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RESUMO

SOUZA, JJ. Diferenca no padrdao de desmineralizacdo da dentina usando
diferentes protocolos de aplicacdo de acido fosforico. [Tese de Defesa de
Doutorado em Dentistica Restauradora — Universidade Estadual de Ponta
Grossa;2020].

O objetivo deste estudo foi analisar as diferencas no padrdo de desmineralizacéo do
substrato dentinério, observando diferencas morfolégicas e o efeito do tempo de
condicionamento quando utilizado diferentes marcas comerciais de acido fosforico,
bem como a sua influéncia na adeséo a dentina. Foram selecionados 200 molares
humanos isentos de carie dental, divididos de acordo com os testes a serem
realizados. Foram usados os acidos: UD-Ultra-etch [Ultradent]; 3M-Scotchbond™
Universal Etchant [3M], DP-Condicionador Dental Gel [Dentsply-Sirona] e IV-Total
Etch [Ivoclar Vivadent] nos tempos de aplicacdo do &cido fosférico (3 e 15 segundos)
para o teste de profundidade de desmineralizacdo pela visdo sagital através da
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para os testes: avaliacdo oclusal pela
densidade tubular, avaliacdo da topografia pela rugosidade 3D através da
Perfilometria Optica, mapeamento quimico por meio da Espectroscopia micro-Raman,
analise da concentracdo de Ca por meio de Espectroscopia por Dispersao de Energia
(EDS), foram utilizados os tempos 0, 3 e 15 segundos de condicionamento. Nos testes
de resisténcia de unido a dentina por microtracdo (RU) e avaliacdo da Nanoinfiltracao
(NI), o adesivo e a resina utilizados foram Peak Universal Bond [Ultradent] e Forma
Zirconia Nano-Hybrid Composite [Ultradent], respectivamente. Também foi realizado
a mensuracdo do pH e a capacidade de tamponamento dos acidos através de
solugdes com agua deionizada na proporcao 1:2 (por peso). Foi aplicado o teste Two-
way ANOVA e post-hoc Tukey (a=0,05) para a profundidade de desmineralizacéo e
densidade tubular, para as demais analises quantitativas utilizamos One-way
ANOVA. Os resultados mostram que para todos os acidos foi encontrado uma menor
profundidade de desmineralizacdo condicionando-se por menos tempo. Para os testes
da avaliacao oclusal pela densidade tubular, rugosidade, e mapeamento quimico, os
dados mostram uma menor taxa de desmineralizacdo em 3 s para todos 0s grupos,
exceto para o acido UD, o qual apresentou comportamento semelhante com 3 e 15 s.
Numa andlise entre os acidos, foi visto que UD e 3M apresentaram um potencial
menos agressivo, impactando positivamente nos valores de RU e NI; entretanto
somente o acido UD néo apresentou diferenca nos tempos estudados (3 e 15 s). Nado
foi encontrado diferenca entre os acidos para a quantidade de Ca; porém, houve
diferenca para todos os grupos entre os tempos 0, 3 e 15 s. Na avaliacdo do pH da
solucdo dos acidos foi encontrado um menor valor para o acido IV.Conclui-se que o
acido UD promove desmineralizacdo menos acentuada evitando uma sobre-
exposicdo das fibras de colageno. O condicionamento na dentina por 3 segundos
pode levar a alteracfes significativas em sua estrutura e ser suficiente para permitir a
penetracdo dos monémeros adesivos na trama de colageno desmineralizado.

Palavras-chave: ataque acido dentério, dentina, desmineralizacdo dentaria.



ABSTRACT

SOUZA, JJ. Difference in demineralization pattern of dentin using different
protocols for application of phosphoric acid. [Tese de Defesa de Doutorado em
Dentistica Restauradora — Universidade Estadual de Ponta Grossa;2020].

The aim of this study was to analyze the differences in the demineralization pattern of
the dentin substrate, observing morphological differences and the effect of the etching
time when using different commercial brands of phosphoric acid, as well as its
influence on dentin adhesion. 200 human molars free of dental caries were selected,
divided according to the tests to be performed. The acids used were: UD-Ultra-etch
[Ultradent]; 3M-Scotchbond ™ Universal Etchant [3M], DP-Dental Gel Conditioner
[Dentsply-Sirona] and IV-Total Etch [Ivoclar Vivadent] at phosphoric acid application
times (3 and 15 seconds) for the demineralization depth test by lateral view through
Scanning Electron Microscopy (SEM). For the tests: occlusal assessment by tubular
density, topography assessment by 3D roughness using optical profileometry,
chemical mapping using micro-Raman spectroscopy, analysis of Ca concentration
using energy dispersion spectroscopy (EDS), were used conditioning times 0, 3 and
15 seconds. In microtensile bond strength tests (UTBS) and Nanoleakage (NL) tests,
the adhesive and resin used were Peak Universal Bond [Ultradent] and Forma Zirconia
Nano-Hybrid Composite [Ultradent], respectively. The pH measurement and the
buffering capacity of the acids were also carried out through solutions with deionized
water in the proportion 1: 2 (by weight). Two-way ANOVA and post-hoc Tukey test (a
= 0.05) were applied for the depth of demineralization and tubular density, for the other
guantitative analyzes we used One-way ANOVA. The results show that for all acids, a
lower depth of demineralization was found, etching for less time. For the tests of
occlusal evaluation by tubular density, roughness, and chemical mapping, the data
show a lower rate of demineralization in 3 s for all groups, except for UD acid, which
presented a similar behavior with 3 and 15 s. In an analysis between acids, it was seen
that UD and 3M showed a less aggressive potential, positively impacting the values of
UTBS and NL; however, only UD acid did not show any difference in the studied times
(3 and 15 s). No difference was found between acids for the amount of Ca; however,
there was a difference for all groups between times 0, 3 and 15 s. In evaluating the pH
of the acid solution, a lower value for IV acid was found.It is concluded that UD acid
promotes less accentuated demineralization, avoiding an overexposure of collagen
fibers. Etched dentin for 3 seconds can lead to significant changes in its structure and
be sufficient to allow the penetration of adhesive monomers into the demineralized
collagen web.

Key-words: Dental Acid Etching, Dentin, Tooth Demineralization
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1. INTRODUCAO

O condicionamento acido na dentina tem muito a ser estudado, pois € um
processo delicado e extremamente importante para o sucesso da adesdo. Sabe-se
gue a smear layer ndo pode ser removida apenas por lavagem com agua, portanto
precisa da dissolucdo através de um condicionamento(PUPPIN-RONTANI;
TEIXEIRA; SINHORETI; SOBRINHO, 2010; VAN MEERBEEK; DE MUNCK;,
YOSHIDA; INOUE et al., 2003). Na dentina o ataque acido provoca desmineralizacéo
completa até alguns micrometros superficiais na dentina intertubular, expondo a matriz
de fibras de colageno subjacente que é quase totalmente privada de
hidroxiapatita(PASHLEY; TAY; BRESCHI; TJADERHANE et al., 2011).

Como tal, o mecanismo principal de adesdo a dentina utilizando adesivos etch-
and-rinse, é baseado na difusdo e depende da hibridizacdo tdo completa quanto
possivel da resina nos tubulos dentinérios abertos e na matriz de colageno exposta,
formando a camada hibrida(VAN MEERBEEK; DE MUNCK; YOSHIDA; INOUE et al.,
2003; VAN MEERBEEK; PEUMANS; POITEVIN; MINE et al., 2010). Infelizmente, ndo
se consegue uma penetracdo em toda a zona que foi desmineralizada deixando assim
algumas fibras colagenas expostas na base da camada hibrida(PASHLEY; TAY;
BRESCHI; TJADERHANE et al., 2011), essa camada de fibrilas colagenas
desprotegidas corre o risco de ser hidrolisada ou degradada por enzimas endégenas
da dentina, reduzindo assim significativamente a resisténcia de unido(LIU;
TJADERHANE; BRESCHI; MAZZONI et al., 2011).

Por muito tempo, o condicionamento &cido foi preconizado para que sua
utilizacédo fosse feita em 15 s na superficie dentinaria, pois acreditava-se que € o
tempo necessario para a remocao de quase todo o conteddo mineral, exposicdo das
fibrilas coldgenas e facilidade na interagdo mondmero-coldgeno(PASHLEY; TAY;
BRESCHI; TJADERHANE et al, 2011); entretanto, diferentes tempos de
condicionamento utilizando concentracdo semelhantes de &cido fosforico podem
gerar alteragBes morfologicas na superficie da dentina desmineralizada. O tempo de
condicionamento prolongado causa alteragbes morfolégicas na superficie dentinaria
e essas mudancas tém efeitos negativos no processo de hibridizacdo da
dentina(BRAJDIC; KRZNARIC; AZINOVIC; MACAN et al., 2008; PERDIGAO; LOPES,
2001).



18

Tem sido demonstrado também que concentracdes de acido fosforico entre 30
e 40% sao efetivas em produzir um substrato adequado para infiltracdo da resina
adesiva e formacédo da camada hibrida(TARCIN; GUNDAY; OVECOGLU; TURKMEN
et al., 2009); desta maneira, deveria ter-se um padrao semelhante de agao entre
acidos de diferentes marcas comerciais com mesmo tempo e concentracdo, mas isso
nao é observado na literatura(HASHIMOTO; OHNO; KAGA; SANO et al.,, 2002;
WANG; SPENCER, 2004).

Devido a diversidade e particularidades de cada material, juntamente pelo fato
de um acido prometer acdo controlada de desmineralizacdo(SYROP, 2008), o objetivo
deste trabalho foi avaliar a diferenca no padrdo de desmineralizacdo, a morfologia
dentinéria e a influéncia na resisténcia de unido e microinfiltragdo marginal da dentina
tratada com diferentes marcas comerciais e diferentes tempos de condicionamento de

acido fosforico.



2. REVISAO DE LITERATURA

- Condicionamento Dentinério

Buonocore quando prop6s o condicionamento acido do dente para aumentar a
adesédo de materiais restauradores se referia somente ao esmalte(BUONOCORE,
1955). A aplicacéo de 4cido fosforico em dentina so6 foi aceita posteriormente e apenas
em 1982, com o estudo de Nakabayashi, discorrendo sobre a formacdo da camada
hibrida, a qual era responsavel por criar adesao a um substrato tdo peculiar como a
dentina(NAKABAYASHI; KOJIMA; MASUHARA, 1982). Desde o descobrimento da
formacao da camada hibrida que se sabe que esse € um passo bastante critico na
técnica restauradora.

O condicionamento acido na dentina produz aberturas nos tubulos dentinarios e
isso resulta numa rede de fibras de coldgeno separadas por microporos dentro da
dentina intertubular. A maioria dos sistemas adesivos foram projetados para promover
adesdao da dentina através da interacdo de um monémero hidrofilico com um solvente
organico com um substrato relativamente amido, e assim acredita-se que a eficacia
dos adesivos de dentina dependem da infiltragcdo desses monémeros hidrofilicos de
alta afinidade na rede de fibras de colageno que comp8em o estrutura da dentina
condicionada por acido(PERDIGAQ; LOPES, 2001).

Apoés condicionamento acido, a smear layer é removida e a dentina superficial
desmineralizada, permitindo a criacdo de wuma camada hibrida bem
impregnada(HANABUSA; MINE; KUBOKI; MOMOI et al., 2012). Foi demonstrado que
varios adesivos universais, utilizados em modo etch-and-rinse resultavam numa maior
penetracdo da dentina, com formacdo de resin tags longos (até 50 um) e camada
hibrida mais espessa (2-4 um)(WAGNER; WENDLER; PETSCHELT; BELLI et al.,
2014).

- Caracteristicas do Acido Fosférico

As concentracdes comumente utilizadas de acido fosforico estdo entre 30 e 40%
e sao eficazes em produzir um substrato adequado para infiltracdo da resina adesiva
e formacdo da camada hibrida(TARCIN; GUNDAY; OVECOGLU; TURKMEN et al.,
20009).
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Embora a concentracdo seja fundamental, existem outros fatores que sao
determinantes para a efetividade dos condicionadores, como por exemplo o pH que &
influenciado pela concentragdo dos mesmos(MARSHALL; INAI; MAGIDI; BALOOCH
et al.,, 1997). A importancia do pH em relacdo aos efeitos dos &cidos sobre as
superficies dentinarias tem sido elucidada em alguns aspectos, os niveis de
condicionamento aumentam drasticamente quando o pH diminui.

Concentracdes similares de &cido fosforicos contendo diferentes espessantes
resultam em diferentes profundidades de desmineralizacdo, bem como em morfologia
diferente de condicionamento da dentina(PERDIGAO; MAY; WILDER; LOPES, 2000).
Essa diferenca de profundidade gera uma preocupacdo visto que a penetracéo
incompleta desta rede de colageno microporoso desmineralizado pode resultar em
uma zona delicada dentro da camada hibrida e entre a camada hibrida e a dentina
inalterada que poderia ser suscetivel a degradacdo(SANO; SHONO; TAKATSU;
HOSODA, 1994).

Outro fator importante relacionado ao &cidos é a sua viscosidade. Em relagéo a
essa propriedade, os condicionadores acidos apresentam-se geralmente na forma de
gel, uma vez que a viscosidade proporciona melhor controle na area de aplicacéo pelo
clinico, em virtude do reduzido escoamento.

A viscosidade do condicionador € fornecida pela adicdo de agentes espessantes,
dentre eles silica ou hidroxicelulose. A adicédo de silica coloidal (5 ou 10%) ou esferas
poliméricas tem sido indicada por esta ndo interferir na resisténcia de
unido(PERDIGAO; DENEHY; SWIFT, 1994, PERDIGAO; MAY; WILDER; LOPES,
2000).

A silica, usada como espessante, pode ficar acumulada na entrada dos tabulos
dentinérios, em razdo da dificuldade em ser removida na lavagem, e interferir no
procedimento adesivo(PERDIGAO; DENEHY; SWIFT, 1994). Entretanto, apesar de
possiveis diferencas no agente espessante entre os condicionadores utilizados,
qualquer discussado a respeito dessas caracteristicas € imprecisa, uma vez que a
composicao destes € pobremente fornecida pelos fabricantes(PASSOS; SANTOS;
RODRIGUES; GRIZA et al., 2012).

A utilizacdo da ponta da seringa aplicadora é fundamental para um efetivo
condicionamento dentinario no tempo preconizado de 15s (WANG; SPENCER, 2004).
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A pressao exercida pelo émbolo da seringa contra a entrada, de menor area, da
ponta aplicadora provoca uma reducao da viscosidade do condicionador (efeito shear
thinning)(WANG; SPENCER, 2004). Isso resultada em maior molhamento da dentina

pelo condicionador e mais efetivo condicionamento.

- Tempos de condicionamento

Além da concentracdo, ph e viscosidade do condicionador, o tempo de
condicionamento também é capaz de influenciar o padrdo de desmineralizacdo da
dentina(PERDIGAO; LOPES, 2001).

A capacidade de desmineralizacdo causada pelo acido fosférico é afetada
diretamente pelo tempo de condicionamento, e uma alternativa para manter os niveis
de Calcio dentro da camada hibrida, seria reduzir o tempo de aplicacdo do &cido, a
fim de proporcionar novos métodos para melhorar a estabilidade da ligacdo entre
resina e dentina dos adesivos universais, pois quanto menor a desmineralizagéo da
dentina, preserva-se a hidroxiapatita que sera fortemente ligada aos cristais de Célcio
na interface da restauracao(STAPE; WIK; MUTLUAY; AL-ANI et al., 2018).

Alguns estudos testaram os resultados obtidos na dentina apds a reducdo do
tempo de condicionamento acido. Um estudo realizado em 2013 utilizou &cido
fosférico a 35% e formou trés grupos com tempos de condicionamento diferentes (3,
10 e 15 segundos). Seus resultados apresentaram que prolongar o tempo de
condicionamento da dentina com o &cido fosfoérico tem um impacto negativo na
resisténcia de unido. Outros estudos mostraram que um tempo prolongado de ataque
acido tende a formar uma camada hibrida mais espessa, reduzindo a forca de adesao
da dentina(GORACCI; RENGO; EUSEPI; JULOSKI et al., 2013).Outros trabalhos
mostraram que o condicionamento pela metade do tempo recomendado pelo
fabricante forneceu maior for¢a de adeséo dentinaria(OSORIO; AGUILERA; OTERO;
ROMERQO et al., 2010; SARDELLA; DE CASTRO; SANABE; HEBLING, 2005).

Uma melhor interagéo do adesivo universal com a resina foi observado, quando
o tempo de condicionamento &cido foi reduzido a 3 segundos; o mesmo estudo
apontou que ndo houve diminuigdo no conteudo de calcio na dentina e a camada
hibrida n&o apresentou diferencas quando comparada a uma dentina nao
condicionada(STAPE; WIK; MUTLUAY; AL-ANI et al., 2018).
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Outro estudo manteve passivamente a dentina em contato com o acido durante
10 segundos e ndo observou nenhuma zona de interdifusdo nos cortes corados com
tricémico de Goldner. Durante os primeiros segundos de aplica¢do do &cido fosférico,
0 produto penetrou rapidamente através dos tubulos dentinarios e removeu o
conteado mineral da dentina circundante peritubular e intertubular, se desfazendo
assim, a necessidade de manter o acido por mais de 10 segundos na
dentina(SCHEFFEL; HUCK; SOARES; BASSO et al., 2016).

Um estudo realizado em 2005, comparou as diferencas presentes na dentina de
dentes permanentes e dentes deciduos e comprovou que o condicionamento deve se
apresentar eficiente e ndo extenso, pois a desmineralizacdo extensa da dentina
intertubular colapsa as fibras de coldgeno e os cristais de fosfato se precipitam,
consequentemente uma camada protetora é formada, a qual ndo € completamente
impregnada pelo adesivo e pelo monbmero, afetando a efichcia da
adesdo(SARDELLA; DE CASTRO; SANABE; HEBLING, 2005).

- Adesdo na Dentina

A completa infiltracdo da matriz de colageno pela resina € impraticavel, pelo que
pode ficar uma area de dentina desmineralizada exposta na interface adesiva.
Consequentemente, pode ocorrer sensibilidade poés-operatéria e degradacdo da
interface(MENA-SERRANO; KOSE; DE PAULA; TAY et al., 2013).

O condicionamento dos tecidos dentarios € um passo operatorio importante em
procedimentos clinicos adesivos. Embora determinados sistemas adesivos ja
promovam alguma adesao quimica, a retencdo micromecanica continua a ser a
responsavel maxima pela unido dente — restauracao(SOBRAL V, 2014). A anélise do
padrdo de condicionamento pode contribuir significativamente para compreender a
eficacia dos sistemas adesivos existentes no mercado e servir como base de estudo
para o0 desenvolvimento de novas estratégias. A interacdo dos agentes
condicionadores é também diferente consoante as caracteristicas do substrato onde
é aplicado(SOBRAL V, 2014).
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Sabendo-se que todo o processo de adesdo na dentina é muito complexo, além
da preocupacdo com o0s materiais utilizados, deve-se atentar criticamente ao
substrato, usualmente é recomendado deixar a dentina humida, porém esta € uma
tarefa clinicamente dificil, pois depende dos solventes usados no adesivo e na
interpretacdo do clinico das instrucdes do fabricante(MUNOZ; LUQUE; HASS; REIS
et al., 2013). Pensa-se que a agua deixada na superficie da dentina mantém a matriz
de colageno flexivel e permeével a infiltracdo subsequente dos mondémeros. Esta
técnica garante uma difusdo eficiente da resina se toda a &gua for eliminada e
substituida por mondmeros de resina durante a aplicacdo do primer. Caso contrario,
a polimerizacéo da resina na camada hibrida pode ser afetada ou, pelo menos, a agua
remanescente vai competir com a resina na dentina desmineralizada(YOSHIDA,
INOUE, 2012).

Nos adesivos que utilizam agua ou etanol como solvente pode ser seguida a
técnica de “dry bonding”, em que se seca ligeiramente a dentina condicionada com
um jato de ar(VAN MEERBEEK; DE MUNCK; YOSHIDA,; INOUE et al., 2003). A
secagem da dentina com ar faz com que a matriz de colageno figue sem suporte e
por isso colapse, evitando que os mondémeros do primer e adesivo infiltrem bem a
superficie condicionada(YOSHIDA; INOUE, 2012), o que se traduz numa reducao da
forca de ades@ao(MUNOZ; LUQUE; HASS:; REIS et al., 2013).

Na literatura ha artigos que tém criticamente avaliado o papel da camada rica em
colageno produzida por o condicionamento acido da dentina(GWINNETT, 1992; 1994;
SANO; SHONO; TAKATSU; HOSODA, 1994). Foi sugerido que os agentes de unido
na dentina ndo se difundem completamente através da rede de colageno que
permanece apds o acido condicionamento da dentina(SANO; SHONO; TAKATSU,;
HOSODA, 1994). Esse colageno desprotegido pode produzir uma camada porosa
fraca ndo suportada por hidroxiapatita ou encapsulado por resina.

Também é visto que a hidrélise subsequente dos peptideos de colageno
expostos pode levar a degradacéo da ligacdo dentina-resina, resultando em menor
forca de unido e aumento de microinfiltracdo(WAKABAYASHI; KONDOU; SUZUKI;
YATANI et al., 1994). A dissolucdo do mineral apds condicionamento acido resulta em
uma camada de coladgeno exposta na superficie dentinaria, aumentando sua

permeabilidade e dando origem a uma melhor difusdo da resina.
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Portanto, uma adesdo mais previsivel poderia ser obtida diretamente com
hidroxiapatita  parcialmente desmineralizada da dentina removendo o
colageno(VARGAS; COBB; ARMSTRONG, 1997)

No mecanismo de ades&o dos adesivos autocondicionantes de baixo pH (strong
self-etch) é primariamente baseado na difusdo, o que é semelhante a abordagem
convencional (etch-and-rinse). Estes adesivos tém sido documentados com valores
de forcas de adesao reduzidos, especialmente na dentina. Além da elevada acidez
que aparenta diminuir drasticamente a performance do adesivo, outra preocupacao é
o efeito da agua residual que fica na interface adesiva(VAN MEERBEEK; DE MUNCK;
YOSHIDA; INOUE et al., 2003). Além do mais, o fosfato de célcio dissolvido, que fica
encapsulado na resina, é bastante soltivel(GIANNINI; MAKISHI; AYRES; VERMELHO
et al., 2015).

Os sistemas “mild” self-etch tém no geral um pH de aproximadamente 3 e
desmineralizam a dentina apenas numa profundidade de 1um. Esta desmineralizac&o
superficial é parcial, mantendo hidroxiapatita residual aderida ao colageno (GIANNINI;
MAKISHI; AYRES; VERMELHO et al., 2015).

Em um estudo publicado no ano de 2007, foi verificado que o condicionamento
acido reduz significativamente as forcas de adesdo de um adesivo self-etch a
dentina(PROENCA; POLIDO; OSORIO; ERHARDT et al., 2007). Isso pode estar
relacionado com a reducdo da interacdo entre 10-MDP e a dentina ap6s o
condicionamento, pois a disponibilidade de hidroxiapatita é reduzida(VAN LANDUYT;
PEUMANS; DE MUNCK; LAMBRECHTS et al., 2006).

O motivo pela qual a reducao da forca de adesédo tem sido atribuida a infiltracéo
incompleta da resina na matriz de colageno desmineralizada (HASHIMOTO; OHNO;
ENDO; KAGA et al, 2000). O &cido fosfoérico desmineraliza a dentina mais
profundamente do que os adesivos “mild” (suvaes) self-etch estdo desenhados para
infiltrar(HANABUSA; MINE; KUBOKI; MOMOI et al., 2012). Embora haja uma melhor
morfologia da interface apds o condicionamento acido, foi demonstrado que resulta
na diminuicdo das forcas de adesdo, com aumento no numero de falhas
adesivas(VAN LANDUYT; PEUMANS; DE MUNCK; LAMBRECHTS et al., 2006).



3. PROPOSICAO

3.1Proposicao Geral

O objetivo do presente estudo é avaliar as diferencas no padrdo de
desmineralizacdo da dentina apdés o condicionamento com acido fosforico de

diferentes marcas comerciais, usando diferentes protocolos de aplicacao.

3.2Proposicdes Especificas

3.2.1 Avaliar a diferenca morfolégica da dentina apds diferentes protocolos de

aplicacao de acido fosforico;

3.2.2 Avaliar o perfil quimico da dentina condicionada com os diferentes protocolos

de aplicacao acido fosforico;

3.2.3 Avaliar o conteudo residual de Caélcio na superficie dentinaria condicionada

com os diferentes protocolos de aplicacdo de acido fosférico;

3.2.4 Avaliar a influéncia dos diferentes protocolos de aplicacdo de &cido fosférico

na resisténcia de unido e nanoinfiltracdo marginal da dentina.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa envolvendo em Seres
Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEP/UEPG), de acordo com o

parecer 2.672.996, como demonstrado no anexo A.

4.2 Desenho do estudo

Para realizacao desta tese foram realizados ensaios in vitro tais como: analise
de profundidade sagital, padrdo de densidade tubula amos através da Microscopia
Eletrénica de Varredura, rugosidade superficial pela perfilometria éptica, teor residual
de calcio por Espectroscopia de Energia Dispersiva, mapeamento quimico pela
Microscopia Raman, bem como testes mecéanicos como: resisténcia de unido e
nanoinfiltracdo, bem como analises quimicas de mensuracédo da solucdo de ph dos
acidos e sua capacidade de tamponamento. Para ta, foram selecionados 200 molares
humanos permanentes higidos, divididos entre os testes realizados conforme mostra

a figura 1.



Figura 1 - Desenho do estudo.
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4.3 Preparo das amostras

4.3.1 Preparo das solugdes

Para a fixacdo das amostras nos propusemos a fazer uma solucao alternativa a
solucdo de Cacodilato, a qual é mais comumente utilizada, com o objetivo de propor
mais uma opc¢ao para este proposito evitando a toxicidade do Cacodilato. Inicialmente
foram homogeneizadas 500 mL de agua destilada e deionizada a 4°C com 12,1g de
Tris HCI, que gerou uma solucdo com pH em torno de 6, logo apds, aos poucos foi
adicionado NaOH 0,1M até chegar no pH 7,4 verificada com auxilio do pHmetro
(Taylor Hobson CCI Lite, S&o Paulo — Brazil). Em seguida, 200 mL Dessa solucédo de
TRIS 0,2M foi diluida com 200 mL de agua destilada deionizada, obtendo-se TRIS
0,1M. Adicionou-se a essa solucédo TRIS 0,1M, 225 mL + 25 mL de Glutaraldeido 25%,
com isso obteve-se uma solucdo de glutaraldeido 2,5% com Tris 0,1M. Sendo as
solugdes finais:

. TrisHCI0,1e 0,2 M
. Glutaraldeido 2,5%
.NaOH 0,1 M

4.3.2 Preparo dos espécimes

Os dentes tiveram todo esmalte coronario desgastado com auxilio de um
recortador de gesso, no sentido oclusal até chegar na dentina, verificando-se por meio
de microscopio Optico se ndo havia ilhas de esmalte. Com uma ponta diamantada
tronco conica removeu-se todo esmalte lateral, deixando apenas dentina em todas as
paredes.

Em seguida, foram fixados com cera pegajosa no stubs de modo com que a face
oclusal ficasse paralela ao com o sentido do disco de corte e a face coronaria foi
marcada com uma lapiseira. Sob irrigacdo a 300 rpm foi realizado corte de 1,4cm
(para compensar a espessura do disco) ha maquina de corte (Isomet 1000, Buehler
Ltd., Lake Bluff, Illinois, EUA), com ajuda de um disco diamantado (15 HC-4in, Buehler
Ltd., Lake Bluff, lllinois, EUA).

Em seguida, fez-se o polimento em uma lixa 600 por 60s na porgédo coronaria

demarcada e armazenou-se a 37° C em agua destilada.
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Nos discos de dentina, foi realizada uma edentacdo com um disco de aluminio
na face oposta a ser condicionada, essa linha de corte deveria quase ultrapassar a
fatia, cuja finalidade seria facilitar a quebra da fatia posteriormente, tanto para a
andlise da superficie oclusal (figura 2 A) quanto a profundidade de desmineralizacéo

pela visdo sagital (figura 2 B).

4.3.3 Materiais utilizados

Foram utilizados os acidos: UD (acido fosférico Ultra-etch -Ultradent South
Jordan, UT, EUA); 3M (acido fosforico Scotchbond™ Universal Etchant -3M St Paul,
MN, EUA); IV (4cido fosférico Total Etch — Ivoclar Vivadent Schaan, Liechtenstein);
DP (&cido fosforico Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona) Charlotte, NC, EUA).
O adesivo utilizado foi Peak Universal Bond; Ultradent, South Jordan, UT, EUA (2-
metil metacrilato, HEMA, Bis-GMA, etanol, 0.2% de diacetato de clorexidina, &cido
metacrilico, 7,5% de particulas com pH 1.9, LOTE BF8FY), e aresina composta Forma
Zirconia Nano-Hybrid Composite Ultradent, South Jordan, UT, EUA (Bis-GMA,
TEGDMA, Bis-EMA, UDMA e contém carga inorganica a base de zirconia/silica e vidro
de bério, lote D0778). A tabela 1 mostra as caracteristicas dos &cidos utilizados

segundo os fabricantes.



Tabela 1 Caracteristicas dos acidos utilizados segundo seus fabricantes.
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Acido Concentracao Composicao Lote
Acido fosférico, silica amorfa sintética, ndo contém
Ultra-etch- Ultradent 35% o X036
glicerina
Scotchbond™ Universal Acido fosforico, &gua, silica amorfa sintética,
32% o . o o 643399
Etchant - 3M polietilenoglicol e 6xido de aluminio
Total Etch - Ivoclar Acido fosforio, alcool polivinilico, polimeros soltveis e
. 37% . U42586
Vivadent pigmentos
Condicionador  Dental Acido fosforico; surfactante; aerosil 200; agua
37% 246602I

Gel Dentsply —Sirona

deionizada e pigmento
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Figura 2 Esquema do padréao de confeccédo dos corpos de prova.

Fonte: O autor

4.4Mensuracédo do pH e capacidade de tamponamento dos acidos

Para mensurar o pH da solucdo dos acidos, selecionamos 2g de cada &cido
fosférico (UD, 3M, DP e 3M) através da balanca de preciséo diluidos em 4mL de 4gua
deionizada de modo a ter uma solucdo completamente homogénea. Em seguida,
essas solucdes foram avaliadas em um phmetro (Taylor Hobson CCI Lite, Sdo Paulo
— Brazil) previamente calibrado com as chamadas “buffer solutions”. Apds a
calibracdo concluida, foi realizada 3 mensuracgdes por solucdo de acido de modo que
o bulbo e o eletrodo do phmetro permanecessem completamente submersos.

Para a capacidade de tamponamento as amostras foram diluidas em agua
ultrapura 1:10. Apés a diluicdo completa do acido fosforico, a titulagdo de cada
amostra foi iniciada pela adicéo sucessiva de gotas de 1 mL de NaOH (0,08 N). Apos
cada adicao de NaOH, o pH foi medido pelo medidor de pH (HANNA; Modelo pH 21)
e 0 procedimento repetido até a solugéo atingir o pH aproximado de 2,2. Uma leitura

foi realizada para cada acido.
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4.5 Analise da superficie oclusal e sagital

Para estas analises utilizamos o MEV (Microscopio Eletrénico de Varredura).
Confeccionou-se os corpos de prova conforme a figura 2 A para a analise oclusal e
densidade tubular e 2 B para mensuracéo da profundidade de desmineralizacéo pela
vista sagital.

Para mensurar a densidade dos tubulos dentinarios foram utilizadas 15
micrografias eletronicas de cada grupo na viséo oclusal com uma ampliacéo de 2500x.
As dimensGes de cada micrografia resultam em uma area de 1716,5 um? = 0,0017165
mm?2. O namero de tdbulos dentinarios presentes em cada micrografia eletronica foi
dividido pela area (0,0017165 mm?)(DUTRA-CORREA; ANAUATE-NETTO; ARANA-
CHAVEZ, 2007).

Aplicou-se entdo o protocolo especifico de cada acido com seus respectivos
tempos na face que foi polida, oposta a face com edentacdo. Lavou-se
abundantemente e foram secos levemente com discos de papel feltro. Em seguida, o
disco foi imergido com a face condicionada para cima na solucao glutaraldeido 2,5
com This 0,1M por 12h na geladeira a 4° C (fase importante para fixacdo da parte
organica da dentina). Nesta etapa realizou-se a lavagem com as solucdes preparadas.
Apods as 12 horas a 4° C iniciou-se com banho de TRIS 0,2M por 20 min seguido de 1
min de agua destilada, seguido de 20 min TRIS, seguido de 1min de agua destilada,
seguido de 20 min de TRIS, seguido de 1 min de agua destilada. (3 banhos de 20 min
de TRIS 0,2M intercalados por 1 min de agua destilada entre cada banho). Apds foi
realizado a sequéncia de alcoois para a desidratacao:

- 25 % durante 20 min
- 50 % durante 20 min
- 75 % durante 20 min
- 95% durante 30 min

- 100% durante 60 min

Etapa realizada sempre com tampa para nao volatizar e apés isso, colocou-se
os discos em cima de um papel feltro em cima do stubs. Para o processo de
desidratacéo, as amostras foram deixadas em uma caixa contendo silica coloidal por
24 h para, entdo, serem fraturadas na edentacao previamente feita, coladas nos stubs
com uma cola a base de cianocrilato e por fim, metalizadas em carbono/ouro (MED

010, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein).
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Foi utilizado o microscépio eletrénico 15mm de varredura de emissdo de campo
(VEGA SB; Tescan, Warrendale, PA, EUA) em modo de elétrons retroespalhados e

as medidas mensuradas utilizando o Image J software.

4.6 Avaliacdo da Rugosidade superficial pela Perfilometria 6ptica

As amostras de dentina foram preparadas da mesma forma que foi explicado
anteriormente. Cada amostra foi polida com a sequéncia de lixas de carbeto de silicio
de granulacdo #1000, #1200, #1500, #2000, #2500, #4000 durante 60s, para
padronizacdo das superficies oclusais coronarias, buscando uma superficie mais lisa
possivel para analisar a rugosidade gerada pelos acidos. Foram realizados os
condicionamentos com os diferentes acidos propostos UD (acido fosforico Ultra-etch
-Ultradent); 3M (acido fosférico Scotchbond™ Universal Etchant -3M); IV (&cido
fosférico Total Etch — Ivoclar Vivadent); DP (&cido fosférico Condicionador Dental Gel
Dentsply-Sirona) nos subgrupos: tempo 0 (sem condicionamento) 3 e 15 s. ApGs isto
iniciou-se a mesma sequéncia de fixacdo e desidratacdo descritas nos testes
anteriores.

Por fim, os discos foram colados em um stub metélico e metalizados em
carbono/ouro (MED 010, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) e entdo foram
introduzidas na célula do perfilometro (Taylor Hobson CCI Lite, Sdo Paulo — Brazil)
para analise. Em cada area foram feitas 5 leituras com intervalos de 2.0um entre eles,
com uma velocidade de 500 um/s, gerando um tempo de leitura final de 44 minutos
por amostra. Posteriormente, as informacBes coletadas foram analisadas pelo
software TalyMap Gold 6.2.6302 e ilustrados em imagens tridimensionais que
possibilitam a visdo da caracterizacdo da superficie quanto a sua topografia e
diferentes parametros de rugosidade, usando um cut-off de 0,30 mm (STRAIOTO;
NETO; SOARES; MELLO, 2005).
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As imagens inicialmente sao tidas como dados primarios, que dizem respeito a
rugosidade e a forma topografica da superficie, para melhor entendimento dos
resultados foi aplicado um filtro Gaussiano (figura 3 A) através do software para
aprimoramento das imagens digitais, este filtro descarta o primeiro e utimo cut-off e
resulta assim em valores de rugosidade (Sq = altura média quadratica da rugosidade
observada, Ssk = Skewness: indica distribuicdo entre picos e vales na superficie, Sku
= Kurtosis: mesmo caso do Ssk, porém como média quadratica, Sp = maximo pico de
rugosidade da superficie (maior ponto do centro ao pico da superficie rugosa), Sv =
minimo vale observado na superficie (menor ponto do centro ao fundo da superficie
rugosa), Sz = maior altura de pico a vale observada e Sa = Rugosidade média
quadratica da superficie, o parametro de maior importancia para nosso trabalho pois
indica o perfil médio da rugosidade da superficie.

Posteriormente, para a rugosidade foi aplicado um outro filtro (figura 3 B) com
um cut-off de 0,30mm, o que redimensiona a area analisada para 1,67mm x 1,67mm,
obtendo assim as imagens finais analisadas, é a forma da sua superficie estudada
apos a remocao das chamadas "outliers" que seria um refinamento para observacao.
Dessa forma, para cada grupo foram registrados 5 médias da rugosidade superficial
3D (Sa), ou seja, 45 registros por fatia de dente e totalizando assim 225 leituras. A
ilustracdo de como cada disco foi preparado para estas analises esta descrita na figura
4.

Figura 3 A: Filtro Gaussiano aplicado a analise de superficie, B: Filtro de rugosidade
aplicado a andlise da superficie.
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Figura 4 Esquema da divisdo da fatia de dentina para analise perfilométrica, 3 e 15
segundos de condicionamento com os diferentes acidos, UD (acido fosforico Ultra-
etch -Ultradent); 3M (acido fosférico Scotchbond™ Universal Etchant -3M); IV (&cido
fosforico Total Etch — Ivoclar Vivadent); DP (acido fosférico Condicionador Dental Gel
Dentsply-Sirona).
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4.7 Mapeamento através da Espectroscopia micro-Raman

Fonte: O autor

A espectroscopia Raman é um método de andlise baseado no fenébmeno do
espalhamento da radiacéo, que envolve interacdes da radiacdo eletromagnética com
a porcdo da amostra que é foco da analise quimica (SKOOG; HOLLER; CROUCH,
2017). Os picos Raman resultantes fornecem a “impressao digital” de cada
componente bioquimico da amostra. Para este teste, foram selecionado 5 discos de
dentina, cada espécime foi distribuido e mensurado nos seguintes momentos:
baseline (sem condiocionamento), 3 e 15 segundos de condicionamento com 0s
diferentes acidos propostos UD (&cido fosférico Ultra-etch -Ultradent); 3M (&cido
fosforico Scotchbond™ Universal Etchant -3M); IV (&cido fosférico Total Etch — Ivoclar
Vivadent); DP (&cido fosforico Condicionador Dental gel Dentsply-Sirona). Foi
realizado o mapeamento das amostras com o objetivo de tracar o perfil quimico das

superficies condicionadas.

4.8 Teor residual de Calcio (Ca) na dentina desmineralizada — EDX

Foram realizadas duas analises da concentragdo de Ca através da
Espectroscopia de Raio- x por Dispersdo de Energia, inicialmente de maneira
quantitativa observando a %wt do contetdo de Ca residual (WU; ITOH; YAMASHITA,

1998) e num segundo momento, uma analise qualitativa da distribuigcdo dos elementos
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Ca e P. Foram preparadas 5 fatias de dentina conforme mostra a figura 1, todos os
discos foram polidos com a sequéncia de lixas de carbeto de silicio de granulacéo
#1000, #1200, #1500, #2000, #2500, #4000 durante 60s, para padronizacdo das
superficies oclusais coronérias. Em cada corpo de prova foi realizado 5 medidas de
cada grupo. Apés cada tempo as fatias foram imersas em uma solucéo fixadora de
Tris HCI 0,2 M e posteriormente desidratadas com a sequéncia dos alcéois (25%,
50%, 75%, 95% e 100%).

Para analise quantitativa foram selecionadas 5 areas aleatorias e para a analise
qualitativa foi mapeado uma area contendo tanto dentina peritubular quanto a
intertubular para verificar a acao do acido em todo substrato. Neste estudo, as analises
foram realizadas com energia de aceleracao de 10 KeV, presséo de 40 Pa e tempo
de leitura de 3 min, com isto o grau de penetracdo no substrato nos permite analisar
€ de aproximadamente 3 um. No microscopio eletrénico de varredura, uma corrente
de elétrons primarios é focalizada na superficie da amostra, resultando na emissao de
um numero de diferentes particulas ou ondas (elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados, raios X, fotons, elétrons helicoidais). Os elétrons secundarios e
retroespalhados sdo usados para imagens, enquanto os raios X fornecem
informacdes quimicas caracteristicas dos &tomos emissores. A profundidade sondada
na analise de EDX é de cerca de 1-3 um (figura 5). (GOLDSTEIN, 2003). Para este
teste foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura de emisséo de campo (VEGA
SB; Tescan, Warrendale, PA, EUA).

Figura 5 llustracdo adaptada do modo de acdo da Espectroscopia por Dispercao de
Energia (EDS) (GOLDSTEIN, 2003).

Espectroscopia de Raios-X por Dispersao de Energia
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Fonte: O autor



37

4.9 Avaliacéo da resisténcia de unido a dentina:

4.9.1 Selecédo dos dentes:

Foram selecionados 40 molares humanos isentos de céarie dental. Os dentes
foram obtidos por meio da doacéo realizada pelo Banco de Dentes Humanos — BDH
da UEPG e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos
n0105 da Universidade Estadual de Ponta Grossa-CEP UEPG de acordo com o
parecer n°® 2.672.996.

4.9.2 Preparo dos dentes:

Primeiramente foi removido todo o esmalte oclusal utilizando o recortador de
gesso e, em seguida, as bordas circundantes de esmalte foram removidas com pontas
diamantadas 2135 F (KG Sorensen Cotia, SP, Brasil) em alta rotacdo. Posteriormente,
foi realizado polimento da superficie de dentina oclusal com lixas de carbeto de silicio
de granulacao #600, durante 60s, para padronizacdo da smear layer.

4.9.3 Procedimento restaurador:

Os espécimes foram divididos de acordo com a marca comercial do acido UD,
3M, IV, DP e os diferentes tempos de aplicacao do acido fosforico a ser utilizado: 3 e
15 segundos para cada acido. Uma vez realizada a etapa do condicionamento, o
sistema adesivo foi aplicado segundo as indicacdes do fabricante e entao fotoativados
por 10 s usando um aparelho fotopolimerizador a base de LED com uma intensidade
de 1000 mW/cm? (VALO, Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA).

A restauragdo dos dentes foi realizada com resina composta (Resina
Nanohibrida Forma Zirconia - Ultradent, South Jordan, UT, EUA) em trés incrementos
de 1 mm e fotoativado por 40 s cada incremento. Apenas um operador realizou todos
os procedimentos adesivos.

ApoOs a restauracdo, os dentes ficaram em agua destilada a 37°C por 24 h e
cortados na maquina de corte (Isomet 1000, Buehler Ltd., Lake Bluff, lllinois, EUA).

6y,

Entéo, sob irrigagéo e a 300 rpm, realizamos cortes perpendiculares no eixo “x” e outra
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no eixo “y”, obtendo-se espécimes no formato de “palitos” com uma area de seccéao
transversal de 0,8 + 0,1 mm?, utilizando o disco diamantado (15 HC-4in, Buehler Ltd.,
Lake BIuff, lllinois, EUA).

A é&rea de seccgédo transversal foi mensurada com paquimetro digital e para o
calculo de microtracdo (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa, Toquio, Japéo). A
metade dos palitos de cada dente foi selecionada para ser testada imediatamente [IM]

(24 h) e o restante ap6s 1 ano [1A] de armazenamento em agua destilada a 37 °C.

4.9.4 Teste de resisténcia de unido a dentina por microtracao (LTBS):

Em cada palito foi aplicado em suas extremidades cola de cianocrilato gel
(Loctite Superbonder Power Easy Gel, Henckel, S&do Paulo, Sdo Paulo, Brasil) sem
encostar na interface dente-restauracdo e colado em garras de Geraldeli (Odeme
Biotechnology, Joacaba, Santa Catarina, Brasil). Ap6s a completa polimerizacdo da
cola, as garras foram levadas a maquina de ensaios universal (Kratos Dinamodmetros,
Cotia, Séo. Paulo, Brasil) e realizado o teste a uma velocidade de 0,5 mm/min com
célula de carga de 100 N até rompimento da interface.

O padrao de fratura do todos os palitos testados foi classificada com auxilio da
lupa estereoscépica com 100x de magnificacdo (Olympus SZ40, Shinjuku-ku, Téquio,
Japao), de acordo com a localizagdo da fratura: adesiva (interface adesiva

dente/restauracao); coesiva em dentina (localizada na dentina); coesiva em resina

(localizada na resina) e mista (localizada na interface dente/restauracdo, mas que

inclui falha coesiva dos substratos vizinhos).

4.10 Avaliacao da infiltracdo por nanoinfiltracao (NI):

Foram selecionados trés palitos de cada dente cortados para o teste de
microtracdo. Esses palitos foram colocados em eppendorfs (OAl12, Odeme
Biotechnology, Joagaba, SC, Brasil) contendo nitrato de prata amoniacal 50% em
peso com ph =7 e armazenados numa caixa escura por 24 h.

Apdés a completa infiltracdo, realizou-se a lavagem dos palitos com agua
destilada. Para a reducéo dos ions de prata ao longo da interface de unido, os palitos
ficaram imersos numa solucéo reveladora (Kodak, Rochester, Nova lorque, EUA) por
8 h sob luz fluorescente.

Uma vez concluido esta etapa, os palitos foram novamente lavados, secos e

entdo colados em stubs com cianocrilato e polidos em uma politriz de bancada (ALM
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4, Arotec, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) sob constante irragacao com lixas de granulacoes
1000, 1200, 1500, 2000, 2500 e 4000 e pastas diamantadas com granulacdes
decrescentes de 6, 3, 1 e 0,25 uym (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA).

Uma lavagem em cuba ultrassonica por 8 min era realizada entre cada lixa e
apos a ultima lixa, eram realizada uma lavagem maior de 30 min em cuba ultrassonica.

ApOs as amostras estarem completamente secas, foram colocadas em uma
caixa com silica coloidal por 24 h para uma completa desidratacdo e, entao,
metalizadas em carbono/ouro (MED 010, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein).

As interfaces resina-dentina foram analisadas em um microscopio eletrénico de
varredura de emissao de campo (VEGA SB; Tescan, Warrendale, PA, EUA) em modo
de elétrons retroespalhados.

Em cada palito foi realizado trés fotomicrografias com aumento 1200X na
interface sendo uma no centro e outras duas 3 um a esquerda e a direita do centro.
A porcentagem relativa de nitrato de prata nas areas da camada hibrida e camada de
adesivo foram mensuradas utilizando o Image J software (National Institutes of
Health, EUA) (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012) operado por um avaliador

“cego” ao grupo experimental que pertencia cada imagem.

4.11 Andlise estatistica

Apbs a realizacédo dos ensaios e a tabulacdo dos dados seguidos da andlise
estatistica através do software Stat Soft STATISTICA 12.5.192.7.

Para o teste avaliacdo de profundidade pelo MEV através do corte sagital das
fatias de dentina, foi realizado o teste ANOVA 2 fatores (acido x tempo) para verificar
se houve diferenca entre os grupos e posteriormente um post-hoc Tukey para
confirmar onde se encontrava esta diferenca (a= 0,05).

Para as demais analises, foi realizado o teste One-way ANOVA e posteriormente
um post-hoc Tukey para confimar onde se encontrava esta diferenca (o= 0,05)
primeiramente entre os diferentes tempos (3 e 15 s) no mesmo acido e posteriormente
entre os acidos analisando-se nos mesmos tempos.

Para o mapeamento da andlise de contetdo de Ca e P realizado pelo EDS nao
foi realizado teste estatistico por se tratar de uma analise qualitativa, a mesma
situacao ocorreu com 0s espectros do mapeamento da microscopia Raman, os quais

da mesma forma, foram avaliados qualitativamente.



5. RESULTADOS

- Mensuracgédo do pH e capacidade tampéao dos 4cidos

As solucdes dos acidos UD e 3M apresentaram valores de pH mais altos em
relagéo aos &acidos DP e 1V, o menor pH encontrado foi do acido IV. O valor das médias
dos pHs encontrados estéo expressos na tabela 2.

A curva de tamponamento mostra que o acido 3M inicialmente acaliniza mais
rapidamente. O acido UD tamponou de maneira mais regular e estabilizou-se em pH
2 com 4 volumes de NaOH, indicando que possui uma estabilidade quimica nao vista
em outros acidos. Os &cidos DP e IV se comportaram de maneira muito semelhante,
precisavam de mais NaOH para tamponar e naturalmente sdo mais agressivos (figura
6).

Tabela 2 Valores de pH (média e desvio padrdo) das solu¢gdes dos acidos.

Acido pH
UD - Ultra-etch- Ultradent 1.131 +0.03
3M - Scotch bond™ Universal Etchant -3M 1.222 £ 0.02
IV - Total Etch — Ivoclar Vivadent 0.823 £ 0.06
DP - Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona 0.949 + 0.04
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Figura 6 Resultados de titulacdo para os acidos fosféricos.
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Fonte: O autor
- Analise da profundidade pela visdo sagital

Para a interpretacao deste teste foi mensurado as imagens obtidas no MEV pelo
corte sagital das fatias através do software imageJ conforme mostra a figura 7, esta
mensuracao € realizada a partir do formato de funil que os tibulos dentinarios ficam
apos serem condicionados, indicando que ha uma profundidade de desmineralizacao
(PERDIGAO; LAMBRECHTS; VAN MEERBEEK; TOME et al., 1996; PERDIGAO;
LOPES, 2001; PERDIGAO; MAY; WILDER; LOPES, 2000).

Em relacdo ao padrdo de desmineralizacdo da dentina na vista sagital, a
interacdo entre os produtos foi estatisticamente significatica (p = 0,001; Tabela 3).
Quando um menor tempo de condicionamento foi aplicado, ndo foi observada
diferenca significativa no padrdo de dentina de desmineralizagdo sagital para os
diferentes grupos (p > 0,05; Tabela 3). No entanto, apds 15 s de condicionamento, foi
observado um padrdo de dentina de desmineralizagdo profunda para DP e IV em
comparacao com a UD (p = 0,001; Tabela 2). O acido 3M mostrou um comportamento

intermediario quando aplicado por 15 s em comparacédo aos outros grupos.
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Tabela 3 Profundidades de desmineralizagdo da dentina (média e desvio-padrdo em
pum) das diferentes estratégias de condicionamento utilizados. UD (Ultra-etch -
Ultradent); 3M (Scotchbond™ Universal Etchant -3M); IV (Total Etch — Ivoclar
Vivadent); DP (Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona)(*).

ub 3M DP A\
3s 1.15+ 044 A 1.19+038A 147+054AB 1.62+042 AB
15s | 2.04+0.36B 235+054BC 256+0.53C 2.64+0.62C

(*) As médias identificadas com a mesma letra maiuscula sdo estatisticamente semelhantes. (Teste de Tukey, p <
0,05).

Figura 7 Esquema da analise de comprimento da profundidade de desmineralizacéo
pelo software ImageJ, mostrando duas imagens e suas mensuragdes em pum pelo
formato de funil da embocadura dos tubulos dentinarios apds condicionamento acido
(PERDIGAO; LAMBRECHTS; VAN MEERBEEK; TOME et al., 1996).
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- Densidade tubular e Avaliacdo oclusal das superficies condicionadas

Na avaliacdo da densidade tubular, pela vista oclusal, corroborando com os
achados mencionados na vista lateral, os acidos UD e 3M apresentaram
comportamento semelhante com menor densidade tubular quando foi aplicado um
menor tempo de ataque (p> 0,05, Tabela 4), diferente de Acidos DP e IV,
especialmente quando gravados por 15 s, que mostraram uma quantidade maior de
tubulos dentinarios abertos (p = 0,001, Tabela 4).

O efeito do condicionamento &cido na superficie oclusal, permite uma inferéncia
sobre a dissolu¢do do manguito peritubular, permeabilidade dos tubulos dentinarios e
alguma exposicéo da rede fibrilar de colageno. E observado que os minerais foram
precipitados em torno da superficie da matriz de coldgeno exposta ao redor dos
tubulos. Foi visto que para todos os grupos, houve uma menor desmineralizacédo
guando condicionados por 3s comparada com 15s. A superficie condicionada com o
acido UD exibe uma aparéncia mais limpa e livre de precipitados tanto no tempo 3
quanto 15s (figura 8). Nesse grupo, acredita-se que as fibrilas de colageno foram
capazes de suportar seu proprio peso sem colapsar, mesmo quando examinadas
usando condi¢cdes desidratadas e de alto vacuo. A morfologia da superficie da dentina
no grupo 3M foi semelhante a observada no grupo UD (figura 9). As morfologias
caracteristicas dos grupos DP e IV, ambos em 15s, mostram que houve uma maior
dissolugdo mineral e também o didmetro aparente tubulos foi maior comparada com

os outros grupos (figuras 10 e 11 respectivamente).

Tabela 4 Médias e desvios-padrao da densidade dos tabulos dentinarios por milimetro
quadrado (tubulos / mm?) obtidos em cada condicdo experimental (N C = Nao
condicionado) (*).

ub 3M DP v

NC 11.224 £+ 9.82 A 10912+ 7.63 A 12.608 + 11.51 A 11.334 + 10.32 A

3s 21.869 +10.17 B 23.262+14.15B 28.717 £ 11.6 BC 29.679+£8.91 BC

15s 23.968 £9.04 B 25.812+9.28 B 34.67+12.64C 35.217 £13.57 C

(*) As médias identificadas com a mesma letra mailiscula séo estatisticamente semelhantes. (Teste de Tukey, p <
0,05).
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Figura 8 A= Superficie ndo condicionada, B= Condicionada por 3s com acido UD a
seta indica a precipitacdo dos minerais em torno os tubulos dentinarios, C=
Condicionada por 15s com acido UD a seta indica a presenca de fibras de colageno
na dentina peritubular, mostrando n&o haver diferenca entre os tempos 3 e 15s para
0 acido UD.

VEGAS TESCAN

Fonte: O autor

Figura 9 A= Superficie ndo condicionada, B= Condicionada por 3s com acido 3M a
seta indica a precipitacdo dos minerais em torno os tubulos dentinarios, C=
Condicionada por 15s com acido 3M a seta indica a presenca de fibras de colageno
na dentina peritubular porém menos que o acido UD.

7.48 me

Fonte: O autor
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Figura 10 A= Superficie ndo condicionada, B= Condicionada por 3s com acido DP a
seta indica a precipitacdo dos minerais em torno os tdbulos dentinarios, C=
Condicionada por 15s com acido DP a seta indica o maior diametro dos tubulos
dentinarios.

VEGAS TESCAN|

CLABMU UEPG

Fonte: O autor

Figura 11 A= Superficie ndo condicionada, B= Condicionada por 3s com &cido IV a
seta indica a precipitacdo dos minerais em torno os tubulos dentinarios, C=
Condicionada por 15s com acido IV a seta indica o maior didmetro dos tubulos
dentinarios.

Fonte: O autor

- Avaliacao da topografia pela rugosidade superficial

As informacdes fornecidas pela da leitura das amostras através do equipamento
e do software TalyMap Gold 6.2.6302 foram representados em imagens
tridimensionais; entretanto, as imagens obtidas apesar de serem indicativas em
determinar carateristicas da topografia da amostra analisada, na qual as cores
mostram uma relacdo entre picos e vales, nesta as areas em marrom indicam maior
rugosidade (figura 12), necessitam que 0s valores numéricos sejam extraidos a partir
do célculo dos parametros indicados, 0s quais garantem uma mensuracado mais

precisa das diferentes rugosidades encontradas na superficie.
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Ao analisar primeiramente a diferenca entre os tempos dentro de um mesmo
acido, os resultados mostram que houve um aumento na rugosidade 3D (Sa) em todos
nos grupos 3M, DP e IV (p < 0,05) com, indicando que ao condicionar com 3s hd um'a
breve alteracdo na superficie comparada ao estado inicial (sem condicionamento) e
gue com 15s acontece uma alteracdo maior ainda; entretanto para o grupo UD néao foi
encontrado diferenca significativa entre os tempos 3 e 15s.

Quando faz-se a andlise entre os acidos no mesmo tempo, € visto que tanto
para 3 quanto para 15s ndo houve diferenca significativ a entre os acidos 3M e UD (p
> 0,05); porém esses mostraram uma rugosidade estatisticamente menor do que 0s

acidos DP e IV (p < 0,05). Os resultados estatisticos estdo expressos na tabela 5.
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Tabela 5 Valores de rugosidade 3D Sa (um) das diferentes estratégias de
condicionamento &cido. UD (Ultra-etch -Ultradent); 3M (Scotchbond™ Universal
Etchant -3M); IV (Total Etch — Ivoclar Vivadent); DP (Condicionador Dental Gel
Dentsply-Sirona). Letras maiusculas mostram diferencas estatisticas entre linhas
(entre os tempos) e letras mindsculas entre as colunas (entre os acidos).

ub 3M DP v
Os 1.09 + 0.30Aa 1.02+0.23 Aa 1.07 £ 0.15Aa 1.19 = 0.21 Aa
3s 2.07 £ 0.38Ba 210 £+051Ba 256 + 0.33Bb 2.78 + 0.34Bb
15s | 293 £ 0.35Ba 321 £+ 0.28Ca 4.22 + 055Cb 4.31 + 0.38Ch
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Figura 12 Imagem mostrando o esquema de avaliacdo da Rugosidade média 3D das superficies. A = superficie dentinaria sem
condicionamento; B = superficie dentinaria apos 3s de condicionamento com acido fosforico e C = superficie dentinaria apos 15s de

condicionamento.
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- Mapeamento através da Espectroscopia Raman

Espectros representativos da Espectroscopia micro-Raman foram obtidos pelo
perfil quimico dos grupos experimentais(figuras 13 a 20). Todos os espectros foram
registrados na regido de 800-1800 cm, que abrange a regido da impresséo digital
associada ao mineral de dentina e colageno. Os picos ativos associados ao mineral
foram atribuidos a 952 cm (vi PO43, fosfato) e a 1072 cm? (v1 CO3?, carbonato),
enguanto que ao colageno séo atribuidos a 1667 cm™* (amida I), 1242 cm™* (amida Il1)
e 1452 cm (CH). Diferentes perfis quimicos foram identificados entre os acidos e
tempos de condicionamento. Para todos os acidos, o condicionamento promoveu um
gradiente de desmineralizacdo, no qual é possivel observar diferentes profundidades
de desmineralizacdo pelas diferentes intensidades dos picos de fosfato,
independentemente do tempo condicionado. Nos acidos 3M, DP e IV, no tempo de 15
s, parece ter aumentado esse efeito. No entanto, o acido UD promoveu um padréo
mais regular, revelado pela menor diferenga de intensidade do pico de fosfato entre
as profundidades, nos dois tempos (3 e 15 s). Uma observacgao interessante foi a
mudanca promovida no vi PO43 apés 3 s de condicionamento no 4cido 3Me 3 e 15 s
para UD, bem como a diminuicao da largura do pico, especialmente para 3 M em 3s.
A mudanca em 952 cm demonstra modificacdes na caracteristica mineral e a
diminuicdo da largura esta relacionada ao grau de cristalinidade mineral. Além disso,
apos o condicionamento, sdo evidenciados picos de coldgeno mais intensos para
todos os &cidos. Acidos como o 3M e UD revelaram menos exposicdo ao colageno
em comparacao com o DP e o IV, especialmente o em UD 15 s. Curiosamente, o UD
revelou uma profundidade de exposi¢do ao colageno muito controlada, uma vez que
na superficie o pico de coladgeno é mais intenso e diminuiu através da profundidade,
independentemente do tempo de condicionamento. Enquanto os outros &cidos
revelaram padréo irregular de desmineralizagédo e exposi¢do ao colageno em toda a

profundidade.
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Figura 13 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vi PO43 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 3s do

acido Scotchbond™ Universal Etchant -3M.

Antes 3 s-3M

35000

30000

25000

20000

1801 1581 1561 1440 1320 1200 1030 Se0 839

O-surface

1 um 2 m 3 pm 4

Antes 3s5-3M
35000

30000
25000
20000
15000
10000

5000

o
SBE S81 974 967 S50 952 945 938 931 5S24 916 909

O-surface

1 um 2 pm 3 um 4

Fonte: O autor

35000

30000

25000

20000

15000

Depois 3 5- 3M

1801 1681 1561 1440 1320 1200 1080 Qa0 B39

——— O-surface

35000

3000

25000

20000

15000

10000

S000

a

1 pm

2 pm 3 pm

4 pum

Depois 3 5-3M

SBE 981 974 967 960 952 945 938 931 524 916 909

O-surface 1 pm 2 pm 3 um 4 pum



51

Figura 14 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vl PO4-3 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 15s
do acido Scotchbond™ Universal Etchant -3M.
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Figura 15 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vl PO4-3 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 3s

do acido Ultra-etch -Ultradent.
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Figura 16 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vl PO4-3 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 15s
do acido Ultra-etch -Ultradent.
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Figura 17 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vl PO4-3 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 3s
do &cido Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona.
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Figura 18 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vl PO4-3 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 15s

do &cido Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona.
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Figura 19 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vl PO4-3 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 3s do
acido Total Etch — Ivoclar Vivadent.
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Figura 20 - Espectros representando as diferentes intensidades do pico vl PO4-3 (fosfato) em até 4 um de profundidade para 15s
do acido Total Etch — Ivoclar Vivadent.
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- Teste de resisténcia de unido a dentina por microtracao

A interagao entre produtos dos valores da resisténcia da unido resina-dentina
mostrou diferenca estatisticamente significativa (p = 0,03; Tabela 6). O
condicionamento da dentina com UD e 3M apresentou maiores valores de resisténcia
adesiva resina-dentina, estatisticamente superiores aos obtidos para DP e 1V,
independentemente do tempo de condicionamento (p = 0,03; Tabela 6). No entanto,
guando comparados 3s e 15s, 3M, DP e |V apresentaram diminuig&o significativa nos
valores de resisténcia da unido resina-dentina (p = 0,03; Tabela 6). A porcentagem do
padrdo de fratura encontrada nos palitos apés o teste de microtracdo, vemos a
predominéncia de fraturas adesivas em todos os acidos tanto apds o condicionamento
de 3s (tabela 7) quanto de 15s (tabela 8).

Tabela 6 Valores de resisténcia de unido (média e desvio-padrdo) em UTBS das
diferentes estratégias de condicionamento &cido (3 e 15 segundos) no tempo
imediato. Letras mailsculas dentro de cada linha e letras minusculas dentro de cada
coluna indicam a diferenca estatistica. UD (Ultra-etch -Ultradent); 3M (Scotchbond™
Universal Etchant -3M); IV (Total Etch — Ivoclar Vivadent); DP (Condicionador Dental
Gel Dentsply-Sirona).

ub 3M DP v
3s 42.83 £2.99 Aa 43.15+1.74 Aa 39.76 +2.47 Ab 37.92 £1.62 Ab
15s 40.61 £2.72 Aa 39.41 + 2,53 Bab 36.82 +2.59 Bb 34.46 +1.58 Bb

Tabela 7 Resultado dos tipos de fratura encontradas apos 3 segundos. A (adesiva),
CR (coesiva em resina) e CD (coesiva em dentina) das diferentes estratégias de
condicionamento &cido UD (Ultra-etch -Ultradent); 3M (Scotchbond™ Universal
Etchant -3M); IV (Total Etch — Ivoclar Vivadent); DP (Condicionador Dental Gel
Dentsply-Sirona).

ub 3M DP A\
A 90% 85% 82.5% 92.5%
CD 7.5% 10% 7.5% 5%

CR 2.5% 5% 10% 2.5%
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Tabela 8 Resultado dos tipos de fratura encontradas apés 15 segundos. A (adesiva),
CR (coesiva em resina) e CD (coesiva em dentina) das diferentes estratégias de
condicionamento acido. UD (Ultra-etch -Ultradent); 3M (Scotchbond™ Universal
Etchant -3M); IV (Total Etch — Ivoclar Vivadent); DP (Condicionador Dental Gel
Dentsply-Sirona).

ub 3M DP A\
A 85% 90% 82.5% 95%
CD 12.5% 7.5% 12.5% 2.5%
CR 2.5% 2.5% 5% 2.5%

- Avaliacao por nanoinfiltracao (NI):

Os valores de nanoinfiltracdo estédo representados na tabela 9. A interacéo entre
produtos dos valores de nanoinfiltracdo mostrou diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,002; tabela 9). Apds 3 s de tempo de condicionamento, foram
observados menores valores de nanoinfiltracdo para todos os acidos fosféricos
avaliados (p > 0,05; tabela 9). Entretanto, apds 15 s do tempo de condicionamento,
3M, DP e IV apresentaram maiores valores de nanoinfiltracdo, estatisticamente
superiores aos obtidos nos 3 s de condicionamento (p = 0,02; tabela 9) (figuras 22, 23
e 24 respectivamente). Além disso, quando sdo comparados os valores de
nanoinfiltracdo apds 15 s de condicionamento, foram observados valores mais altos
de nanoinfiltracdo para DP e IV em comparacdo com UD (p = 0,02; tabela 9)(figura
21). O &cido da 3M mostrou uma quantidade intermediaria de nanoinfiltracdo quando
aplicada por 15 s em comparacdo com 0s outros acidos testados (tabela 9).

Tabela 9 Valores de médias e desvio-padrdo da nanoinfiltragdo obtidos das diferentes
estratégias de condicionamento acido (3 e 15 segundos). Letras maiusculas dentro de
cada linha e letras minasculas dentro de cada coluna indicam a diferencga estatistica.
UD (Ultra-etch -Ultradent); 3M (Scotchbond™ Universal Etchant -3M); IV (Total Etch
— Ivoclar Vivadent); DP (Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona).

ub 3M DP A%

3s ‘ 11.30+2.15Aa 11.16+1.68 Aa  13.13 + 3.24 Aab 17.66 £ 2.33 Ab
15s ‘ 13.02+2.29 Aa  14.34 + 2.86 Ba 20.22 + 4.34 Bb 20.59 + 3.38 Bb
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Figura 21 Imagens obtidas através do MEV para analise de nanoinfiltracdo com o
acido fosforico fosforico Ultra-etch -Ultradent. Condicionada com 3 s e condicionada
com 15 s. RC = resina composta, CA = camada adesiva, De = dentina, a disposicéo
do nitrato de prata esta indicado pelas setas.
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Fonte: O autor

Figura 2 Imagens obtidas através do MEV para anélise de nanoinfiltracdo com o acido
fosférico Scotchbond™ Universal Etchant -3M. Condicionada com 3 s e condicionada
com 15 s. RC = resina composta, CA = camada adesiva, De = dentina, a disposi¢cao
do nitrato de prata esta indicado pelas setas.
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Figura 23 Imagens obtidas através do MEV para analise de nanoinfiltracdo com o
acido fosférico Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona. Condicionada com 3 s, e
condicionada com 15 s. RC = resina composta, CA = camada adesiva, De = dentina,
a disposicdo do nitrato de prata esta indicado pelas setas.
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Figura 24 Imagens obtidas através do MEV para andlise de nanoinfiltracdo com o
acido fosforico Total Etch — Ivoclar Vivadent. Condicionada com 3 s e condicionada
com 15 s. RC = resina composta, CA = camada adesiva, De = dentina, a disposi¢céo
do nitrato de prata esta indicado pelas setas.
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- Teor residual de Ca na dentina desmineralizada

Primeiramente, é importante salientar que para verificar a influéncia dos acidos
na desmineralizacéo, foi avaliada a porcao inorganica da dentina que consiste de sais
minerais sob a forma de cristais de hidroxiapatita. Cada cristal € composto por varios
milhares de unidades e cada unidade basica fundamental tem como férmula
Cai0(P0Oa4)s(OH)2, para analise em questao foi selecionado apenas o elemento Ca para
determinar esta desmineralizacéo (figura 25). Para uma analise quantitativa, vemos
gue o contetdo de Ca diminuiu significativamente para todos os acidos os tempos de
0, 3 e 15s respectivamente (p<0,05)(figura 26). Levando-se em consideracdo os
diferentes &cidos a partir de mesmo tempo, verificou-se que ndo houve diferenca no
teor de Ca entre os acidos (p>0,05). Ao fazermos uma andlise qualitativa a partir do
mapeamento da superficies condicionadas (figura 27), percebemos que de fato ha
uma diferenca entre os diferentes tempos 0, 3 e 15s expressos na figura 28, o qual
mostra que a distribuicdo de Ca (expresso na cor rosa) e P (expresso na cor verde)
sofre uma significativa alteracéo na regiéo peritubular, indicando que de maneira bem

superficial (£ 3um) ocorre uma desmineralizacdo das superficies condicionadas.

Figura 25 Médias e desvios-padrdes do conteudo de Calcio encontrado nas
superficies apos diferentes estratégias de condicionamento acido (3 e 15 segundos).
UD (Ultra-etch -Ultradent); 3M (Scotchbond™ Universal Etchant -3M); IV (Total Etch
— Ivoclar Vivadent); DP (Condicionador Dental Gel Dentsply-Sirona).
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Figura 26 Analise ao EDS com o grafico mostrando a concentracéo de Calcio (Ca)
e Fosforo (P); A = da dentina sem condicionamento; B = apds 3 s de condicionamento;
C = apos 15s de condicionamento.
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Figura 27 Imagens representando como foi realizado o mapeamento das superficies
condicionadas para andlise de EDS. Os pontosrosa indicam Calcio (Ca) e os pontos
verdes indicam Fésforo (P).
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Figura 28 Imagem mostrando a diferenca na distribuicdo de Calcio (Ca) em rosa e
Fosforo (P) em verde. A = concentracdo de Ca sem condicionamento; B =
concentracdo de Ca ap0s 3s de condicionamento; C = concentracdo de Ca apos 15s
de condicionamento; D concentragdo de P sem condicionamento; E = concentracao
de P apdés 3s de condicionamento e F = concentracdo de P apds 15s de
condicionamento.
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6. DISCUSSAO

Estudos mostram que ha uma relacdo entre a profundidade de desmineralizacao
da dentina e o tempo de condicionamento acido(PERDIGAQO; LOPES, 2001). Neste
sentido, este trabalho mostrou que o acido UD apresentou de fato uma capacidade de
acdo controlada com uma menor profundidade frente aos outros acidos testados
seguido do &cido da 3M, o qual moustrou um bom comportamento comparado aos
outros testados (DP e IV).

Essa caracteristica auto-limitante do acido UD pode ser explicada por nédo conter
glicerina em sua composi¢cao conforme informa o fabricante, facilitando assim sua
solubilidade na hora da lavagem(SYROP, 2008). A viscosidade da maioria dos géis
dos &cidos, mantido principalmente pela glicerina, a qual fica alojada na superficie, o
calcio superficial desmineralizado funciona como um tamp&o para resistir a mudancas
na concentracao de ions hidrogénio. Outro ponto, é por ndo apresentar polimeros em
sua composicdo, pois a adicdo de polimeros pode interferir peso molecular,
presumindo-se que o produto final figue mais denso com adicdo de polimero
prejudicando sua lavagem.

A profundidade de desmineralizacdo encontrada, estad de acordo com alguns
relatos prévios na faixa de 1 a 6 um (SCHULZE; OLIVEIRA; WILSON; GANSKY et al.,
2005). Convergindo com nossos resultados, a literatura mostra em alguns estudos
morfolégicos da dentina condicionada com diferentes &cidos fosféricos em
concentracbes semelhantes que realmente podem resultar em diferentes
profundidades de desmineralizacdo da dentina(PERDIGAO; LAMBRECHTS; VAN
MEERBEEK; TOME et al.,, 1996). Essa diferenca pode ser uma conseqiiéncia da
compiscado de cada acido, como por exemplo no uso de espessantes e outros
modificadores, como polimeros e pigmentos, introduzidos pelo fabricantes na
composicéo de seus géis(PERDIGAQO; LOPES, 2001).

Os acidos que apresentam silica como espessante, ocasionam uma penetracao
mais lenta quando comparada a outros espessantes(WANG; HUME, 1988). Porém, a
silica pode ficar acumulada na entrada dos tubulos dentinarios, em razdo da
dificuldade em ser removida na lavagem, e interferir no procedimento adesivo.
Concentragdes semelhantes de acido fosforico com espessantes diferentes séo
capazes de produzir padrdes diferentes de desmineralizagdo, bem como morfologias
distintas na dentina condicionada(PERDIGAO; DENEHY; SWIFT, 1994).
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Possiveis diferencas no agente espessante entre os condicionadores utilizados
podem ser encontradas, porém qualquer discussao a respeito dessas caracteristicas
€ imprecisa, uma vez que a composicao destes € pobremente fornecida pelos
fabricantes(PASSOS; SANTOS; RODRIGUES; GRIZA et al., 2012).

Embora a mensuracdo realizada foi baseada em numa metodologia ja
existente(PERDIGAO; LAMBRECHTS; VAN MEERBEEK; TOME et al., 1996), é
importante ressaltar que os valores da profundidade de desmineralizagdo podem estar
subestimados, pois ao preparar as amostras para o MEV h& um encolhimento de
dentina desmineralizada em todas as etapas(CARVALHO; YOSHIYAMA; TAGAMI;
SANO et al., 1996).

Nossos resultados mostram que os acidos UD e 3M tamponaram mais rapido,
precisando de menos NaOH, indicando um potencial acidico reduzido e impactando
diretamente nos valores de pH. Uma vez que pHs maiores resultam em uma menor
desmineralizacdo, (CARDENAS; DE SIQUEIRA; BANDECA,; FEITOSA et al., 2017) a
importancia do pH em relacéo aos efeitos dos &cidos sobre as superficies dentinarias
esta relacionada aos niveis de condicionamento que aumentam quando o pH diminui
e em relacdo ao estabelecimento de intensas forcas de adesdo a dentina, a
penetracdo superficial pode ser relacionada ao pH maior com outros
acidos(PERDIGAQ; LOPES, 2001). Um pH < 1 faz com que o mineral extra-fibrilar e
intra-fibrilar das superficies da dentina seja completamente dissolvido, favorecendo a
desidratacdo das fibrinas desmineralizadas e entdo colapsarem estabelecendo
interacdes quimicas através da ligacdo de hidrogénio durante o mecanismo de adeséo
(EL FENINAT; ELLIS; SACHER; STANGEL, 2001).

Por muito tempo defende-se a eficdcia do condicionamento por 15s em
dentina(PASHLEY; TAY; BRESCHI; TJADERHANE et al., 2011). No entanto, existe
uma abordagem de que o tempo reduzido de aplicacéo de &cido fosférico pode gerar
melhores resultados(GORACCI; RENGO; EUSEPI; JULOSKI et al., 2013; OSORIO;
AGUILERA; OTERO; ROMERO et al., 2010; SARDELLA; DE CASTRO; SANABE;
HEBLING, 2005; STAPE; WIK; MUTLUAY; AL-ANI et al., 2018).

Devido as particularidades de cada produto, é importante testar diferentes

marcas comerciais de acido fosfdorico in vitro.
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O presente estudo mostrou que houve mudancas estruturais na a morfologia do
substrato dentinario para a maioria dos acidos quando aplicados por 15s em
comparacao a 3s sendo a diferenca estatisticamente significante (p < 0,05), com
excecao para o acido UD que apresentou valores préoximos com 3 e 15s de
condicionamento.

A morfologia variou de acordo com diferentes tempos e diferentes marcas
comerciais com concentragcdes proximas, concordando com relatos anteriores,
mostrando uma maior densidade tubular para os &cidos DP e 1V, indicando que
geraram uma maior desmineralizacdo.(PIMENTA; PENIDO; CRUZ RDE; ALVES,
2010). O modelo parcialmente desmineralizado pelos tempos de 3s em especial do
acido de acao controlada UD sugere possuir cristalitos de apatita remanescentes que
podem atuar como modelos para a deposi¢cdo mineral (LIU; SETHURAMAN; WU,
NANCOLLAS et al., 1997), isto pode ser atribuido a mesma légica de quando se reduz
drasticamente a concentracdo de H3POa4, a qual percebe-se a remocéo incompleta
de cristais de apatita intrafibrilar, se a acidez do condicionador for reduzida pela
reducdo da concentragdo de acido fosforico até um certo ponto(LIl; ZHU; MA; WANG
et al., 2016), ou na nosso estudo reduzir o tempo convencional de 15 s para 3s, é
teoricamente possivel desmineralizar seletivamente os minerais extrafibrilares e
manter os minerais intrafibrilares pelo menos parcialmente intactos. Entendemos que
com 15s os cristais de apatita intrafibrilar s&o completamente removidos.

Outro ponto importante € que com o condicionamento por mais tempo, gera uma
desmineralizagdo mais acentuada e isso faz com que a difusdo completa do
mondmero de resina, especialmente 0os que apresentam alto peso molecular, seja
limitado a dentina desmineralizada(PASHLEY; TAY; BRESCHI; TJADERHANE et al.,
2011), resultando na formagéo de uma zona de dentina desmineralizada mais fraca e
nao impregnada no fundo da camada hibrida(CARDENAS; SIQUEIRA; BANDECA,
COSTA et al., 2018). A espessura da camada hibrida pode ser considerada um
indicador da profundidade da desmineralizacdo da dentina, sem levar em
consideracdo a area superficial de dentina dissolvida irreversivelmente por ataque
acido(PERDIGAQ; LOPES, 2001).
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Nossos resultados mostram que para todos os acidos houve uma diminui¢cao do
conteudo residual de Ca a medida que se aumenta o tempo condicionamento de 3
para 15s, podendo estar desta forma, relacionado com a profundidade de
desmineralizacdo encontrada. Nos entendemos que existe uma relagdo entre o
conteudo de calcio residual apés o condicionamento e uma melhor eficacia da unido
adesiva, pois os monémeros do sistema adesivo contendo 10-MDP véo interagir com
ions Ca para garantir uma unido quimica além da micromecéanica. De um modo geral,
quanto menor o potencial acidico dos condicionadores, seja por menos tempo ou
menor concentracdo, resultam em contelddos residuais de Ca maiores e maior
resisténcia de unido(LIl; ZHU; MA; WANG et al., 2016).

No que diz respeito a rugosidade dentinaria, nossos achados mostram um
aumento da mesma quando utilizado maiores tempos de condicionamento; com
excecao do grupo UD, pois este apresentou caracteristicas similares nos tempos de
3 e 15 s. A rugosidade da dentina por ter um menor conteido mineral do que o
esmalte, apds o condicionamento resta uma menor quantidade de mineral para ser
lavado. Outra diferenca estrutural é a presenca de fibras colagenas tipo I; que podem
encolher apds a secagem ao ar apos o condicionamento e mascarar as caracteristicas
da superficie rugosa(NANCI; TEN CATE, 2013), este fator prejudicaria o processo de
adesdo uma vez que interferiria na infiltracdo dos monémeros resinosos. Essa é uma
das possiveis razbes para uma melhor resisténcia adesiva dos materiais de resina ao
esmalte, em vez da dentina(ZAFAR; AHMED, 2015).

O aumento da rugosidade da dentina ap6s condicionamento acido é necessario
para aumentar o angulo de contato e favorecer a molhabilidade do substrato. Isso é
obtido pelo condicionamento &cido. Todavia, em excesso, prejudica a adeséao, devido
a profundidade de desmineralizacdo. Sendo assim optar por acidos que geram uma
menor rugosidade parece ser uma vantagem pois mudanca nas propriedades da
superficie em resposta ao tempo de condicionamento é relacionada a variagdes
guimicas e estruturais do tecido duro dental, como contetdo mineral, quantidade de
fiboras de colageno expostas e devem ser consideradas a fim de aprimorar os
resultados clinicos(ZAFAR; AHMED, 2015).

A dentina é composta por dois substratos diferentes, fibras de colageno com

baixa energia superficial e hidroxiapatita, com alta energia superficial.
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ApoOs o condicionamento acido, a energia superficial € diminuida pois ocorre a
perda mineral pela demineralizacdo e consequentemente ha exposicao das fibras
colagenas (TOLEDANO; OSORIO; PERDIGAO; ROSALES et al., 1999).

Um aumento significativo na molhabilidade é observado tanto na dentina
superficial quanto na profunda apdés o condicionamento, 0 que certamente € algo
positivo pois a extensao em que uma gota do adesivo molhara a superficie dentinaria
depende das intera¢des quimicas entre o liquido e o substrato, desde que na medida
certa, portanto deve-se levar em consideracdo a acao capilar e rugosidade da
dentina(TOLEDANO; OSORIO; PERDIGAO; ROSALES et al., 1999; WENZEL, 1936).

De fato o condicionamento acido produz um aumento na molhabilidade da
dentina devido ao aumento da rugosidade da superficie da dentina e a abertura e
ampliagdo dos tubulos dentinarios (TOLEDANO; OSORIO; PERDIGAO; ROSALES et
al., 1999), entretanto deve-se ter cuidado com a super exposicao de fibras de colageno
ocasionadas por um aumento na profundidade desmineralizada e consequentemente
na rugosidade conforme mostra nossos resultados.

Isto € um problema porgue com uma maior a profundidade de desmineralizacéo,
0s mondmeros resinosos ndo conseguirdo infiltrar completamente em toda essa
extensdo, ocasionando assim um GAP entre a dentina demineralizada a camada
hibrida formada e também com essa super exposicdo das fibras de colageno as quais
desidratardo sendo colapsadas com maior facilidade, diminuindo a infiltragcdo do
mondmero resinoso e prejudicando a adesédo. O fato de gerar uma desmineralizacao
menos acentuada, evitando o sobre-condicionamento € uma vantagem, pois
previamente a aplicacdo de mondbmeros de resina, € importante manter as
microporosidades dentro da matriz de colageno desmineralizada, pois quando a agua
€ evaporada, as fibrilas de coladgenos flexiveis formam ligacdes de hidrogénio
interpeptididicas de forma relativamente rapida, isto gera o colapso da matriz e
ocasiona uma barreira impermeavel a qual ira prejudicar a ideal infiltracdo dos
mondmeros resinosos(Ll; ZHU; MA; WANG et al., 2016).

O sobre-condicionamento acontece quando gera uma profundidade em que os

mondmeros resinosos nao serao capazes de se infiltrar na dentina desmineralizada.
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A penetracdo incompleta dessa rede de colageno desmineralizado, pode resultar
em uma zona delicada dentro da camada hibrida e entre a dentina inalterada,
deixando assim ser suscetivel a degradagcdo continua, o que certamente sera
prejudicial pois favorecera a nanoinfiltracao.

Os cristais de hidroxiapatita (HA) que se formaram nas superficies das paredes
tubulares sob a camada desmineralizada atuam como ndcleos de sementes para
iniciar a formacdo do cristal de HA, que oclui os tubulos dentinarios, sendo uma
vantagem para futuros processos de remineralizacdo(WU; MEI; LI; CAO et al., 2015).
Assim, a matriz de colageno aprisiona 0s ions minerais pode induzir uma futura
formacdo mineral, uma vez que a matriz de coladgeno é muito fortalecida quando as
fibrilas de coldgeno séo suportadas por cristalitos de apatita intra-fibrilar(LI; ZHU; MA;
WANG et al., 2016).

A dentina é composta por 30% vol de proteina, predominantemente na forma de
fibrilas de colageno tipo I, 50% em volume de minerais e 20% em volume de fluido a
base de agua. A fase mineral que reforca a fase organica é conceitualmente dividido
em: 1) minerais interfibrilares que estdo ligados a superficie da fibrila e separam as
fibrilas de colageno mineralizadas umas das outras e 2) minerais intra-fibrilares que
sao formados inicialmente dentro dos espacos entre as hélices triplas do colageno e
eventualmente se estendem para os espacos entre as microfibrilas(VAN MEERBEEK;
YOSHIHARA; YOSHIDA; MINE et al., 2011).

Levando-se em consideracdo que minerais interfibrilares representam 67%,
enquanto os minerais intra-fibrilares representam apenas 25 a 30% do conteudo
mineral total na matriz de dentina(KINNEY; HABELITZ; MARSHALL; MARSHALL,
2003), é claro a importancia da relacdo das propriedades mecanicas das fibras de
coldgeno com o grau de mineralizacdo do substrato . Embora os minerais
intrafibrilaress ndo posam ser identificados usando MEV, eles contribuem
substancialmente para a mecanica propriedades da dentina(Ll; ZHU; MA; WANG et
al., 2016).

O condicionamento dentinario, mesmo que por pouco tempo, pode levar a
mudancas suficientes em sua morfologia. Uma extensa desmineralizagcédo da dentina
intertubular faz com que as fibras de colageno colapsem e os cristais de fosfato de
calcio precipitem e, portanto, forma uma camada protetora que pode nao possibilitar
esta area ser completamente impregnada pelo primer adesivo e pelo monémero
resinoso(GATEVA; GUSYISKA; STANIMIROV; KABAKTCHIEVA et al., 2016).
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Foi questionado a relevancia clinica destes achados ao utilizar o acido de acao
controlada UD, entretanto, o estudo em questéo foi realizado em esmalte e em tempo
minimo de 15 segundos(WILSON; LIEN; LEE; DUNN, 2017), no nosso estudo
realizamos o condicionamento na dentina e por tempos menores e também
mostramos o impacto desta menor taxa de desmineralizacédo na forca de unido e na
nanoinfiltracdo e concluimos que esta diferenca no gradiente de desmineralizacao
pode sim afetar os resultados clinicamente. Importante ressaltar que o problema com
tempos de condicionamento muito longos ou o potencial de desmineralizagdo dos
condicionadores ndo é a somente a profundidade de desmineralizacdo, mas também
as mudanca na morfologia da superficie dentinaria diferentes padrdes de
condicionamento, tais como a rugosidade da superficie e concentracdo de Calcio, que
sao extremamente relevantes para a adesao micromecanica.

Nossos resultados mostram uma diferenca no padrdo de desmineralizacdo da
dentina condicionada por diferentes marcas comerciais e sugerem que reduzindo o
tempo de condicionamento &cido para 3s ao invés de 15s como € indicado
tradicionalmente, permite a formacdo de um substrato dentinério capaz de garantir
uma boa forca de unido. Concordamos que este fato pode ser visto como uma
alternativa para evitar a possibilidade de aumento desnecessario na
desmineralizacdo, o que causaria danos as fibras colagenas, podendo ocasionar uma
impreguinacao incompleta do sistema adesivo e uma queda na qualidade da forga de
unido e portanto favorecimento de nanoinfiltragdo e falha da restauragdo(GATEVA,
GUSYISKA; STANIMIROV; KABAKTCHIEVA et al.,, 2016). A possibilidade de
controlar a agdo do acido evitando o sobre-condicionamento sem colocar em risco o
mecanismo de adesdo é um conceito atraente(WILSON; LIEN; LEE; DUNN, 2017).
Sobre-condicionamento pode ocorrer quando o acido é muito forte (maior
concentracdo ou menor pH) ou fica no dente por muito tempo, resultando em uma
sobre-exposicdo das fibras coldgenas as quais ficariam colapsadas o que ndo €
favoravel a penetracéo de adesivos de resina(WILSON; LIEN; LEE; DUNN, 2017).



7. CONCLUSAO

Conclui-se que o acido UD possui agdo controlada e gera uma desmineralizacao
menos acentuada evitando uma sobre-exposicao das fibras de colageno.

O perfil quimico da dentina condiciona pelo acido UD mostrou uma maior
regularidade em ambos os tempos testados.

Condicionando-se a dentina por 3s consegue manter um maior conteudo
residual de Calcio em todos os acidos testados.

O condicionamento na dentina por 3 segundos pode levar a alteracdes
significativas em sua estrutura e ser suficiente para permitir a penetracdo dos
mondmeros adesivos melhorando os resultados de resisténcia de unidao e

nanoinfiltracéo.
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