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Resumo

Objetivo: Analisar comparativamente as interacfes fisico-quimicas entre a dentina
sadia e em lesdes cervicais ndo cariosas (LCNCs) com um sistema adesivo
autocondicionante contendo o monémero funcional 10 meta-criloiloxidecil diidro-
genofosfato (10-MDP). Material e Métodos: O estudo foi realizado in vitro, utilizando
dentes humanos que apresentavam LCNC natural na face vestibular. Para o controle
(dentina sadia) foram confeccionadas cavidades classe V com uma ponta diamantada
acionada por ultrasom, na face lingual higida dos mesmos dentes, com extensdo e
profundidade aproximadas a LCNC natural da face vestibular. Os dentes foram
seccionados de tal forma a separar as faces vestibular e lingual a fim de permitir que as
leituras fossem feitas na superficie das cavidades. Espécimes provenientes de 4
dentes foram submetidos a Espectroscopia Fotoacustica no infravermelho por
transformada de Fourier (PAS-FTIR) antes e ap0s a aplicacdo do sistema adesivo nas
cavidades a fim de observar interagdes quimicas entre substrato dentinario e sistema
adesivo. Outros 4 dentes foram submetidos a espectroscopia micro-Raman (MR) a fim
de quantificar o teor mineral da dentina sadia (controle) e das LCNCs. Resultados: Os
espectros PAS-FTIR das LCNCs evidenciaram um incremento da area da banda
atribuida ao grupo fosférico (v1 P=O 1179 cm™) nos espécimes das LCNCs apds o
tratamento com adesivo, em comparac¢éo a dentina sadia (controle), indicando aumento
da intensidade das ligacGes vl P=0. Os espectros MR e PAS-FTIR das LCNCs
demonstraram uma area maior da banda atribuida a composicdo mineral da dentina
(PO, 961 cm™) e uma menor proporcdo matriz organica/mineral, respectivamente,
caracterizando uma &rea hipermineralizada, quando comparada a dentina sadia.
Concluséo: Os resultados sugerem que a adesdo de um sistema adesivo contendo o
mondmero funcional 10-MDP é mais intensa na dentina de lesdes cervicais nao

cariosas, comparada a dentina sadia em cavidades classe V preparadas.

Palavras chave: Adesédo, Dentina, Andlise Espectral Raman, Espectroscopia Infravermelho

Transformada de Fourier



Abstract

Objective: Analyze the physical-chemical interactions between the sound human dentin
and the dentin in non-carious cervical lesion (NCCL) with a self-etch system containing
the 10-Methacryloyloxydecyl dihydrogen phosphate (10-MDP) functional monomer.
Material and Methods: The study was conducted in vitro, using human teeth presenting
natural NCCLs on the buccal face. To the control group (sound dentin), Class V cavities
were fabricated on the sound lingual face of the same teeth using a ultrasound diamond
burs, with extension and depth similar to the natural NCCLs on the buccal face. The
teeth were sectioned in such a way as to separate the bucal and the lingual faces and
permit the readings were conducted on the surface of the cavities. The specimens
originating from 4 teeth were submitted to FTIR-PAS readings before and after the
adhesive system were applied on the dentin. Others 4 teeth were submitted to MRS
analysis in order to quantify the mineral content of the dentin in the sound dentin and
natural NCCLs. Results: The FTIR-PAS analyses demonstrated an increase in the
intensity of the area of the band attributed to the phosphoric group (v1 P=0 1179 cm™)
in the NCCL group, indicating an increase in the intensity of vl P=0O connections after
the treatment with the adhesive system. MRS and FTIR-PAS analyses demonstrated
the existence of a larger area intensity of the band attributed to the dentin mineral
compound (PO4 961 cm'l) and a minor mineral/protein ratio in the NCCLs, respectively,
characterizing a hypermineralized area, when compared to the sound dentin.
Conclusion: The results suggests that the adhesion of the adhesive system containing
the 10-MDP functional monomer is more intense in the dentin in non-carious cervical

lesion, compared to the sound dentin in class V prepared cavities.
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1. Introducéo

As lesdes cervicais ndo cariosas (LCNCs) constituem um grupo de lesbes de
complexidade diagnostica na pratica clinica odontolégica devido a sua etiologia
multifatorial (Levitch et al., 1994; Perez et al., 2012). Estas resultam da perda lenta e
progressiva da estrutura dentaria mineralizada causada pela associacdo de fenémenos
tais como eroséo, abrasao e abfracdo (Grippo; Simring; Schereiner, 2004).

Estudos laboratoriais tém demonstrado que a adesdo a dentina afetada por
LCNC pode ser comprometida podendo levar a uma presenca maior de falhas na
resisténcia adesiva das restauracoes (Tay et al., 2000, Kwong et al., 2002; Camargo et
al., 2008; Zimmerli et al., 2012). Isso ocorre provavelmente em funcdo das alteracdes
estruturais moleculares/quimicas que resultam num substrato menos favoravel a
adesao (Xu et al., 2009), uma vez que a dentina has LCNCs apresenta-se esclerosada,
dificultando a formacao da camada hibrida pela menor difusdo do primer e infiltracdo do
adesivo (Tay; Pashley, 2004). Embora o principal mecanismo de adesédo das resinas ao
substrato dental seja a retengcdo micromecanica resultante da formacdo da camada
hibrida e dos tags resinosos, recentemente tem-se voltado a atencao das pesquisas
para o beneficio de uma interacdo quimica adicional entre os mondémeros funcionais do
sistema adesivo e os componentes do substrato dental. (Yoshida et al., 2000, 2004;
Van Meerbeeck et al., 2003, 2011).

Nas LCNCs, o potencial de unido quimica do sistema adesivo é muito
importante para a qualidade e duracdo da adesdo (Perdigdo, 2010; Van Meerbeek et
al., 2011; Carvalho et al., 2012; Yoshida; Inoue, 2012). O mondmero funcional 10-meta-
criloiloxidecil diidro-genofosfato (10-MDP), presente em alguns sistemas adesivos
comerciais, tem demonstrado bom potencial de ligacdo quimica a hidroxiapatita,
formando uma “nanocamada” capaz de aumentar a efetividade e a longevidade da
adesdo (Yoshida et al., 2004; 2012). Essa unido é mais estavel a degradacéao hidrolitica
gue aquela promovida por outros monémeros funcionais, tais como o 4-metacriloiloxietil
acido trimelitico (4-META) e o 2-metacriloxietil fenilhidrogeno-fosfato (phenyl-P)
(Yoshida et al., 2004; Yoshihara et al., 2010). Logo, especula-se se a adesédo quimica
entre um sistema adesivo contendo o monémero funcional 10-MDP e as lesdes

cervicais néo cariosas ocorre de forma mais intensa em comparagdo com a dentina
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sadia (Carvalho et al., 2012).

Assim, a proposta do presente trabalho foi caracterizar os componentes
estruturais da dentina em LCNC e da dentina sadia em cavidades preparadas, e
comparar 0s espectros da dentina em LCNC e da dentina sadia antes e apds a
aplicacdo de um adesivo autocondicionante contendo o monémero funcional 10-MDP,

a fim de identificar diferencas nas ligacdes quimicas que caracterizam a adesao.
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2. Materiais e métodos

Este estudo in vitro foi realizado ap6s a aprovacido do Comité de Etica Local
(CAAE:25006614.3.0000.0104). Os dentes utilizados foram extraidos por motivos
periodontais e/ou ortodonticos, apresentando lesdes cervicais ndo cariosas na face
vestibular. Apds a sua extracdo, os dentes foram doados pelos pacientes mediante a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo). Dos 8 dentes
doados, 4 incisivos foram utilizados para a andlise das interagbes quimicas entre
sistema adesivo/ dentina em LCNCs enquanto 4 pré-molares foram utilizados para as
analises da composicédo mineral do substrato.

Todos os dentes apresentavam o grau de esclerose dentinaria 4, de acordo com
a escala de esclerose modificada por Ritter et al. (2008). O grau 4 é atribuido a LCNC
com presenca de esclerose significativa, na qual a dentina é amarela escura ou
amarronzada com aspecto petrificado, com significante translucéncia ou evidente

transparéncia (Figura 1).

Figura 1. Dente com LCNC natural de grau 4 na face vestibular de um incisivo inferior.

2.1. Preparo dos fragmentos dentéarios
ApoOs a extracdo, os dentes foram limpos com gaze estéril e soro fisiologico. Os

tecidos periodontais remanescentes foram removidos com o auxilio de curetas
periodontais (Hu-Friedy). Ap0s a limpeza, os dentes foram armazenados em soro
fisiologico a 4°C.

Em todos os dentes utilizados neste experimento, as LCNC localizavam-se na

regido cervical da face vestibular. Cavidades de Classe V foram confeccionadas na
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face lingual higida do mesmo dente, com o0 uso de uma ponta diamantada cilindrica
CVDentus (C1 1.0 x 4.0 mm) acoplada a um aparelho ultrasom (CVDent1000,
CVDVale, Sao Carlos, SP), sob refrigeracdo continua de 4gua. As cavidades foram
preparadas na dentina sadia com dimensfes e formato aproximados aos das LCNCs
correspondentes, servindo como controle.

Em seguida, fragmentos dentarios das faces vestibular e lingual, contendo as
LCNCs e as cavidades preparadas, foram obtidos de cada dente. Os dentes foram
seccionados com um disco diamantado acionado em baixa rotagéo, refrigerado com
agua. A sequéncia dos cortes obedeceu a seguinte ordem: primeiramente um corte na
regido superior da lesdo para separa-la da coroa. Em seguida, um novo corte na regiao
inferior, para remover os 2/3 apicais da raiz. Por fim, um corte no longo eixo do dente,
com o objetivo de separar os espécimes contendo as cavidades natural (LCNC) e

preparada (classe V) nas faces vestibular e lingual, respectivamente (Figuras 2 e 3).

12 espectro 22 espectro

LCNC
LCNC com
adesivo
A

[
______ [
r 9 I

| > ! ka | e e : ! ClasseV ek

/] / / / S com adesivo
LCNC LCNCe - y
Natural Cavidade Cortes Analises
classe V

Figura 2. Esquema ilustrativo da sequéncia do preparo e cortes dos dentes para obtencéo
espécimes das cavidades natural (LCNC) e preparada (classe V) para a obtencéo dos

espectros.
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Figura 3. Lesdao cervical ndo cariosa (LCNC) na face vestibular (A) e a cavidade

preparada na face lingual (B) do mesmo dente.

2.2. Aplicagéo do sistema adesivo

A composicdo do sistema adesivo autocondicionante contendo o mondmero
funcional 10-MDP utilizado neste experimento é apresentada na Tabela 1. A aplicacdo
foi realizada seguindo as recomendacdes do fabricante. Com um microbrush
ligeiramente embebido no produto, sem excessos, o adesivo foi aplicado ativamente
por 20 segundos. Em seguida, foi aplicado uma leve corrente de ar sobre o liquido por
cerca de 5 segundos, até que ele ndo se movesse e a evaporacao do solvente
ocorresse completamente. Por fim, o sistema adesivo foi fotopolimerizado (LED Radii,

SDI, Austrélia) por 10 segundos.

Tabela 1. Composicao e nimero de lote do sistema adesivo autocondicionante utilizado no
estudo

Produto Composicéo Lote

MDP (C14H2706P)
TEDGMA (C14H2,05)
Bis-GMA (ngngOg)
Copolimero do acido

Single Bond . L.
Univgersal M/ polialcendico (C,;H330g)
HEMA (CgH1003)
ESPE Dental . o 507329
Products. St metacrilato modl(l‘lsq%d()) (CsHgOy)
! carga (SiO,
Paul, MN, USA agua (H20)
silano (SiHy)
alcool (C,Hg0)
iniciadores
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2.3. Analise das interacfes quimicas entre sistema adesivo e substrato
dentinario

A técnica de Espectroscopia Fotoacustica no infravermelho (PAS-FTIR) via
transformada de Fourier fornece as bandas de absorcédo 6ptica da amostra, as quais
sdo consideradas como a impressao digital de moléculas especificas e,
consequentemente, permite a obtencdo de informacbes sobre as modificacbes
guimicas no espécime, expresso por meio de mudancgas e/ou surgimento de novos
picos.

Para determinar a profundidade da analise na presente condi¢do experimental é
importante considerar que a técnica PAS-FTIR tem como espessura de prova da
leitura, o comprimento de difus&o térmica (cm), definido como: p=[D3 /(21 v)]* em que
D é a difusibilidade térmica da amostra (cm?/s), v é a velocidade do espelho (cm/s), e 3
€ o comprimento de onda da radiacdo incidente (cm). Esse parametro € a dimenséao
sobre a qual a amplitude da onda térmica decai para 1/e de sua amplitude original e
gue tem sido usada para analisar a profundidade aproximada da amostra onde o sinal
fotoacustico é gerado.

Na presente condicdo experimental, a amostra analisada era composta de duas
superficies, com uma interface hibrida resultando em valores efetivos para a
difusibilidade térmica. Esses valores dependem de cada valor do pardmetro u, de
acordo com o comprimento de onda da irradiacéo incidente. Para a dentina na direcado
tubular, D=2.5x10"° cm?/s (Magalh&es et al., 2008).

A leitura da difusividade térmica do adesivo, pela técnica de lente térmica
descrita por Snook et al. (1998), forneceu o valor de D=(1,58 + 0,07).10° cm#s. Como
a excitacdo da irradiacdo foi incidente sobre o adesivo na amostra, y foi estimado
usando o valor da difusividade térmica do adesivo. Assim, usando v= 0.64 cm/s, foi
calculado, por exemplo a profundidade de prova da medida para a energia de 1.176
cm™ (3 =8.5x10" cm), resultando em um valor da ordem de 5.8 ym. Ou seja, a
profundidade de inspecdo da técnica nas leituras realizadas neste trabalho foi da
ordem de 6 um. Considerando que a pelicula de adesivo pode variar entre 2-3 um
(Ubaldini et al., 2012; Yoshihara et al., 2013), esse dado permite afirmar que a técnica

foi capaz de realizar a leitura na dentina incluindo a regido hibrida abaixo do sistema
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adesivo.

Os experimentos foram realizados em um Espectrometro Nicolet equipado com
uma célula fotoacustica, modelo MTEC 200. Este equipamento permite monitorar a
absorcdo da substancia de interesse em uma profundidade especifica da amostra,
fornecendo assim o perfil de distribuicdo das substancias ao longo da espessura da
amostra. Todos os espectros foram coletados com uma resolucdo de 8 cm™, e com a
velocidade de escaneamento de 0,5 cm/seg. A regido espectral das medidas esta
compreendida no intervalo de energia entre 4000 e 400 cm™.

Apos inserir a amostra, a célula fotoacustica foi preenchida com gas hélio. Isto
permite minimizar a interferéncia sobre os espectros de absorces Opticas provenientes
das moléculas de oxigénio e da 4gua presentes no ar e na superficie da amostra. Os
corpos de prova tiveram seus espectros mensurados antes e apos serem submetidos
ao tratamento. O proximo passo consistiu na avaliacdo do espectro do sistema adesivo.
Para isso, foi confeccionado um disco de adesivo puro aplicando-se 1 mL do material
sobre uma lamina de vidro histolégica. Apos a fotoativagdo por 20 segundos com LED
(RAdii, SDI) o disco foi inserido no equipamento para medicdo. Esta etapa é importante
para diferenciar a composicdo do adesivo daquela da estrutura dentaria, verificando
entdo, as diferencas entre os picos de absorcao fotoacustica provenientes do adesivo e
do dente.

Os dados foram transferidos para o programa Origin (OriginPro 8 Corporation,
Northampton, MA, USA). O intervalo espectral total foi dividido em 2 regibes espectrais
(2180 a 400 cm™; 1800 a 550 cm™). Para as duas regibes foi estipulado um
comprimento de onda especifico para se realizar a normalizagdo dos dados em 1460
cm™ (estiramento CH). Essa banda foi selecionada por estar presente com intensidade
constante, simultaneamente nos espectros da dentina nas LCNCs e na dentina sadia
das cavidades preparadas. Logo apos, os graficos foram gerados para cada dente
individualmente e a partir destes foi possivel calcular o espectro médio das amostras
da dentina sadia (controle) e da LCNC.

Com o objetivo de observar as intera¢cdes quimicas entre o substrato dentinario
e o sistema adesivo, 0 espectro do adesivo puro foi subtraido dos espectros de dentina

controle com adesivo (controle com adesivo - adesivo) e lesdo com adesivo (lesdo com
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adesivo - adesivo). Ao realizar essa subtracdo, as eventuais sobreposicées de bandas
associadas ao adesivo sobre as bandas do substrato dentinario nos espectros foram
eliminadas. Assim, possiveis mudancas/surgimentos de picos no espectro da dentina
em decorréncia da aplicacdo do adesivo puderam ser visualizadas. Também foram
obtidas as quantificagcdes numéricas dos espectros por meio da integracdo da curva da
banda em 1179 cm™ (vl P=0) para célculo da respectiva area nos espécimes de
dentina sadia e em LCNC.

Para avaliar diferencas na proporcdo proteina/mineral entre a dentina sadia
(controle) e em LCNC, as intensidades relativas das bandas de absor¢cao atribuidas a
amida | e do fosfato foram comparadas. Para calcular a proporcdo matriz
organica/inorganica (M:M) das amostras, as intensidades das bandas de absorgao
fotoacUstica da amida | (1650cm™) foram divididas pelas intensidades das bandas do
fosfato (560, 600 e 1040 cm™). Esse célculo foi realizado no espectro médio das
amostras da dentina sadia (controle) e da LCNC, antes e depois da aplicacdo do
adesivo.

2.4. Analise da composi¢cdo mineral da dentina sadia (controle) e da LCNC

A analise da composicdo mineral da dentina sadia (controle) e da LCNC foi
realizada por meio da espectroscopia micro-Raman (MR). Os experimentos foram
realizados em um Espectrdmetro Raman Burker, equipado com um microscopio
confocal, modelo Senterra. O mecanismo de acdo deste equipamento baseia-se no
espalhamento no infravermelho, ou seja, a fonte de irradiacdo luminosa (laser de
comprimento de onda visivel) excita a matéria estudada. Nesta interacdo é obtido o
efeito Raman, o qual possibilita o estudo de vibragbes em nivel molecular.

Os corpos de prova selecionados para este experimento tiveram seus espectros
mensurados sem a aplicacdo do adesivo e em 3 pontos distintos na superficie. Todas
as medidas foram coletadas com uma resolucdo de 4 cm™, em uma regido espectral
compreendida entre 3500-450 cm™. Cada espectro foi obtido a partir de uma média de
1000 leituras a fim de diminuir a relagéao sinal/ruido, com comprimento de onda do laser
de 1064 nm, poténcia igual a 150 mW e com ganho da objetiva de 40 vezes. Além do
namero elevado de leituras, a diminuicdo da temperatura (-84°C) do detector foi outra

estratégia realizada a fim de melhorar o padrdo do sinal obtido. Foram padronizados
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para todas as leituras a utilizacdo de um espelho como suporte, a selecdo da area da
face a ser medida, bem como a focalizacdo manual seguida da obtencédo do foco
automatico.

Todos os espectros foram colocados em uma mesma linha de base e
normalizados com o auxilio do software OPUS Spectroscopy Software (Burker Optics).
Além disto, o programa Origin (OriginPro 8 Corporation, Northampton, MA, USA) foi
utilizado para a obtencédo das quantificacdes numéricas dos espectros MR por meio da
integracéo de cada curva da banda em 961 cm™ (fosfato) para célculo da respectiva
area e média dos 3 pontos distintos medidos nos espécimes de dentina sadia (controle)
e em LCNC.

3. Resultados

3.1. Anadlise das interacdes quimicas entre sistema adesivo e substrato
dentinario

Os espectros de absor¢cdo fotoacustica do adesivo (Figura 4) e das dentinas
sadia e com LCNC (Figura 5) foram mapeados e os grupos funcionais referentes a

composicdo dos mesmos foram identificados.
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Figura 4. Espectro de absorcéo fotoacUstica do adesivo puro com os grupos funcionais identificados.
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Figura 5. Espectros de absorc¢ao fotoacUstica da dentina sadia (controle) e nas lesdes cervicais ndo

cariosas (LCNCs) e os componentes de matriz organica e inorgéanica identificados.

As Figuras 6, 7 e 8 referem-se as andlises dos espectros normalizados em 1460
cm™ obtidos por meio da técnica PAS-FTIR. Foi selecionado o intervalo espectral entre
1800 a 500 cm™, o qual representa a regido de interesse do presente estudo. Na figura
6, estdo apresentados os espectros de dentina sadia (controle) e dentina na lesao
cervical ndo cariosa (LCNC), onde foram identificados os picos referentes a
composicdo organica nos comprimentos de onda: amida | 1650 cm™ , amida Il 1550
cm?, amida Il 1240 cm™, e a inorganica com o fosfato (PO4) na regido de
comprimento de onda de 560, 600 e entre 900 a 1200 cm™.

19



1,2 Fosfato

1,0
Amida Il Fosfato
0,8 ‘
©
2 06
©
£
%)
0,4
0,2+
i Controle
0,0} - LCNC

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500

Comprimento de onda (cm™)

Figura 6. Espectros de absorcéo fotoacustica de dentina sadia (controle) e em lesdo cervical ndo
cariosa (LCNC).

Apbs a aplicacdo do adesivo (figura 7), foram identificados os grupos funcionais
nos comprimentos de onda referentes ao sistema adesivo: monémero metacrilato
(carbonil C=0 1720 cm™, CH,CH3 1457 cm™), BIS-GMA (C=C 1638 cm™, C-O-C 1140
cm™, (CHs),-C 1300 cm™, C-O-CsH, 1260 cm™, C¢H, 840 cm™), carga (SiO, 1105 cm™).
As bandas associadas a composicdo mineral e organica foram observadas nos
espectros da dentina controle e em LCNC nos comprimentos de onda: P=0(1179 cm™),
amida | (1650 cm™), amida Il (1550 cm™), amida Il (1240 cm™). As barras horizontais
mostram que o pico em 1179 cm™ apresenta maior intensidade relativa em relacdo a
banda em torno de 1100 cm™, quando se compara os espectros das amostras com
LCNC e controle.
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Figura 7. Espectros médios de absorc¢éo fotoacustica do adesivo, da dentina sadia (controle com
adesivo) e em lesdo cervical ndo cariosa (LCNC com adesivo) apds o tratamento. As barras
horizontais evidenciam a maior intensidade relativa do pico em 1179 cm™ em relacéo & banda em

torno de 1100 cm™, no espectro LCNC comparado ao controle.

A Figura 8 apresenta a subtracdo do sistema adesivo dos substratos dentinarios
(controle com adesivo e LCNC com adesivo). Nessa figura também se observa um
comportamento diferente no comprimento de onda 1179 cm™ (P=0) entre os grupos
(controle e LCNC), sendo mais intensa e estreita para a dentina na LCNC com adesivo.
Na figura 8b o espectro foi corrigido para ter o minimo da subtracéo na linha do zero e

assim permitir calcular a area da banda em 1179 cm™.
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Figura 8. Espectros de absorcéo fotoacuUstica das subtracdes do sistema adesivo das dentinas

controle e em lesao cervical ndo cariosa ap6s o tratamento (Controle com adesivo - adesivo e

LCNC com adesivo - adesivo). 8A.Subtracdo dos espectros normalizados em 1460 cmt

8B. Espectro corrigido na linha do zero.
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A Tabela 2 mostra os valores das &reas integradas da banda em 1179 cm?,
referentes as ligacdes vl P=0, que podem ser atribuidas a interacdo entre o sistema
adesivo e a dentina. Nota-se que numericamente o valor médio encontrado nos

espécimes com LCNC é maior, comparado a dentina sadia (controle).

Tabela 2. Valores das areas integradas da banda 1179 cm™ (média + desvio-padrao, n=4) referente

ao grupo fosforico (P=0) dos espécimes de dentina sadia (controle) e com lesé&o cervical ndo
cariosa (LCNC).

Area integrada da banda 1179 cm™

Dente
Controle LCNC
5 3,79 20,21
6 14,92 16,74
7 15,38 13,26
8 12,73 20,85
Média + Desvio padrao 11,70 + 5,40 17,77 + 3,50

3.2. Andlise da composicao mineral da dentina sadia (controle) e da LCNC
Os valores das propor¢cdes matriz organica/mineral (M:M) antes e apls a

aplicacéo do adesivo estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Proporcdo Matriz organica:Mineral (M:M) da média dos espectros na dentina sadia

(controle) e nas lesdes cervicais ndo cariosas (LCNC) antes e ap6s a aplicacdo do adesivo.

Amida | (1640 cm™)/fosfato
560cm®  600cm™ 1040 cm™

Tratamento Substrato

. Controle 1,11 1,01 1,11

Sem adesivo
LCNC 1,06 0,94 1,06
) Controle 0,92 0,96 0,73

Com adesivo
LCNC 0,79 0,83 0,66

Os valores obtidos das éareas integradas dos 3 pontos distintos medidos na
superficie da dentina sadia e LCNC de cada dente estao representados na Tabela 4. A

Figura 9 representa a diferenca na média das intensidades entre 0s grupos.
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Tabela 4. Areas integradas da banda 961 cm™ (fosfato v1) da dentina sadia (controle) e

com lesdo cervical ndo cariosa (LCNC).

Area integrada da banda 961 cm™

Dente
Controle LCNC
1 129 139
2 129 134
3 145 149
4 120 136
Média + Desvio padréo 130,75+ 10,4 139,5+ 6,66

6 T T T T T
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—— Média LCNC

©
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Figura 9. Média dos espectros de absorcdo do fosfato em 961 cm™ demonstrando a

diferenca de intensidade entre a dentina sadia (controle) e com leséo cervical ndo cariosa (LCNC).
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4. Discusséo

Até o0 presente momento, este € 0 primeiro estudo que descreveu
comparativamente as interacdes quimicas entre a dentina humana em lesdes cervicais
nao cariosas e em dentina sadia e um sistema adesivo autocondicionante contendo o
mondmero funcional 10-MDP.

Para avaliar espectroscopicamente se ha ligacdo quimica do adesivo com a
por¢ao organica ou inorganica da dentina deve-se analisar se houve mudangas nas
bandas de absorcdo atribuidas ao substrato dentinario (Spencer et al., 1992). Nos
espectros médios apés o tratamento (Figura 7), nota-se que a banda em 1179 cm™ na
LCNC apresentou maior intensidade relativa em relacdo a banda da silica (SiO,)
comparada ao controle, conforme ilustrado pelas barras paralelas. Entretanto, observa-
se que ocorreram sobreposi¢cdes das bandas atribuidas ao sistema adesivo sobre as
do substrato dentinario. Wang et al. (2008) ao utilizarem a técnica PAS-FTIR, também
observaram uma sobreposicdo das bandas atribuidas ao fosfato (1200 a 900 cm™) da
dentina & banda do SiO; do adesivo, enquanto a regido da amida | (1650 cm™) estava
sobreposta a regido do adesivo de 1680 a 1620 cm™. Esses fatores causam uma
limitacdo das analises univariadas, dificultando a revelacdo de mudancas minimas nos
espectros (Wang et al.,, 2008). Tendo em vista essas sobreposi¢cdes, neste estudo
optou-se por aprofundar a analise realizando a subtracdo entre os espectros do
adesivo e os das dentinas, controle e LCNC, ap6s o tratamento com o sistema adesivo
(Figura 8), de modo que as bandas associadas ao dente e o surgimento/mudancas dos
picos pudessem ser melhor evidenciados. Este procedimento permitiu melhorar a
visualizacdo da banda em 1179 cm™, caracteristica da absorcdo 6ptica do grupo
fosforico (v1 P=0), onde na subtracdo das amostras LCNC ficou mais intensa e mais
estreita se comparada a da amostra controle.

Em estudo recente, Ubaldini et al. (2012), sugerem que 0 aumento da
intensidade da banda em 1179 cm™ esta relacionado a interacdo quimica do adesivo
com a matriz inorganica da dentina, mais especificamente entre o grupo éster do
adesivo e as moléculas de célcio e fosfato da dentina, ocasionando a formacdo do
complexo calcio/fosfato éster. As investigacfes de Fu et al. (2004), também relataram

mudancas do grupo vl P=0 em 1179 cm™, sugerindo intera¢des quimicas ao utilizar
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um primer autocondicionante. Assim, com 0 objetivo de avaliar quantitativamente uma
possivel diferenca entre as amostras com adesivo, nas dentinas controle e LCNC, no
presente trabalho foram calculadas as &areas desta banda em 1179 cm™, no intervalo
entre 1218 e 1052 cm™ (Tabela 2). O valor médio encontrado nos espécimes com
LCNC é maior, sugerindo uma maior interacado quimica com esse substrato.

A literatura tem demonstrado que o mondémero funcional 10-MDP presente no
sistema adesivo autocondicionante utilizado nesse estudo, é capaz de formar ligacbes
guimicas com a hidroxiapatita (sais de Célcio-MDP) e, assim, melhorar a performance
e longevidade da adesdo em restauracOes adesivas (Yoshida et al., 2004; Peumans et
al., 2010; Yoshida et al., 2012). Esse processo tem sido justificado pela formacédo de
uma “nanocamada’, a qual é composta por duas moléculas de 10-MDP com 0s grupos
metacrilatos voltados para si e o grupo hidrogénio fosfato afastados um do outro, onde
0 metacrilato se liga aos ions de calcio e o grupo hidrogénio fosfato a dentina
(Yoshihara et al.,, 2010). As ligacdes quimicas, evidenciadas no presente estudo
(Figura 8) entre o grupo éster do adesivo (metacrilato) e as moléculas de calcio e
fosfato da dentina podem ser atribuidas a formacéo desses sais de Célcio-MDP da
‘nanocamada” em decorréncia da interacdo do sistema adesivo com o substrato

dentinario.

Para promover adesao quimica efetiva com a dentina, o monémero funcional 10-
MDP precisa ter uma concentragdo alta. Especula-se também que a adi¢do dos outros
componentes na formulacdo dos sistemas adesivos pode diminuir a formacéo da
‘nanocamada” e, assim, o potencial de interagcdo quimica dos sistemas adesivos
autocondicionantes (Yoshihara et al.,, 2011). Ao investigar os sistemas adesivos
comerciais contendo 10-MDP na formacdo da nanocamada utilizando difragéo de raios-
X, espectroscopia de raio-x de energia dispersiva e microscopia de transmissao de
elétrons, Yoshida et al. (2012) observou que o0 mesmo sistema adesivo utilizado no
presente estudo, apresentou uma “nanocamada” menos proeminente em dentina
humana sadia, comparado ao sistema adesivo Clearfl SE Bond (Kuraray),
possivelmente devido a uma menor concentracdo do monémero 10-MDP e também
pela presenca do acido polialcendico (co-polimero presente no Single Bond Universal -

3M/ESPE), que pode ter competido com o 10-MDP pelo mesmo sitio de Ca-adesao na
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hidroxiapatita. No entanto, em uma dentina hipermineralizada (grau 4 de esclerose)
como nas LCNCs do presente estudo, a concentracdo relativamente baixa do
mondémero 10-MDP do sistema adesivo utilizado, foi suficiente para produzir uma
interacdo quimica com mudancas nos espectros, quando comparada a dentina sadia
(Tabela 2).

Além disso, ao aplicar ativamente o sistema adesivo (como recomendado pelo
fabricante do Single Bond Universal®) 3M/ESPE), é promovido um melhor contato das
moléculas de 10-MDP com a dentina, aumentando assim a concentracdo de 10-MDP
em contato com a hidroxiapatita (Yoshihara et al., 2011). Considerando esses fatores,
ao utilizar sistemas adesivos com concentraces maiores de 10-MDP seria esperado
qgque uma melhor interacdo quimica ocorresse na dentina com lesdo cervical ndo
cariosa.

As analises PAS-FTIR e MR demonstraram que a dentina nas LCNC apresentou
uma menor propor¢cdo matriz organica/mineral do que na dentina sadia e
numericamente um maior teor mineral que a dentina sadia, uma vez que foi observada
uma maior intensidade nas areas do fosfato v1 na dentina em LCNCs, caracterizando
uma zona de dentina hipermineralizada (Tabelas 3 e 4). Esses achados corroboram
com estudos previamente realizados sobre as diferencas moleculares/estruturais nas
fases organicas e inorganicas entre a dentina sadia e em LCNC usando a
espectroscopia Raman (Xu et al., 2009) e PAS-FTIR (Mixson et al.,1995).

Pelo fato da dentina esclerdtica ser hipermineralizada podendo dificultar a
formacdo da camada hibrida, devido as alteracbes moleculares/quimicas resultarem
num substrato menos favoravel a adeséo (Xu et al., 2009), a asperiza¢ao da superficie
das LCNCs tem sido recomendada (Van Dijken, 2010; Van Landuyt et al., 2011; Van
Dijken, 2013). Alguns estudos defendem a remog¢&o da camada superficial esclerética a
fim de aumentar a retencdo intra-tubular (Kwong et al., 2002; Van Dijken, 2010).
Porém, de acordo com Tay, Pashley (2004) a remog¢&o da camada hipermineralizada
antes do procedimento adesivo em LCNCs pode nao resultar num aumento da
resisténcia adesiva, uma vez que a dentina esclerdtica pode ainda conter cristalitos
capazes de impedir a infiltracdo do adesivo dentro dos tubulos dentinarios. Além disso,

numa recente revisdo sistematica da literatura, a hipotese nula, de que ndo haveria
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diferenca na taxa de sobrevivéncia das restauracdes inseridas em LCNCs submetidas
a diferentes tratamentos de superficie, ndo pdde ser testada devido o numero reduzido
de estudos que comparam a influéncia da asperizagdo da dentina no grau de retencdo
de restauragbes em LCNC (Santos et al., 2014). Por outro lado, um estudo recente
(Lugue-Martinez et al., 2013) demonstrou que a performance adesiva de sistemas
autocondicionantes contendo 10-MDP na dentina esclerotica de dentes bovinos, nao
preparada (grupo controle) foi superior quando comparada a superficie preparada com
pontas diamantadas.

No presente estudo, a dentina sadia foi preparada com ponta diamantada
acionada por ultrasom de modo a obter uma superficie livre da camada de detritos
(smear layer). Um estudo recente demonstrou que a auséncia total dessa camada de
detritos melhorou a efetividade de ades&o de sistemas adesivos autocondicionantes
moderados e ultra-moderados com a dentina (Suyama et al., 2013). Apesar disso, no
presente trabalho, a adesdo quimica ocorreu com maior intensidade na dentina em
LCNC do que na dentina sadia. Considerando que o sistema adesivo contendo o
mondmero funcional 10-MDP utilizado tem afinidade quimica com a hidroxiapatita, a
remocdo da camada hipermineralizada com brocas ou condicionamento &acido prévio
parece ser desaconselhavel, pois poderia diminuir o potencial de adesdo quimica com

esse tipo de adesivo.

Estudos in vitro apresentam limitacbes na simulacdo da real condicdo clinica.
Além disso, existem diferencas na composicdo e grau de mineralizacdo entre os
dentes. Para minimizar essa condi¢cdo e permitir a comparacao direta entre 0s grupos
testados, evitando que possiveis diferencas na permeabilidade entre os dentes
pudessem interferir no resultado entre a dentina em LCNC e a dentina sadia (controle),
as cavidades foram testadas de forma pareada, ou seja, 0 mesmo dente recebeu a
cavidade controle na face oposta da superficie com LCNC natural. Vale a pena
salientar a dificuldade de se obter amostras de dentes humanos com LCNC naturais.
Estudos em continuidade a este sdo necessarios, de modo que sejam testados outros
sistemas adesivos, com concentracdes diferentes do monémero 10-MDP, em outros
tipos de substrato dentinario como lesdes cariosas cavitadas ativas e inativas,

utilizando diferentes técnicas de analise.
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5. Concluséo
Os resultados sugerem que a adesao de um sistema adesivo contendo o

mondmero funcional 10-MDP é mais intensa na dentina de lesdes cervicais nao

cariosas, comparada a dentina sadia em cavidades classe V preparadas.
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Anexo
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada “INTERACOES
FISICO-QUIMICAS NA INTERFACE SISTEMA ADESIVO/DENTINA EM LESOES
CERVICAIS NAO CARIOSAS”, que faz parte do curso de Odontologia da Universidade
Estadual de Maringa e é orientada pela prof2 Dr2 Renata Corréa Pascotto. O objetivo da
pesquisa € estudar serd analisar e comparar as interacdes fisico-quimicas na interface
entre sistema adesivo odontolégico e a dentina humana sadia e com leséo cervical ndo
cariosa , utilizando Espectroscopia micro-Raman (MR) e Espectroscopia Fotoacustica
no infravermelho via transformada de Fourier (PAS_FTIR). Os adesivos dentarios sao
materiais que desenvolvem um mecanismo de unido fisico/quimica entre a resina
composta e o dente, por meio da permeacao nos espacgos existente na superficie do
dente. Os testes serdo realizados em laboratério (in vitro) com a utilizacdo de dentes
humanos que apresentem a lesdo cervical ndo cariosa, ap0s a aprovacao do
projetopelo Comité de Etica em Pesquisa.

Os resultados obtidos servirdo como base de dados para a realizacdo,
publicacdo e apresentacdo de trabalhos cientificos. E direito do participante o
esclarecimento de qualquer duvida relacionada a realizacdo da pesquisa. A
participacdo serd isenta de qualquer gasto ou recompensa, sendo totalmente
voluntaria. Além disso, o participante tera a liberdade de retirar seu consentimento a
gualquer momento e deixar de participar do estudo.

A sua participagéo se dara da seguinte forma: Apos a exodontia dos seus dentes
indicados para extragdo por motivos periodontais e/ou ortoddnticos, vocé assinara um
termo de cesséo desses dentes, estando ciente de que eles serdo utilizados com a
finalidade de realizacdo de pesquisas laboratoriais. Quando desejar, vocé podera
requisitar novamente os dentes que foram cedidos, mesmo que estejam restaurados ou
seccionados.

E importante ressaltar que os testes realizados utilizando os seus dentes n&o
permitirdo a sua identificacdo, mantendo-se sempre em sigilo a identidade do
participante, ndo havendo riscos inaceitaveis no desenvolvimento desta pesquisa. Apés
a utilizacdo do dente cedido, este material bioldgico sera descartado da mesma forma
como seria apoOs sua extracao, ou seja, em lixo hospitalar de material contaminado. O
beneficio esperado pelo resultado da pesquisa, sera proporcionar novos
conhecimentos na area da odontologia adesiva, estabelecendo padrdes adesivos que
aumentem a longevidade clinica de restauracdes dentarias em dentes com lesdes por
erosao.

Caso vocé tenha mais davidas ou necessite maiores esclarecimentos, pode nos
contatar nos enderecos abaixo ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UEM,
cujo endereco consta deste documento. Este termo devera ser preenchido em duas
vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a
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VOCE.

B, (nome por extenso do
sujeito de pesquisa) declaro que fui devidamente esclarecido e concordo em participar
VOLUNTARIAMENTE da pesquisa coordenada pela Prof2 Dra Renata C. Pascotto,
aceitando ceder dente(s) permanente(s) para o o Departamento
de Odontologia da UEM.

Estou ciente de que este(s) dente(s) foi (foram) extraido(s) por indicacao
terapéutica, como documentado em meu prontuario e de que o(s) mesmo(s) sera(ao)
utilizado(s) para pesquisa.

Assinatura

BU, (nome do pesquisador ou do
membro da equipe que aplicou o TCLE), declaro que forneci todas as informacdes
referentes ao projeto de pesquisa supra-nominado.

Assinatura do pesquisador

Qualquer duvida com relacdo a pesquisa podera ser esclarecida com as
pesquisadoras, conforme o endereco abaixo:
Nome: Renata Corréa Pascotto e Bruna Medeiros Bertol de Oliveira
Endereco: Av. Mandacaru, 1550, Maringa,PR
(telefone/e-mail): 3011-9051 renatapascotto@gmail.com
Qualquer duvida com relacdo aos aspectos éticos da pesquisa poderd ser
esclarecida com o Comité Permanente de Etica em Pesquisa (COPEP) envolvendo
Seres Humanos da UEM, no endereco abaixo:
COPEP/UEM
Universidade Estadual de Maringa.
Av. Colombo, 5790. Campus Sede da UEM.
Bloco da Biblioteca Central (BCE) da UEM.
CEP 87020-900. Maringa-Pr.
Tel: (44) 3261-4444 E-mail: copep@uem.br
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