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“Recria tua vida sempre, sempre.
Remove pedras, planta roseiras e faz doces. Recomeca.”
Cora Coralina
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Dias GF. Efeito da dolomita e da caseina fosfopeptidea fosfato de céalcio amorfo nas
propriedades quimico-mecéanicas da dentina decidua desmineralizada. [Tese de
Doutorado em Clinica Integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta
Grossa, 2016.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da dolomita(DMT) e caseina fosfopeptidea
fosfato de célcio amorfo(CPP-ACP) nas propriedades quimico-mecanicas da
dentina decidua desmineralizada. Para o experimento 1: foram analisados a
toxicidade, propriedades quimicas e liberacdo de ions calcio e magnésio, com
bioensaio com Artemia Salina, potencial hidrogeniénico(pH), difracdo(DRX) e
fluorescéncia de raios X(FRX) de 4 amostras de DMT e do hidréxido de célcio PA
(Ca(OH),). Nos experimentos 2 e 3, in vitro, avaliou-se em dentina higida e
desmineralizada, a acdo potencial de remineralizacdo da DMT em pé e do CPP-
ACP selados com cimento de ionémero de vidro(CIV) de alta viscosidade. Em 80
molares deciduos foram realizadas cavidades classe |I. Os dentes foram divididos
em grupos 1 e 2/ (ciclagem de pH) e DMT; CPP-ACP. Apds ciclagem de pH(n=40)
a metade cavitaria foi isolada com esmalte, obtendo-se dois sitios, um de contato
direto com o CIV e outro controle. Formou-se 4 grupos, de acordo com o material
empregado e a condicdo dentinaria. Os dentes restaurados foram fatiados (fatias
de n=3) no sentido mésio-distal. Os dados de dureza foram analisados
considerando as areas de contato(C) e sem contato(SC), com ANOVA 2 critérios
pés-teste de Bonferroni para os fatores dentina(higida e desmineralizada),
tratamento(sem e com tratamento) e interacdo(dentina e tratamento). O nivel de
significancia empregado foi de 5%(a=0,05). Os dados do espectroscopia de
energia dispersiva(EDS), FEG(microscopio eletrbnico de varredura de alta
resolucdo) e Micro Raman foram analisados por grupos. Resultados experimento 1:
DRX e FRX detectaram a presenca de elementos além da DMT pura e o Ca(OH),
correspondeu as expectativas de aproximadamente 100% de portlandita. O teste
de toxicidade resultou em valores atoxicos das DMTs. O teste do pH enquadrou as
DMTs no padrdo de alcalinidade. Houve liberacdo significativa de ions calcio(Ca) e
magnésio(Mg). Resultados experimento 2: area SC diferenca significativa foi
encontrada para o fator dentina (p=0,0001). A interacdo dentina e tratamento nao
foi significativa (p=0,238). Area C: ndo houve diferenca significativa em relacdo a
dentina (p= 0,391). No entanto, a area de contato direto CIV/DMT houve diferenca
significativa na interagdo dentina e tratamento (p=0,001). Resultados experimento
3: os valores de dureza aumentaram na area C para em todos o0s grupos (p
<0,001); ndo houve alteragdo significativa em valores de dureza apés a aplicacdo
de CPP-ACP (p> 0,05). Na avaliacdo do FEG e EDS, o contato direto da dentina
desmineralizada/CPP-ACP/CIV resultou no aumento de pico do ion fosforo(P). As
alteracdes em dureza ocorreram pelo contato direto do material com a superficie
dentinaria (dentina e tratamento). A dentina desmineralizada foi o substrato mais
reativo nos experimentos 2 e 3. O experimentol conclui que a DMT é atéxica, pH
alcalino e libera ions Ca. O experimento 2 conclui que A DMT isolada determinou
melhora do substrato dentinario desmineralizado de repercussao nas propriedades
guimicas-mecanicas da dentina desmineralizada. O experimento 3 conclui que o
CPP-ACP associado ao CIV promoveu o incremento do ion P. As trocas ionicas
entre CIV, CPP-ACP e dentina desmineralizada promoveram mudancas das
propriedades quimicas do substrato dentinario.



Palavras-chave: Cimentos de iondmeros de vidro, dentina, desmineralizacéo,
remineralizagcdo dentaria.



DIAS GF. Dolomite and casein phosphopeptide-amourphous calcium phosphate
effect in demineralized dentin deciduous sealed with glass ionomer. [Tese de
Doutorado em Clinica Integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta
Grossa, 2016.

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effect of dolomite (DMT) and casein
fosfopeptidea amorphous calcium phosphate (CPP-ACP) in chemical and
mechanical properties of demineralized dentin deciduous. For the experiment 1:
analyzed the toxicity, chemical properties and release of calcium (Ca) and
magnesium (Mg) ions with bioassay Artemia Salina, hydrogen potential (pH),
diffraction (XRD) and X-ray fluorescence (XRF) of 4 samples of DMT and calcium
hydroxide PA (Ca(OH),). For the experiments 2 and 3 in vitro evaluated in sound and
demineralized dentin the action potential of remineralization of DMT powder and in
CPP-ACP sealed with glass ionomer cement (GIC) of high viscosity. In 80 primary
molars were performed cavities class I. The teeth were divided into groups 1 and 2 /
(pH cycling) and DMT,; CPP-ACP. After pH cycling (n = 40) the cavity half was
insulated with enamel, obtaining two places a direct contact with the GIC and other
control. 4 groups were formed according to the material used and dentin condition.
The restored teeth were sliced (slices of n = 3) in the mesial-distal direction. The
hardness data were analyzed considering the contact areas (C) and no contact (NC),
with  ANOVA 2 Bonferroni post-test criteria for dentine factors (sound and
demineralized), treatment (with and without treatment) and interaction (treating and
dentin). The level of significance used was 5% (a = 0.05). Data from energy
dispersive spectroscopy (EDS), electron microscope high resolution scan (FEG) and
Micro Raman were analyzed by groups. Results Experiment 1 : XRD and XRF
detected the presence of elements in addition to pure DMT and Ca(OH), to
expectations of approximately 100% portlandite. The toxicity test resulted in hon-toxic
amounts of DMTs. The test pH DMTs in the framed pattern alkalinity. There was a
significant release of Ca and Mg ions. Results Experiment 2: area NC significant
difference was found for the dentin factor (p = 0.0001). The interaction dentin and
treatment was not significant (p = 0.238). Area C: there was no significant difference
in relation to dentin (p = 0.391). However, the direct contact area of GIC/DMT was no
significant difference in the interaction dentin and treatment (p = 0.001). Results
Experiment 3: hardness values increased in area C for all groups (p <0.001); no
significant change in hardness values after the application of CPP-ACP (p> 0.05). In
the evaluation of the FEG and EDS, the direct contact of demineralized dentin/CPP-
ACP/GIC resulted in increased peak phosphorus (P) ion. Changes in hardness
occurred by direct contact of the material with the dentin surface (dentin and
treatment). The demineralized dentin was the most reactive substrate in experiments
2 and 3. The experimentl: we conclude that the DMT is non-toxic, alkaline pH and
releases Ca ions. Experiment 2: Isolated DMT determined improvement of
demineralized dentin with effect on chemical and mechanical properties of
demineralized dentin. Experiment 3. CPP-ACP associated with GIC promoted the
increase of P ion. The ionic exchange between GIC, CPP-ACP and demineralized
dentin induced changes in the chemical properties of the dentin.

Keywords: glass ionomer cements, dentin, desmineralization, tooth remineralization.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia de céarie permite mensurar a experiéncia da doenga de uma
determinada populacéo, ou seja, a porcentagem de criancas que apresentam um ou
mais dentes acometidos por lesdes de carie (Duque et al., 2009%; Ricketts et al.,
2006%). De acordo com o pesquisa Nacional de Satde Bucal 2010, aos 5 anos de
idade uma crianca brasileira possui, em média, o indice ceo-d de 2,43 dentes com
experiéncia de carie com predominio do componente cariado, 0 qual é responsavel
por mais de 80% do indice (Brasil, 2010%. O Brasil ainda é considerado um dos

paises com maior indice de carie no mundo.

A doenca carie é causada pelo desequilibrio mineral entre os tecidos
dentéarios e o meio fluido bucal (Fuks et al., 2013%). As lesdes de carie s&o os sinais
deste desequilibrio, caracterizadas em escala desde nivel molecular até a destruicao
completa do dente (Pinheiro et al., 2003°). O diagnéstico se da a partir da inspecao
visual das superficies dentarias, ao verificar alteracdes de cor, textura e brilho, os
quais identificam a presenca de perdas minerais (Uusoy et al, 2014°% Marghalani,
Omar, Chen, 20147). As lesbes podem ser classificadas em dentina infectada e
dentina afetada, baseada na extensao e reversibilidade do dano induzido (Fuks et
al., 2013%). Em dentina infectada, a matriz organica esta irreversivelmente
danificada, enquando que a dentina afetada profunda € desmineralizada de matriz
organica higida, a qual pode ser reparada e remineralizada (Uusoy et al, 2014°%). A
progressao lenta da carie permite a intervencéo reparadora, a qual pode restaurar a

arquitetura mineralizada apés a escavacao da camada infectada.

E importante ressaltar, que estudos que promovam a abordagem destas
lesbes de forma ndo-invasiva sdo baseados em conceitos de Minima Intervencéo
(MI), dentre eles por meio de monitoramento de lesdes incipientes para preservar
estrutura dental sadia e remocao parcial de tecido cariado (Fuks et al., 2013%). Com
intuito de atender as demandas atuais de tratamento restaurador com minima
intervencao, a busca por materiais restauradores consiste em aliar a capacidade de
selamento e indugédo de reparo em dentina afetada remanescente. Portanto, ao
lidarmos com dentes deciduos, a manutencdo da dentina afetada por carie esta
direcionada as lesdes profundas devido ao risco iminente de exposi¢ao pulpar. Tanto

0 risco quanto a iminéncia de comprometimento pulpar durante o procedimento de
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remocao de dentina cariada em dentes deciduos faz com que o tratamento pulpar
indireto (TPI) seja uma alternativa para dentes deciduos com lesdes de cérie
profunda (Fuks et al., 2013* Pinheiro et al., 2003°).

A busca por biomateriais capazes de aprimorar as propriedades quimico-
mecanicos do substrato desmineralizado utilizado em contato com sistema bioldgico,
a partir da interagdo quimica com a dentina, tem por finalidade promover o reparo
tecidual. De modo que, a busca por tecnologias de remineralizacdo baseadas em
alternativas nao-invasivas pode ser a chave para o gerenciamento das lesdes de
carie. Na atualidade, o grande desafio da dentistica restauradora reside na tentativa
de melhorar a condicdo do substrato dentinario desmineralizado para receber o
material restaurador, com vistas a promocao da longevidade das restauracfes. Na
Odontologia, novos produtos sdo constantemente langcados no mercado, utilizados
em intimo contato com tecidos biolégicos. No entanto, ha necessidade de conhecer
as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas e mecéanicas destes produtos para
aumentar significativamente o uso clinico dos biomateriais.

O estudo das trocas quimicas entre materiais bioativos e tecidos dentais tem
sido tema de pesquisas, bem como as alteracbes das propriedades fisico-quimica
das estruturas dentarias envolvidas (Ngo et al., 2006°). Portanto, o propésito deste
estudo foi apresentar a caracterizacdo de um potencial biomaterial para aplicacéo
odontoldgica no tratamento conservador pulpar: a dolomita brasileira Gran-White
mineral (DMT). Em seguida, avaliar as trocas minerais e repercussdes nhas
propriedades quimico-mecéanicas da dentina decidua desmineralizada, ao empregar
como pré-tratamento ao cimento de ionémero de vidro (CIV) dois biomateriais nao-
comumente utilizados para aplicacdo em dentina: a (DMT) e caseina fosfopeptidea -

fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) na apresentacdo comercial Mi Paste®.



2 PROPOSICAO

2.1 PROPOSICAO GERAL

2.1.1 Caracterizar a DMT para potencial utilizagdo como material
odontoldgico e avaliar in vitro a permuta quimica e suas repercussdes
guimico-mecanicas em dentina decidua desmineralizada sob a acéo de
pré-tratamento com os materiais (DMT e CPP-ACP) por meio dos testes
laboratoriais.

2.2 PROPOSICOES ESPECIFICAS

2.2.1 Identificar, quantificar percentual em massa e confirmar a estrutura

e fases cristalinas das DMTs utilizadas.
2.2.2 Avaliar toxicidade e propriedades quimicas das DMTs utilizadas.

2.2.1 Quantificar alteracbes em dureza da dentina decidua higida e
desmineralizada, ap6s contato com CIV e os materiais DMT e CPP-ACP

por meio de Dureza Knoop.

2.2.2 Quantificar alteracdes minerais em relacdo ao contetudo de flaor
(F), calcio (Ca) e fésforo (P) envolvidos nas trocas ibnicas entre CIV,
substrato dentinario higido e desmineralizado, com os materiais DMT e
CPP-ACP por meio de EDS (Espectroscopia de Raios X).

2.2.3 Comparar o conteudo de F, Ca, e P envolvidos nas trocas ibnicas
entre CIV, substrato dentinario higido e desmineralizado, com o0s
materiais DMT e CPP-ACP e suas repercussdes nas propriedades

guimico-mecanicas por meio de EDS e Espectrocospia de Micro Raman.

2.2.4 Caracterizar os produtos formados em substrato dentinario por

meio de Espectrocospia de Micro Raman.

16



2.2.5 Obter imagens relativas aos procedimentos efetuados em FEG
(Espectroscopia de Campo Backstatter) para investigar aspectos

morfologicos da carie artificial e tratamentos realizados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPERIMENTO 1

Avaliacdo da toxicidade e propriedades quimicas da dolomita para uso na
odontologia

3.1.1 Delineamento experimental

Quatro amostras de dolomita (DMT) encontradas no mercado
de produtos naturais foram analisadas: Bioficina® DMT |, Flora
Pinhais® DMT II, Dolomitex® DMT IIl e Gran-White DMT IV e hidroxido
de calcio PA-HCa (Biodinamica®) (Figura 1), quanto a toxicidade, pH,
liberacdo de ions calcio e magnésio, caracterizacao estrutural por meio

de difracao e fluorescéncia de raios X.

Toxicidade
Bioensaio com Artemia Salina

— Liberagdo de ions cdlcio

r— Fluorescéncia de raios X (FRX)

Figura 1 — Desenho Experimental

3.1.2 Toxicidade - Bioensaio com Artemia Salina: para a determinacdo da
toxicidade, realizou-se 0 método alternativo da estimativa da concentracao letal 50
(CL50), no modelo de Artemia salina baseada na técnica descrita por Meyer et al.

(1982)'®. Foi colocado 100 mg de ovos de Artemia em &gua salinizada na
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proporgcdo de 38g de sal marinho por litro; a temperatura foi mantida entre 28 a
30°C; pH entre 8 e 9 e iluminagéo artificial. O estado de saturacéo de oxigénio foi
conseguido com auxilio de uma bomba de oxigenacdo. Apds 48 horas, as larvas
atingiram o estagio de metanauplio do microcrustaceo, que é mais sensivel ao
tratamento. As 10 larvas (n = 10) em cada tubo ensaio com 5 mL da solugéo salina
nas concentracdes larvas ndo foram alimentadas. O bioensaio com Artemia salina
consiste em distribuir gradualmente 25, 50, 100, 150, 250, 500, 750 e 1000
concentragbes ug/mL de cada amostra. As larvas de A. salina foram incubadas
nas diversas concentragdes do extrato bruto dissolvido durante 24h sob iluminagéao
artificial e temperatura controlada para eclodirem. Posteriormente, foram
transferidas 10 larvas para tubos de ensaio contendo solucdo salina (controle
negativo), dicromato de potassio 0,1% (controle positivo) e a dolomita em
diferentes concentracbes. O resultado foi obtido contando-se o numero de
metanauplios do microcrustadceo mortos e vivos em cada tubo de ensaio, apds 24
e 48 horas por meio de visualizacdo macroscopica com lupa. A analise estatistica
descritiva foi feita com a contagem do namero de sobreviventes, calculando-se a
porcentagem de mortos. Os microcrustaceos foram considerados mortos quando
ndo exibiam nenhum movimento apés 10 segundos de observacéo®®. Para o
calculo da toxicidade determinou-se a CL50, a concentracdo de agente toxico que
causa a mortalidade de 50% dos organismos expostos no periodo de 24 ou 48
horas. A estimativa realizada foi pela Andlise de Regressdo de Probit, a qual é
apropriada para conjuntos de dados em que a variavel dependente é medida em
unidades do tipo Sim ou N&o. Neste caso, a resposta € representada pela

percentagem de sobreviventes, nascidos, etc. O teste foi realizado em duplicata.

3.1.3 Analise do potencial Hidrogeniénico (pH): foram utilizadas amostras por
diluicdo da dolomita e de hidroxido de calcio (controle) em agua destilada, sendo a
guantidade de p6 em diferentes proporgdes. Cada grupo foi subdividido em mais
cinco grupos, cada um contendo uma quantidade pg de dolomita num mesmo
volume de agua destilada (1mL) nas seguintes concentracdes: 1000 pg/mL; 750
pg/mL; 500 pug/mL; 250 pg/mL e 100 pg/mL. Inicialmente, mediu-se o pH da agua
destilada. Apds, foram pegas as amostras por diluicdo e feita a afericdo do pH
inicial (0) e nos periodos de 24 e 168 horas, considerando que nesse periodo as
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amostras foram armazenadas em estufa & 37°C. Entre uma leitura e outra, o
eletrodo do pH- metro foi lavado com agua destilada e secado com papel. A 4gua
destilada e deionizada foi utilizada devido & sua pureza e o pH neutro’. Para
analise do pH foi utilizada a analise Anova 1 fator com pos teste de Tukey. Adotou-

se um nivel de significancia p<5%, utilizou-se o software GraphPad Prism 5.0.

3.1.4 Liberacdo de ions calcio e magnésio: foi utilizado o método de absorcao
atbmica, que se fundamenta na solubilizacdo das fontes de célcio (Ca) que estdo
presentes na amostra com acido concentrado para determinar a concentracao do
elemento Ca. Primeiramente, foi transferido 0,500g de cada dolomita para
béqueres de 100mL. Apds, foi adicionado 20mL de &cido cloridrico (HCI) 1+1 e
fervido por 10 minutos, apdés foram transferidos para balbes volumétricos de
100mL e completado o volume com agua destilada. Foi tomado uma aliquota do
extrato das DMTs e transferido para balées de 50mL. Adicionado 5mL de 6xido de
lantanio a 5% e completado o volume com agua. O lantanio foi adicionado pela
capacidade de eliminar as interferéncias de outros ions. Apds a confeccdo da
amostra, o espectrometro de absorcdo atdmica com chama foi colocado nas
condi¢cOes exigidas para a determinagcao do Ca, conforme o manual de operacao.
O aparelho foi calibrado e a leitura imediata foi realizada. O bulk é o padrdo que se
usa para fazer a curva do equipamento, para que tenhamos uma referéncia de
valor de Ca e Mg, sendo 10,25 ppm e 2,04 ppm, respectivamente. Os valores

foram anotados em uma planilha de Excel.

3.1.5 Difracao de raios X (DRX): os dados de difrag&o de raios foram coletados em
um difratbmetro Shimadzu XRD 6000, operando com tubo de cobre a 40 kV e 30
mA. Foram utilizadas fendas de divergéncia e espalhamento iguais a 1° e fenda de
recepcao igual a 0,15 mm. A radiagéo kB foi eliminada por uso de monocromador
de grafite. A varredura foi realizada no alcance de 3° a 120° em modo de varredura
continua, na razao de 1 grau/min. As identificacOes das fases cristalinas presentes
nas amostras foram realizadas por meio de comparagdo entre o padrdo de
difracdo simulado a partir de arquivos de informacdo cristalografica
(crystallographicinformation file — cif), obtidos no Banco de Dados de Estruturas
Cristalinas Inorganicas (Inorganic Crystal StructureDatabase - ICSD) via Base de

Estruturas Cristalinas e o padrao observado. Os perfis de difracdo simulados foram
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1819 Neste trabalho foram

obtidos utilizando-se os programas GSAS+Expgui
utilizados os modelos estruturais das fichas ICSD #10404 para a DMT
(CaMg(CO0O3),), ICSD #1011159 para o quartzo (SiOy), ICSD #18166 para o
carbonato de calcio (CaCOg3) e ICSD #1001768 para a portlandita (Ca(OH),). As
andlises de Rietveld foram realizadas utilizando-se os programas GSAS+Expgui.
Utilizou-se a funcdo de perfil pseudo-Voigt de Thompson-Cox-Hastings®® para o
ajuste dos picos de difracdo. O modelo fenomenolégico de Peter Stephens
(1999)?' incorporado a funcdo de perfil permitiu o ajuste do alargamento
anisotropico dos picos de difracdo. Para a anélise quantitativa de fases foi adotado
o modelo de Howard e Hill (1987)?*. A qualidade dos refinamentos foi monitorada
por analise visual do grafico de Rietveld, em que é possivel observar o perfil,
calcular pela curva diferenca; e pelos indicadores estatisticos Rwp, Chi? reduzido,
que estdo relacionados ao ajuste do perfil de difracdo e pelo RF,, que esta

relacionado a qualidade do ajuste da estrutura.

3.1.6 Fluorescéncia de raios X (FRX): A andlise elemental semiquantitativa pela
técnica de energia dispersiva nao requer preparo das amostras. Foi utilizado para o
teste o instrumento EDX-720 (Shimadzu), com colimador de 10mm, na faixa de
energia Na-U. A voltagem do aparelho varia de 5 a 50kV e a corrente do tubo entre
1 e 1000 mA. O detector € um sistema de Si(Li)de semi-condutor arrefecida com Ni
liquido a -196°C. O tempo para cada amostra foi de 100 s, tensdo de 15 kV e 100s
na faixa de energia de Ti-U com tensao de 50 kV. As medidas foram realizadas sob
pressédo de 30 Pa. Sob as condi¢des iniciais que devem ser a atmosfera a vacuo e
a amostra em formato de p0d, as amostras foram colocadas no porta-amostras do
instrumento, que ja indica a quantidade de material necessaria para o teste, visto
gue apenas a superficie do material € analisada. Este porta amostras fica sob uma
pelicula de polietileno para protecdo da amostra. O resultado foi avaliado com o
software XCOM, que € um coédigo desenvolvido para fazer o célculo do raio X e
coeficientes de atenuacao de raios gama e secgoes transversais pesando interacao
para elementos puros (Z = 1-100), o composto ou mistura a uma faixa de energia
de largura (1 keV -100 GeV )? .
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3.2 EXPERIMENTO 2

Efeito do pré-tratamento dentinario com pé de dolomita na dentina decidua

desmineralizarada

3.2.1 Delineamento experimental

Dureza knoop, Micro Raman e FEG foram os testes utilizados para
avaliar a dentina decidua nas seguintes condi¢fes: higida/desmineralizada, tratada
ou ndo-tratada com DMT em pd, com e sem contato com CIV. Para este
experimento foram preparadas cavidades Classe | em 32 molares deciduos pré-
selecionados. Os dentes foram divididos em 2 grupos (n=16) de acordo com a
condigdo dentinaria: higido (G1), desmineralizado (G2). Subgrupos (n=8) foram
formados para analisar isoladamente a acdo do CIV e associado ao DMT pé. As
cavidades foram divididas em duas metades, em que uma delas foi isolada com
esmalte de unha na base cavitaria e paredes laterais, para compor a area controle
de cada grupo. Todas as cavidades foram restauradas com CIV de alta viscosidade
(Ketac Molar Easymix®, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA), mas somente G1DMT e
G2DMT receberam o pré-tratamento com p6 de DMT antes da restauracao (Figura
2). Esta pesquisa foi realizada com molares deciduos humanos higidos (n=40)
provenientes do Banco de Dentes da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo parecer nimero 1.565.693 da

Comisséo de Etica em Pesquisa-UEPG (Anexo A).
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Figura 2— Corte sagital (A,B) dos dentes restaurados com CIV nas duas condi¢Bes: dentina higida
(G1, G1 DMT) e desmineralizada (G2, G2 DMT). Camada de esmalte vermelho para evitar
contato direto do CIV com a metade da dentina, na base cavitéria e paredes laterais. Obtenc¢éo da
area de contato (C) e &rea sem contato (SC).

3.2.2 Preparo das cavidades Classe |

A maquina de preparos cavitarios (EI Quip®, Sdo Carlos, SP, Brazil) foi
utilizado para o preparo das cavidades Classe |, as quais foram padronizadas nas
medidas de profundidade=3mm, comprimento=6 mm e largura=4 mm. O tamanho da
cavidade foi conferido com o uso do paquimetro (Digimess®, S&o Paulo, SP,
Brazil);(Figura 3).

O preparo das cavidades foi padronizado com inicio no centro da superficie
oclusal de cada molar deciduo. A broca de tungsténio #8 foi utilizado na
profundidade inicial de 1.5 mm até alcancar a medida final de 3 mm com uma broca
de alta rotacdo #3131, sob intesa refrigeracdo. Apds 8 cavidades, as brocas eram
respostas por novas. Para completar a etapa, todos os dentes eram imersos na cuba
ultrassoénica (Cristéfoli Biosafety®, Campo Mourdo, PR, Brazil) por 280s para
remocao de debris decorrentes do preparo cavitario. O exame visual de todos 0s

espécimes foi feito com lupa estereoscopica (10X) para verificar a existéncia de
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exposicdo pulpar pelo preparo cavitario, e na presenca deste, o dente era
descartado. Neste estudo foram perdidos 8 dentes na etapa do preparo cavitario,
devido a exposicao pulpar durante a confeccdo das cavidades. De forma que, o

estudo foi concluido com 32 dentes.

DIAS GF
Figura 3 —Preparo das cavidades Classe |
3.2.3 Procedimentos para ciclagem de pH
Os dentes provenientes do grupo G2 (n = 16) foram sumetidos a

desmineralizacdo dentinaria para similar lesdo de carie utilizando o método de
ciclagem de pH, de acordo com protocolo ja utilizado’. Para protecdo da &rea
externa da coroa dental foram aplicadas duas camadas de esmalte (Colorama ®, Rio

de Janeiro, RJ, Brazil) e evitar contato com as paredes internas da cavidade.

Para estabelecer o ciclo DES-RE (desmineralizagdo- remineralizagao), cada
espécime foi imerso por 8h em solucdo desmineralizante e 16h em solucéo
remineralizante®®?!. O volume das solucées desmineralizadora e remineralizadora foi
de 10mL para cada dente em cada ciclo. O ciclo foi repetido por 14 dias
consecutivos a temperatura ambiente sem agitacdo. As solugdes utilizadas foram
manipuladas no Laboratério Farmacéutico da UEPG. As formulacdes® foram as

seguintes: solucdo desmineralizante (pH 4.8) com 2.2 mM cloreto de calcio (CaCly);



25

2.2 mM fosfato de sédio (Na,PO,4) e 50 mM &cido acético; solucdo remineralizante
(pH 7.0): 1.5 mM cloreto de calcio (CaCl,), 0.9 mM fosfato de sédio (NaPO,) e 0.15

mM cloreto de potassio (KCI).

3.2.4 Aplicacgéo topica da DMT em pé

A aplicagéo topica da DMT em po6 foi realizada somente nos grupos G1DMT e
G2DMT (Figura 4). Apos o condicionamento com &cido poliacrilico (condicionador
acido poliacrilico 11,5%, Nova DFL, Jacarepagua, RJ, Brazil), foi realizado a
aplicacao tépica com DMT p0, sendo a quantidade padronizada com uma medida de
p6 dosador de CIV, e apés levada a cavidade com auxilio de um porta-améalgama de
plastico (Precision Maquira ®, Maringa, PR, Brazil) durante o tempo de 1 min. Antes
dos procedimentos restauradores, as cavidades receberam uma camada da esmalte
no lado mesial das cavidades. O desenho da pesquisa estipulou a divisdo da
cavidade em dois lados; SC (area controle), C (area teste). A finalidade foi para
garantir que o CIV ndo entrasse em contato direto com a dentina, de forma que a

DMT em pé fosse o Unico elemento em contato direto com a dentina.

Figura 4 — Aplicacdo da DMT em p6 na cavidade classe | ap0s procedimentos de
ciclagem de pH
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3.2.5 Procedimentos Restauradores

Todas as cavidades foram restauradas com CIV de vidro de alta viscosidade
(Ketac Molar Easymix®, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA). As cavidades foram tratadas
com acido poliacrilico Ketac liquid (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) por 10s, lavado e
seco com jato de ar por 20s e preenchidas com CIV. O CIV foi dosado na proporcéo
de 2:2 (p6 e liquido) e manipulado no bloco de espatucdo com a espatula plastica
(Duflex ®, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). A mistura foi inserida na cavidade com auxilio
da Seringa Centrix (Precision Maquira ®, Maringa, PR, Brazil) seguido da técnica
“pressao digital” (30s) com a fita de poliéster (K-Dent Quimidrol ®, Joinville, SC,
Brazil). Para o CIV foi aguardado a presa por 3min e apés protegido com uma
camada de vaselina (Rioguimica®, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil) na superifice,
de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Apds a restauracdo, os dentes foram
armazenados em estufa por 24h a 37°C, em ambiente umido a 100% acomodado

em umidificador.

3.2.6 Preparo dos espécimes

Os dentes foram fixados na maquina de corte (Isomet ® 1000 Precision Saw
Buehler, Lake Bluff, IL, USA) e seccionados verticalmente no sentido mesio-distal
com disco de diamante (1.3 mm Precision Saw, Lake Bluff IL ®, USA) na velocidade
de 300 rpm para obter fatias dentarias (n=3) de aproximadamente 1,1 mm de
espessura. Duas fatias foram separadas para o teste de Dureza e a terceira fatia foi
levada para o teste de FEG. Duas fatias dentarias foram posicionadas no centro de
cilindros de PVC (Tigre®, Joinville, SC, Brazil) de dimensbes (12x20 mm), sendo
colados com fita adesiva (3M®, Sumare, SP, Brazil) em contato direto com a placa
de vidro. O cilindros foram preenchidos com resina acrilica transparente (JET®,
Clear Field, SP, Brazil) pela técnica do po e liquido. As fatias embebidas em acrilico
foram levadas a maquina de polimento (Arotec®, Cotia, SP, Brazil). Uma sequéncia
lixas de carbeto de silicio (3M ® Brazil, Sumaré, SP, Brazil) foi utilizadas sob intensa

irrigacdo de agua. O polimento final foi realizado com pasta de diamante (Arotec®,
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Cotia, SP, Brasil) de granulacdo 1/% pm. Para remocao dos residuos os espécimes
foram lavados em cuba ultrass6nica por 12 min. Apds, foram armazenados em

estufa a 37°C por 24 h em um ambiente umido a 100%, acomodado em umidificador.

3.2.7 Teste de Microdureza

A andlise de microdureza foi realizada no microdurdmetro (Shimadzu®, Kyoto,
Japan) com uso do indentador Knoop. Por 30 s, foram aplicadas cargas de 25¢g para
dentina higida e 10g dentina desmineralizada®’. As cargas foram aplicadas a 50pum
(micrdmetros) da base cavitaria. Apos, 3 medidas diferentes foram feitas com 100
um entre cada um, na mesma profundidade no sentido horizontal. A média das 3
medidas foi considerada o valor de microdureza de cada espécime.

3.2.8 Avaliacdo dos ions em dentina pela microscopia electrénica de campo (FEG)

Para avaliacdo em FEG foram separadas, aleatoriamente, 2 fatias dentarias
de cada grupo. Os espécimes foram previamente colados em stubs metalicos com
uma fina camada de cianocrilato (Pegamil bondgel ultra strong, Sao José, SC,
Brazil). Apos, os espécimes foram armazenados por 48h para secagem prévia a
leitura no FEG. A leitura foi realizada a 50um de profundidade da base cavitaria com
5000x de magnificacdo. As areas de leitura foram divididas em areas C e SC do
material restaurador com a dentina, limite imposto para presenca do esmalte
vermelho, aplicado na base cavitaria e paredes laterais, presente na hemicavidade.
No FEG foi possivel obter dois tipos de analise: EDS (Espectroscopia de Energia
dispersiva) e EBSD (Difracdo de Elétrons Retroespalhados) de caracterizagéo

guimica e morfoldgica.



28

3.2.9 Espectroscopia Micro-Raman

As mesmas amostras utilizadas para o teste de microdureza foram
submetidas a andlise de composicdo mineral através de Espectroscopia Raman
(Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Baden-Wiurttemberg, Alemanha). O aparelho foi
calibrado primeiro a zero e, em seguida, para os valores de coeficientes utilizando
uma amostra de silicone. O teste incluiu 0os seguintes parametros: um laser de néon
com 532 nm de comprimento de onda e 20 mW, uma resolugao espacial de = 3 mM,
a resolucdo espectral de = 5 cm™, 20 s de tempo de acumulacéo e 5 colegas de
adicdes com ampliacao de 20x (Olympus UK, Londres, Reino Unido) para um laser =
1 mm de diametro. As leituras foram feitas num gama espectral 300-1800 cm™. Os
espectros foram obtidos a partir da dentina logo abaixo da interface dente-
restauracdo em um local aleatério com analise de mapeamento de trés pontos: O,

0,40 e 90 um em profundidade (Figura 5).

A espectroscopia micro-Raman detectou o conteudo quimico da dentina
através das caracteristicas moleculares vibracionais de energia®’. O espectro
representativo de fosfato de calcio (960 cm™), os picos de diferentes modos de
vibracéo do grupo fosfato (591 cm™, 430 cm™), carbonato (1070 cm™), colagéno
(1270 -1453 cm™) e pico de DMT (1080 cm™) foram identificados nas amostras®.

Figura 5 — Imagem digital obtida durante o0 mapeamento da regido dentinaria
obtida em 3 pontos de analise (Oum, 40 ym e 90 ym) da base cavitaria.
Espectroscopia de Micro-Raman.



29

3.3 EXPERIMENTO 3

Efeito do pré-tratamento de caseina fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) e cimento

de ionébmero de vidro (CIV) na dentina desmineralizada de molares deciduos.

3.3.1 Delineamento experimental

Esta pesquisa foi realizada com molares deciduos humanos higidos (n=40)
provenientes do Banco de Dentes da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo parecer numero 1.565.693 da
Comissdo de Etica em Pesquisa-UEPG. Com inspecao visual, foram selecionados
segundos molares deciduos (n=40), com coroas integras, livres de lesdes cavitadas
nas superficies oclusais ou proximais. As por¢des radiculares remanescentes foram
seccionadas com broca esférica diamantada 1016 S em alta-rotacdo (Kavo do Brasil,
Joinville, SC, Brasil). Os dentes selecionados foram mantidos em agua destilada.

Os dentes foram divididos em 4 grupos conforme condicdo da dentina e
tratamento realizado. Quanto a condicdo da dentina foram divididos em G1 (dentina
higida) e G2 (dentina desmineralizada) e nesses substratos foi verificada a acao
isolada do CIV (G1 e G2) e associada com CPP-ACP (G1CPP-ACP e G2CPP-ACP).

Foram preparadas cavidades classe | em molares deciduos pré-selecionados,
aplicado esmalte vermelho na metade do assoalho cavitario e paredes laterais para
evitar contato do material restaurador com a por¢cao da dentina. Foi padronizada a
aplicacdo esmalte no lado mesial do dente em questdo. Assim, no mesmo dente
foram comparadas duas regifes: sem contato do CIV (SC) area controle, e em

contato direto CIV e material teste (C) area teste (Figura 6).
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Figura 6 — Corte sagital dos dentes restaurados com CIV nas duas condi¢des:dentina higida e
desmineralizada (G1, G2) submetidos a aplicacdo tépica de CPP-ACP. (G1CPP-ACP, G2CPP-
ACP). Camada de esmalte vermelho para evitar contato direto do CIV com a metade da dentina.

3.3.2 Preparo Cavidades Classe |

Para evitar fratura e deslocamento dos espécimes, nos espacgos entre a
regido de furca dos dentes, foram preenchidos com cera e as coroas fixadas com
godiva (Godiva Exata DFL®, Jacarepagua, RJ, Brasil) em uma base de madeira.
Foram confeccionadas cavidades classe | com um aparelho de preparo cavitario (El
Quip®, Sao Carlos, SP, Brasil). Os preparos cavitarios foram padronizados na
profundidade de 3 mm, extensdo mésio-distal de 6 mm e extenséo vestibulo-lingual
de 4 mm, em que as medidas foram conferidas com paquimetro digital (Digimess®,
Séao Paulo, SP, Brasil). O preparo das cavidades foi iniciado no centro da superficie
oclusal de cada molar deciduo. Utilizou-se brocas de carbeto de tungsténio N°8 e
ponta diamantada de alta rotagdo N°3131, sob refrigeracdo continua. A cada 8
preparos cavitarios as brocas eram substituidas por novas. Para finalizar a etapa de
preparos cavitarios, os dentes foram levados a cuba ultrassénica (Cristofoli
Biosseguranca®, Campo Mourdo, PR, Brasil) por 280s para remover os residuos

provenientes do preparo cavitario.
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3.3.3 Procedimento de ciclagem de pH

Apoés, os dentes foram divididos em dois grupos: G1 e G2. Os dentes do
grupo G2 foram submetidos a desmineralizacdo da dentina para simular lesdo de
carie pelo método de ciclagem de pH'. A ciclagem de pH foi realizada para
desmineralizar a dentina do interior do preparo cavitario. A area externa da coroa
dentaria foi protegida do processo de desmineralizacdo com a aplicacdo de duas
camadas de esmalte de unha (Colorama®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), evitando-se
contato deste com a cavidade preparada ( Figura 7).

Para estabelecer o ciclo DES-RE cada espécime foi imerso por 8h em solucéo
desmineralizante e 16h em solucdo remineralizante™. O volume das solucdes
desmineralizadora e remineralizadora foi de 10mL para cada dente, em cada ciclo.
O ciclo foi repetido por 14 dias consecutivos a temperatura ambiente sem agitacéo.
As solucgbes utilizadas foram manipuladas no Laboratério Farmacéutico da UEPG.
As formulacGes foram as seguintes: solucdo desmineralizante (pH 4.8) com 2.2 mM
cloreto de célcio (CaCly); 2.2 mM fosfato de sédio (Na,PO,4) e 50 mM acido acético;
solucé@o remineralizante (pH 7.0): 1.5 mM cloreto de calcio (CaCl,), 0.9 mM fosfato
de sédio (Na,PO,) e 0.15 mM cloreto de potassio (KCI) %.

3.3.4 Aplicacéo topica da Pasta Mi

Apods o término dos ciclos, os dentes dos grupos G2 CPP-ACP receberam a
aplicacéo topica da pasta MI-CPP-ACP (Glicerol 5-10%, caseina fosfato de calcio
fosfopeptideo amorfo, agua pura, 6xido de zinco, carboximetilcelulose de saodio,
xilitol, D-sorbitol, dioxido de silicone, acido fosforico, dioxido de titanio, goma de
guar, sacarina de sodio, etil p-hidroxibenzoato, 6xido de magnésio, propilenoglicol,
butil p-hidroxibenzoato, propil p-hidroxibenzoato); ( Mi Paste ™, GC, America) em
guantidade padrao com auxilio de um dosador de CIV, planificado e aplicado durante
um minuto com auxilio do microbrush na base cavitaria (Figura 7). Previamente a
aplicacdo da pasta, as cavidades foram condicionados com acido poliacrilico
(condicionador acido poliacrilico 11,5%, Nova DFL, Jacarepagua, RJ, Brasil) durante
10s e lavadas com agua proveniente da seringa triplice durante 20s. Com a

finalidade de comparar duas regides no mesmo dente, a cavidade foi dividida em
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duas porcées, por aplicagéo do esmalte (Colorama®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) com
microbrush (FGM®, Joinville, SC, Brasil). O qual foi aplicado na metade do assoalho
cavitario e paredes laterais da porcao distal no hemidente. A extensédo de cobertura
do esmalte de unha (Colorama®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi de 3mm no sentido
mésio-distal e 4 mm no sentido vestibulo-lingual. No mesmo dente, foram
comparadas duas regides: a por¢cdo mesial sem contato (SC) com CIV (sitio

controle) e a por¢cao com CIV em contato direto (C) com a dentina (area teste).

Figura 7 — A —Preparo cavidades Classe |; B- cavidade preparada; C- espécime preparado para
ciclagem de pH; D- procedimento de ciclagem de pH; E — CPP-ACP Mi Paste

3.3.5 Procedimento Restaurador

Todas as cavidades foram restauradas com CIV de alta viscosidade (Ketac
Molar Easymix®, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA). As cavidades foram tratadas com
acido poliacrilico Ketac liquido (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) por 10s, lavado e
seco com jato de ar por 20 s e preenchidas com CIV. O CIV foi dosado na proporgao
de 2:2 (p6 e liquido) e manipulado no bloco de espatucdo com a espatula plastica
(Duflex ®, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). A mistura foi inserida na cavidade com auxilio
da seringa centrix (Precision Maquira ®, Maringa, PR, Brazil) seguido da técnica
“pressao digital” (30s) com a fita de poliéster (K-Dent Quimidrol ®, Joinville, SC,

Brazil). Apdés aguardar o tempo de presa de 3 min, o CIV foi protegido com vaselina
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(Rioquimica®, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil) na superificie, de acordo com as
instrucbes do fabricante. Apds a restauracdo, os dentes foram armazenados em

umidificador na estufa por 24h a 37°C .

3.3.6 Preparo dos espécimes

Os dentes foram fixados na maquina de corte (Isomet ® 1000 Precision Saw
Buehler, Lake Bluff, IL, USA) e seccionados verticalmente no sentido mésio-distal
com disco de diamante (1,3 mm Precision Saw, Lake Bluff IL ®, USA) na velocidade
de 300 rpm para obter fatias dentarias (n=3) de aproximadamente 1.1 mm de

espessura.

Duas fatias dentarias foram posicionadas no centro de cilindros de PVC (Tigre
®, Joinville, SC, Brazil), de dimensfes (12x20 mm) sendo colados com fita adesiva
em contato direto com a placa de vidro (3M®, SUMARE, SP, Brazil). Os cilindros
foram preenchidos com resina acrilica transparente (JET ®, Clear Field, SP, Brazil)

pela técnica do p6 e liquido.

As fatias embebidas em acrilico foram levadas a maquina de polimento
(Arotec®, Cotia, SP, Brazil). Uma sequéncia lixas de carbeto de silicio (3M ® Brazil,
Sumaré, SP, Brazil) foi utilizada sob intensa irrigacéo de 4gua. O polimento final foi
realizado com pasta de diamante (Arotec®, Cotia, SP, Brasil) de granugao 1/% pm.
Para remocdo dos residuos, os espécimes foram lavados em cuba ultrassénica por

12 min. Apos, foram armazenados a 37°C por 24 h em ambiente Umido.

3.3.7 Teste de Microdureza

A analise de microdureza foi realizada no microdurémetro (Shimadzu®, Kyoto,
Japan) com uso do indentador Knoop durante 30 s, em que foram aplicadas cargas

de 25g para dentina higida e 10g dentina desmineralizada®.
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As cargas foram aplicadas a 50 um da base cavitaria. Apds, 3 medidas
diferentes foram feitas com 100 pum entre cada um, na mesma profundidade. A

meédia das 3 medidas foi considerado o valor de microdureza de cada espécime.

3.3.8 Avaliagéo dos ions em dentina pela microscopia electrénica de campo (FEG) e

espectroscopia de raios X (EDS)

Para avaliacdo em FEG e EDS foram separadas, aleatoriamente, 2 fatias
dentarias de cada grupo. Os espécimes foram previamente colados em stubs
metalicos com uma fina camada de cianocrilato (Pegamil bondgel ultra strong, Sao
José, SC, Brazil) com auxilio do microbrush. Apds, os espécimes foram
armazenados por 48h para secagem prévia as leituras. As leituras foram realizadas
a 50 um de profundidade da base cavitaria com 5000x de magnificacdo. As areas de
leitura foram divididas em areas C) e SC do material restaurador com a dentina,
limite imposto para presenca do esmalte vermelho, presente na base cavitaria e
paredes lateriais, na hemi cavidade. As avaliagbes realizadas permitiram a

caracterizacdo quimica e morfolégica.
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4. ARTIGOS

4.1 Avaliacdo da toxicidade e propriedades quimicas da dolomita para uso na

odontologia

Status: Em processo de revisao

4.2 Efeito do pré-tratamento dentinario com p6 de Dolomita na dentina decidua

desmineralizarada

Status: Em processo de revisao

4.3 Chemical exchange between dentin pre-tratment with CPP-ACP and GIC on

demineralized dentin in deciduous molars

Status: Submissao
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AVALIACAO DA TOXICIDADE E PROPRIEDADES QUIMICAS DA DOLOMITA
PARA USO NA ODONTOLOGIA

RESUMO

A dolomita (DMT) é capaz de afetar o metabolismo da mineralizac&o por dissociacéo
em ions calcio e hidroxila. O objetivo deste trabalho foi analisar a toxicidade,
propriedades quimicas e liberacdo de ions calcio e magnésio, por meio de bioensaio
com Artemia Salina, potencial Hidrogenionico (pH), absorcdo atdmica, difracdo de
raios X (DRX) e fluorescéncia de raios X (FRX) de 4 amostras de DMT: Bioficina® -
DMT |, Flora Pinhais® - DMT Il, Dolomitex® - DMT Ill e Gran-White — DMT IV e do
hidréxido de célcio PA (Biodindmica® - HCa). Além disso, o estudo permitiu verificar
se as amostras sao adequadas para uso potencial em materiais odontolégicos. As
técnicas DRX e FRX, permitiram caracterizar a conformacdo espacial da cela
unitaria da dolomita, as fases cristalinas e elementos quimicos presentes nas
amostras. Foi identificado a presenca de fases cristalinas além da DMT, como
quartzo e calcita. Impurezas foram detectadas em pequenas quantidade (Fe, K,
Sr,Tm, S, Cu), e o hidréxido de célcio correspondeu as expectativas de
aproximadamente 100% portlandita. O pH foi aferido, em diferentes concentracdes
de 1000 pg/mL; 750 pg/mL; 500 pg/mL; 250 pg/mL e 100 pg/mL do extrato
bruto diluido da amostra, inicial (0) e nos periodos de 24 e 168 horas. As amostras
foram caracterizadas no padrédo de alcalinidade. Na interpretacdo dos testes DRX e
FRX, foi detectada a presenca de elementos além da DMT pura, a silica, calcita e
impurezas em quantidades minimas em 2 das amostras, enquanto o hidroxido de
calcio correspondeu as expectativas de aproximadamente 100% de portlandita. Para
a determinagéo da toxicidade, o método alternativo da concentragédo letal 50 (CL50)
no modelo de bioensaio com Artemia Salina resultou em baixo indice de toxicidade
das DMTs com diferenca insignificante entre os tempos 24 e 48h. Em média, ocorreu
a liberacdo de 100ppm de ions calcio e 32ppm de magnésio. Concluiu-se que
nenhuma das amostras apresentou porcentagem significativa de outros constituintes
considerados prejudiciais a saude. De forma que, péde-se concluir que a DMT é
atoxica, pH alcalino, consideravel liberacdo de ions calcio, de fase cristalina que a
caracteriza como potencial uso odontologico.

Palavras-chave: propriedades quimicas. Toxicidade. pH.
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TOXICITY ASSESSMENT AND CHEMICAL PROPERTIES OF DOLOMITE FOR
USE IN DENTISTRY

ABSTRACT

Dolomite (DMT) can affect the metabolism of mineralization by dissociation of
calcium ions and hydroxyl. The aim of this study was to analyze the toxicity, chemical
properties and release of calcium and magnesium ions, through bioassay Artemia
Salina, hydrogen potential (pH), atomic absorption, X-ray diffraction (XRD) and X-ray
fluorescence (XRF ) of 4 samples DMT: Bioficina® - DMT |, Plant Pinhais® - DMT Il
Dolomitex® - DMT Ill and Great White - DMT IV and calcium hydroxide PA
(Biodindmica® - HCA). In addition, the study showed that the samples are suitable
for potential use in dental materials. XRD and XRF techniques allowed to
characterize the spatial conformation of the unit cell of dolomite, crystalline phases
and chemical elements present in the samples. The presence of crystalline phases
was identified in addition to DMT, such as quartz and calcite. Impurities were
detected in small amounts (Fe, K, Sr, Tm, S, Cu), and calcium hydroxide to
expectations about 100% portlandite. The pH was measured at different
concentrations of 1,000 g/mL; 750 pg/mL; 500 pg/mL; 250 pg/ml and 100 pg/ml of
the diluted extract of the sample, the initial (0) and the periods of 24 and 168 hours.
The samples were characterized in alkalinity pattern. In the interpretation of XRD and
XRF tests, the presence of elements in addition to pure DMT was detected silica,
calcite and impurities in trace amounts in 2 samples, while the calcium hydroxide to
expectations of approximately 100% portlandite. To determine the toxicity, the
alternative method of lethal concentration 50 (CL50) in the bioassay model with
Artemia Salina resulted in low level of toxicity of DMTs with insignificant difference
between times 24 and 48 hours. On average, there was a release of 100ppm of
calcium ions and 32ppm of magnesium. It was concluded that none of the samples
showed a significant percentage of other constituents considered harmful to health.
So that it could be concluded that DMT is non-toxic, alkaline pH, considerable
release of calcium ions, the crystalline phase that is characterized as a potential
dental use.

Key-words: Chemical properties. Toxicity. pH.
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INTRODUCAO

Os minerais sdo nomeados conforme a localidade geografica onde
ocorrem, entretanto, a dolomita (DMT) foi nomeada pelo gedlogo francés Deodat
Dolomieu (1750-1801) sendo um dos primeiros estudiosos deste mineral na area
dos Alpes no norte da Itdlia, hoje conhecida como Alpes Dolomitas'. A DMT,
conhecida como gran-white, € um cristal hexagonal composto por carbonato duplo
de célcio e magnésio (CaMg(COs;),), contéem CaCOs (carbonato de calcio) 54,35%
e MgCOs; (carbonato de magnésio) 45,65%, CaO (6xido de calcio) 30,4%, MgO
(6xido de magnésio) 21,9% e CO, (diéxido de carbono) 47,7%? . A origem da DMT
constitui um grande enigma geoldgico sendo, em geral de origem secundaria,
formada a partir de calcarios pela substituicdo de parte do Ca por Mg® , o qual
pode ser encontrado em lagos e cavernas de varias localidades do mundo. Da
extensa revisdo realizada por Miiller et al. (1972)* em relacdo a formacdo de
carbonatos de Ca-Mg, tornou-se claro que a quimica aquatica no momento da
formacdo de carbonatos principalmente Mg/Ca-Mg/Ca desempenha papel
importante na mineralogia dos carbonatos precipitados a partir de aguas marinhas
e nao- marinhas.

A DMT é importante matéria prima, facilmente esmagada a um pé fino
utilizada como calcario agricola por agricultores para reduzir a acidez do solo e
também para ajustar a deficiéncia de magnésio®. Além disso, pode ser utilizada em
cosméticos, cremes faciais de bebé e creme dental®. Pode ser utilizada como
suplemento de célcio e magnésio’ embora sua eficAcia clinica ndo esteja
totalmente comprovada. E conhecida empiricamente por suas acdes alcalinizante,
antiinflamatadria, analgésica, calmante, descongestionante, tonificante, relaxante e
revitalizante muscular®. Alguns estudos realizados com a DMT, sendo alguns de
toxicidade induzindo maior citotoxicidade em humanos as células AE49 do
pulmao?; atividade antiviral em comparagéo com o virus da gripe aviaria H5N3%;
suplemento alimentar mineral utilizado como coadjuvante na prevencédo e
tratamento da osteoporose, com efeito no incremento da massa 6ssea’!. Moreschi
(2008)*? investigou o efeito da DMT no processo de cicatrizacdo de cavidades
Osseas criadas cirurgicamente, sendo descrita como material de reparo por sua
composicdo quimica rica em carbonato de célcio e magnésio, constituintes da

matriz O0ssea inorganica o que pode sugerir hipoteticamente estimular acéo
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osteogénica. Concomitantemente, a suposta atividade antinflamatéria e
analgésica atribuida ao mineral, poderia desempenhar um papel coadjuvante no
processo de reparo 6sseo. Yamamoto et al. (2010)* testaram a DMT em
dentifricios para avaliar a atividade antibacteriana as bactérias gram-positivas e
gram-negativas, concluiu que o composto obtido possuia fungdes abrasiva
dentaria e agente antibacteriano, capazes de contribuir para a higiene oral.

A DMT é formada por 6xido de célcio, o qual, quando em contato com a
agua, converte-se em hidroxido de calcio sendo este processo responsavel pelo
aumento do pH por dissociacdo em fons célcio e hidroxila’*. A capacidade de
liberacdo dos ions é de relevancia clinica, pois esta relacionado a capacidade de
induzir reparacdo comprovada em outros materiais odontoldgicos tais como, MTA
e hidréxido de calcio. Outro fator de grande importancia é que estudos tém
revelado quantidades significativas de Magnésio (Mg) na composicdo da dentina,
esmalte, cemento’® sendo o Mg também presente na DMT. O que pode sugerir
afetar o metabolismo de mineralizagdo, por possiveis efeitos no processo de
cristalizacéo da fase mineral inorganica™.

Devido a composicdo da DMT descrita na literatura, evidenciado por alto
teor de carbonato de célcio e magnésio, o estudo teve por objetivo avaliar a
toxicidade e propriedades quimicas para a adequacdo da DMT para uso na

composicdo de materiais odontolégicos.
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MATERIAL E METODOS

As estruturas cristalinas, composicdo quimica, pH, capacidade de
liberacdo de ions célcio e magnésio e toxicidadeforam estudadas nas seguintes
amostras de dolomita e de hidréxido de calcio: Bioficina® (DMT 1), Flora Pinhais®
(DMT 1), Dolomitex® (DMT IIl) e Gran-White (DMT IV) e hidroxido de célcio PA
Biodinamica® ( HCa) (Figura 1).

Toxicidade
Bioensaio com Artemia Salina

— Liberagdo de ions cdlcio

__—

— Fluorescéncia de raios X (FRX)

FIGURA 1- Desenho experimental

Toxicidade - Bioensaio com Artemia Salina: para a determinacéo da toxicidade,
realizou-se o método alternativo da estimativa da concentracao letal 50 (CL50), ho
modelo de Artemia salina baseada na técnica descrita por Meyer et al. (1982)°.
Neste procedimento, coloca-se 100 mg de ovos de Artemia em agua salinizada na

proporcdo de 38g de sal marinho por litro; a temperatura foi mantida entre 28 a 30

oc; pH entre 8 e 9 e iluminacao artificial. O estado de saturacdo de oxigénio foi
conseguido com auxilio de uma bomba de oxigenagdo. Apos 48 h, as larvas
atingiram o estagio de metanauplio do microcrustaceo, que é mais sensivel ao
tratamento. As larvas ndo foram alimentadas. O bioensaio com Artemia salina
consiste em distribuir 10 larvas (n = 10) em cada tubo ensaio com 5 mL da solucao
salina nas concentragdes graduais de 25 ug/mL, 50 ug/mL, 100 ug/mL, 150 ug/mL,
250 ug/mL, 500 ug/mL, 750 ug/mL e 1000 ug/mL de cada amostra. As larvas de

Artemia salina foram incubadas, nas diversas concentracbes do extrato bruto
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dissolvido, durante 24h sob iluminacdo artificial e temperatura controlada para
eclodirem. Posteriormente, foram transferidas 10 larvas para tubos de ensaio
contendo solucédo salina (controle negativo), dicromato de potassio 0,1% (controle
positivo) e a dolomita nas diferentes concentracbes. O resultado foi obtido
contando-se apos 24 e 48 h o numero de metanauplios do microcrustaceo mortos
e vivos em cada tubo de ensaio, por meio de visualizagdo macroscépica com lupa
e a analise estatistica descritiva que foi feita com a contagem do numero de
sobreviventes calculando-se a porcentagem de mortos. Os microcrustaceos foram
considerados mortos quando nao exibiam nenhum movimento apés 10 segundos
de observacdo’®. Para o célculo da toxidade, foi determinada a CL50, a
concentracdo de agente toxico que causa a mortalidade de 50% dos organismos
expostos no periodo de 24 ou 48 h. A estimativa realizada foi pela Analise de
Regressdo de Probit, o qual é apropriado para conjuntos de dados em que a
variavel dependente € medida em unidades do tipo Sim ou N&o, neste caso a
resposta é representada pela percentagem de sobreviventes, nascidos, etc. O

teste foi realizado em duplicata.

Analise do potencial Hidrogenidnico (pH): A analise foi realizada ao dispersar
as amostras comerciais de dolomita e hidroxido de célcio em 1 mL de agua
destilada. Foram estudadas cinco concentracdes distintas para cada amostra: 100
pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL e 1000 pug/mL. Inicialmente, mediu-se o
pH da 4gua destilada. Em seguida, os valores de pH das dispersdes preparadas
foram aferidas apds o contato com o eletrodo de analise (pHiniciaL, O h) e nos
periodos 24 h e 168 h. Nestes periodos, as amostras foram armazenadas em
estufa & 37°C'’. Para analise do pH foi utilizada a analise Anova 1 fator com pés
teste de Tukey. Adotou-se um nivel de significancia p<5%, utilizou-se

o software GraphPad Prism 5.0.

Liberacdo de ions calcio e magnésio: foi utilizado o método oficial de absorcéo
atbmica, que se fundamenta na solubilizacdo das fontes de calcio que estédo
presentes na amostra com acido concentrado, para ap0s determinar a
concentragcdo do elemento Ca por meio deste meétodo. Primeiramente, foi
transferido 0,500g de cada DMT para béqueres de 100mL. Apds, adicionado 20mL

de acido cloridrico 1+1 e fervido por 10 minutos, entdo transferido para balbes
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volumétricos de 100ml e completado o volume com &gua destilada. Foi utilizado
uma aliquota do extrato das DMTs e transferidas para balées de 50mL. Foi
adicionado 5ml de o6xido de lantanio a 5% e completado o volume com agua. O
lantanio foi adicionado por sua capacidade de eliminar as interferéncias de outros
ions. Apds a confeccdo da amostra, 0 espectrometro de absor¢cado atdmica com
chama foi colocado nas condi¢cdes exigidas para a determinacdo do célcio
conforme o manual de operacdo. O aparelho foi calibrado e a leitura imediata foi
realizada. O bulk é o padrdo que se usa para fazer a curva do equipamento, para
gue tenhamos uma referéncia de valor de Ca e Mg, sendo 10,25ppm e 2,04 ppm,

respectivamente. Os valores foram anotados em uma planilha de Excel.

Caracterizacdo estrutural: A estrutura cristalina das amostras de DMT e HCa
comerciais foram analisadas por meio de difracédo de raios X (DRX). Os dados foram
coletados em um difratbmetro Shimadzu XRD 6000, operando com tubo de cobre a
40 kV e 30 mA. Foram utilizadas fendas de divergéncia e espalhamento iguais a 1°
e fenda de recepcédo igual a 0,15 mm. A radiacdo kB foi eliminada por uso de
monocromador de grafite. A varredura foi realizada no alcance de 3° a 120° em
modo de varredura continua, na razdo de 1,0° /min. As fases cristalinas foram
identificadas ao comparar o padrdo de difracdo observado com os padrdss
presentes nos arquivos de informacdo cristalogréafica (crystallographicinformation
file — cif), disponiveis no Banco de Dados de Estruturas Cristalinas Inorganicas
(Inorganic Crystal StructureDatabase - ICSD) *®%°. Neste trabalho foram utilizados
0os modelos estruturais das fichas ICSD #10404 para a dolomita (carbonato de
célcio e magnésio, CaMg(CO3),), ICSD #1011159 para o quartzo (dioxido de
silicio, SiO2), ICSD #18166 para a calcita (carbonato de calcio, CaCO3) e ICSD
#1001768 para a portlandita (Ca(OH),). Utilizou-se a funcéo de perfil pseudo-Voigt
de Thompson-Cox-Hastings®® para o ajuste dos picos de difracdo. O modelo
fenomenoldgico de Peter Stephens (1999)%, incorporado a funcdo de perfil,
permitiu o ajuste do alargamento anisotropico dos picos de difracdo. Para a analise
quantitativa de fases foi adotado o modelo de Howard e Hill (1987)%. A qualidade
dos refinamentos foi monitorada por analise visual do grafico de Rietveld, em que
€ possivel observar o perfil, o calculado e a curva diferenca entre os dois; e pelos
indicadores estatisticos Rwp (Iindice do perfil de Rietveld), Chiy(Qui-quadrado)

reduzido, que estéo relacionados ao ajuste do perfil de difracdo e pelo RF2 e a
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gualidade do ajuste da estrutura cristalina (posi¢cdes atbmicas, parametros da cela
unitaria, parametros de deslocamento atémico e fator ocupacao).

Fluorescéncia de raios X (FRX): Foi utilizado para o teste o espectofotometro de
fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia Shimadzu EDX-720, com
colimador de 10mm, na faixa de energia Na-U. A voltagem do aparelho varia de 5
a 50kV, e a corrente do tubo entre 1 e 1000 mA. O detector é um sistema de Si
(Li)de semi-condutor arrefecida com N liquido a -196°C. O tempo para cada
amostra foi de 100s, tensdo de 15 kV e 100s na faixa de energia de Ti-U com
tensdo de 50 kV. As medidas foram realizadas sob pressédo de 30 Pa. Sob as
condig¢des iniciais que devem ser a atmosfera a vacuo e a amostra em formato de
po, as amostras foram colocadas no porta amostras do instrumento, que ja indica
a quantidade de material necessaria para o teste, visto que apenas a superficie do
material € analisada. Este porta amostras fica sob uma pelicula de polietileno para
protecdo da amostra. O resultado foi avaliado com o software XCOM, que é um
codigo desenvolvido para fazer o célculo de raios X, coeficientes de atenuacao de
raios gama e secc¢oes transversais pesando interacdo para elementos puros (Z =1-

100), o composto a uma faixa de energia de largura (1 keV -100 GeV )?* .
RESULTADOS

Teste de toxicidade: As 4 amostras comerciais de DMT n&o foram
consideradas téxicas. Apos 24 h, como podemos observar na Figura 2, o
controle positivo, que no caso é o dicromato de potassio, apresentou valores
distantes da DMTs estudadas, com toxicidade alta de 38, 12ug/mL, enquanto a
de menor valor dentre elas foi a dolomita Il com 1243,80ug/mL. A analise de 48
h ndo apresentou diferencas significativas. Podemos observar o Erro-padrao
em cada uma das concentragfes, tanto nas avaliacbes de 24 horas como nas
de 48 horas. Segundo Meyer et al. (1982)'° que estabeleceram uma relacéo
entre o grau de toxicidade e a dose letal média, CL50, apresentada por extratos
de plantas sobre larvas de A. salina, desde entdo, considera-se que quando
sdo verificados valores acima de 1000ug/mL, estes, sdo considerados
atoxicos. Sendo assim, elas ndo podem ser classificadas como toxicas,

portanto, ndo apresentando danos ao organismo.
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*Concentracdo Letal 50 (CL50) determinada em cada periodo de avaliacdo com a andlise de
regressdo Probit - Método Finney (Distribui¢cdo log-normal). 24h: Dicromato de potassio (controle
positivo): CL50 = 38,12ug/mL; Dolomita I: CL50 = 3438,48 x106 pg/mL; Dolomita Il: CL50 =
1243,80pg/mL; Dolomita Ill: CL50 = 2727,42pg/mL; Dolomita 1V: CL50 = 24,34 x106 pg/mL. 48h:
Dicromato de potassio (controle positivo): CL50 = 1,52ug/mL; Dolomita I: CL50 = 1544,55 ug/mL;
Dolomita II:CL50 = 1710,90ug/mL ; Dolomita Ill: CL50 = 9762,32 pg/mL; Dolomita IV: CL50 = 1,57
x106 pg/mL

FIGURA 2 - Curvas dose-resposta da sobrevivéncia (%) de Artemia sp as diferentes formulacdes
de Dolomita anos 24h e 48h*.

Anélise do potencial Hidrogenidnico (pH): A figura 3 ilustra os valores de pH
obtidos para as amostras estudadas nas distintas concentragcbes. Em todos os
casos, os valores pH das dispersdes estdo associadas a meios basicos. Neste
sentido, para as amostras DMT |, DMT Il e DMT Ill o pH ficou entre
aproximadamente 8 e 10, ndo sendo observadas diferencas significativas entre as
concentragdes estudadas. Para a amostra DMT IV houve um aumento para pH no
tempo 0 h e uma queda no pH para valores proximos a 7 em 168 h, porém néo
estatisticamente significativa. Os maiores valores de pH foram observados para a
amostra HCa (principalmente nas concentragdes I, Il e 1ll) com valores proximos a
12. As maiores concentracfes de hidroxido de calcio (concentragbes I, 1l e IlI)
foram estatisticamente diferente do pH da agua destilada e de todas as diferentes
concentragbes das quatro dolomitas nos trés diferentes tempos. Ndo havendo
diferenca entre as dolomitas e entre suas concentracoes. Nas concentragcbes da
dolomita IV houve uma queda do pH do tempo inicial de 0 h para o tempo final de
168 h, porém nao estatisticamente significativa. Mantendo-se com pH basico.
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Anova one-way com poés teste Tukey. *H. de célcio nas concentracdes I, Il e Il diferentes

de todos 0s outros grupos.

FIGURA 3 - Analise do pH em diferentes tempos e diferentes concentracdes de Dolomita e

Hidréxido de célcio*.

Liberacdo de ions calcio e magnésio: as DMT analisadas apresentaram

grande liberacdo de ions calcio, destacando-se a DMT Ill com um valor de
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147,70 ppm, apos a DMT IV com 99,43 ppm, DMT Il com 83,17ppm e a DMT |
com 81,18 ppm, respectivamente. A liberagcdo de magnésio foi mais moderada,

com o maior valor na DMT | com 50,98 ppm (Figura 4).
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FIGURA 4 - Analise da liberacdo de ions calcio e magnésio pelo método de absorcdo atbmica

Analise estrutura por DRX e refinamento Rietveld: a partir da analise de
difracdo por raios X, pode ser observada a estrutura quimica da Dolomita. A
Figura 6 ilustra os graficos obtidos pelo método de refinamento Rietveld para as
amostras de DMT e HCa comerciais. Pode-se observar uma significante
convergéncia entre os dados obtidos experimentalmente e calculados, o que
demonstra a boa qualidade dos ajustes. Os indicadores de qualidade do
refinamento presentes na também mostram a boa qualidade das analises de
Rietveld. A identificacdo de fases revela que as amostras DMT | e DMT Il possuem
como fase majoritaria 0 mineral dolomita (ICSD #10404), porém também se
observou a presenca de certa quantidade de quartzo (ICSD #1011159) em suas
composicdes. Por outro lado, a amostra DMT Il apresentou como fase majoritaria
a calcita (ICSD #18166) sendo que, neste caso, a fase dolomita esta presente
como fase secundaria juntamente com o quartzo. A amostra DMT IV também
apresentou estas trés fases cristalinas, assim como na amostra DMT Il
Entretanto, a fase dolomita € a majoritaria na DMT IV. A amostra | e Il

apresentaram em sua composicdo dolomita (carbonato de calcio e magnésio —
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CaMg(CO,),) e silica (dioxido de silicio - SiO,), enquanto as amostras Il e IV

apresentaram além disso a fase calcita (carbonato de calcio — CaCO3). O HCa,

correspondeu a presenca de apenas portlandita (hidroxido de célcio — Ca(OH),)

A tabela 1 fornece o percentual em massa dos produtos em estudo, em relagéo a

presenca de DMT pura, Quartzo e Carbonato de Calcio obtidas no DRX.
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FIGURA 5 — Gréficos de Rietveld para amostras comerciais de DMT e HCa
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TABELA 1 — Porcentagem em massa das amostras de DMT utilizadas no estudo
obtidas por DRX

Porcentagem em Massa (%)

Dolomita pura Quartzo Carbonato
de Calcio
DMT | 88% 12% -
DMT Il 89% 11% -
DMT Il 26% 1,7% 72%
DMT IV 85% 2% 13%

Composicdo quimica por FRX: A Tabela 2 mostra os resultados obtidos pela
analise de FRX. Em todos os casos, péde-se observar que o Ca € o elemento
mais abundante das amostras estudadas, com certa variacdo em suas
guantidades (entre 62,79% e 98,97%). Além disso, importantes diferencas foram
identificadas quanto a presenca de outros elementos e a propor¢do dos mesmos.
As amostras DMT |, DMT Il e DMT IV apresentam em suas composicoes
significantes quantidades de Mg (28,91%, 29,35%, 26,05%, respectivamente), fato
gue poderia estar associado a presenca da fase majoritaria de dolomita. A ndo
observacédo deste elemento na amostra DMT IIl e a alta concentracdo de Ca
(97,70%) estariam associados a fase majoritaria de calcita. O elemento Si esta
presente em todas as amostras comerciais de dolomita, que poderia ser associado
a presenca de quartzo nas amostras. Entretanto, 0 mesmo esta presente em uma
guantidade inferior na amostra DMT Il (1,84%) e DMT IV (1,66%) em relacdo as
amostras DMT | (7,16%) e DMT 1l (9,98%). Estes resultados corroboram com o0s
observados na analise estrutural por DRX. Somando-se as impurezas comumente
encontradas em derivados de minerais, foram identificadas em todas as amostras,
principalmente na DMT IV (Gran-White) mas nenhuma destas impurezas (Fe, K,

Sr, Tm, S, Cu) foi presente em quantidades significativas.



TABELA 2 — Analise composicional por FRX*.
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Amostras

Elementos

Ca

Mg

Si -
S 0,56 0,58 0,40 0,49 0,35
Fe 0,25 0,25 - 0,17 0,09
Sr 0,011 0,02 0,47 0,03 0,36
Tm - 0,01 - 0,01 -
K - - - 0,24 0,18
Cu - - - - 0,01
Co - - - - 0,008

*(Ca = Calcio; Mg = Magnésio; S =Enxofre; Si = Silicio; Fe = Ferro; Sr = Estréncio; Tm = Tdlio; K =
Potassio;Cu = Cobre; Co = Cobalto).

DISCUSSAO

A analise de DRX identifica, confirma e fornece percentual em massa dos
componentes do material. Nesta metodologia, foi possivel identificar a presenca
de DMT pura e materiais associados (carbonato de calcio e quartzo) presentes nas
DMTs. A presenca predominante da DMT foi identificada na maioria das amostras
(DMT I, DMT 1l e DMT 1V). A DMT Il apresentou um alto percentual de carbonato
de célcio (72%), sendo o valor de 26% de DMT pura. O método DRX e
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refinamento Rietveld permitiu a precisa identificagdo das fases cristalinas e
percentual em massa, que constituem as amostras comerciais analisadas. O
resultado foi corroborado pelas analises de FRX e absorcéo atbmica.

As fases cristalinas séo as formas como os atomos, moléculas e ions se
organizam dentro de um material de maneira fixa, regular e repetitiva®. Sendo
estas responsaveis pela estabilidade e densidade do material®***>. As amostras
comerciais em analise apresentaram as fases cristalinas: DMT, calcita e silica. A
presenca predominante da fase DMT foi identificada em todas as amostras
avaliadas. Devido a composi¢cédo da DMT, rica em carbonato de célcio e magnésio,
sendo estes elementos minerais importantes na constituicdo 6ssea inorganica, a
gual passa a ser o alvo de outras areas de pesquisa devido a acdo estimulante
osteogeénica, de atividade antiinflamatéria e analgésica®.

Entretando, as amostras Il e Ill de DMT apresentaram a fase calcita
constituida de carbonato de calcio. Sendo que, este pertencente ao grupo dos
carbonatos, sais inorganicos, composicdo quimica do fon carbonato (CO3)?
anidros, os quais se cristalizam no sistema romboédrico®®. Em muitos casos, a
cristalizacdo de carbonatos a partir de solugcdes ricas em Ca e Mg tende a néo
formar calcita, e sim, cristais estratificados constituidos de camadas de ions
carbonato alternado com camada de ions Mg e DMT .

A DMT é composta por 6xido de célcio, que em contato com o meio liquido
converte-se em hidroxido de calcio, conferindo uma maior alcalinidade em funcéo
da reacdo do o6xido com a &gua’. O célcio é de grande importancia na
Odontologia por sua capacidade mineralizadora, presente em barreiras de tecido
mineralizado, prote¢cbes pulpares, pulpotomias e selamentos biolégicos
apicais®*??°. O fon Ca tem a capacidade de ativar a ATPase calcio- dependente
presente em areas a serem mineralizadas®’.

A afericdo do pH e liberacéo de célcio da DMT teve por objetivo confirmar
a capacidade antimicrobiana e mineralizadora. Por meio desta, ao se utilizar o
espectdmetro de absorcédo atbmica pdde-se observar a grande liberacdo de ions
célcio das amostras. Todas amostras em estudo apresentaram alto valor, em
destaque a DMT III, seguida da IV, Il e I, respectivamente. Segundo Stuart et al.
(2006)?° o pH alcalino promove a eliminacdo de bactérias, como o Enterococcus
faecalis, que podem sobreviver ap0s 0 preparo quimico-cirargico e capaz de

induzir ou manter a inflamacdo. Quando o pH encontra-se proximo a 11, os
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2829 Outro fator

microorganismos apresentam maior dificuldade em sobreviver
importante do pH alcalino, esta na correlagcdo entre a estimulagdo do processo de
reparo tecidual pela deposicédo de tecido mineralizado resultante da liberacdo de
fons calcio®**.

O estudo evidenciou a auséncia de toxicidade nas amostras. Na primeira
avaliacdo a DMT | aparece com o maior valor, de 3438,48 x10° ug/mL, seguida da
IV (24,34 x10° ug/mL), 1l (2727,42ug/mL) e Il (1243,8042pg/mL), respectivamente.
Ao se avaliar os efeitos toxicolégicos para o uso potencial de aplicagdo da DMT na
odontologia, a partir da metodologia da toxicidade pode-se caracterizar o grau de
viruléncia de substancia nociva para o organismo ao todo ou parte dele®, e
evidenciar os efeitos nocivos a saude. A toxicidade pode ser avaliada por
diferentes métodos, como contagem de células, determinacdo de taxas de
proliferacdo, a sintese de diferentes produtos celulares ou determinacdo de
atividades enzimaticas®'. Neste método valores acima de 1000 pg/mL s&o
considerados atoxicos. A utilizagdo do bioensaio com artemias salina, considerado
indicador da presenca de substancias toxicas, é de facil manuseio em laboratorio,

de resposta rapida e resultados confiaveis®*®

. Além de que, o ensaio de
toxicidade utilizando Artemia salina é frequentemente empregado para avaliar
compostos utilizados na farmacologia®’. Neste método valores acima de 1000
pg/mL indicam atoxicidade.

Na analise FRX, impurezas comumente encontradas em derivados de
minerais foram identificadas nas amostras, principalmente na amostra IV
correspondente & Gran-white, no entanto nenhum dos elementos encontrados
além daqueles identificados na analise DRX (Fe, K, Sr, Tm, S, Cu e Co) mostrou
guantidades significativas téxicas. Em estudos sobre o MTA (agregado trioxido
mineral), biomaterial ceramico de ampla utilizagdo na Odontologia, observou-se
gue os ions Ca quando em contato com o tecido conjuntivo determinam area de
necrose ao formar dioxido de carbono. Este, junto ao hidroxido de calcio formam
cristais de calcita (carbonato de calcio) que servem de nucleos de calcificagé037. A
alcalinidade do meio estimula o tecido conjuntivo a secretar a glicoproteina
fibronectina, que aliada aos cristais de calcita estimulam a formacéo de colageno
tipo | associado ao célcio induz a mineralizacdo®’.

A medicina natural utiliza recursos da natureza para o tratamento das mais

diversas patologias, entretanto, os estudos embasados cientificamente devem
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corroborar para alcancar resultados potenciais de uso farmacoldgico dos materiais.
O estudo de toxicidade e propriedades fisico-quimicas do calcério dolomitico
brasileiro € o primeiro passo para propor uma formula farmacéutica. A qual pode
ser direcionada para o tratamento endodontico de dentes deciduos, ou ainda, para

contribuir na remineralizacao da dentina.

CONCLUSOES

Conclui-se que a DMT é atoxica, capaz de liberar quantidade consideravel
de célcio e com pH alcalino. Apresenta composicéo quimica favoravel ao emprego
na Odontologia, sendo identificados na sua composicdo elementos relacionados
ao processo de remineralizacdo comuns em materiais odontolégicos, além de
porcentagem nao-significativas de impurezas. Desta forma, mais estudos poderéo
ser feitos para analisar a possibilidade de utilizagdo da DMT como constituinte de
material odontoldgico.
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Efeito do pré-tratamento com dolomita (DMT) em p6 na dentina

desmineralizada de molares deciduos

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar alteragbes minerais e repercussdes em
propriedades mecéanicas em dentina higida e desmineralizada de molares deciduous
apos tratamento com dolomita (DMT) em pod, seguida de Cimento de londmero de
Vidro (CIV). Foram preparadas cavidades classe | em 32 molares deciduos,
divididos em G1 (dentina higida) e G2 (dentina desmineralizada). A cavidade de
classe | foi dividida em dois sitios, um deles foi isolado com esmalte (por¢cdo mesial)
para obter uma &area de sem-contato (area controle: SC) e contato (area teste: C)
com DMT. As cavidades de 16 dentes (G1DMT, G2DMT) receberam aplicacdo do
DMT e restauracdo de CIV. Os 16 dentes destinados aos grupos (G1 e G2) foram
restaurados com CIV. Os espécimes foram fatiados e preparados para analise de
microdureza Knoop, Micro Raman e FEG. As variaveis dentina (higida e
desmineralizada), tratamento (sem e com DMT) e interacdo (dentina e tratamento)
foram analisadas com o teste ANOVA fatorial e pds-teste de Bonferroni nivel de
significancia de 5% (a=0,05). Os resultados mostraram nas areas SC: diferenca
significativa foi encontrada ao fator dentina (p=0,0001). Nao foram encontradas
diferencas significativas na interacdo dentina e tratamento (p=0,238). Na area C: néo
houve diferenca significativa em relacdo a dentina (p=0,391). No entanto, houve
diferenca significativa na interacdo dentina e tratamento (p=0,001). As trocas
minerais entre DMT, CIV e dentina desmineralizada podem induzir mudancas das
propriedades mecéanicas do substrato dentinario ao promover a incorporacao de ions
minerais. A aplicagdo direta da DMT no tecido desmineralizado alterou as
propriedades quimico-mecéanica sem a necessidade de associar o CIV.

Palavras-chave: Remineralizagdo dentaria, Dentina, Dente deciduo,
Cimentos de londmeros de vidro.
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Effect of dentin pre-treatment with dolomite powder on dentin chemical

mechanical properties in tridimensional cavities

Abstract

The aim of this study was to evaluate mineral changes and effects on mechanical
properties in sound and demineralized dentin of deciduous molars after treatment
with dolomite (DMT) powder, followed by glass ionomer cement (GIC). Class |
cavities were prepared in 32 primary molars were divided into G1 (sound dentin) and
G2 (demineralized dentin). The class | cavity was divided into two sites, one of which
was insulated with nail polish (mesial portion) for a no-contact area (control area: SC)
and contact (test area C) DMT. Sixteen teeth cavities (G1DMT, G2DMT) received
pre-treatment of DMT and CIV restoration. Sixteen teeth for the groups (G1 and G2)
were restored with CIV. The specimens were sliced and prepared for analysis of
microhardness Knoop, Micro Raman and FEG. Dentin variables (sound and
demineralized), treatment (with and without DMT) and interaction (dentin and
treatment) were analyzed with factorial ANOVA and Bonferroni post-test at
significance level of 5% (a = 0.05). The results showed in areas SC: significant
difference was found to dentin factor (p = 0.0001). There were no significant
differences in the interaction dentin and treatment (p = 0.238). In Area C: there was
no significant difference in relation to dentin (p = 0.391). However, there was
significant difference in the interaction dentin and treatment (p = 0.001). The mineral
exchanges between DMT, GIC and demineralized dentin can induce changes of the
mechanical properties of the dentin to promote the incorporation of mineral ions
substrate. The direct application of DMT in demineralized dentin altered the
chemical-mechanical properties without the need to involve the GIC.

Keywords: Tooth remineralization, Dentine, Deciduous tooth, Glass ionomer

cement.
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INTRODUCAO

A Odontopediatria tem como objetivo a manutencéo dos dentes deciduos no
arco dentario até sua época de esfoliacdo fisioldégica, o que representa a base
fundamental para que a correta ocluséo da denticdo permanente obtenha éxito®. A
abordagem diante de uma situacdo clinica de céarie profunda em dentes deciduos,
pode-se optar pela da técnica da remocéo parcial do tecido cariado® a qual consiste
na remocao do tecido carioso ndo-remineralizavel. A camada mais profunda do
preparo cavitario (parede de fundo) ndo deve ser removida para evitar a exposi¢cédo
pulpar®®. De forma que, na situacdo clinica descrita é empregado o procedimento
terapéutico do capeamento pulpar indireto (CPI)®>. No qual, a camada de dentina
infectada (superficial) com a presenca da invasdo bacteriana, extensa
desmineralizacdo, degradacdo de fibras coldgenas, processos odontoblasticos e
incapaz de remineralizac&o é removida®. A indicacdo da técnica deve ser somada a
auséncia de dor espontanea, auséncia de mobilidade nos tecidos periodontais ou
outros sinais e sintomas. Estudos revelam que a escolha do material utilizado para
protecdo dentino-pulpar ndo tem demonstrado diferenca significativa até agora, e
sinaliza para a importancia da cavidade se manter selada ao longo do tempo®™.

Os cimentos de ionémero de vidro (CIV) séo indicados para protecao pulpar
indireta em virtude de sua capacidade de adesao a estrutura dentinéria, coeficiente
de expansdo térmica e modulo de elasticidade similares ao do dente, além da

567 Outra

liberacdo de flior e biocompatibilidade quando aplicado sobre a dentina
caracteristica peculiar do CIV, consiste na sinérese e embebicdo apds sua
manipulagdo, o que pode resultar em degradacdo hidrolitica e consequentemente

comprometer as propriedades mecanicas do Clv. &%,

No entanto, a busca por
materiais que permitam taxas elevadas de sucesso para o tratamento conservador
da polpa é constante, a duvida recai se o0 processo de reparo € a custa fisiolégica do
complexo dentino-pulpar ou do material utilizado? Ao considerar o processo de
reparo como processo fisioldgico, o desafio clinico reside na tentativa de melhorar a
condicao do substrato dentinario cariado, logo desmineralizado, para que ao receber
0 material restaurador possa promover maior longevidade das restauracoes.

A busca por um biomaterial capaz de aprimorar as propriedades quimicas e
mecanicas do substrato dentinario desmineralizado, a partir da interacdo quimica

com a dentina, foi proposto neste estudo ao incluir a dolomita (DMT) para aumentar



61

a quantidade de célcio disponivel ao alcalinizar o meio dentinario desmineralizado e
selado.

A Dolomita brasileira (Gran-White) € um mineral comum das rochas,
composto por carbonato duplo de célcio e magnésio (CaMg(CO3),), rocha
descoberta pelo geologo francés Deodat Dolmieu, nos Alpes tiroleses (1750-
1801)**. Em reacdo quimica, precipita-se sob a forma de carbonatos de Ca e Mg,
0 que pode promover a cristalizacdo através de um mecanismo de sedimentacdo da
DMT™. De cor branca e textura finissima, favorece a absorcéo e fixacdo do célcio
NOs 0SS0S e 0 magnésio presente na DMT ativa mais de 326 sistemas enzimaticos
do corpo humano, considerados elementos fundamentais para o organismo®®. A
formacdo da DMT, segundo alguns estudos, é capaz de diminuir culturas de
bactérias de superficies'**®. A partir da deposicéo dos cristais de DMT, a maturacdo
e recristalizagdo somado ao aumento da cristalinidade podem produzir um material
altamente ordenado quimicamente, ou seja, estavel*>'®!". Além do que, as taxas de
Mg/ Ca aumentam a precipitacdo do carbonato™. Sabe- se que em concentracées
equilibradas de Fluoreto (F*); (maior que 0,05mM), a partir do processo de sorc&o,
ocorre precipitacdo em Fluoreto de Calcio (CaF,) através da liberacdo de ions Ca™,
provenientes do CaO*®. As mudancas nas concentracdes e pH dos fons F*, Mg * e
Ca'? presentes na DMT, diminuem rapidamente e permanecem em equilibrio apés
24h*®. O que se sabe, através de modelos em EDS de residuos sélidos da DMT, é
que a sorcdo de F* promove a formacdo da CaF,, ou seja, a DMT pode ser um
potente adsorvente de F™*. Contudo, ndo ha estudos clinicos validando tais efeitos **
16 nem tampouco aplicacdes em Odontologia.

O estudo das trocas quimicas entre materiais bioativos e tecidos dentais tém
sido tema de pesquisas, nas alteracbes das propriedades fisico-quimica das
estruturas dentarias envolvidas®. Portanto, este estudo in vitro buscou avaliar a
permuta quimica da DMT aplicada previamente a restauracdo de CIV, em dentina
profunda de dente deciduo desmineralizado selada com CIV e avaliar as

repercussdes nas propriedades quimico-mecanicas.
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MATERIAL E METODOS

A realizacdo desta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), sob protocolo #1.565.693.

Amostra

A amostra consistiu de 40 molares deciduos humanos higidos, sem quaisquer
defeito da coroa ou lesdes de carie. As por¢cbes radiculares foram removidas com
uso de uma broca de alta rotédo (2121 KG Sorensen®, Cotia, SP, Brazil) e os dentes
foram armazenados em agua destilada em temperatura ambiente para evitar a

desidratacdo até o preparo cavitario.

Delineamento experimental

Dureza knoop, Micro Raman and FEG foram os testes utilizados para avaliar
a dentina decidua nas seguintes condicdes: higida/desmineralizada, tratada ou néo-
tratada com DMT em p6, com e sem contato com CIV. Para este experimento foram
preparadas cavidades Classe | em 40 molares deciduous pré-selecionados, sendo
gue 8 foram perdidos durante o prepare cavitario. Sendo que, o estudo foi conduzido
com 32 dentes. Os dentes foram divididos em 2 grupos (n=16) de acordo com a
condicdo dentindria: higido (G1), desmineralizado (G2). Subgrupos (n=8) foram
formados para analisar isoladamente a acdo do CIV e associado a DMT p6. As
cavidades foram divididas em duas metades, em que uma delas foi isolada com
esmalte de unha para compor a area controle de cada grupo. Todas as cavidades
foram restauradas com cimento de iondmero de vidro de alta viscosidade (Ketac
Molar Easymix®, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA), mas somente G1DMT e G2DMT

receberam a aplicacdo com p6 de DMT antes da restauracéo (Figura 1).
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Figura 1— Corte sagital (A,B) dos dentes restaurados com CIV nas duas condi¢cdes: dentina
higida (G1, G1 DMT) e desmineralizada (G2, G2 DMT) Camada de esmalte vermelho para evitar
contato direto do CIV com a metade da dentina, para obter area de controle e &rea teste.

Preparo das cavidades Classe |

A maquina de preparos cavitarios (El Quip®, Sdo Carlos, SP, Brazil) foi
utilizado para o preparo das cavidades Classe |, as quais foram padronizadas nas
medidas de profundidade=3mm, comprimento=6 mm e largura=4 mm. O tamanho da

cavidade foi conferido com o uso do paquimetro (Digimess®, Sao Paulo, SP, Brazil).

O preparo das cavidades foi padronizado com inicio no centro da superficie
oclusal de cada molar deciduo. A broca de tungsténio #8 foi utilizado na
profundidade inicial de 1.5 mm até alcancar a medida final de 3 mm com uma broca
de alta rotagdo #3131, sob intesa refrigeracdo. Apos 8 cavidades, as brocas eram
respostas por novas. Para completar a etapa, todos os dentes eram imersos na cuba
ultrassonica (Cristofoli Biosafety®, Campo Mourdo, PR, Brazil) por 280s para
remocao de debris decorrentes do preparo cavitario. O exame visual de todos os
espécimes foi feito com lupa estereoscopica (10X) para verificar a existéncia de
exposicdo pulpar pelo preparo cavitario, e na presenca deste, o dente era
descartado. Neste estudo foram perdidos 8 dentes na etapa do preparo cavitario,
devido a exposicao pulpar durante a confeccdo das cavidades. De forma que, o

estudo foi concluido com 32 dentes.
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Procedimentos para ciclagem de pH

Os dentes provenientes do grupo G2 (n = 16) foram sumetidos a
desmineralizacdo dentinéaria para similar lesdo de carie utilizando o método de
ciclagem de pH, de acordo com protocolo ja utilizado'. Para protecdo da &rea
externa da coroa dental foram aplicadas duas camadas de esmalte (Colorama ®,

Rio de Janeiro, RJ, Brazil) e evitar contato com as paredes internas da cavidade.

Para estabelecer o ciclo DES-RE (desmineralizacdo- remineralizacédo), cada
espécime foi imerso por 8h em solucdo desmineralizante e 16h em solucdo
remineralizante?®?'. O volume das solucées desmineralizadora e remineralizadora
foi de 10mL para cada dente em cada ciclo. O ciclo foi repetido por 14 dias
consecutivos a temperatura ambiente sem agitacdo. As solucdes utilizadas foram
manipuladas no Laboratério Farmacéutico da UEPG. As formulages®® foram as
seguintes: solu¢do desmineralizante (pH 4.8) com 2.2 mM cloreto de célcio (CaCly);
2.2 mM fosfato de sédio (Na,PO,4) e 50 mM &cido acético; solucdo remineralizante
(pH 7.0): 1.5 mM cloreto de célcio (CaCly), 0.9 mM fosfato de sodio (Na,PO,) e 0.15
mM cloreto de potassio (KCI).

Aplicacao topica da DMT em poé

A aplicacao topica da DMT em p¢ foi realizada somente nos grupos G1DMT e
G2DMT. Apb6s o condicionamento com acido poliacrilico (condicionador &cido
poliacrilico 11,5%, Nova DFL, Jacarepagua, RJ, Brazil), foi realizado a aplicacéao
topica com DMT po6 ( Gran White, Ultrafarma, Brazil) sendo a quantidade
padronizada com uma medida de p6é dosador de CIV, e apdés levada a cavidade com
auxilio de um porta-amalgama de plastico (Precision Maquira ®, Maringa, PR, Brazil)
durante o tempo de 1 min. Antes dos procedimentos restauradores, as cavidades
receberam uma camada da esmalte no lado mesial das cavidades. O desenho da
pesquisa estipulou a divisdo da cavidade em dois lados; SC (area controle), C (area
teste). A finalidade foi para garantir que o CIV nao entrasse em contato direto com a
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dentina, de forma que a DMT em p6 fosse o Unico elemento em contato direto com a

dentina.

Procedimentos Restauradores

Todas as cavidades foram restauradas com CIV de vidro de alta viscosidade
(Ketac Molar Easymix®, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA). As cavidades foram tratadas
com &cido poliacrilico Ketac liquid (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) por 10s, lavado e
seco com jato de ar por 20s e preenchidas com CIV. O CIV foi dosado na proporcéo
de 2:2 (p6 e liquido) e manipulado no bloco de espatucdo com a espatula plastica
(Duflex ®, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). A mistura foi inserida na cavidade com auxilio
da Seringa Centrix (Precision Maquira ®, Maring4, PR, Brazil) seguido da técnica
“pressao digital” (30s) com a fita de poliéster (K-Dent Quimidrol ®, Joinville, SC,
Brazil). Para o CIV foi aguardado a presa por 3min e apés protegido com uma
camada de vaselina (Rioquimica®, S&o José do Rio Preto, SP, Brasil) na superifice,
de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds a restauracdo, os dentes foram
armazenados em estufa por 24h a 37°C, em ambiente umido a 100% acomodado

em umidificador.

Preparo dos espécimes

Os dentes foram fixados na maquina de corte (Isomet ® 1000 Precision Saw
Buehler, Lake Bluff, IL, USA) e seccionados verticalmente no sentido mesio-distal
com disco de diamante (1.3 mm Precision Saw, Lake Bluff IL ®, USA) na velocidade
de 300 rpm para obter fatias dentarias (n=3) de aproximadamente 1,1 mm de
espessura. Duas fatias foram separadas para o teste de Dureza e a terceira fatia foi
levada para o teste de FEG. Duas fatias dentarias foram posicionadas no centro de
cilindros de PVC (Tigre®, Joinville, SC, Brazil) de dimensdes (12x20 mm), sendo
colados com fita adesiva (3M®, Sumare, SP, Brazil) em contato direto com a placa

de vidro. O cilindros foram preenchidos com resina acrilica transparente (JET®,
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Clear Field, SP, Brazil) pela técnica do po e liquido. As fatias embebidas em acrilico
foram levadas a maquina de polimento (Arotec®, Cotia, SP, Brazil). Uma sequéncia
lixas de carbeto de silicio (3M ® Brazil, Sumaré, SP, Brazil) foi utilizadas sob intensa
irrigacdo de agua. O polimento final foi realizado com pasta de diamante (Arotec®,
Cotia, SP, Brasil) de granulacdo 1/% pm. Para remoc¢ao dos residuos os espécimes
foram lavados em cuba ultrassénica por 12 min. Apos, foram armazenados em

estufa a 37°C por 24 h em um ambiente umido a 100%, acomodado em umidificador.

Teste de Microdureza

A andlise de microdureza foi realizada no microdurémetro (Shimadzu®, Kyoto,
Japan) com uso do indentador Knoop. Por 30 s, foram aplicadas cargas de 25g para
dentina higida e 10g dentina desmineralizada®. As cargas foram aplicadas a 50pm
(micrdmetros) da base cavitaria. Apds, 3 medidas diferentes foram feitas com 100
um entre cada um, na mesma profundidade no sentido horizontal. A média das 3
medidas foi considerada o valor de microdureza de cada espécime.

Avaliacdo dos ions em dentina pela microscopia electrénica de campo (FEG)

Para avaliacdo em FEG foram separadas, aleatoriamente, 2 fatias dentarias
de cada grupo. Os espécimes foram previamente colados em stubs metalicos com
uma fina camada de cianocrilato (Pegamil bondgel ultra strong, Sao José, SC,
Brazil). Apos, os espécimes foram armazenados por 48h para secagem prévia a
leitura no FEG. A leitura foi realizada a 50um de profundidade da base cavitaria com
5000x de magnificacdo. As areas de leitura foram divididas em areas C e SC do
material restaurador com a dentina, limite imposto para presenca do esmalte
vermelho, aplicado na base cavitaria e paredes laterais, presente na hemicavidade.
No FEG foi possivel obter dois tipos de analise: EDS (Espectroscopia de Energia
dispersiva) e EBSD (Difracdo de Elétrons Retroespalhados) de caracterizacao

quimica e morfoldgica.
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Espectroscopia Micro-Raman

As mesmas amostras utilizadas para o teste de microdureza foram
submetidas a anélise de composicdo mineral através de Espectroscopia Raman
(Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Baden-Wurttemberg, Alemanha). O aparelho foi
calibrado primeiro a zero e, em seguida, para os valores de coeficientes utilizando
uma amostra de silicone. O teste incluiu 0s seguintes parametros: um laser de néon
com 532 nm de comprimento de onda e 20 mW, uma resolucéo espacial de = 3 mM,
a resolucdo espectral de = 5 cm™, 20 s de tempo de acumulacdo e 5 colegas de
adicdes com ampliacao de 20x (Olympus UK, Londres, Reino Unido) para um laser =
1 mm de diametro. As leituras foram feitas num gama espectral 300-1800 cm™. Os
espectros foram obtidos a partir da dentina logo abaixo da interface dente-
restauracdo em um local aleatorio com andlise de mapeamento de trés pontos: 0,

0,40 e 90 um em profundidade.

A espectroscopia micro-Raman detectou o conteddo quimico da dentina
através das caracteristicas moleculares vibracionais de energia®’. O espectro
representativo de fosfato de célcio (960 cm™), os picos de diferentes modos de
vibracdo do grupo fosfato (591 cm™, 430 cm™), carbonato (1070 cm™), colagéno
(1270 -1453 cm™) e pico de DMT (1080 cm™) foram identificados nas amostras®.

Anélise Estatistica

A distribuicdo de normalidade foi verificado com D'Agostino & Pearson and
Shapiro Wilks; a homogeneidade das variancias foi testada com o teste de Levene.
Os dados de dureza foram analizados utilizando ANOVA 2 critérios, dos fatores
dentina (Gl-higida; G2-desmineralizada), tratamento (com e sem DMT po) e
interacdo entre tratamentos e dentina. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (a
= 0.05). Os dados de micro-Raman e FEG foram analisados qualitativamente por

grupos. Todos os calculos foram realizados por meio dos programas estatisticos
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GraphPad Prism version 5 for Windows (GraphPad Software, San Diego California
USA).

RESULTADOS

Houve diferenca significativa em valores de dureza no tratamento com DMT,
nas areas de SC e C (p<0,001). Ou seja, aplicacao do CIV associada a DMT (C) foi
significativo tanto em G1 quanto G2. E nas areas SC, ou seja, a acdo da DMT
isolada promoveu aumento de valores de dureza significativos tanto para G1 quanto
para G2. Houve diferenca significativa para o fator dentina em SC (p< 0,0001), ou
seja, a DMT isolada na auséncia do CIV quando aplicada em dentina
desmineralizada (G2) promoveu o aumento significativo de valores de dureza
dentinaria. Na interacdo dentina e tratamento, em ambas as areas SC (p=0,238) e
area C (p= 0,391), ndo houve diferenca significativa nos valores de dureza dentinaria
(Figura 2).

*p< 0,01 * p< 0,01
100+ | .‘ If ]
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FIGURA 2 — Média e desvio padrédo de valores de Dureza Knoop. (*) Diferencas significativas para
o fator dentina nas areas sem contato (area controle) e area de contato (area teste). Fator dentina
apresentou diferencas significativas para areas SC (p <0.01) e sem diferencas significativas na
area de C (p = 0.391). Interacdo (fator dentina e tratamento) ndo apresentaram diferencas
significativas de acordo com a area avaliada SC (p = 0.232) e C (p = 0.391). Anova 2 critérios.
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Os dados obtidos no Micro-Raman por espectroscopia estdo demonstrados
nas figuras (6,7,8,9). O intervalo da regido espectral envolvida (275 - 1700 cm-1) foi
identificado em todos os grupos, sendo que a maior intensidade dos picos indicados,
estdo listados a seguir: 1- 960 cm™, 591 cm™ e 430 cm™ (picos de diferentes modos
vibracionais do grupo fosfato) representante da hidroxiapatita do célcio, 2 - 1070cm™
(carbonato) representante do produto formado pelo CIV dentro das fibras
colagenas® e 3 - 1080 cm™ pico da DMT encontrada nos grupos G1 DMT e G2
DMT.

No espectro Micro-Raman do grupo G1C dos molares deciduos (Figura 6),
dentro do intervalo da regido espectral envolvida (300-1700 cm™) foram
caracterizados 5 espectros na absorbancia no intervalo de 0-4000. Em que, 1270-
1453 cm™ encontra-se a banda correspondente ao colageno, préximo de 1070 cm™
correspondente ao carbonato e intervalo 960 cm™ grupo fosfato. De acordo com as
trés profundidades analisadas (0, 45 e 90um) em relacdo a base cavitaria, houve
diferenca no correspondente ao fosfato, sendo este encontrado maior pico na base
cavitaria comparado as outras duas profundidades analisadas. No espectro Micro-
Raman do grupo G1 SC (Figura 3) nas trés profundidades analisadas, o pico 960

cm™ correspondente ao fosfato foi maior na profundidade de 90 um.
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FIGURA 3 - Espectros obtidos a partir da analise da composicdo da dentina por espectroscopia
de micro-Raman grupo G1. G1 C (dentina higida tratado com CIV), G1 SC (dentina higida sem
contacto com o CIV). As setas indicam: (A): colagéno; (B): carbonato; (C) Fosfato
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Figura 4 - Espectros obtidos a partir da anélise da composi¢do da dentina por espectroscopia de
micro-Raman grupo G2. G2 C (dentina desmineralizada tratado com CIV), G2 SC (dentina
desmineralizada sem contacto com o CIV). Houve um aumento no teor mineral de Fosfato:
grupos G2 houve aumento da intensidade dos picos: fosfato, carbonato e colagéno. As setas
indicam: (A): colageno; (B): carbonato; (C) Fosfato.

No espectro micro-Raman do grupo G2 C (Figura 4) dos molares deciduos,
dentro do intervalo da regido espectral envolvida (300- 1700 cm™) foram
encontrados 5 espectros na absorbancia no intervalo de 0-2800. Representado por
1270-1453 cm™, encontra-se a banda correspondente ao colageno. Em 1070 cm™
esta caracterizado carbonato, no intervalo de 960 cm ™ correspondente ao grupo
fosfato. De acordo com as trés profundidades analisadas, houve diferenca no pico
960 cm™ correspondente ao fosfato, o qual foi maior na profundidade de 90 pm
comparado as outras duas profundidades. No espectro Micro-Raman do grupo G2
SC (Figura 4), dentro do intervalo da regido espectral envolvida (300- 1700 cm™), no
intervalo de absorbancia de 0-1500, houve diferenca no pico 960 cm™
correspondente ao fosfato sendo este maior na base cavitaria comparado as outras
duas profundidades analisadas.

No espectro Micro-Raman do grupo G1 DMT C (Figura 5), dentro do
intervalo da regido espectral envolvida (275- 1700 cm™) foram caracterizados os
espectros do grupo fosfato na absorbancia no intervalo de 0-1500. Ao analisar as
trés profundidades (0, 45 e 90um) em relacdo a base cavitaria, 0 maior pico de
absorbéancia foi encontrado na base cavitaria. No espectro micro-Raman do grupo

G1 GMT SC (Figura 8), dentro do intervalo da regido envolvida (275- 1700 cm™) no
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intervalo de absorbancia (0-1500) houve diferenca nas analises das trés
profundidades, sendo o nivel de maior absorbancia encontrado na base cavitaria. O

pico da DMT néo foi identificado.
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FIGURA 5 - Espectros obtidos a partir da anélise da composicdo da dentina por espectroscopia de
micro-Raman grupo G1 DMT. G1 DMT C (dentina higida tratada com CIV+ DMT), G1 DMT SC
(dentina higida tratada DMT, sem contato com CIV). Absorvancia maior encontrada na base da
cavidade em ambos os grupos (C, SC), a seta indica (A): Fosfato

No espectro micro-Raman do grupo G2 DMT C (Figura 6), dentro do
intervalo da regido espectral envolvida (275- 1700 cm™) foram caracterizados 3
espectros na absorbancia no intervalo de 0-1300. O pico do fosfato foi evidenciado
em dois intervalos, sendo eles 960 cm™ e 591 cm ™. O pico maior do fosfato foi
encontrado na base cavitaria. A DMT foi identificada no pico 1080 cm™. No espectro
micro-Raman do grupo G2 DMT SC (Figura 6), dentro do intervalo da regido

envolvida (275- 1700 cm™) a profundidade 90pum obteve maior pico do fosfato
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FIGURA 6 - Espectros obtidos a partir da analise da composi¢do da dentina por espectroscopia de
micro-aman grupo G2 DMT. G2 DMT C (dentina desmineralizada tratado com CIV + DMT), G2 DMT
SC (dentina desmineralizada tratada com DMT, sem contato com CIV. As setas indicam: (A) fosfato;

(B) dolomita.
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As micrografias representativas em FEG dos picos dos ions (Ca, P e F) nos

diferentes grupos pode ser observado abaixo (Figura 10). Pode se verificar que os

houve um pico dos ions Ca em G2 DMT C, com valores proximos de G1 DMTSC. O

gue pode sugerir alta reatividade da DMT com a dentina desmineralizada.
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FIGURA- 10: Microscopia eletrbnica de varredura representativa de desgaste superficial. (G1C)
dentina higida tratada com DMT; (G1SC) dentina higida tratada com DMT; (G2C) dentina
desmineralizada tratada DMT e CIV; (G2SC) dentina desmineralizada tratada com DMT; Picos dos
jons Ca (calcio), P (fosforo) e F (Fluor).
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DISCUSSAO

Simular in vitro a dindmica da leséo de céarie tem sido o método adotado nos
experimentos que avaliam o0s materiais que estdo em contato com a dentina

21,22,23

cariada . A dentina desmineralizada obtida por meio de les&o artificial de carie

2021 tanta simular a dinamica da

criada pelo método de ciclagem de pH modificado
saturacdo mineral associada a variacdo de pH do processo de formacao de carie
natural. Este método laboratorial é considerado adequado para avaliar a perda e
ganho mineral do substrato dentario®*%. Marquezan et al. (2009)?* encontraram nos
espécimes perda mineral com expressiva reducdo de dureza, alcancando quase a
metade do valor da dentina higida de dentes deciduos (34 KHN). Alguns estudos
avaliaram valores de trocas i0nicas entre dentina e material restaurador em lesdes
artificiais de carie, e concluiram que o método in vitro permite estudos detalhados
das interacdes entre material restaurador e dentina desmineralizada'®?* .Os valores
médios, de acordo com estudo empregado por Marquezan et al. (2009)?*, no teste
de dureza a dentina decidua integra varia de 50 a 70 KHN, e na dentina
desmineralizada sao abaixo de 50 KHN geralmente em torno de 30 KHN.

Houve diferenca significativa em valores de dureza no tratamento com DMT,
nas areas de SC e C (p<0,001). Ou seja, aplicacao do CIV associada a DMT (C) foi
significativo tanto em G1 quanto G2. E nas &reas SC, ou seja, a acdo da DMT
isolada promoveu aumento de valores de dureza significativos tanto para G1 quanto
para G2. Houve diferenca significativa para o fator dentina em SC (p<0,0001), ou
seja, a DMT isolada na auséncia do CIV quando aplicada em dentina
desmineralizada (G2) promoveu o aumento significativo de valores de dureza
dentinaria. Na interacdo dentina e tratamento, em ambas as areas SC (p=0,238) e
area C (p= 0,391), ndo houve diferenca significativa nos valores de dureza
dentinaria. Nesta pesquisa a dentina desmineralizada (G2 DMT) foi o substrato mais
reativo, pois houve maior aumento percentual de ions, tanto em SC como C. O que
sugere que a aplicacdo da DMT foi o depositor direto de minerais em dentina, o que
pode ter contribuido para o incremento das propriedades quimicas do substrato
dentinario. Visto que, sabe-se que em dentina desmineralizada ocorre perda de

mineral, tanto na dentina peritubular quanto intertubular®2%%’,
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A aplicacdo de substancia no remanescente dentinario desmineralizado tem
sido considerado capaz de promover alteracdes no substrato aplicado 219272829,
Neste estudo, os resultados do FEG revelaram incremento dos picos dos ions Ca, P
e F nos diferentes grupos. Pdde-se verificar que houve um pico dos ions Ca em G2
DMT C, com valores proximos de G1 DMT SC. O que pode sugerir, alta reatividade
da DMT com a dentina desmineralizada. A DMT é composta por Ca, 0 que acarreta
em altos valores de liberacdo deste fon 30332,

Na avaliagdo em micro-raman, o grupo G2 DMT SC obteve o maior pico do
fosfato na profundidade 90um, o que evidencia a presenca da DMT nas alteracdes
quimicas no substrato dentinario desmineralizado. Outro fator de importancia, é que
estudos tém revelado que a composicéo da dentina, esmalte e cemento concentram
altos valores de Magnésio (Mg)**. O qual presente na DMT poderia afetar no
metabolismo de mineralizagéo, a partir do aumento de gradiente do ion Mg. O Mg
influencia no metabolismo de mineralizacdo, diretamente por efeitos do processo de
cristalizacdo na fase mineral inorganica®*3*3> 3¢ A acdo da DMT pode consistir em
‘repositora’ de Mg e Ca, ao causar um aumento do gradiente de ions de célcio/
fosfato no substrato receptor®*. Em estudos em que a DMT foi escolhida como
material de reparo por sua composicdo rica em Ca e Mg, estes minerais foram
fundamentais na constituicdo da matriz 6ssea inorganica®>*. De forma que, a DMT
possa ser um estimulo de acédo osteogénica, ao desempenhar um papel coadjuvante
na formacé&o de novos complexos minerais em contato com a dentina®’. Os dados da
composi¢do quimica superficial da DMT considerou acédo efetiva de formacgéo de
CaF,****. Sendo coincidente com os valores elevados dos minerais Ca, P e F
realizados neste estudo, através do FEG e diferencas significativas em teste de
dureza na regido em que a DMT teve acédo direta. Em relacdo aos resultados do
Micro-Raman, a dentina desmineralizada em contato direto revelou a presenca da
DMT, o que sugere sua estabilidade e alcalinizagdo do meio ao promover elevados
indices também de fosfato®*3#3°, Desta forma, mais estudos poderdo ser feitos para
analisar a possibilidade de utilizacdo da DMT como constituinte de material
odontologico, uma vez que este estudo revelou a estabilidade no meio para o
tratamento da dentina desmineralizada.

No entanto, a escassez de informacdo da DMT relacionada ao campo de
material odontolégico ndo acarreta em conhecimento de mecanismos de

remineralizacdo da lesdo de céarie no uso da DMT. As informacfes presentes na
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literatura estéo limitadas a parte quimica e de sintetizacdo da DMT, de modo que a
reatividade deve ser melhor explorada em relacdo a bioatividade principalmente pela
diferenca significativa encontrada na dentina desmineralizada em contato direto com
a DMT.

O presente estudo utilizou dados de dureza que propiciaram valores
elucidativos das propriedades mecanicas de dentes deciduos, aliado as
transformacdes da composicao quimica dentinéria através do FEG e Micro-Raman.
Os dados podem predizer o modelo de comportamento da interacdo dentina, DMT e
CIV. A pesquisa mostrou que propriedades mecanicas de dentes deciduos em niveis
microscopicos sdo altamente dependentes das caracteristicas microestruturais
quimica e mecéanicas dos materiais utilizados em contato direto com a estrutura
desmineralizada, capaz de alterar composi¢cdo mineral e repercutir na melhoria das

propriedades quimico-mecanicas das estruturas envolvidas.

CONCLUSAO

A DMT constitui uma alternativa potencial no tratamento de dentina
desmineralizada, devido as alteracBes das propriedades quimico-mecéanicas da
dentina decidua desmineralizada.
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Chemical exchange between dentin pre-tratment with CPP-ACP and GIC on

demineralized dentin in deciduous molars

Abstract

Background. The casein phosphopeptide-amourphous calcium phosphate (CPP-

ACP) has been proposed for use as effective remineralizing agent.

Aims. To evaluate the chemical exchange between restoration of glass ionomer
cement of high viscosity (GIC) and the effect of pretreatment with CPP-ACP in
primary demineralised dentin through hardness changes from uptake of calcium,

phosphate and fluoride.

Design. Class | cavities were prepared in 40 sound primary molars and the sample
was divided in two groups (n=20) according to dentin condition: sound (1) and
demineralized (2). Sub-groups (n=10) were formed to investigate the isolated action
of the GIC or the association with CPP-ACP. This in vitro study examined the
chemical exchange under two conditions: sound and demineralized dentin (pH
cycling) to simulate the mineral loss occurs for the caries lesion. Groups G1 and G2
received GIC restoration only; groups G1CPP-ACP and G2CPP-ACP received CPP-
ACP paste before GIC restorations. The specimens were prepared for Knoop
hardness test, FEG and EDS. Statistical analysis used ANOVA two-way test (a =

0.05). FEG and EDS data were qualitatively described.

Results. Increased hardness was observed in all the sites of direct contact with GIC
in sound and demineralized dentin for all groups (p<0.001); no diference was
observed in microhardness after application of CPP-ACP (p>0.05). In the evaluation
of FEG and EDS, the direct contact of the GIC/dentin in sound and demineralized

dentin resulted in increased peak of phosphate.



82

Conclusion. The exchange between the GIC and demineralized dentin may induce

changes of mechanical properties of the substrate and the uptake of mineral ions.

Keywords: Dental cavity, Dentine, Deciduous tooth, Glass ionomer cement.

INTRODUCTION

Actually, the scientific community advocates dentistry based on the principles
of minimal intervention. What is in the clinical situation of deep carious lesions,
reduced thickness of remaining dentin (less than 0.5 mm), prevail the use of
procedures that preserve tooth structure, among them, the partial removal of caries®.
So, is indicated using biocompatible materials, which applied in dentin are able to
allow and / or promote tecidual repair®>. Concomitantly, promote proper sealing of the
tooth-restoration interface and decrease the possibility of microleakage® The study of
chemical exchanges between bioactive materials and hard dental tissues provides
information about changes in the physicochemical properties of dental structures

involved 4.

The casein protein derived from milk, has been studied in the literature as
remineralizing agent of dental tissues and potential anticariogenic®®. The
supersaturation stability in the oral environment promotes high levels of calcium ions
and phosphate on the tooth surface, making the gradient of these ions can promote
remineralized dental struture®. The casein phosphopeptide known by the acronym
CPP binds to amorphous calcium phosphate (ACP) forming the CPP-ACP complex
(phosphopeptide amorphous calcium phosphate, casein) ®’. The CPP-ACP has the

capacity to donates calcium ions and phosphate to tooth structure through
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nanoparticles with dental structure®. So that by releasing calcium and phosphate ions
in dental plague in supersaturated state, it is able to promote the remineralization
process. In order that the CPP-ACP acts as a reservoir of these ions in a state of

supersaturation respect to dental tissues® .

The remineralization technology, based on calcium phosphate are promising
non-invasive alternative in the management techniques of caries lesions®°. The
evidence accumulated in the literature on the effectiveness of the derivatives of
casein, mainly CPP-ACP, in preventing and reversing caries aroused interest in
evaluating the effectiveness of these products in demineralized dentin and sealed.
This study aims to evaluate in vitro the CPP-ACP (MI Paste, GC Corporation, Tokyo,
Japa) as a pretreatment to the glass ionomer cement ( GIC) use in dentin subjected
to atraumatic restorative treatment and its impact on chemical-mechanical properties

of the deciduous dentin.

MATERIAL AND METHOD

This research was approved by the Ethics in Research Committee, protocol #
1.565.693.

Sample

The sample consisted of 40 primary molars without any crown defects or
carious lesions. The remaining root portions were removed using a high-speed
diamond bur (2121 KG Sorensen®, Cotia, SP, Brazil), and the teeth were stored in

distilled water at room temperature to avoid dehydration until cavity preparation.
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Study Design

Knoop hardness, EDS and FEG tests were used to evaluate the following
dentin conditions: sound/demineralized, treated or not treated with CPP-ACP paste
and with/without contact with GIC. For this purpose, class | cavities were prepared in
the 40 selected primary molars. The teeth were divided into 2 groups (n=20)
according to the dentin condition: sound (G1) and demineralized (G2). Subgroups
(n=10) were formed to analyze the isolated action of the GIC and the action
associated CPP-ACP.

The cavities were divided into halves, one of which was isolated with nail
varnish, thus ensuring a control area in each group (Figure 1). All cavities were
restored with a high-viscosity glass ionomer cement, but only G1CPP-ACP and
G2CPP-ACP received a pretreatment with CPP-ACP before restoration (Figure 1).

G1 G1 CPP-ACP ...
™M M-
o - .
v
G2 G2 CPP-ACP
s+ @ cees 0 - @

Figure 1- Sagittal section of teeth restored with GIC in two dentin conditions: sound/
demineralized (G1, G2) and with topical application of CPP-ACP paste before restoration
(G1CPP-ACP, G2CPP-ACP). Red nail varnish layer has been applied to avoid direct contact of
GIC with the half of the dentin - control area (NC) and test area (C).
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Preparation of the class | cavities

A drilling apparatus (El Quip ®, Sédo Carlos, SP, Brazil) was used in the
preparation of the cavities, which were standardized (depth=2 mm, length=6 mm and
wide=4 mm). The size of the cavities was checked with a caliper (Digimess®, Sao
Paulo, SP, Brazil).

The preparation of the cavities was started in the center of the occlusal
surface
of each primary molar. Tungsten carbide burs #8 with an initial depth of 1.5 mm were
used to reach the final size set at 2mm with a diamond high rotation #3131, under
continuous cooling. After 8 cavities, drills were replaced by new ones. To complete
this step, the teeth were taken to the ultrasonic tank (Cristéfoli Biosafety ®, Campo
Mourdo, PR, Brazil) for 280s to remove debris from the cavity preparation. Visual
examination of specimens with a stereoscopic magnifying glass (10X) allowed
verification of whether the pulp chamber was exposed by cavity preparation. If so, the

tooth was discarded.

Figure 2 — A —Preparation of Class | Cavities ; B- Cavity prepared; C- Specimen prepared for
pH cycling; D- Procedure for pH cycling; E — CPP-ACP Mi Paste
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Procedures for pH cycling

The teeth of G2 (n = 20) were subjected to dentin demineralization to simulate
carious lesions using the method of pH cycling according to the protocol already
used'’. To protect the external area of dental crowns, two layers of nail varnish
(Colorama ®, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) were applied, avoiding contact with the

walls of the cavity.

To establish the DES-RE cycle, each specimen was immersed for 8 h in
demineralizing solution and for 16 h in remineralizing solution. The volume of the
demineralizing and remineralizing solution was 10 ml for each tooth in every cycle.
This cycle was repeated for 14 consecutive days at room temperature without
stirring. The solutions used in pH cycling were manipulated in the Pharmaceutical
Science Lab
at UEPG. The formulations'® were as follows: demineralizing solution (pH 4.8) with
2.2 mM calcium chloride (CaCly); 2.2 mM phosphate Sodium (Na,PO,4) and 50 mM
acetic acid; and remineralizing solution (pH 7.0): 1.5 mM calcium chloride (CacCl,),
0.9 mM phosphate Sodium (Na,PO4) and 0.15 mM potassium chloride (KCI).

The restorative procedures were carried out right after the DES-RE cycle was

finished for all the specimens.

Restorative Procedures

All cavities were filled with high-viscosity GIC (Ketac Molar Easymix®, 3M
ESPE, St. Paul, MN, USA).

The protocol used is described above. The cavities were treated with Ketac
liquid (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) for 10s, washed with air/water spray for 20 s,
dried with a gentle stream of dry compressed air and immediately filled with the GIC.
The GIC was dosed at a ratio of 2:2 (powder and liquid), and manipulated on the
block by mixing with a plastic spatula (Duflex ®, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). The
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mixture was inserted with an applicator syringe (Precision Maquira ®, Maringa, PR,
Brazil) until the cavity was filled, followed by the “press finger” technique (30 s) with
polyester tape (K-Dent Quimidrol ®, Joinville, SC, Brazil). The glass ionomer was
allowed to set for 3 min, then protected with a layer of petroleum jelly (Rioquimica®,
Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil) in accordance with the instructions of the
manufacturer. Following restoration, the teeth were stored in a humidifier for 24 h at
37°C.

Topical application of CPP-ACP paste

Topical application of CPP-ACP paste was carried out only for GLCPP-ACP
and G2CPP-ACP (Figure 1). For these groups, after the application of the Ketac
liquid and before the restoration, a preatreatment with CPP-ACP paste was applied
on the dentin for 1 min with the aid of a cotton ball, and the volume to each cavity
was standardized with a cotton ball. The excess solution was removed with filter

paper discs.

Before the restorative procedures, all the cavities received a layer of nail
varnish on the mesial side of the cavity. The research design stipulated the division
of the cavity into two sites: control area (NC) and test area (C). This was done to
guarantee that the GIC would not be in contact with the dentin, as well as to make
sure that the CPP-ACP paste solution would be the only chemical element in contact

with the dentin.

Preparation of specimens for tests

The teeth were fixed in a cutting machine (Isomet ® 1000 Precision Saw
Buehler, Lake Bluff, IL, USA) and were sectioned vertically with a diamond disk (1.3
mm Precision Saw, Lake Bluff IL ®, USA) at 300 rpm to obtain dental slices (n=3)
with approximately 1.1 mm thickness.
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Two dental slices were mounted in the center of PVC (Tiger ®, Joinville, SC,
Brazil) cylinders (12x20 mm), which were attached with double-sided tape (3M®,
SUMARE, SP, Brazil) on a glass plate. The cylinders were filled with colorless acrylic

resin (JET ®, Clear Field, SP, Brazil) made by the powder and liquid technique

The embedded slices were taken to the rotary polishing machine (Arotec®,
Cotia, SP, Brazil) to perform the polishing of specimens. A sequence of silicon
carbide sandpapers (3M ® Brazil, Sumaré, SP, Brazil) was used under intense water
irrigation. Final polishing was performed with diamond paste (Arotec®, Cotia, SP,
Brasil) of grain 1/~ pum. For removal of waste, the specimens were washed for 12
min in an ultrasonic tank. Finally, they were stored at 37°C for 24 h in a 100%

humidity environment.

Microhardness Test

The microhardness analysis was performed on a microhardness apparatus
(Shimadzu®, Kyoto, Japan) with a Knoop indenter. For 30s, the applied loads were
25g for sound dentin and 10g for demineralized dentin®®.

The loads were applied on the specimens 50 um below the cavity floor. Three
different measures were made at 100 um distance from each other at the same
depth. The mean between these three measures was considered the microhardness

value of the specimen.

lons evaluation dentine by energy dispersive spectroscopy (EDS) and scanning

electron microscope for field effect (FEG)

EDS (Shimatzu Model SSX 550®, Kyoto, Japan) coupled to SEM

guantitatively evaluates the ion exchange between GIC and dentin. Five dental slices
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from each group for evaluation were separated. Specimens previously selected were
bonded on metal stubs with a cyanoacrylate ester layer (Pegamil bondgel ultra
strong, Sao Jose, SC, Brazil) with the aid of microbrush. After the specimens were

stored for 48 h for drying.

The reading was performed at 50 micron depth of the cavity base with 5000 x
magnification. The areas were divided into areas of contact (C) and without contact
(SC) of the restorative material to the dentin. Since it is possible to obtain two types
of analysis: EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) and EBSD (Electron Backscatter

Diffraction), in which it obtained the chemical and morphological characterization.

Statistical Analysis

The distribution of normality was verified with D'Agostino & Pearson and
Shapiro Wilks tests; homogeneity of variances was tested with Levene's test. The
hardness and EDS data were analyzed using ANOVA 2 criteria considering the
factors dentin (sound and demineralized), treatment (with and without CPP-ACP) and
treating dentin interaction. The level of significance used was 5% (a = 0.05). The data
FEG were analyzed qualitatively by groups. The statistical program GraphPad Prism
version 5 for Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA) was used

for data analysis of hardness.

RESULTS

There was a significant difference in hardness values on treatment with

MiPaste ™ areas SC and C (p <0.0001). Significant difference for dentin factor was
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found in areas SC (p <0.0001) and C (p <0.0001). Interaction dentin and treatment

SC (p =0.203) and C (p = 0.166) there was no significant difference.
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Figure 3 - Mean and standard deviation of Knoop hardness values obtained in sound
dentin (G1) and demineralized (G2), with and without treatment using CPP- ACP in
areas without (SC) and contact (C) of the restorative material (GIC) . (*) Significant
difference in hardness values on treatment with MiPasteTMnas areas SC and C (p
<0.0001). (*) Significant difference to dentin factor in SC (p <0.0001) and C (p <0.0001).
Interaction (factor dentin and treatment) no significant difference according SC area (p =
0.203) and C (p = 0.166). ANOVA with two criteria and Bonferroni post-test.

The EDS mineral assessment obtained percentage of Ca, P and F ions. In SC
areas: significant difference was found in P values (p = 0.0001). Regarding the types
of dentin (p = 0.218), treatment (p = 0.077) and interactions (p> 0.05) no significant
differences. In Contact areas: there was no significant difference between
treatments (p = 0.865) and interactions (p> 0.05). A significant difference between
the types of dentin (p = 0.027) and minerals (p <0.0001) were obtained. The ionic
exchange between GIC and pretreated dentine with the CPP-ACP paste promoted

significant changes in the mineral phosphorus.
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Figure 4 - Mean and standard deviation of the percentage by weight (g) of the minerals calcium,
phosphorus and fluoride in sound and demineralised dentine with and without contact with the
glass ionomer material (GIC) and ionomer + bioavailable casein-phosphate paste (CIV + CPP-
ACP). No contact area: non-significant differences between the types of dentin (p = 0.218),
treatment (p = 0.077) and interactions (p> 0.05); Significant difference between minerals (p
<0.0001). Contact: non-significant difference between treatments (p = 0.865) and interactions (p>
0.05); A significant difference between the types of dentin (p = 0.027) and minerals (p <0.0001).
ANOVA with two criteria and Bonferroni post-test.

Figure 5 - Images from FEG. In (A): Sound dentine treated with CPP-ACP and GIC. In (B):
Sound dentin. In (C) demineralised dentin treated with CPP-ACP/GIC and (D):. Demineralised
dentin without treatment.

The dentin images obtained in sound and demineralised dentin dentin treated

with CPP-ACP and GIC obtained from the FEG. Note the regular mineral deposits in
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the dentin treated with CPP-ACP and obliteration of the dentinal tubeles from the
treatment (A, C). In B, note the presence of surface irregularities sound dentin with
the direct placement of GIC. The demineralised dentin surface carious without

adhesion of the restorative material with open dentinal tubules (D).

DISCUSSION

Despite the advance of dental care in the few decades, the Knowledge of the
physical and mechanical properties of the dental tissue allows relating the clinical
behavior of restorations, dental caries still affect many children. Among the physical
and mechanical properties, most relevant are the modulus of elasticity, resistance

and hardness*1213

. For this experiment primary teeth were used. The specific
treatment assessment for deciduous dentin, either by clinical and therapeutic
differences of dentin surface, compared to dentin of the teeth permamentes can
potentially affect clinical practice'®. The chemical composition of primary tooth differs
from permanent tooth, which are observed in lesser thickness compared to enamel
and dentin of permanente teeth ****'° The percentage of Ca and P is found in

lesser amounts in the primary teeth when compared to teeth permanentes.*>*®

To assess the mineral content of the dental hard tissue, different methods can
be used, such as energy dispersive spectrometer (EDS), wavelength fluorescence
scatter X-rays spectroscopy (EDXRF), atomic absorption spectrophotometer (AAS)
and FT-Raman'®!’. However, the techniques used in these studies (EDS and FEG)
can be seen multiple elements at the same time'®*"*® The method used to assess
the changes in dentin was the EDS and FEG, which allows a record of the
concentration of calcium , phosphorus and fluorine ions in the dentin surface treated
by a microstructural and morphological analysis’*8. Through EDS analysis it was
concluded that there was significant improvement in the mineral properties of dentin,
especially phosphorus ion, both in sound and demineralised dentin treated with Mi
Paste combined with GIC. For Kim et al. (2010) *°, the remineralization studies based
on mineral uptake is insufficient to evaluate the success of contemporary strategies

of remineralization. The present study examined the quantification or capture of ions
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after 24 hours, with the purpose of electroless deposition which enables the
improvement of mechanical properties at the interface, which favors a lower
degradation then favors the clinical performance of restorations. Although it could

preview the validity of proposal. So we still used this kind of methodology.

Dentin consists of organic and inorganic components; the primary inorganic
component of the dental hard tissue are calcium (Ca) and phosphorus (P) presents in
hidroxyapatite crystals® . It has been reported that the Ca / P ratio of dentin depends
on factors such as hydroxyapatite crystal type, availability, Ca, anatomical location %
23 Moreover, it has been reported that changing the Ca / P ratio in the dentin can
change the morphology of the dentin and affect the adhesion of restorative dental
materials®*?>%®, According to results of this study, the relations Ca / P in dentin of
deciduous teeth were affected by pretreatment with Mi Paste. The results showed
that pre-treatment with Mi Paste validated mineral alteration of EDS, where we
obtained the percentage of Ca, P and F ions. It was observed the ion exchange
between Mi Paste and dental tissue, combined with presence of GIC and that
statistically significant values were found for the ion P. However, the instability of the
ions in colloidal suspension in the folder can come from a limited development to
promote the full remineralization of carious lesions that can pass on statistically
significant mineral values. Despite the instability, and non-significant differences, the
reactivity of the CPP-ACP should be further explored in relation to accession and
bioactivity. In addition, the improvement of absorption properties with effect on

mechanical and chemical properties of the treated tissue.

Comparative analysis of the mechanical properties of the dentin indicates that
the central area of the coronal sound dentin has a higher hardness than in the
permanent that decidous, wich values in deciduous teeth have more than 34 KHN™.
In several studies microhardness, it is observed that the enamel has higher values
than dentin 2>2°. Its weight is composed of approximately 70% minerals, 18% organic
material and 12% of agua®?°. There is great difficulty in comparing microhardness
dentine values between different studies. This is due to the use of various types of
tests to determine that property (Mahoney et al., 2000).

Mineral loss or gain in dentin can be measured by spectroscopy and hardness

18,26

tests™“°. By integrating mechanical and chemical values of dentin, can obtain
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information bearing on the longevity of conservative treatments. Work and research
has shown there are few publications using deciduous teeth. The results showed that
pre-treatment with Mi Paste validated change of hardness values due to significant
difference found in the contact areas and without contact with MiPaste ™. From this
result, you can meet the application of CPP-ACPpaste could promote a decay
preventive effect, increasing remineralization and demineralization decrease the
susceptibility of dentin®" '® Despite the instability and non-significant differences
found the reactivity of the CPP-ACP, it should be better explored.

Simulate in vitro dynamics of carious lesions has been the method used in the
experiments that evaluate the materials that will be in contact with the dentin

10,27

cariada™“". The demineralized dentin was obtained by artificial caries lesions

created by pH cycling method 28

in an attempt to simulate the dynamics of the
associated saturation mineral pH range of natural caries formation process. This
laboratory method is considered appropriate to assess the loss and gain of mineral
substrate *°'8%° Marquezan et al. (2009) *° found in specimens mineral loss with
significant reduction of hardness, reaching almost half of the value of sound dentin
(34KHN). Some studies evaluated the levels of ion exchange between dentin and
restorative material, through artificial caries lesions, and concluded that the in vitro
method allows detailed studies of the interactions between restorative materials and
dentin demineralised*?*. The conditions used in artificial caries lesions follows a
similar pattern to simulate in vivo conditions. That is, the lesion artificial caries has a
surface layer rich in mineral intact and subsurface layer and low in mineral content.

The approaching the in vitro findings to in vivo clinical situations.

The CPP-ACP provides all the elements needed for the remineralization of
tooth surface and biofilm?*. This provides soluble calcium, fluoride and phosphate to
promote remineralization with fluorapatite, which is more resistant to an etching

future. The CPP can bind to calcium ions 2> *°

phosphate ions and ° fluoride ions and
can stabilize the calcium phosphate *°. However, the CPP-ACP is considered as a
remineralizing agent wherein the anticariogenic effect of the CPP-ACP is by
suppressing the demineralization, remineralization improvement or a combination of
both. The presence of CPP-ACP may allow a rapid return of the calcium

concentration and allow remineralizagéo®**%,
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However, the literature has several studies showing the interaction with

13435 with few studies that evaluate the remineralization in the substrate

ename
decidous dentin®®*". The presence of CPP-ACP on the surface of the dentin caused
a decrease in demineralization and remineralization in an increase in comparison
with dentin surfaces without this agent®. This suggests that the nanocomplexos
formed with the CPP-ACP could promote the protection of the adjacent tooth tissue
to pH changes, by reducing demineralization and help the remineralization of the
tooth, which led some researchers to incorporate this material in dental products as
the GIC*“°. In the study of Mazzoui et al. (2003) *° was observed a significant
increase of microtensile bond strength and compressive strength, and a significant
increase in the release of phosphate ions, calcium and fluoride in neutral and acid
pH. Research has shown that the release of inorganic phosphate from the CPP-ACP,
and fluoride sample containing CPP-ACP/GIC promoted greater protection of the

adjacent dentin during acid challenge.

The use of GIC as restorative material is based on its properties biologically
favorable to the release of fluoride and clinical performance “°. Some studies have
shown that calcium ions, phosphorus and fluorine are released from the GICs
restorations in enamel and dentin, particularly in demineralised dentin 2*%7,
Therefore, the results reinforced the importance of GIC as a material of choice for

minimally invasive restorations.

Casein can provide a reservoir of ions during cariogenic attack®**? by the
maintenance of the free ions of calcium and phosphate supersaturation state to the
substrate, decrease and increase 36 demineralization, which results in a fabric more
resistant to acid attacks 3. The caries prevention strategies have been based on the
application of substances directly into dentine, as CPP-ACP, proposed to increase
the dentine resistance cariogenic attacks. The CPP-ACP good clinical acceptance
because of the ACP's ability to release calcium and phosphate ions in the oral
environment acid, so that the ions can promote the remineralization of dental tissue
tratado*****  The CPP-ACP nanocomplexes have anticariogenic activity

33,43,45

demonstrated in vitro and in vivo , when employed in paste (Ml paste, GC

Corporation, Tokyo, Japa) may reduce demineralization and remineralization

increase dentina®>®’ %2
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The application of Mi Paste dentin before application of the GIC, the filling of
the cavity showed mineral gain phosphorus ion. However, the instability of ions in
colloidal suspension in the slurry may result from a limited developing promote
complete remineralization of carious lesions, which could pass on dentin hardness
values statistically significant. Despite the instability and non-significant differences,
the reactivity of the CPP-ACP should be further explored in relation to accession and
bioactivity. In addition, the improvement of absorption properties with effect on

mechanical and chemical properties of the treated tissue.

CONCLUSION

We conclude that pretreatment with topical paste bioavailable calcium and
phosphate was effective in changing the properties minerals, especially phosphorus
ion in both sound as demineralized dentin. More tests in vitro and in vivo have to be
employed to evaluate the longevity and stability of the mineral gain described in this

study.
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5. DISCUSSAO

A tentativa de simular in vitro a dindmica da lesdo de céarie tem sido o
método adotado nos experimentos direcionados aos materiais que estdo em contato
com a dentina cariada (Toledano et al., 2014°% Veis & Dorvee, 2013'). A dentina
desmineralizada obtida por meio de lesdo artificial de carie criada pelo método de
ciclagem de pH modificado (Tood et al., 1999%, Marquezan et al., 2009, tenta
simular a dindmica da saturacdo mineral associada a variacdo de pH do processo de
formacao de cérie natural. O método laboratorial de ciclagem de pH utilizado neste
estudo é considerado adequado para avaliar a perda mineral do substrato dentario
(Seiramwan, 2012%; Ngo et al., 2011"°; Marquezan et al. 2009'%), pois a expressiva
reducdo de dureza foi alcancado cerca da metade do valor da dentina higida de
dentes deciduos (34 KHN). Estudos que avaliaram valores de trocas idnicas entre
dentina e material restaurador, por meio de les@es artificiais de carie, concluiram que
0o método in vitro permite estudos detalhados das interacdes entre material
restaurador e dentina desmineralizada (Ngo et al.,2011" ; Toledano et al., 2014,
como o empregado no presente estudo. Os valores médios dureza dentinéria de
dentes deciduos obtidos na dentina decidua integra, variam entre 50 a 70 KHN,
sendo os valores meédios na dentina desmineralizada em torno de 30 KHN
(Marquezan et al., 2009'%). Os resultados desta pesquisa revelaram que a dentina
desmineralizada (G2) foi o substrato mais reativo em ambos os materiais utilizados,
devido ao maior impacto percentual de ions aliado ao incremento de valores de
dureza, tanto em areas de SC como C. O incremento dos valores de dureza
significativamente ocorreu para a DMT (Stark e Meier, 2000)*® independente da
associacdo com CIV. Em relacdo ao CPP-ACP, considerado depositor de minerais
em dentina remanescente, houve incremento das propriedades quimicas do
substrato dentinario com a deposicdo significativa de ions Fésforo somado ao
incremento das propriedades mecanicas (Sauro et al., 2011'° ; Bezerra et al., 2012*7
: Zavgorodniy et al., 2008"°) validado por valores de dureza significativos em &reas
SCeC.

A remocdao parcial de tecido cariado tem sido usualmente empregada por
odontopediatras (Frazon et al., 2007%°), devido ao risco de exposicdo pulpar

decorrente da anatomia dos dentes deciduous, em que a TPI (tratamento pulpar
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indireto) surge como alternativa clinica as situa¢des de risco. O TPI € considerado
tratamento alternativo para pulpotomia no tratamento de cérie profunda sem sinais
de degeneracdo pulpar (Frazon et al., 2007%% Marchi et al, 2008*}). Sendo
evidenciado pela aplicacdo de substancias no remanescente dentinario
desmineralizado, decisiva para o sucesso do TPI, desde que a técnica seja
considerada substancia-dependentes (Sauro et al., 2011®; Guglielmi et al., 2011 ?® ;
Zavgorodniy et al., 2008 ; Zavgorodniy et al., 2009%° ; Ricketss et al, 2006°°). Diante
da situacéo clinica com risco de exposicao pulpar na remocao de dentina cariada, o
TPI protege e impede a progressédo da lesdo de carie subjacente, desde que seja
realizado em condi¢bes adequadas de isolamento absoluto, executado em sessao
Gnica, seguido de restauracdo definitiva e controle clinico-radiografico trimestral
(Toledano, 2014°% Guglielmi et al., 2011 ).

No entanto, a busca por materiais que apresentem propriedades
mecanoquimicas com capacidade de bloquear a microinfiltracdo, e
consequentemente proteger a polpa dentaria, sdo agentes potenciais para diminuir o
risco de infiltracdo bacteriana e promover a longevidade da restauracdo. Em relacao
as substancias protetoras, podem ser utilizadas: hidroxido de célcio (Ca(OH,)),
agregado de triéxido mineral (MTA) e CIV (Falster et al., 2002 %% Frazon et al.,
2007%%; Marchi et al, 2008%%).

O hidroxido de calcio tem sido mais comumente utilizado, no entanto,
estudos in vitro tém apresentado resultados desfavoraveis relacionados as
propriedades de alta solubilidade, baixa resisténcia a compressédo e auséncia de
adesdo ao substrato dentério (Frazon et al., 2007%%; Marchi et al, 2008%'). Estudos
demonstram que a efetividade clinica de substancias em dentina residual apés a
remocéo parcial de carie (Marchi et al, 2008%*; Falster et al., 2002%* ; Duque et al.,
2009%) ndo apresentam diferencas significativas estatisticamente (Buyukgural et al.,
2008 #*; Ferreira et al., 2012% ; White, 1992%°). Frente aos resultados desfavoraveis
de alguns materiais utilizados para o TPI, é que se propds neste estudo o uso de
materiais potenciais para o tratamento pulpar conservador como a DMT e o CPP-
ACP. Em busca de propor alternativas de biomateriais com biocompatibilidade,
auséncia de respostas biologicas adversas e bioatividade na tentativa de
remineralizar dentina por atividade biolégica relacionado ao Ca e P.

No entanto, a busca por materiais que apresentem propriedades

mecanoquimicas com capacidade de bloquear a microinfiltracdo, e
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consequentemente proteger a polpa dentaria, sdo agentes potenciais para diminuir o
risco de infiltragdo bacteriana e promover a longevidade da restauracdo. Os
materiais propostos neste estudo, com intuito promover trocas idnicas na interface
da dentina remanescente e repercutir em propriedades quimico-mecanicas.Tanto o
CPP-ACP quanto a DMT, apresentaram a incorporacdo de ions minerais aliada a
repercussao positiva em valores de dureza. O destaque foi para a DMT, pois
isoladamente obteve melhor desempenho independente da associacdo ao CIV. O
que foi também encontrado € que o pré- tratamento com CPP-ACP e DMT néo
afetou adversamente a morfologia dentinaria, através das imagens do FEG. Ao se
considerar o procedimento restaurador, o preparo da cavidade com a aplicacao
prévia dos materiais durante um minuto pode ser um procedimento facilmente
aplicavél por clinicos como um novo passo para procedimentos adesivos.

A evolucao dos materiais odontolégicos é ampla, com vistas a estimular a
resposta adequada dos tecidos vivos por meio de reparo histologico, ao contribuir ao
avanco e aumento das pesquisas por biomateriais. Sendo que, a busca por técnicas
e aplicacdes simplificadas devem estar ao alcance do Odontopediatra. Além de
perspectivas futuras, novos estudos devem ser empregados com base nos
resultados ja encontrados, com a finalidade de validar o uso clinico dos materiais
DMT e CPP-ACP. O pré-tratamento com DMT e CPP-ACP deve ser suportado por
mais estudos in vitro e in vivo para avaliar a durabilidade da técnica descrita. Em que
a indicacdo destes novos materiais seja embasado em diversas situacdes clinicas,
em consideracdo aos critérios clinicos e éticos, quanto ao risco e beneficios do

tratamento.

6. CONCLUSAO

A DMT é atoéxica, capaz de liberar quantidade consideravel de calcio, pH
alcalino e com fases cristalinas que fazem dos materiais promissores para 0 uso
odontoldgico. Ao simular in vitro a aplicagdo da DMT como material odontoldgico,
foi considerada como alternativa na remineralizacdo dentinaria em dentes
deciduos, devido as alteracdes das propriedades quimicas e mecanicas da

dentina decidua desmineralizada independente da associagdo com CIV. A
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aplicacdo prévia de CPP-ACP, como agente coadjuvante ao CIV, alterou
significativamente a quantidade de ions fésforo com repercussdo de ganho
mineral na dentina decidua desmineralizada remanescente. Este estudo suporta a

hipotese de ambos os materiais apresentarem uso potencial para o tratamento
pulpar indireto.
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Apresentacédo do Projeto:

Avaliar in vitro a permuta quimica e suas repercussdes quimico-mecanicas em dentina decidua parcialmente
desmineralizada, sob a acéo de pré-

tratamento com os materiais (DMT, DMFP e ACP-CPP), seguido de CIV, através da Dureza Knoop, EDS,
Espectrocospia de Micro Raman e FEG

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar in vitro a permuta quimica e suas repercussdes quimico-mecénicas em dentina decidua parcialmente
desmineralizada, sob a acao de pré-

tratamento com os materiais (DMT, DMFP e ACP-CPP), seguido de CIV, através da Dureza Knoop, EDS,
Espectrocospia de Micro Raman e FEG

Objetivo Secundario:

Quantificar alteracdes em dureza da dentina decidua higida e desmineralizada, apés contato com CIV e os
produtos em teste.Quantificar alteractes

minerais em relacdo ao contetdo de fluor, célcio e fésforo envolvidos nas trocas ibnicas entre CIV e
substrato dentinario higido e desmineralizados,

com os produtos em teste.Comparar o contetido de fl(or, calcio e fésforo envolvidos nas trocas
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ibnicas entre CIV e substrato dentinario deciduo

higido e desmineralizado com os produtos em teste, e suas repercussfes nas propriedades quimico-
mecanicas em dentina decidua parcialmente

desmineralizada.Obter imagens relativas aos procedimentos efetuados em FEG para caracterizar aspectos
morfolégicos da carie artificial e

tratamentos realizados para oferecer subsidios referentes aos Dados de outros testes

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:
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equipamento de protecao individual.
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nas propriedades biomecénicas dentinarias.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
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propriedades quimico-mecéanicas dentinarias a partir do tratamento prévio da dentina remanescente com 0s
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alterar quimicamente a dentina decidua

desmineralizada remanescente, decorrente da realizac@o de tratamento restaurador atraumatico in vitro.
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Em anexo
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Solicita-se informar a Propesp e a Coep o término de projeto de pesquisa via plataforma Brasil para evitar
pendéncias apds a finalizagdo do mesmo.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Plataforma
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PONTA GROSSA - UEPG

Continuagéo do Parecer: 1.565.693

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 30/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 726397.pdf 13:04:42
Projeto Detalhado / |Projeto_Tese2016.docx 30/05/2016 | Gisele Fernandes Aceito
Brochura 13:02:35 |Dias
Investigador
Folha de Rosto Folha _de Rosto 2016.doc 30/05/2016 | Gisele Fernandes Aceito

12:59:08 | Dias

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

PONTA GROSSA, 30 de Maio de 2016

Assinado por:

ULISSES COELHO
(Coordenador)

Endereco: Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n° 4748. UEPG, Campus Uvararanas, Bloco M, Sala 100.

Bairro: Uvaranas CEP: 84.030-900
UF: PR Municipio: PONTA GROSSA
Telefone:  (42)3220-3108 E-mail: coep@uepg.br

Pagina 03 de 03




	Capa_ Tese Gisele final
	Ficha catalográfica fina 3
	01
	Capa_ Tese Gisele pós-defesa
	Ficha Catalográfica

	2
	PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEp Tese
	Tese Gisele Dias- pós Defesa


	Tese Gisele Dias- final
	PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEp Tese

