il ndo apresentaram diferenca estatistica durante as
etapas de primer e laser. Além disso, na regido de OH e amida, ocorre alteracdo no
formato das bandas 3400 que pode ser causado pelo preparo do substrato apés o
condicionamento acido seguido da aplicacdo do primer. Essa condi¢cdo pode criar

novos grupos com OH gracas a hidrdlise acida.

5.2 Andlise de textura - AT

Nas medidas descritivas em relacdo aos parametros: AngScMom; e
InvDfMom por grupo através do p>0,05 observa-se que nado houve diferenca
estatisticamente significativa entre os momentos em todas as dire¢des (tabelas 1 e 2).
Porém, é perceptivel que existe uma tendéncia de forma geral do aumento do valor
médio destes parametros de textura entre dentina, primer e laser, apresentando este
altimo de forma geral os maiores valores progressivamente. Além disso, fica evidente
nas representaces graficas essa caracteristica nos valores obtidos em boxplot,
evidenciando a média ao centro em relacdo a linha voltada a por¢céo inferior do
retangular, representando o 1° quartil e o 3° quartil na linha acima da barra referente
a porcéo superior do retangulo (figuras 41 e 42).

Nos parametros: Contrast; Correlat; SumOfSgs; SumEntrp; e Entropy por
grupo através do p>0,05, observa-se que ndo ouve diferenca estatisticamente
significante entre os momentos em todas as direcdes (tabelas 3, 4, 5, 6 e 7). Porém,
pode-se constatar que em relacdo a estes 5 parametros de textura existe uma
tendéncia de diminuicdo do valor médio deste parametro a medida que chega no
momento da irradiacdo, onde o laser apresenta de forma geral os menores valores
em comparacdo ao controle. Na representacdo grafica em boxplot, evidencia-se a
média ao centro em relacdo a linha voltada a porcdo inferior do retangular,
representando o 1° quartil e o 3° quartil na linha acima da barra referente a porgéo
superior do retangulo, demonstrando leve queda na fase final (figuras 43, 44, 45, 46 e
47).
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Tabela 1 - Resultados de forma comparativa do parametro referente ao momento angular secundario
na textura dos 3 diferentes momentos

Dentina Primer Laser p*
AngScMom(1,0) 0.124 + 0.048 0.151 + 0.084 0.153 + 0.056 0.277
AngScMom(0,1) 0.133 + 0.0590 0.143 +0.0788  0.148 + 0.0489 0.715
AngScMom(1,1) 0.113 + 0.0516 0.130 +0.0730  0.127 + 0.0469 0.558
AngScMom(1,-1) 0.111 + 0.0457 0.128 + 0.0733  0.134 + 0.0460 0.385
AngScMom(2,0) 0.106 + 0.0418 0.130 + 0.0727 0.128 + 0.0446 0.324
AngScMom(0,2) 0.116 + 0.0533 0.130 + 0.0750 0.126 + 0.0435 0.721
AngScMom(2,2) 0.105 + 0.0420 0.119 +0.0594  0.120 + 0.0420 0.490
AngScMom(2,-2) 0.102 + 0.0407 0.125 + 0.0711 0.122 + 0.0413 0.315
AngScMom(3,0) 0.112 + 0.0410 0.137 +0.0748  0.136 + 0.0474 0.265
AngScMom(0,3) 0.124 + 0.0549 0.132+0.0719  0.132 + 0.0435 0.882
AngScMom(3,3) 0.124 + 0.0392 0.140 +0.0629  0.159 + 0.0533 0.115
AngScMom(3,-3) 0.132 + 0.0407 0.153 + 0.0698 0.142 + 0.0476 0.433

*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 41 - Boxplot das médias em relacéo aos quartis do AngScMom
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2 - Resultados de forma comparativa do parametro referente ao momento da diferenca inversa
na textura dos 3 diferentes momentos

Dentina Primer Laser p*
InvDfMom(1,0) 0.685 + 0.072 0.696 + 0.128 0.732 + 0.094 0.232
InvDfMom(0,1) 0.718 + 0.108 0.687 +0.126  0.722 +0.084 0.445
InvDfMom(1,1) 0.610 + 0.095 0,626 + 0.119 0.646 + 0.085 0.428
InvDfMom(1,-1) 0.614 + 0.079 0.613 + 0.123 0.655 + 0.086 0.242
InvDfMom(2,0) 0.538 + 0.086 0.560 + 0.153 0.596 + 0.107 0.276
InvDfMom(0,2) 0.570 + 0.130 0.555 + 0.145 0.576 + 0.107 0.849
InvDfMom(2,2) 0.455 + 0.105 0.490 + 0.138 0.507 + 0.103 0.328
InvDfMom(2,-2) 0.473 + 0.083 0.465 + 0.164 0.516 + 0.097 0.425
InvDfMom(3,0) 0.449 + 0.098 0.491 + 0.166 0.530 + 0.122 0.150
InvDfMom(0,3) 0.512 + 0.137 0.502 + 0.159 0.491 +0.128 0.908
InvDfMom(3,3) 0.452 + 0.213 0.460 + 0.146 0.452 + 0.110 0.986
InvDfMom(3,-3) 0.413 + 0.128 0.412 + 0.204 0.455 + 0.153 0.668
*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).
Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 42 - Boxplot das médias em relacéo aos quartis do InvDfMom
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Tabela 3 - Resultados de forma comparativa do pardmetro referente ao contraste na textura dos 3

diferentes momentos

56

Dentina Primer Laser p*
Contrast(1,0) 0.896 + 0.399 1.004 + 0.802 0.707 + 0.486 0.150
Contrast(0,1) 0.833 + 0.540 1.047 + 1.029 0.731 + 0.420 0.322
Contrast(1,1) 1.50 + 0.731 1.69 + 1.573 1.22 + 0.828 0.342
Contrast(1,-1) 1.40 + 0.627 1.71 + 1.308 1.12 + 0.659 0.080
Contrast(2,0) 224 +1.14 2.67 +2.35 1.63+1.10 0.099
Contrast(0,2) 211 +1.72 2.69 + 3.51 1.87 +1.28 0.520
Contrast(2,2) 3.70+ 231 3.82+3.98 2.77+181 0.437
Contrast(2,-2) 3.23+1.58 4.36 +4.21 2.65 +1.58 0.130
Contrast(3,0) 3.61+2.30 3.95 + 4.28 2.22+1.28 0.134
Contrast(0,3) 3.15 + 3.07 4.40+7.11 2.95+2.12 0.580
Contrast(3,3) 5.16 + 4.56 5.11 +6.83 3.36+1.83 0.469
Contrast(3,-3) 440+ 2.71 6.92 + 8.80 4.04 +2.92 0.247
*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).
Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 43 - Boxplot das médias em relacéo aos quartis do Contrast
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Tabela 4 - Resultados de forma comparativa do pardmetro referente a correlacdo na textura dos 3
diferentes momentos
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Dentina Primer Laser p*

Correlat(1,0) 0.649 + 0.133 0.646 + 0.168 0.672 + 0.136 0.840
Correlat(0,1) 0.699 + 0.121 0.619 + 0.172 0.656 + 0.119 0.245
Correlat(1,1) 0.450 + 0.163 0.433 +0.222 0.466 + 0.190 0.883
Correlat(1,-1) 0.489 + 0.148 0.419 + 0.225 0.487 + 0.134 0.265
Correlat(2,0) 0.184 + 0.245 0.181 + 0.308 0.260 + 0.290 0.652
Correlat(0,2) 0.286 + 0.268 0.180 + 0.300 0.187 + 0.242 0.447
Correlat(2,2) 0.1473 + 0.231 0.0702 + 0.310 0.1555 + 0.313 0.680
Correlat(2,-2) 0.0601 + 0.252 0.1639 + 0.217 0.0934 + 0.299 0.418
Correlat(3,0) 0.1953 + 0.299 0.1532 + 0.290 0.0199 + 0.340 0.299
Correlat(0,3) 0.0454 + 0.368 0.1060 + 0.346 0.1944 +0.341 0.465
Correlat(3,3) 0.329 + 0.332 0.234 + 0.347 0.449 + 0.264 0.257
Correlat(3,-3) 0.337 + 0.244 0.411 + 0.266 0.296 + 0.386 0.554
*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 44 - Boxplot das médias em relacdo aos quartis do Correlat
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Tabela 5 - Resultados de forma comparativa do parametro referente a Soma dos quadrados na textura

dos 3 diferentes momentos

Dentina Primer Laser p*
SumOfSqgs(1,0) 1.53+0.84 1.92+2.24 1.18 + 0.58 0.30
SumOfSgs(0,1) 1.56 +0.85 1.90 +2.18 1.16 + 0.55 0.28
SumOfSqgs(1,1) 1.51+0.82 1.93+2.24 1.20 + 0.58 0.31
SumoOfSas(1,-1) 1.56 + 0.90 1.90 + 2.24 1.15 + 0.56 0.29
SumOfSqgs(2,0) 1.51+0.83 1.87 +2.16 1.14 + 0.54 0.28
SumOfSqgs(0,2) 0.763 + 0.083 0.738 + 0.164 0.713 + 0.092 0.401
SumOfSgs(2,2) 0.692 + 0.097 0.694 + 0.159 0.650 + 0.110 0.413
SumOfSqgs(2,-2) 1.58 +0.83 1.96 + 2.27 1.20 + 0.58 0.27
SumOfSgs(3,0) 0.665 + 0.114 0.648 + 0.152 0.646 + 0.097 0.861
SumofSgs(0,3) 1.38 +0.85 1.94+2.42 1.17 + 0.63 0.30
SumOfSqgs(3,3) 1.79+1.22 2.00 + 2.40 1.12 +0.54 0.22
SumOfSgs(3,-3) 1.59 + 0.83 2.20 + 2.66 1.43 +0.81 0.34
*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).
Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 45 - Boxplot das médias em relac@o aos quartis do SumOfSqs
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Tabela 6 - Resultados de forma comparativa do parametro referente a Soma da entropia na textura

dos 3 diferentes momentos

Dentina

Primer

Laser

p*

SumEntrp(1,0)
SumEntrp(0,1)
SumEntrp(1,1)
SumEntrp(1,-1)
SumEntrp(2,0)
SumEntrp(0,2)
SumEntrp(2,2)
SumEntrp(2,-2)
SumEntrp(3,0)
SumEntrp(0,3)
SumEntrp(3,3)

SumEntrp(3,-3)

4.983 + 16.1609
1.56 + 0.851
0.809 + 0.1034
0.819 + 0.1083
1.51 + 0.834
1.48 + 0.825
0.692 + 0.0966
0.711 + 0.1077
1.56 + 0.889
0.659 + 0.0857
1.79 + 1.218

0.583 + 0.0885

0.818 + 0.1698
1.90 + 2.178
0.793 + 0.1667
0.792 + 0.1725
1.87 + 2.159
1.87 + 2.175
0.694 + 0.1592
0.677 + 0.1644
1.79 + 2.052
0.667 + 0.1576
2.00 + 2.396

0.568 + 0.1275

0.778 + 0.0950
1.16 + 0.545
0.771 + 0.0901
0.764 + 0.0994
1.14 + 0.538
1.15 + 0571
0.650 + 0.1097
0.662 + 0.0986
1.08 + 0.475
0.623 + 0.0891
1.12 + 0.542

0.572 + 0.1201

0.377

0.280

0.606

0.354

0.284

0.300

0.413

0.361

0.268

0.460

0.224

0.909

*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 46 - Boxplot das médias em relacéo aos quartis do SumEntrp

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 - Resultados de forma comparativa do pardmetro referente da entropia na textura dos 3

diferentes momentos

Dentina Primer Laser p*
Entropy(1,0) 1.050 + 0.129 1.017 + 0.250 0.963 + 0.148 0.255
Entropy(0,1) 1.034 + 0.161 1.019 + 0.226 0.972 + 0.147 0.423
Entropy(1,1) 1.11 + 0.156 1.07 +0.241 1.03 +0.154 0.359
Entropy(1,-1) 1.10 + 0.154 1.08 +0.238 1.01 +0.153 0.216
Entropy(2,0) 1.10+0.134 1.07 + 0.240 1.02 +0.133 0.268
Entropy(0,2) 1.08 + 0.160 1.06 + 0.228 1.03 +0.145 0.610
Entropy(2,2) 1.09 +0.137 1.06 + 0.208 1.03 + 0.138 0.390
Entropy(2,-2) 1.10 + 0.137 1.07 + 0.228 1.02 + 0.143 0.285
Entropy(3,0) 1.054 + 0.141 1.009 + 0.224 0.974 + 0.132 0.286
Entropy(0,3) 1.024 + 0.148 1.026 + 0.222 0.989 + 0.134 0.718
Entropy(3,3) 0.980 + 0.115 0.955+0.175 0.889 + 0.141 0.090
Entropy(3,-3) 0.961 +0.111 0.922 + 0.185 0.934 + 0.128 0.623
*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).
Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 47 - Boxplot das médias em relacéo aos quartis do Entropy
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61

5.3 Microcisalhamento - MC

Nos resultados em relagéo a resisténcia de uniao utilizando o MC para o
aspecto imediata através da andlise inferencial do teste t, 0 G2 apresentou alteracao
de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Apesar de possuir essa diferenca, o valor
de p foi confirmado pelo teste de Mann-Whitney evidenciando resultado estatistico
maior de 5%, constatando que n&o ocorreu diferenca significativa entre 0os grupos
(tabela 8).

Tabela 8 - Resultados estatisticos da analise inferencial pelo teste T para amostras independentes,
confirmado pelo teste de U de Mann-Whitney

. . . Mann-
Shapiro-Wilk Percentis Whitney
Tratamento N Mediana w p 25th 75th p*
Controle 10 35.8 0.881 0.133 35.3 37.5
Microcisalhamento ) 0.052
Experimental 10 34.7 0.708 0.001 34.1 35.2

*diferengas estatisticamente significantes (p<5%).
Fonte: Elaborado pelo autor.

No teste de frequéncia para associagdo dos tipos de fraturas encontradas
confirmadas em estereomicroscopio, observa-se de forma geral, fraturas
predominantemente adesivas, além de mistas (figura 48). Neste estudo nao foram
constatadas fraturas coesivas. De acordo com o resultado gerando pelo valor de p em
complemento a tabela anterior, é reforcado a auséncia de diferenca significativa entre

0s grupos (tabela 9).



Figura 48 — Grafico de distribui¢do dos tipos de falha em relagéo aos resultados do MC
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabelas 9 - Resultados de contingéncia do teste de frequéncia para associacdo Qui Quadrado
referente a dados independentes a partir da analise do tipo de fratura em relagdo aos grupos

Tipo de Falha
Grupo Adesiva Mista Total p*
Controle 12 3 15
Experimental 12 3 15 1.000
Total 24 6 30

*diferencas estatisticamente significantes (p<5%).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Microscopia eletronica de varredura - MEV

A partir das imagens supracitadas do MEV utilizando aumento de 5.000x
colidas pelos detectores ETD e BSED pode-se evidenciar sugestiva diferenciacéo
entre os grupos. A formacéao dos tags nao foi tdo notavel. Porém, observa-se que no
G2 os tubulos dentinarios estdo maiores em comparacao ao G1, permitindo a maior

penetracdo do material adesivo entre os tabulos (figuras 49, 50, 51 e 51).

Figura 49 - Aspecto microscépico do grupo controle com aumento em 5000X em ETD

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 50 - Aspecto microscdpico do grupo controle com aumento em 5000X em BSED

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 51 - Aspecto microscépico do grupo experimental com aumento em 5000X em EDT

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 52 - Aspecto microscdpico do grupo experimental com aumento em 5000X em BSED

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

A dentina continua representando o substrato mais desafiador para o
estabelecimento e efetiva unido aos materiais restauradores (Fusayama et al., 1979;
Nawareg et al., 2015). A eficacia dos sistemas adesivos € frequentemente verificada
em testes laboratoriais e/ou clinicos imediatos/longitudinais (Spencer et al., 2014;
Memarpour et al., 2018; Ramié et al., 2020). Estudos relacionados a este tecido
apresentam relevancia consideravel, pois representa a preservacdo das estruturas
dentais, pensando em possiveis fatores clinicos como evitar trocas excessivas de
restauracoes (Demarco et al.,, 2017; Da Rosa Rodolpho et al., 2022). No entanto,
guando se trata de uma nova técnica, estudos de resultados imediatos sao
extremamente validos e necessarios, visando reduzir os custos de pesquisas para
casos em que a nova abordagem ndo se mostrar efetiva ou mesmo mostrar resultados
inferiores de imediato.

A implementacéo da técnica a laser no protocolo restaurador idealizado por
Goncalves et al. (1999), viabilizou a possibilidade da implementacdo deste artificio,
melhorando de forma imediata os resultados de resisténcia de unido a substratos
dentinarios sadios, hipo e hipermineralizados, mas, utilizando um protétipo de laser
de Ytrium-litum-flior (Nd:YLF). Na atualidade, o equipamento passou por
modificacdes dando origem ao que conhecemos como o Nd:YAG, que possui
caracteristicas bem distintas, com fibras o¢ticas de dimensbes muito inferiores,
variando entre 200, 320 e 400 micrometros (um). Neste contexto, existe um paralelo
guanto as distancias sobre o objeto a ser irradiado, pois no estudo de Gongalves et
al. (1999) foi utilizado a distancia 10 metros do espécime. Por outro lado, nesse estudo
a distancia foi alterada para 13mm da fibra 6tica em relagcéo a superficie.

Franke et al. (2006) ressaltam que a energia necessaria para induzir o
aquecimento melhorando os resultados de resisténcia de unido e aumentando a
penetracdo do adesivo é de 5 J/cm?, bem préxima ao sugerido por Gongalves et al.
(1999) que foi de 3,51 J/cm?. Durante os calculos realizados para estabelecer o
parametro ideal, a energia necessaria precisava entregar de 3 a 5J/cm? motivo esse
gue justifica a diminuicdo do tempo de 66s para 60s de irradiacdo. A alteracéo

morfologica promovida pelo aquecimento da regidao alvo pode originar consequéncias,
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visto que, a irradiacdo com Nd:YAG atua no derretimento da superficie de dentina em
decorréncia do contato da fibra que em altas poténcias eleva temperatura e torna a
sua aplicacdo inviavel para dentes com vitalidade pulpar (Bolortuya et al., 2012).
Segundo Marimoto et al. (2013) esse laser promove a desnhaturacdo dos componentes
organicos da dentina através da geracao de calor, obliterando os tubulos dentinarios
ao mesmo tempo em que propicia a formacdo de numerosos tags pela maior
penetracdo do adesivo aquecido no processo.

A possibilidade de afastar a ponta da fibra atingindo maior &rea € uma opcéao
viavel pensando na preservacdo da vitalidade pulpar como foi estabelecido na
metodologia descrita neste trabalho. Porém, necessitando de mais estudos visando
estabelecer um protocolo que produza resultados semelhantes aos encontrados por
exemplo em Gongalves et al. (1999) e Barcellos et al. (2015). Para Santis et al. (2016)
0 aumento da temperatura in vivo pode ser reduzido pela presenca de estruturas
adjacentes como o periodonto intacto e a cortical 6ssea, além do continuo fluxo
sanguineo atuando como agente de dissipacdo do calor. Por outro lado, Silva et al.
(2016) afirmam que temperaturas acima de 5,5°C provocam necrose pulpar,
sugerindo que a irradiacdo ndo exceda 5°C, onde os parametros para a dentina
deveriam estar entre 60 e 100 mJ, valor esse utilizado como um dos parametros de
escolha a partir de estudo piloto comparando a resposta da dentina durante as etapas
no FTIR.

O uso do Nd:YAG ap0s a aplicacdo do sistema adesivo pode ser uma forma
atraente de se obter maior forca de ligacédo (Franke et al., 2006; Marimoto et al., 2013).
Todavia, como relatado na metodologia desta pesquisa, optou-se pela aplicacéo do
laser sobre o primer. Ao se utilizar o laser sobre o primer e/ou sobre o bond, pode-se
evidenciar o aumento do grau de evaporacdo do solvente e consequentemente a
melhora do poder de penetracdo do adesivo a dentina (Barcellos et al., 2015).

Como observado nos resultados imediatos em FTIR, um componente liquido
presente no acido fosférico e no primer promoveu aumento na banda de amida |l
identificada no gréafico 1, ou seja, a dentina se comportou como uma esponja na
retencao desses fluidos. Apdés a utilizacdo do laser ocorreu a evaporacao do excesso
de agua. No entanto, o laser neste parametro e neste modo de aplicagédo ndo induziu
a desnaturacdo das proteinas envolvidas, fato comprovado pela auséncia de

degradacdo do carbonato na banda de 1400. Apesar de ser observada essa
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caracteristica, estatisticamente o laser ndo alterou o contetdo quimico do substrato,
conforme sugerido na primeira hipétese de nulidade.

Essa condicao vai em contraponto ao resultado obtido no estudo de Lopes et
al. (2022), que utilizou a mesma técnica de ndo contato por 30s, porém, com varredura
a 1mm de distancia da superficie. Os resultados mostraram degradacédo das bandas
de amida | e Il pés laser, além da decomposicéo do carbonato de calcio na banda de
1400 em oxido de calcio. Vale ressaltar, que Lopes et al. (2022) aplicaram o laser
diretamente sobre a dentina sem qualquer tratamento, pois a finalidade era a protecao
do tecido contra desmineralizacéo por céarie. Constatando que parametros e modos
de aplicacédo influenciam os resultados da utilizacao lasers.

A AT em imagens de TCFC foi executada em diferentes momentos e ofereceu
resultados ainda n&o observados na literatura. Os momentos destacados foram:
controle sem qualquer tratamento; pré-tratamento com acido fosférico a 35%;
aplicacdo de primer; e pés irradiacdo com laser Nd:YAG. A TCFC forneceu uma
analise do comportamento estrutural no decorrer das fases da etapa restauradora,
uma vez que esta técnica ja foi utilizada em estudos para analise de microarquitetura
e diferenciacdo dos tecidos organicos (Lofstedt et al., 2019; Gongalves et al., 2020;
Rosa et al., 2020; Nussi et al., 2022; Costa et al., 2023; Queiroz et al., 2023).

Entretanto, ndo revelou resultados estatisticamente significativos com relacao
a utilizacdo da técnica a laser nos parametros utilizados no decorrer do tratamento
adesivo, aceitando-se a segunda hipotese de nulidade. Varios estudos fazem uso
desta técnica em imagens de TCFC com objetivos diversos, como: a avaliacdo
gualitativa de tecido 0sseo para implantes dentarios, a diferenciagdo entre regides
acometidas e ndo acometidas por processos patolégicos, bem como, marcadores
para determinacao de género e idade (Goncalves et al., 2020; Costa et al., 2021; Nussi
et al., 2023). No entanto, nenhum estudo foi encontrado na literatura sobre o uso desta
técnica em imagens de TCFC como meio de andlise de materiais odontolégicos
submetidos a diferentes processos de tratamento. Neste ponto, este estudo possui
pioneirismo e originalidade.

As imagens em TCFC possuem a capacidade de fornecer cortes sequenciais
sem sobreposicOes das estruturas, possibilitando um ensaio nao destrutivo de corpos
de prova, fornecendo por meio de variacfes dos tons de cinza informacdes preciosas

de possiveis alteracées nos mesmos (Nussi et al., 2023). Esta modalidade de imagens
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fornece até 4.000 niveis de cinza diferentes, mas que muitas vezes apresentam
limitacbes em sua analise uma vez que o olho humano apresenta capacidade de
distincdes de no maximo 60 tons de cinza (Haralick et al., 1973; Dhruv et al., 2019).
Neste contexto, a técnica de AT apresenta-se como uma alternativa precisa e objetiva,
possibilitando a avaliacdo estatistica do comportamento dos valores de pixel das
imagens, suscitando em comparacdes por meio de parametros distintos sobre o real
comportamento dos corpos examinados e na identificacdo de sua composicéo
estrutural.

Durante a AT, foram analisados 7 parametros, com a finalidade de estudar
possiveis diferencas estatisticas entre 3 momentos: dentina controle; pré-tratamento;
e pos laser. Uma vez que cada um dos parametros apresenta um significado préprio
em relacdo a caracterizacdo daquela imagem, sua compreensdo pode evidenciar
alteracdes estruturais entre os momentos. Pelos valores de p das tabelas de 1 a 7,
pode-se observar que ndo houve diferencas estatisticamente significantes entres
entre os 3 momentos de estudo, quando se considerou cada um dos parametros de
textura. Entretanto, € importante que sejam analisados os resultados, relativos a
estes, de forma individual, para que os mesmos sejam avaliados de forma mais
consistente.

Em relacdo ao parametro AngScMom informado na tabela 1, € observado uma
tendéncia do laser apresentar maiores valores que 0s momentos primer e dentina
controle, progressivamente. O AngScMom representa o niumero de tons de cinza da
imagem, sendo inversamente proporcional, ou seja, maior seu valor, menor o nimero
de tons de cinza, o que reflete uma imagem com maior uniformidade. De forma similar,
pela Tabela 2, observa-se um comportamento semelhante em relagdo ao parametro
de textura InvDfMom. Este parametro relaciona-se com uniformidade da imagem,
sendo que quanto mais elevado for, mais uniforme esta a distribuicdo dos tons de
cinza referentes a aquele corpo (Haralick et al., 1973; Dhruv et al., 2019).

Por esses resultados, pode-se enfatizar que o laser tendeu a apresentar maior
uniformidade que os demais, indicando uma distribuicdo harmonica podendo refletir
em composicdo padronizada. De fato, nesse momento houve um tratamento que
alterou a composicdo estrutural, reduzindo o teor hidrico, sinalizando que esta
composi¢cado molecular contribuiu para este resultado. Nota-se que a dentina de forma

geral, apresentou menores valores relacionados a esses 2 parametros, indicando sua
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composicdo mais heterogénea.

Em relacdo ao parametro de textura Contrast na tabela 3 e grafico 4 indicam
um comportamento para o laser em apresentar globalmente os menores valores,
seguido pelos demais grupos, observando-se que na dentina foram encontrados os
maiores valores. Este parametro esta ligado a presenca de ruido naimagem, a analise
de textura que resulta em altos valores de Contrast, indica maior grau de ruido, o qual
pode ser fruto da reducdo do numero de fétons de raios X no exame de TCFC,
causado pelo aumento da espessura e densidade do objeto examinado (Gongalves et
al., 2020). Pelos resultados, indica-se desta forma, uma tendéncia do momento laser
apresentar uniformidade e estrutura mais coesa comparativamente a dentina controle.

Os resultados associados ao parametro Correlat indicaram que o momento
laser apresentou menores valores em comparacao a dentina observado na tabela 4 e
gréfico 5, indicando menor interdependéncia entre os pixels da imagem, o que implica
em um tecido mais organizado, com menos variacfes internas, sem que uma regiao
influenciasse em outra (Costa et al., 2021). Os valores para a SumOfSqgs também
foram menores no momento laser, traduzido menores dispersdes das distribuicdes
dos tons de cinza na imagem associada ao momento, reforcando sua uniformidade
de composicdo (Dhruv et al., 2019).

De forma semelhante, os resultados relativos aos parametros de textura
Entropy e SumEntrp respectivamente explanados nas tabelas 6 e 7 e graficos 7 e 8,
gue sao parametros complementares entre si, apresentaram menores valores
relacionados ao laser e maiores para dentina. Estes parametros indicam uma
desordem da distribuicdo dos niveis de cinza ha imagem, quanto maiores forem seus
valores, maior heterogeneidade de composicédo tecidual apresentara o corpo (Nussi
et al., 2023). Apés o tratamento com laser os resultados indicam uma composi¢cao
mais uniforme, suscitando em imagens de maior harmonia em sua composi¢ao.

Entretanto, por ser um estudo inédito que avaliou corpos de prova por meio
de imagens de TCFC, utilizando-se da AT, os resultados ndo podem ser diretamente
comparados a outros estudos que tiveram objetivo simular. Porém, o significado de
cada parametro de textura, € universal, traduzindo desta forma uma tendéncia ao
comportamento mais padronizado do momento laser em relagdo aos demais. Neste
ponto, a técnica de AT em imagens de TCFC surge como uma possivel metodologia

promissora para a finalidade de estudo complementar estrutural de corpos de prova,
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viabilizando novos estudos com esse artificio.

Dentre os testes utilizados para avaliacéo laboratorial do comportamento de
materiais encontra-se a resisténcia de unido, podendo ser feita principalmente por MC
e microtracao (EL Mourad, 2018; Sano et al., 2020). Nesse estudo, optou-se por essa
técnica de MC pelo amparo da literatura em consonéncia a critérios de padronizacéo,
pois os dentes podem conter acidentes anatdmicos que inviabilizam a execucéo de
métodos como a microtracdo devido a pouca espessura de remanescente em relagéo
aos cornos pulpares. A quantidade de dentina remanescente nem sempre é registrada
nos estudos de resisténcia de unido e isso pode representar um fator de discrepancia
entre os resultados (Franke et al., 2006; Sano et al., 2020). Esse estudo padronizou o
remanescente dentinario em 2mm e garantiu que o processo adesivo fosse executado
em superficies com caracteristicas estruturais semelhantes, livres de ilhas de esmalte
ou de excessiva proximidade pulpar.

O teste de MC empregado neste estudo ndo foi capaz de identificar uma
diferenca significativa entre os tratamentos empregados nos grupos controle e
experimental com laser, 0 que do ponto de vista da aplicacdo de uma nova técnica,
nao representa um resultado insatisfatorio. Avaliando em outros aspectos, pode-se
interpretar como um resultado favoravel no sentido de que ndo houve deterioracéao
imediata da unido adesiva. E importante salientar que até o momento, a exce¢do do
trabalho de Gongalves et al. 1999, todos os trabalhos que se utilizaram da metodologia
de aplicacéo do laser sobre 0 adesivo ndo polimerizado, o fizeram pelo método com
contato da fibra sobre o substrato (Marimoto et al., 2013; Silva et al., 2017; Santis et
al., 2017). Nenhum trabalho pode ser utilizado como comparagéao direta, pois mesmo
o idealizador da técnica utilizou de testes como o macrocisalhamento, além de ter
usado dentina bovina e ndo humana como o estudo em questao.

Os valores de resisténcia obtidos foram expressivos como ressaltado na
tabela 8, com média superior a 30 MPa, o que demonstra uma boa condi¢cdo da
metodologia proposta. Os resultados obtidos no MC, destacaram predominancia na
falha do tipo adesiva, outro fator importante que mostra o rigor metodologico, visto que
foi reduzida a porcentagem de fraturas coesivas. Porém, constatou-se que o
tratamento experimental com laser baseado no p valor, ndo influenciou de forma
imediata os resultados de resisténcia de unido em dentina, aceitando-se a terceira

hipotese de nulidade.
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Por outro lado, na MEV evidenciou caracteristicas peculiares da técnica com
0 uso do laser sobre o primer do sistema adesivo. A partir das imagens das figuras
com aumento de 5.000x colhidas pelos detectores ETD e BSED pode-se evidenciar
sugestiva diferenciagdo entre os grupos. A formacao dos tags nao foi tdo notavel.
Porém, observa-se que no G2 os tubulos dentinarios estdo maiores em comparagao
ao G1, permitindo a maior penetracao do material adesivo entre os tubulos, rejeitando
a quarta hipétese de nulidade.

A partir dos resultados do MEV, enfatiza-se a necessidade de estudos
voltados ao poder de penetracdo do material sobre o substrato. Esse fator gera
discussdo sobre o tema, visto que a composicdo do sistema adesivo utilizado
apresenta caracteristicas clinicas de maior viscosidade, o que pode ter influenciado
no poder de penetracdo do material. Para Barcellos et al. (2015), o efeito do laser
auxiliou no nivel de penetracdo, porém, neste estudo os autores utilizaram sistemas
adesivos autocondicionantes de viscosidade reduzida, o que pode influenciar nesses
casos 0s resultados imediatos na resisténcia de unido. Apesar do aumento na
dimenséo dos tubulos observados em MEV, o tratamento a laser ndo foi capaz de
influenciar a qualidade da interface de unido imediata em termos de porosidade, falhas
e caracteristicas de tags, conforme relatado na quarta hipotese de nulidade.

Contudo, muito ainda necessita ser investigado, sobretudo quando se utilizam
metodologias ja& conhecidas sob novas perspectivas, considerando condicfes

longitudinais com diferentes parametros e modos de aplicacéo.
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7 CONCLUSAO

Portanto, mediante as condi¢cBes apresentadas, de forma imediata, o laser
ndo mostrou efeitos deletérios ao processo adesivo, ndo reduzindo a resisténcia
adesiva e nao desnaturando o colageno exposto ap6s o condicionamento. A analise
de textura evidenciou uma tendéncia a formacéo de um tecido mais padronizado apos
o uso do laser. Além disso, mostrou-se maior penetrabilidade na avaliagdo em MEV
apos o laser. Novas pesquisas com avaliacdo longitudinal mostram-se necessarias
para verificar se o efeito do laser pode ter sido protetor da degradacéao hidrolitica, visto
gue ha uma reducdo do conteido de &gua local durante a formacdo da camada
hibrida.
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