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Resumo

Objetivos: Comparar a interface adesiva de um novo adesivo funcional em
dentina erodida com wuma estratégia gold-standard, com recurso a testes de
microtracdo (UTBS), nanodureza (GPa) e moddulo de elasticidade reduzido

(GPa).

Materiais e Métodos: Foram distribuidos aleatoriamente por 4 grupos
experimentais, 44 molares permanentes humanos higidos, todos sujeitos a
erosdo artificial com acido citrico (0.05M; 3x por dia, 5 dias). Os grupos
incluiram o controlo Clearfil SE Bond 2 (CFSE) e um grupo experimental
Clearfil SE Protect (CFP), em dois tempos diferentes — ao imediato (24h) e a
longo prazo (3 meses — 3M). As amostras foram seccionadas em
microespécimes para PTBS (n=8) e em fatias transversais de 2 mm para os
ensaios de nanoindentagdo (n=3). Os grupos CFSE 3M e CFP _3M foram
armazenados em saliva artificial. A analise estatistica contemplou o teste
ANOVA two-way para os resultados de pTBS, enquanto que os resultados de
dureza/modulo de elasticidade foram analisados com recurso a um teste de

Kruskal-Wallis (nivel de significancia de 5%, SPSS v.27.0).

Resultados: Embora ndo se tenham verificado diferengas significativas nos
valores de uTBS entre os grupos testados, tanto a curto (24 h) como longo
prazo (3 meses) (p>0,05), foi observada uma tendéncia crescente no grupo
CFP_3M nos testes de microtragdo. Em relacdo aos testes de dureza, ndo foram
observadas diferengcas na camada hibrida, entre as duas variaveis (p=0.05),
enquanto o modulo de elasticidade reduzido aumentou no grupo CFP _3M

comparado com CFP_24.

Conclusdo: O adesivo CFP demonstrou resisténcia adesiva e propriedades
mecanicas semelhantes ao CFSE, com potencial de refor¢o e remineralizagdo

da interface erodida. Esta estratégia podera ser promissora a longo prazo.

Palavras-chave: adesivo funcional, dentina erodida, propriedades mecanicas,

resisténcia adesiva.






Abstract

Introduction: To compare the adhesive interface in eroded dentin, formed by
a functional dental adhesive and a gold standard strategy, by testing

microtensile bond strength (WTBS), hardness and elastic modulus.

Materials and Methods: Permanent sound human molars were randomly
allocated to 4 experimental groups, all subject to artificial erosion (0.05 M
citric acid; 3x daily, 5 days). Groups included control Clearfil SE Bond 2
(CFSE) and experimental group Clearfil SE Protect (CFP), in two different
times - immediate (24h) and long-term (3 months — 3M). Samples were
sectioned into microspecimens for UTBS testing (#=8) and into 2-mm thick
slabs for nanoindentation assays (n=3). Groups CFSE 3M and CFP 3M were
stored in artificial saliva. The statistical analysis included two-way ANOVA
for uTBS results, while hardness/modulus were analyzed using Kruskal-Wallis

H Test (significance level of 5%; SPSS v.27.0).

Results: Although there were no significant differences in pTBS values,
between adhesives or at different points in time — both short (24 h) and long
term (3 months) - a positive trend, with pTBS rising in the CFP_3M group was
observed (p>0.05). Regarding hardness, no specific differences were seen in
the hybrid layer, between the two variables (p>0.05), while the reduced elastic

modulus rose in CFP_3M compared to 24h.

Conclusion: Thus, CFP shows similar bond strength results and
nanomechanical properties to CFSE in eroded dentin, although it may comprise

promising long-term results.

Key words: eroded dentin, functional adhesive, mechanical properties,

microtensile bond strength.
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Introdugdo

I. Introducao

Atualmente os tratamentos restauradores baseiam-se em filosofias mais
conservadoras, minimamente invasivas, sem, contudo, comprometer o0 seu
sucesso (Laske et al., 2019). Diversos fendmenos cada vez mais prevalentes,
levam a um desgaste e consequente perda de estrutura dentdria. Desta forma,
existe uma necessidade acrescida relativamente a implementagdo destes
tratamentos, focados na preservagdo do remanescente dentdrio e prevencdo
contra desgaste futuro. Torna-se assim de extrema importancia, investir em
ensaios laboratoriais focados em testar ndo sOé novas técnicas, como também

materiais experimentais, que promovam o sucesso destes tratamentos.

1. Composicao e Estrutura dos Substratos Dentarios

O sucesso da dentisteria operatéria ¢ determinado, em grande parte, pela aquisicao de
conhecimentos biologicos e quimicos das estruturas que compdem o dente. SO assim se
torna possivel compreender os processos biologicos, patologicos e de degradacgao,
inerentes a cavidade oral e, consequentemente adaptar os diversos procedimentos a

situacdo clinica que nos ¢ proposta (Neel et al., 2016).

Tanto o esmalte como a dentina sdo tecidos altamente mineralizados, compostos por
uma matriz organizada cuja unidade fundamental sdo os cristais de hidroxiapatite
carbonatados (Bartlett, 2013; Low et al.,, 2008; Taube et al., 2010). No que toca as
diferengas na composi¢ao e estrutura, o esmalte é composto por 96% em peso de cristais
de hidroxiapatite e os restantes 4% por agua e conteudo organico residual (Taube et al.,
2010). A componente organica ¢ por sua vez constituida por proteinas importantes no que
toca a guiar a mineralizagdo, mas incapazes de formar colagénio, tais como as enamelinas

e as amelogeninas (Bartlett, 2013; Low et al., 2008; Taube et al., 2010).

A semelhanga do esmalte, a matéria inorganica da dentina ¢ composta por cristais de
hidroxiapatite, embora menos organizados e em menor quantidade, sendo o seu contetido
organico, na forma da sua matriz extracelular, o mais relevante neste substrato (Bartlett,

2013; Goldberg et al., 2011; Low et al., 2008). As diferencas entre os dois substratos
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Andalise da interface adesiva formada entre dentina erodida e um sistema adesivo funcional, no imediato e apos
envelhecimento

levam assim a que a dentina represente um substrato desafiante em termos de adesdo
(Amsler et al., 2015; Spencer et al., 2010; Van Meerbeek et al., 2020). Apesar das
semelhancgas, o esmalte e a dentina apresentam capacidades de regeneragao diferentes em
resposta as diversas agressoes a que sdo sujeitos (Low et al., 2008; Neel et al., 2016).
Estas incluem as lesoes de carie, a abrasao, a atri¢do ¢ ainda a erosao (Bartlett & O’Toole,

2019).

1.1 Esmalte

O esmalte, sendo a estrutura externa do dente, providencia a dureza,
protegendo as suas estruturas subjacentes — a dentina e a polpa (Bartlett, 2013;
Low et al.,, 2008; Taube et al., 2010). Representa também um tecido com um
elevado moddulo de elasticidade e elevada resisténcia as for¢as de compressdo.
No entanto, o esmalte dispde ndo s6 de uma fraca resiliéncia assim como de
uma fraca resisténcia as forcas de tragdo, apresentando-se como um material
fragil, com uma capacidade de deformacdo plastica limitada e uma maior
propensdao a propagacdo de fraturas (Cuy et al, 2002). Desta forma, as
estruturas que o esmalte envolve demonstram ser essenciais na resisténcia as
forcas  mastigatorias. Quimicamente  constitui um  tecido altamente
mineralizado, formado a partir de ameloblastos, células que se degeneram apds
a formagdo do cristal (Bartlett, 2013). E por esta razio que, uma vez lesado, o
esmalte ndo ¢ passivel de ser regenerado. A nivel estrutural, os elementos
cristalinos encontram-se organizados e orientados distintamente, de forma a
potencializar a forca e resisténcia dos prismas de esmalte (Low et al., 2008;
Taube et al., 2010). Esta organizagdo permite por sua vez, resistir melhor tanto
as forcas mastigatorias como ao desgaste quimico, facilitado pelo metabolismo
bacteriano, ou fatores intrinsecos ou extrinsecos a que o mesmo ¢ sujeito (Cuy

et al., 2002; Taube et al., 2010).

Apesar da sua estrutura mineralizada e densa, o esmalte atua como uma
membrana semipermeavel, capaz de realizar trocas idnicas (Taube et al., 2010).
Assim, 1des como o flior conseguem substituir o grupo hidroxilo, presente na
superficie dos cristais de hidroxiapatite, levando a consequente diminui¢do da

solubilidade destes cristais (Neel et al., 2016; Taube et al., 2010). De facto, os
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Introdugdo

componentes carbonatados do cristal s3o mais suscetiveis aos d4cidos que
componentes fluoretados e, portanto, mais soliveis (Neel et al., 2016). Sendo a
manutengdo e preservacdo do esmalte fundamental para a integridade da
estrutura dentaria, as trocas ionicas como a mencionada acima sido de elevada
importancia. Na verdade, ao promové-las podemos atrasar o processo de
desmineralizagdo do esmalte ou mesmo fomentar a sua remineralizacdo (Neel

et al., 2016; Taube et al., 2010).

1.2 Dentina

Se o esmalte ndo fosse suportado por um tecido mais resiliente e eléstico,
fraturar-se-ia com facilidade face as for¢as da mastigacdo e stress a que ¢
exposto na cavidade oral. A dentina constitui assim um tecido que protege o
esmalte e compensa a sua dureza, resistindo as forcas mastigatorias devido a
uma menor quantidade de tecido mineralizado (Brauer et al, 2011; Kinney et
al., 1996). De facto, por apresentar um modulo de elasticidade diminuido e
uma elevada resisténcia as forgas de compressdo e tracdo representa uma
estrutura flexivel, resistente e resiliente, capaz de sustentar e reforcar o esmalte
(Bartlett, 2013; Brauer et al., 2011; Goldberg et al., 2011; Kinney et al., 1996).
Embora mineralizada, oferece uma percentagem de matéria inorginica menor,
quando comparada & do esmalte, representando apenas 70% em peso da sua
estrutura. No entanto, em relacdo a componente organica, esta € constituida por
uma extensa rede de colagénio, maioritariamente composta de fibras de tipo I,
representando cerca de 20% do total (Goldberg et al., 2011). Os restantes 10%
sdo dados pela existéncia de agua, numa quantidade muito superior em relacdo

ao esmalte (Brauer et al., 2011; Goldberg et al., 2011).

Por outro lado, a dentina destaca-se pela existéncia de tibulos dentindrios,
que atravessam a sua estrutura (Goldberg et al., 2011). Esta organiza-se assim a
volta dos tibulos que a atravessam, dando espago para a dentina peri-tubular
que envolve os tubulos e a dentina inter-tubular que se encontra entre eles. O
nucleo celular encontra-se na polpa, ao passo que os prolongamentos se
encontram na dentina (Brauer et al, 2011; Low et al, 2008). Os

prolongamentos  dos  odontoblastos  relacionam-se  intimamente com 0
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complexo pulpo-dentinario e sdo responsaveis pela vitalidade da dentina.
Através desta constante comunicagdo, quando sujeita a um fator de agressdo, a
polpa reage de forma a estimular a formacdo de uma dentina tercidria,
reparadora ou reacional (Torabinejad et al., 2018), E por esta razio que a
dentina se torna um tecido sensitivo e com capacidade regeneradora (Low et
al., 2008; Torabinejad et al., 2018). Assim, quando comparada ao esmalte, a

dentina oferece potencial regenerador (Neel et al., 2016).

2. Adesao e Sistemas Adesivos

As técnicas restauradoras modernas tém tido o seu principal foco na
conservagdo da estrutura dentiria e como tal, a correta utilizagdo dos sistemas
adesivos torna-se fundamental (Peumans et al., 2014; Van Meerbeek et al.,
2020).

A adesdao ao esmalte ¢ tida na literatura como a que apresenta o grau mais
elevado de confianca e longevidade (Amsler et al., 2015), concretizada através
da desmineralizacdo da estrutura e consequente infiltragdo e polimerizagdo in
situ da resina na superficie rugosa e nas microporosidades criadas, apds
dissolugdo cristalina. Uma adesdo fundamentalmente micromecanica ¢ chave

neste substrato (Pashley et al., 2011; Van Meerbeek et al., 2020).

No entanto, a adesdo a dentina demonstra-se particularmente desafiante. Na
realidade, a estrutura dentindria ndo ¢ homogénea e divide-se como
supramencionado, em matéria organica e inorganica (Amsler et al.,, 2015). A
quantidade elevada de matéria organica presente na dentina e consequente
preservacdo da sua hidratacdo residual, surgem entdo como obsticulos no
ambito da adesdo (Van Meerbeek et al., 2020). Enquanto no esmalte se
pretende obter uma desmineralizacdio e desidratagdo completa para permitir o
interlocking ou interligacdo da resina polimerizada (Fusayama, 1992; Peumans
et al., 2014), na dentina torna-se crucial manter a rede de colagénio hidratada,
expandida e com uma energia de superficie favordvel a infiltracdo
monomérica, para que se forme a camada hibrida (Nakabayashi et al., 1991;

Spencer et al., 2010). No entanto, se a matéria orginica apresentar agua em
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excesso, podem ocorrer fendémenos como a estimulagdo de metaloproteinases
da matriz (MMPs) capazes de a degradar, e subsequente ataque hidrolitico da
resina (Hashimoto et al., 2000; Montagner et al., 2014). Por outro lado, uma
hidratagdo excessiva desta rede de colagénio ainda levard a uma infiltragdo
incompleta da resina, uma criagdo de espagos e canais de agua, um grau de
conversao dos mondmeros insuficiente e ainda a fendmenos de plasticizagdo

(Frassetto et al., 2016; Spencer et al., 2010; Zhang et al., 2020).

Desta forma, na dentina ¢ preconizada a utilizagdo de um primer, incluido
ou ndo no adesivo, que conta com solventes na sua constituicdo (4dgua, alcool
ou acetona). O primer permite que se mantenha a hidratacdo necessaria da rede
colagénio enquanto remove os excessos de 4agua. Por outro lado, esta
hidratagdo ainda contribui para o estabelecimento de um meio favordvel a
ionizacdo e consequente infiltragdo dos mondémeros acidicos, caso existentes

na sua composi¢ao (Giannini et al., 2015).

2.1 Sistemas adesivos self-etch ou etch-and-dry

Atualmente, os sistemas adesivos interagem com o substrato removendo a
smear layer (técnica de etch-and-rinse) (Pashley et al., 2011) ou pelo contrario,
dissolvendo-a parcialmente e incorporando-a na camada hibrida (técnica de
etch-and-dry ou self-etch) (Van Meerbeek et al, 2011). Esta camada,
localizada superiormente a dentina mineralizada, ¢ composta por matéria
organica, cristais de hidroxiapatite residuais, solventes e monomeros de resina.
A camada hibrida e sua estabilidade deverdo ser o foco principal na execugdo
da técnica adesiva (Nakabayashi et al., 1991). De facto, define-se que a camada
hibrida ideal seria caracterizada por uma rede tridimensional entre o polimero e
o colagénio, capaz de favorecer uma ligacdo continua, estavel e duradoura
entre o adesivo e a dentina. Embora o foco dos estudos nas ultimas décadas
esteja direcionado para este tema, a camada hibrida ¢ tida, ainda, como o elo

mais fraco do complexo adesivo (Spencer et al., 2010).
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De forma a contribuir para a criagdo e estabilidade desta camada hibrida,
surgem os sistemas adesivos self-etch que dispensam a utilizagdo individual de
acido ortofosforico, evitando uma desmineralizagdo e desidratacdo exagerada,
desaconselhada em dentina pela instabilidade que criam (Amsler et al., 2015).
Estes sistemas adesivos visam desmineralizar a estrutura com recurso a
primers acidicos com um pKa - constante de dissociagdo - ligeiramente
superior quando comparado ao do acido ortofosférico (pKa = 2.0) (Salz et al.,
2005), permitindo a parcial dissolugdo dos cristais envolvendo o colagénio,
enquanto garante a sua integridade, preservando a rece¢do dos mondmeros
subsequentes (Giannini et al., 2015; Spencer et al., 2010; Van Meerbeek et al.,
2011). Esta estratégia adesiva tem demonstrado ser ao longo dos anos, o gold-
standard da adesdo a dentina no que toca a estabilidade (Van Meerbeek et al.,

2011, 2020).

Ao contrario dos adesivos iniciais efch-and-rinse, os adesivos etch-and-dry
contam para além da adesdo micromecanica com uma adesdo quimica. De
facto, a presenca de mondémeros acidicos funcionais permite uma interacio
quimica com as diferentes componentes dos cristais de hidroxiapatite,
desempenhando  diferentes  fungdes (Nakabayashi et al., 1982). Estes
monémeros sdo compostos por grupos acidicos carboxilo ou fosfato (10-
metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato — 10-MDP; 12-brometo de
metacriloiloxidodecilpiridinio —  MDPB;  4-metacriloxietil-trimelitato-anidrido
— 4-META), que, atuando como surfactantes, permitem a desmineralizagdo,
infiltracdo, e estabelecimento de ligagdes idnicas ao calcio proveniente da
hidroxiapatite (Giannini et al., 2015; Spencer et al., 2010; Van Landuyt et al.,
2008; Yoshida et al., 2004).

2.1.1 Cleartfil SE Bond e Clearfil SE Protect

A primeira marca a desenvolver e patentear o monomero 10-MDP (Figura
1) foi a Kuraray com o adesivo Clearfil SE Bond (Kuraray, 1999). Este
monoémero funcional presente no primer acidico e bond do sistema, permite a

formagdo de uma ligagdo quimica forte e estdvel com o célcio presente nos
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cristais de hidroxiapatite residuais (Giannini et al., 2015; Nakabayashi et a.,
1982; Matsui et al., 2015; Van Landuyt et al., 2008), de acordo com o conceito
de “adesdo-descalcificagdo” (AD) (Fukegawa et al.,, 2006; Yoshida et al.,
2004). De facto, quando comparada a ligacdo quimica de outros mondmeros
funcionais com a componente inorganica, o potencial de ligacdo do 10-MDP a
hidroxiapatite mostra-se significativamente superior (Yoshida et al., 2004). Por
outro lado, os resultados parecem ser quase imediatos, contribuindo para o
interesse clinico desta estratégia. Autores como Yoshihara et al, (2011) e
Yoshida et al, (2004) comprovaram por um lado, a capacidade de
desmineralizagdo do 10-MDP (pKa = 2.2) (Salz et al., 2005) em comparacio
com outros monomeros funcionais. Por outro lado, estes estudos demonstraram
que o sal formado entre o 10-MDP-célcio em &agua ¢ dificilmente solivel e
contribui assim para melhores resultados de resisténcia adesiva a longo-prazo
(Yoshida et al., 2004; Yoshihara et al., 2011). Adicionalmente, cada monomero
de 10-MDP ¢ capaz de formar uma multi-camada, num arranjo organizado, na
ordem dos nandémeros, mantida estavel pelos sais de calcio. A durabilidade da
interface adesiva formada na presenca do mondémero 10-MDP tem assim,
vindo a ser atribuida a este fenomeno de nanolayering (Fukegawa et al., 2006;
Tian et al.,, 2016; Yoshida et al., 2004; Yoshihara et al., 2011). Esta forte
afinidade quimica aliada a formag¢do de uma camada estdvel, favorece entdo a
eficicia e longevidade dos sistemas adesivos que beneficiam deste monomero

funcional (Peumans et al., 2010; Yoshida et al., 2004).

O Clearfil SE Bond (Kuraray, 1999) ¢ um adesivo self-etch de dois passos
que conta com um primer acidico mild e os resultados in-vitro salientam a sua
resisténcia a microinfiltragdo e estabilidade hidrolitica. Desta forma, apresenta
resultados de resisténcia adesiva elevados e comparaveis com os resultados

obtidos com sistemas adesivos do tipo etch-and-rinse, provando ser o gold-

standard dos self-etch (Matsui et al., 2015; Van Meerbeek et al., 2011).

Mais recentemente, a Kuraray langou outro adesivo funcional, o Clearfil SE
Protect (Kuraray, 2014). Este adesivo, de acordo com afirmacdes do fabricante,
tem as mesmas propriedades e beneficios do Clearfil SE Bond (Kuraray, 1999),

uma vez que a composi¢cdo ¢ idéntica. No entanto, foi adicionado ao primer um
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monémero funcional, o MDPB (Figura 1). Trata-se de um mondémero de
metacrilato de amonio quaternario, polimerizdvel, com potencial capacidade
antibacteriana que, na presenca de outros mondémeros, parece permanecer
imobilizado, permitindo a eventual inibicdo do crescimento bacteriano e das
MMPs, sem comprometimento da resisténcia adesiva na interface (Frassetto et
al., 2016; Hashimoto et al., 2018; Imazato et al., 1997). Por outro lado, este
adesivo tem na sua composi¢do particulas de carga reativas, que parecem
beneficiar de uma libertagdo sustentada de flaor (Kuraray, 2014). Esta
libertagdo de fluor torna este adesivo capaz de remineralizar a superficie com a
qual contacta, promovendo a formacdo de uma camada denominada de “‘super
dentina”, uma zona de resisténcia acido-base, denominada ABRZ (acid-base

resistant zone) € ja descrita experimentalmente (Nikaido et al., 2011).

Q N
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12-MDPB |

Figura 1. Estrutura quimica dos monomeros funcionais 10-MDP e 12-MDPB

2.1.2 Camada ou Zona de Resisténcia Acido-Base (ABRZ)

A implementacdo de compostos funcionais nos adesivos, capazes de
garantir uma acdo regeneradora e remineralizadora representa o foco atual
relativamente a investigacdo laboratorial na 4rea da adesdo dentdria (Giannini
et al., 2015). Fendémenos como o desgaste dentirio ao longo do tempo, sdo

capazes de alterar a estrutura dentaria, por vezes irreversivelmente (Bartlett &
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O’Toole, 2019). Desta forma e tendo em conta a prevaléncia deste fendomeno, ¢
importante adotar estratégias reabilitadoras no sentido de proteger ao maximo

estes tecidos.

Uma zona de resisténcia dcido-base (ABRZ), subjacente a camada hibrida e formada
por sistemas adesivos do tipo self-etch, tem sido descrita. Esta camada, estimulada através
da libertagdo continua de flior, tem vindo a demonstrar resultados promissores (Inoue et
al., 2006; Nikaido et al., 2009, 2011). De facto, enquanto a dentina higida apresentaria
capacidade limitada de reagir contra uma lesdo de carie primaria ou secundaria, a zona
ABRZ constituiria uma dentina cuja camada hibrida ¢ reforcada (Waidyasekera et al.,
2009). Isto possibilitard que esta seja mais resistente a dissolucdo acidica futura, quer por
carie, quer por habitos erosivos por parte do paciente (Inoue et al., 2005). Por esta razdo, ¢

apelidada de “super dentina” (Nikaido et al., 2011).

O adesivo Clearfil SE Protect (Kuraray, 2014), conta na sua constituicdo
com uma particula de fluoreto de sodio patenteada, encapsulada e passivel de
ser libertada a longo prazo, sem em contrapartida comprometer a integridade,
viabilidade e resisténcia adesiva; contudo, os estudos ainda sdo escassos
(Imazato et al., 2006; Muratovska et al., 2018). Deste modo, o adesivo ¢ capaz
de formar esta camada ABRZ na interface entre os mondmeros de resina e a
dentina, camada que n3o ¢ formada na presenca de adesivos do tipo efch-and-

rinse sem reatividade (Hashimoto et al., 2018).

Sendo que a degradagdo hidrolitica da camada hibrida é um conceito bem
definido e que atualmente representa um dos maiores desafios da dentisteria
adesiva, a formag¢do de uma possivel camada ABRZ constituiria uma solugdo
promissora para combater este obstaculo (Nikaido et al., 2011). O Clearfil SE
Protect (Kuraray, 2014), parece entdo reunir as componentes necessarias para
criar esta dentina refor¢ada, potencialmente protetora de fendmenos erosivos,
tornando-se num adesivo muito relevante de estudar neste substrato (Shinohara

et al., 2006).
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3. Erosao Dentaria

A erosdo do esmalte e da dentina apresenta-se como um desafio complexo e crescente
no ambito da Medicina Dentaria (Carvalho et al., 2015). Segundo alguns autores (Bartlett
et al., 2013; Bartlett & O’Toole, 2019), a prevaléncia da erosdo dentdria ¢ elevada,
estando presente em aproximadamente 30% da populagdo, e afetando predominantemente
o sexo masculino.

Embora a erosdo dentaria tenda a aumentar com a idade, atualmente verificamos um
aumento de fendémenos erosivos na populagdo infantil e adolescente, dificultando a gestdo
e planeamento da situacdo (Carvalho et al., 2015; Loomans et al., 2017). A erosdo
dentaria patologica distingue-se da erosdo dentaria fisioldgica devido ao facto de ser
comum em idades onde o fendmeno ndo seria esperado e apresentado uma sintomatologia
mais acentuada. Quando a erosdo dentaria é grave, caracteriza-se por uma exposi¢cao

dentinaria e perda substancial de tecidos mineralizados (Loomans et al., 2017).

3.1 Etiologia

A erosdo ¢ descrita na literatura como uma lesdo progressiva ndo originada por carie
dentéria, cuja etiologia remonta a dissolucdo dos tecidos mineralizados dentarios por
acidos, que ndo sdo subprodutos bacterianos (Viana et al., 2020). A dissolugdo
progressiva resulta no enfraquecimento do esmalte e aumento da suscetibilidade a abrasao
ou atricdo, permanecendo, ainda assim, remineralizavel (Wang et al., 2014). Desta forma,
a origem do fendmeno erosivo tende a ser multifatorial, coexistindo a maioria das vezes
com desgaste por abrasdo e atricdo (Lussi & Carvalho, 2014; Viana et al., 2020). A
severidade da perda estrutural encontra-se diretamente relacionada com o tempo, a
frequéncia, a concentracdo e o método de exposi¢do ao agente erosivo (Carvalho et al.,

2015; Loomans et al., 2017).

A erosdo dentaria resulta de fatores intrinsecos ou fatores extrinsecos que podem ou
ndo estar correlacionados (Loomans et al., 2017). O 4cido cloridrico presente na cavidade
oral em doengas como o refluxo gastro-esofdgico ou a bulimia, constituem causas
intrinsecas da erosdo dentaria (Bartlett & O’Toole, 2019; Carvalho et al., 2015). Por outro
lado, hébitos alimentares ou de higiene oral, medicagdo e fatores nutricionais ou

ocupacionais, sdo capazes de desenvolver uma erosdo extrinseca. Dependendo da
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etiologia, as lesdes adotam uma morfologia e localizagdo diferentes que requerem ainda
tratamentos e abordagens multidisciplinares (Carvalho et al., 2015). Assim, torna-se
indispensavel um diagnoéstico correto e preciso da erosdo dentéria, de forma a melhorar a

qualidade do tratamento (Viana et al., 2020).

3.2 Resposta dos substratos aos fendmenos erosivos

Os substratos dentdrios sofrem alteragdes irreversiveis e por vezes graves quando
expostos a fendémenos de desgaste quimico ou mecanico, nomeadamente a erosdo (Viana
et al., 2020). Numa primeira instidncia, existe uma dissolugdo catalisada por &cidos
extrinsecos ou intrinsecos sobre o tecido externo e com maior contedo mineral - o
esmalte (Deari et al., 2017; Zimmerli et al., 2012). Tipicamente, ocorre uma alteragdo da
superficie provocada pela desmineralizacdo dos cristais presentes na estrutura deste
substrato. Os tecidos sdo desgastados na ordem dos micrometros. No entanto, a camada
afetada, altamente vulneravel, pode atingir uma espessura de 0,2 a 3 um (Lussi &
Carvalho 2014). Deste modo, os tecidos subjacentes sdo também afetados e tornam-se
suscetiveis a fenomenos de desgaste mecanico (Carvalho et al., 2015). De facto, esta
camada de esmalte ¢ fisicamente instavel e fragil. E também visualmente brilhante, lisa e
livre de placa bacteriana (Loomans et al., 2017). Em circunstancias fisiologicas, existe um
equilibrio dindmico entre a desmineralizacdo e a remineralizagdo do esmalte, liderado
pela capacidade tampao da saliva. Contudo, quando existe uma exposi¢do prolongada e
consequente alteracdo abrupta neste equilibrio, a dissolucdo do esmalte ¢ favorecida,
tornando-o incapaz de se regenerar e afetando consequentemente a dentina subjacente

(Viana et al., 2020).

Uma vez que apresenta cristais de hidroxiapatite mais pequenos, em menor quantidade
e com maior percentagem de ides de carboxilo, quando comparada ao esmalte, a dentina ¢
uma estrutura mais suscetivel ao desgaste e pode ser erodida a um pH mais elevado
(Frattes et al., 2017). Quando a dentina ¢ atingida pelo acido, microalteracdes de grande
impacto ocorrem. De forma irregular e aleatoria, ¢ possivel encontrar-se material
cristalino proveniente do desgaste no interior dos tubulos dentindrios (Tay & Pashley,
2004). Nas camadas mais superficiais de dentina afetada pela erosdo, podemos verificar
que estes mesmos tubulos se apresentam ocluidos. Nesta superficie, podemos ainda

encontrar uma camada hipermineralizada, espessa, muito varidvel e desorganizada,
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contando com cristais de tamanho superior aos presentes na dentina subjacente (Siqueira

et al., 2018; Tay & Pashley, 2004).

3.3 Adesao ao Substrato Erodido

Como a erosdo pode causar danos irreversiveis e por vezes graves a
estrutura dentdria, muitos pacientes necessitam de tratamentos restauradores
complexos, com o intuito de reabilitar tanto a fungdo estética como
mastigatoria perdidas (De Rossi et al, 2021). Atualmente, a tendéncia no
planeamento  destes casos exigentes baseia-se numa medicina  dentéria
conservadora € minimamente invasiva. A adesdo no substrato erodido e a sua
previsibilidade va@o variar consoante o substrato em questdo, comportando-se
de forma diferente durante o processo adesivo (De Rossi et al., 2021; Pashley

etal., 2011; Van Meerbeek et al., 2011).

3.3.1 Adesao ao Esmalte Erodido

A dissolugdo acidica do esmalte promove uma desmineraliza¢do a semelhanca do que
ocorre durante o condicionamento 4cido nos procedimentos adesivos (De Siqueira et al.,
2020; Van Meerbeek et al., 2020). Deste modo, o processo erosivo parece ser benéfico
para a adesdo do esmalte, uma vez que facilita a criagdo de rugosidades, micro e
macroporosidades que facilitam a retencdo da resina (Moda et al., 2018; Wang et al.,
2014). Embora se trate da primeira camada exposta aos efeitos do 4acido, quando
avaliamos a resisténcia adesiva no esmalte erodido, a evidéncia atual mostra que esta ndo
estd comprometida (Frattes et al., 2017; Moda et al., 2018; Van Meerbeek et al., 2020;
Wang et al., 2014).

3.3.2 Adesao a Dentina Erodida

Contrariamente, na dentina erodida a adesdo permanece um desafio (De Rossi et al.,
2021). Fendmenos como a hipermineralizacdo e a oclusdo tubular levam a uma fraca
capacidade reacional deste substrato. Consequentemente, observa-se uma dificuldade

acrescida de infiltragdo dos mondmeros de resina, o que leva a um comprometimento da
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capacidade adesiva (Tay & Pashley, 2004). Estudos laboratoriais feitos até a data indicam
de facto que a resisténcia adesiva em dentina erodida apresenta resultados
significativamente inferiores, quando comparados com um substrato higido (Zimmerli et

al., 2012).

Como ja mencionado, a camada hibrida representa a chave da adesdo a nivel da dentina
(Nakabayashi et al., 1982; Nakabayashi et al., 1991). Com a dissolu¢do da dentina peri e
intertubular provocada pelos fenémenos erosivos e consequente espessamento da matéria
inorgénica superficial, os mondmeros de resina apenas conseguem penetrar até¢ 3 um
dentro dos tubulos. Dado que em dentina higida estes valores tendem a atingir as 9-15 pm,
a integridade da camada hibrida é prejudicada (Moda et al., 2018). Por outro lado, a rede
de colagénio apresenta algumas fibras colapsadas e um excesso de agua pode ser
observado, contribuindo ainda mais para uma camada hibrida pobre, com uma fraca
infiltragdo dos mondmeros refletindo-se numa resisténcia adesiva inferior (Frattes et al.,
2017). Adicionalmente, a presenca de um excesso de 4gua promove ainda uma maior
probabilidade de nanoinfiltragdo a longo prazo (Siqueira et al., 2018), degradando a
camada hibrida, dado que esta ¢ parcialmente responsavel pelo aumento da atividade das
MMPs, capazes de catalisar a biodegradacdo e hidrolise do colagénio (Frassetto et al.,

2016).

Assim, todos estes fenomenos observados na dentina erodida sdo capazes de degradar
as ligacdes quimicas presentes na interface adesiva, ou piorar a camada hibrida formada, e
desta forma, contribuir para uma degradagdo enzimatica e hidrolitica (Tezvergil-Mutluay
et al., 2015). Surge entdo a necessidade de superar este desafio, de forma a proteger a

integridade das reabilita¢des a longo prazo.

3.3.2.1 Estratégias de Adesao a Dentina Erodida

Os estudos tém vindo a focar-se nas diferentes estratégias de prote¢do do
substrato erodido, no momento desta adesdo desafiante (De Rossi et al., 2021;

Siqueira et al., 2018).
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Os pré-tratamentos como a preparagdo mecanica da superficie, utilizagdo de
agentes remineralizantes (Flury et al., 2013), hipoclorito de sodio (NaOCI)
(Siqueira et al., 2018) ou laser Er,Cr:YSGG (Ramos et al., 2013) na tentativa
de alterar ou dissolver esta camada hipermineralizada ndo demonstram ser
consistentes. Por outro lado, a utilizagio de agentes inibidores enzimaticos
como a clorexidina (CHX) ndo parecem promover e reter a longevidade da
interface formada neste substrato (Costa et al., 2019; Deari et al., 2017; Moda
et al., 2018).

No entanto, embora ndo exista uma técnica adesiva ideal quando lidamos
com substrato erodido (De Rossi et al., 2021), os mondémeros funcionais como
o 10-MDP tém demonstrado bons resultados em dentina erodida (Tian et al.,
2016). De facto, como vimos, a interagdo entre este mondémero ¢ o calcio ¢
consequente ligacdo 1idnica, promove uma estabilidade a longo prazo da
interface adesiva, contribuindo para melhores resultados (Siqueira et al., 2018).
Este fendmeno denominado de nanolayering aparenta ser particularmente
importante no substrato erodido, sendo que a matriz inorganica ¢ apenas
parcialmente  desmineralizada e  consequentemente  existe ~uma  maior
percentagem de calcio para interagir com o 10-MDP (Tian et al., 2016). Assim,
os adesivos que beneficiam deste mondémero funcional, parecem ser

promissores em dentina erodida (De Rossi et al., Siqueira et al., 2018).
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4. Estudos e métodos de avaliacao da interface adesiva in vitro

A nivel de viabilidade e sucesso clinico, um adesivo deve conseguir
favorecer um bom selamento marginal, conferir durabilidade e ser capaz de
resistir as forgas presentes na cavidade oral. Surgem desta forma, diferentes
testes in vitro, capazes de quantificar estes critérios e de prever outcomes
clinicos. A resisténcia adesiva representa assim, um valor atribuido a interface
formada entre o adesivo e o dente, que d4 uma medida direta da forca a que o
adesivo resiste, sob tensdo, antes da sua falha (Armstrong et al., 2017; Sano et

al., 1994, 2020; Van Meerbeek et al., 2010).

As normas e protocolos de investigacdo existentes visam, no ambito dos
testes de resisténcia adesiva, combater as inconsisténcias de resultados devido
a falta de padronizacdo do método (Armstrong et al., 2017; Sano et al., 2010;
Van Meerbeek et al., 2010).

Os testes de resisténcia adesiva devem recorrer a uma técnica que requira
pouca sensibilidade, facilidade de reproducdo e rapidez. Devem ainda
assegurar a possibilidade de testar uma variavel especifica, mantendo as
restantes constantes. A capacidade de comparar véarios materiais e/ou técnicas e
consequentemente extrapolar os resultados de forma a prever resultados
clinicos torna-se desta forma, o objetivo principal destes testes. Dependendo do
tamanho da d4rea aderida, sdo classificados em tipologia macro e micro, e
podem basear-se em testes de for¢as de tragdo, cisalhamento ou push-out (Van

Meerbeek et al., 2010).

4.1 Norma de orientacio da Academy of Dental Materials (ADM)

Atualmente, a norma ISO/TS 11405:2015 ndo se encontra em vigor, estando
sujeita a atualizacdo. Desta forma, o teste de microtragdo para fins de
investigagdo ¢ regido pela norma da Academy of Dental Materials (ADM)
(Armstrong et al., 2017). Esta norma providencia um protocolo e uma guia
para a elaboragdo de testes de microtracdo, permitindo uma padroniza¢do do

método e consequente reproducdo e relevancia clinica.
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4.2 Resisténcia adesiva a microtracao (uWTBS)

Este teste de resisténcia adesiva em tipologia “micro”, desenvolvido em
1994 por Sano et al., representa, de acordo com certas equipas de investigacdo
atuais, a melhor técnica de medicdo da retencdo da interface adesiva
(Armstrong et al., 2017; Pashley et al., 1995). Como permite a medi¢do de uma
interface adesiva igual ou inferior a 1 mm? o mesmo dente consegue ser
testado multiplas vezes em diferentes seccdes (Sano et al., 2020; Van
Meerbeek et al., 2010). Assim, um melhor controlo e resultados mais
consistentes sdo obtidos, separando as diferentes zonas da estrutura dentdria.
Este teste acarreta entdo maior versatilidade, sem comprometer as diversas

variaveis (Sano et al., 2020).

As seccOes de dente sdo aderidas a um jig metdlico que ¢ posteriormente
tracionado a uma velocidade constante de 0,5-1 mm/min, de forma a obter uma
forca (em kN) no momento da fratura. Através deste valor e com recurso a area
total da interface adesiva, ¢ possivel calcular o valor da resisténcia adesiva (em

uTBS) nesta seccdo de dente (Armstrong et al., 2017).

Dispondo de wuma 4rea reduzida e consequentemente uma melhor
distribuicdo das forcas, este teste permite obter falhas a nivel da interface
adesiva, aproximando os resultados da realidade clinica. Em contrapartida, por
testar uma menor drea aderida, a microtracdo requer alguma sensibilidade
técnica por parte do operador (Armstrong et al., 2017; Sano et al., 2020; Van
Meerbeek et al., 2010).

4.3 Determinacio de dureza e modulo de elasticidade de Young a

nanoescala

Outro tipo de teste que tem sido wutilizado em varios estudos para
caracterizar as propriedades mecanicas da interface adesiva é o ensaio de
nanodureza. Este permite avaliar a dureza e o modulo de elasticidade de um

material, e neste caso, pela sua tipologia nano, distinguir a camada hibrida, da

28



Introdugdo

dentina e adesivo. Assim, este teste exibe uma elevada relevancia clinica

(Takahashi et al., 2021; Wang et al., 2003).

As propriedades mecéanicas representam atualmente critérios de elevada
relevancia relativamente a qualidade dos materiais dentdrios (Chun & Lee,
2014; Wang et al.,, 2003). De facto, uma das causas mais prevalentes das falhas
adesivas ou de compdsito ¢ a fratura adesiva. Assim, estas propriedades
mecanicas devem ser medidas e avaliadas de forma a melhor prever os

resultados clinicos (Wang et al., 2003).

A dureza ¢ uma propriedade mecanica inerente ao material (Chun & Lee,
2014; Wang 2003). Desta forma, quando se mede a dureza do esmalte, dentina,
adesivo ou camada hibrida, o valor sera independente de outras varidveis que
ndo as caracteristicas intrinsecas ao respetivo material. O teste baseia-se na
resisténcia do material ou estrutura no momento da propagacdo de uma fratura
artificial, de 4rea e forga conhecidas (Takahashi et al., 2021; Wang et al,
2003).

Existem diversas técnicas que permitem executar o teste de nanodureza,
destacando-se a indentacdo com recurso a uma pirdmide de Vickers (Wang et
al., 2003). De facto, com recurso a um nanodurémetro, sdo efetuadas diferentes
indentacdes na dentina a nivel da camada hibrida. A nanodureza tem vindo
assim a demonstrar particular interesse na medi¢do de propriedades mecanicas
em areas altamente reduzidas (Oliver & Pharr, 1992). A estrutura dentaria ¢
seccionada longitudinalmente, polida e posteriormente fixa a uma resina. As
nanoindentagdes sdo obtidas através de uma forca (g), tempo (s) e distaAncia
entre elas (um) definidas. Desta forma, ¢ possivel desenvolver um modelo de
nanodureza de modo a atribuir diferentes valores de dureza a camada hibrida

(De Siqueira et al., 2020; Takahashi et al., 2021).

Com recurso ao teste de nanodureza, ¢ possivel obter-se também o moédulo
de elasticidade do material — moédulo de elasticidade de Young (Takahashi et
al., 2021; Wang et al,, 2003). Esta propriedade inerente ao material, representa
a sua capacidade de se deformar de forma reversivel — eldstica — quando lhe ¢

aplicada uma for¢a conhecida. Assim, através da obtencdo de uma curva de
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tensdo-deformacdo, este teste ¢ capaz de medir a elasticidade de um material

ou estrutura, quando sujeito a forcas mastigatorias (Oliver & Pharr, 1992).

5. Enquadramento

Se a adesdo a estrutura dentinaria tem sido alvo de diversos estudos, de
modo a ultrapassar as dificuldades observadas, quando falamos de dentina
erodida, o desafio exponencia-se (Belmar da Costa et al, 2021). Trata-se de
um substrato que apresenta resultados de resisténcia adesiva significativamente
inferiores quando comparados aos encontrados em dentina higida. E,
atualmente, ainda ndo existem protocolos que favoregam técnicas adesivas
especificas para contornar este problema (Ramos et al., 2013; Siqueira et al.,
2018). Com um aumento da populagdo afetada pela erosdo dentiria, e a
procura por tratamentos reabilitadores, torna-se assim imperativo estabelecer a

melhor estratégia e plano de reabilitacdo destes casos (Belmar da Costa et al.,
2021).

Embora nenhuma técnica adesiva tenha demonstrado particular vantagem
quando se trata de dentina erodida, a literatura tem apresentado bons resultados
quando sdo usadas formulagdes que cont€ém monomeros funcionais, como o
10-MDP (Siqueira et al., 2018). Trata-se entdo de um substrato com resultados
dependentes da composi¢do do material, possivelmente beneficiando de
interagdes quimicas (Tian et al., 2016). Por outro lado, a inclusdo de particulas
de fluoreto de sodio nos adesivos aparenta ser uma técnica promissora (Flury et
al., 2013), capaz de gerar uma camada ABRZ, criando consequentemente uma
zona resistente, remineralizada e menos soluvel a dissolugao acidica (Nikaido

etal., 2009, 2011).

Esta investigacdo laboratorial surge entdo da necessidade de testar a
integridade da camada hibrida e resisténcia adesiva em dentina erodida, quando
formada apoés a utilizacgdo de um adesivo funcional potencialmente reativo.
Esta abordagem serd comparada ao gold-standard da estratégia adesiva dos
self-etch, comprovada em intimeros estudos clinicos e laboratoriais (Giannini

et al.,, 2015; Matsui et al., 2015; Peumans et al.,, 2014; Van Meerbeek et al.,
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2011; Van Meerbeek et al.,, 2020). Este adesivo servira de controlo uma vez
que apresenta uma composicdo homodloga ao adesivo funcional em estudo,

excetuando o mondémero MDPB e as particulas de carga reativas.
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II. Objetivos do estudo

Avaliar a resisténcia adesiva a microtracdo e propriedades nanomecanicas,
em concreto a dureza e modulo de Young reduzido, de um novo sistema
adesivo funcional self-etch, no imediato (24 h) e a longo prazo (3 meses) em
dentina erodida, comparativamente com um sistema adesivo gold-standard

self-etch.

III. Hipoteses do estudo

Hipdotese Nula 0.1: O sistema adesivo funcional ndo apresenta melhores
resultados de resisténcia adesiva, no imediato (24 h) e a longo prazo (3

meses, em dentina erodida, quando comparado com o gold-standard atual.

Hipétese Alternativa 1.1: O sistema adesivo funcional apresenta melhores
resultados de resisténcia adesiva, no imediato (24 h) e a longo prazo (3

meses), em dentina erodida, quando comparado com o gold-standard atual.

Hipdotese Nula 0.2: O sistema adesivo funcional ndo apresenta uma
diferenga dos valores de dureza e moddulo reduzido de Young, ap6s 3 meses,

em dentina erodida, quando comparado com o gold-standard atual.

Hipétese Alternativa 1.2: O sistema adesivo funcional apresenta uma
diferenga dos valores de dureza e moddulo reduzido de Young, ap6s 3 meses,

em dentina erodida, quando comparado com o gold-standard atual.
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IV. Materiais e Métodos

1. Amostra de estudo

O estudo laboratorial em questio foi aprovado pela Comissio de Etica do
Instituto Universitario Egas Moniz (IUEM), com o nimero de processo interno

938 (Anexo I).

A amostra total do estudo consistiu em quarenta e quatro molares humanos
higidos, extraidos no maximo nos 6 meses prévios ao estudo. Doados pelo
Banco de Dentes Humano da Clinica Dentaria Universitdria Egas Moniz
(Anexo 1II). Os dentes ndo apresentavam defeitos estruturais dos tecidos
mineralizados, lesdes de carie, fraturas ou restauracdes e foram extraidos por
razdes ortodonticas ou periodontais (Figura 2). O trabalho laboratorial
realizou-se no Laboratério de Biomateriais da Egas Moniz (Anexo III) e no
Centro de Engenharia Mecanica Materiais e Processos (CEMMPRE), no
Departamento de Engenharia Mecanica na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

da Universidade de Coimbra (Anexo IV).

Figura 2. Imagem exemplificativa da amostra

Apds a sua aquisicdo, os dentes foram lavados com &gua corrente e tratados
com recurso a curetas de Gracey, de forma a eliminar residuos orgéanicos

presentes. De seguida, os dentes foram colocados numa solugdo de cloramina-
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T trihidratada a 1%, entre 4 ¢ 7°C durante 7 dias, conforme o recomendado

(Armstrong et al., 2017).

Posteriormente a este protocolo de desinfecdo, os dentes foram colocados
em agua destilada a 4°C, substituida semanalmente até ao inicio do estudo

laboratorial.

Durante todo o estudo, os procedimentos experimentais foram executados
pelo mesmo operador, com uma temperatura e humidade controladas [(23 +

2)°C + Humidade Relativa (50 + 5)] (Armstrong et al., 2017).

2. Materiais

Todos os materiais adquiridos, fabricados e usados neste estudo estdo listados na Tabela 1

assim como no Anexo V.

Tabela 1. Materiais utilizados — composi¢do e especificagoes técnicas.

Material Composiciao Lote Validade

Solugdo de 500 mL de &cido citrico
a 0,05 M (pH 3,6-3,8) - -

Base: 9,4 g (etil-2-cianoacrilato,

(Dental Ventures polimetil-metacrilato, hidroquinona)

of America, i i
Cor[(}réez)c A, Acelerador: 60 mL  (heptano,
acetona, N, N-dimetil-p-toluidina)
Primer: 10-MDP, HEMA,
dimetacrilato alifatico  hidrofilico,
canforoquinona, agua (pH do primer
(Kuraray =2.2)
N(I)rltakTe llzental Bond: MDP, Bis-GMA, HEMA, 0.00128 31-03-2024
ne., 1oKyo, dimetacrilato  hidrofobico  alifatico,
Japan)

fotoiniciadores, aceleradores, silica
colloidal, canforoquinona
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(Kuraray
Noritake Dental
Inc., Tokyo,
Japan)

(Dentsply
DeTrey, GmbH,
Konstanz,
Germany) de cor
Al, 3g

(Struers, APS,
Pederstrupjev,
Denmark)

(Struers,
APS,
Pederstrupjev,
Denmark)

(Fusayama/Meyer
solution)

Primer: 10-MDP, MDPB, HEMA,
dimetacrilato hidrofobico
(pH do primer = 2,0)

Solvente: dgua

Bond: MDP, Bis-GMA, HEMA,
dimetacrilato hidrofébico,
canforoquinona

Particulas de carga: fluoreto de
sodio reativo, silica coloidal

500 mL de cloramina T a 1 %

Bis-EMA, Bis-GMA, UDMA,
TEGDMA

Particulas de carga: trifluoreto de
itérbio, di-ter-butil-p-cresol

78-80 wt%, 60-62% de volume de
particulas de carga

Resina  epéxi  com  bis-[4-(2,3-
epoxipropoxi) fenil] propano (60-
90%) e oxidando, mono [C12-14-
alkiloxi]metil] (10-40%)

Endurecedor com aminas e fracdo
de polietileno-politrietileno-
tetramina

0,4g NaCl, 04g KCI, 0,906g
CaCl12, H20, 0,39¢ NaH2PO.4.H>O,
0,142g NaHPO4, 0,005g Na2S§,
9H;0, 1g de Ureia em 100 mL de
H>0 destilada

0.000070

20110007
00

9177-01

9161-01

Materiais e Métodos

30-09-2022

30-09-2023

MDP: metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato; HEMA: 2-hidroxiletil metacrilato, Bis-GMA: bisfenol-A
glicidil metacrilato; 10-MDP: 10- metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato;, MDPB: 12- brometo de

metacriloiloxidodecilpiridinio; Bis-EMA: bisfenol-A dimetacrilato etoxilado;, UDMA: dimetacrilado de
uretano;, TEGDMA_: dimetacrilato de trietileno glicol.
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3. Preparaciao das Amostras

3.1 Corte e exposicao dentinaria

Numa primeira fase, os dentes foram colocados com cola quente (Salki,
Navarra, Espanha) num suporte acrilico e seccionados perpendicularmente ao
longo eixo do dente, retirando 3 mm a partir das clspides, pela linha da fossa
adjacente. Desta forma, foi possivel expor a dentina corondria média. Para tal,
foi utilizado um microtomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers A/S,
Ballerup, Denmark) sob refrigeragdo constante de 4agua e a baixa rotagdo

(0.350 mm/min) (Figura 3 e 4).

Figura 3. Microtomo de tecidos duros - Accutom-50, Struers A/S, Ballerup, Denmark.

Figura 4. Dentina corondria média exposta.
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Durante todo o procedimento, a hidratacdo dos dentes foi garantida,
conservando sempre os dentes numa solucdo de saliva artificial (Tabela 1 para

especificidades).

3.2 Ciclos de desmineralizacao-remineraliza¢ao na dentina

Os dentes seccionados e com a dentina média exposta, foram armazenados
em saliva artificial, até serem de seguida submetidos a um protocolo erosivo
artificial, de forma similar ao sugerido por diversos autores (Costa et al., 2019;
Deari et al., 2017; De Siqueira et al., 2020; Flury et al., 2013; Frattes et al.,
2017; Ramos et al., 2013; Siqueira et al., 2018; Zimmerli et al., 2012).

O protocolo de desmineralizacdo-remineralizagdo ciclico foi executado
durante 5 dias consecutivos, sempre pelo mesmo operador. Os dentes foram
colocados em frascos de laboratério, 3 vezes por dia durante 5 minutos sob
agitacdo mecanica numa placa angulada a 170 rpm, em &cido citrico (Tabela 1
para especificidades), e posteriormente lavados com &4gua destilada durante 60
segundos. Entre os ciclos erosivos, as amostras foram colocadas durante 60
minutos em saliva artificial (Tabela 1 para especificidades) e lavadas
novamente com agua destilada antes de iniciar o ciclo seguinte. No final dos 3
ciclos, os dentes foram armazenados durante 12 horas em saliva artificial, até

ao recomeco do processo, no dia seguinte (Tabela 2).
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Tabela 2. Protocolo erosivo das amostras utilizado no estudo, passo a passo.

Técnica de aplicacio
1) Lavagem dos espécimes com agua destilada durante 10 segundos

2) Imersao dos espécimes numa solucio de acido citrico * a 0,05M (pH 2.3), sob
agitacdo mecanica a 170 rpm durante S minutos

3) Lavagem dos espécimes com agua destilada durante 10 segundos

4) Imersao dos espécimes em saliva artificial* (pH 6.7), sob agitacdo mecanica a
170 rpm durante 60 minutos

5) Execucao de 3 ciclos erosivos no total

6) Armazenamento dos espécimes numa solucio de saliva artificial, sem agitacao
mecanica

7) Repeticao durante S dias consecutivos

*As solugdes foram renovadas diariamente e o pH monitorizado

Os efeitos erosivos no esmalte e dentina no final dos ciclos consecutivos

durante 5 dias podem ser observados na Figura 5.

Figura 5. Amostras sujeitas ao protocolo erosivo.

Apds a realizagdo dos ciclos erosivos, os dentes foram mantidos em saliva
artificial (Tabela 1 para especificidades), de forma a simular as condi¢des

erosivas que acontecem in vivo.
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3.3 Protocolo adesivo e restauracao das amostras

De forma a simular a smear layer existente no cendrio clinico aquando do
processo adesivo (Figura 6), os dentes foram submetidos a um polimento com
uma lixa de carbeto de silicio (SiC), de grao 600 (grao médio) (Buehler Ltd,
Lake Bluff, IL, USA), sob agua corrente, com recurso a uma maquina polidora
durante 60 segundos (Figura 7), até ser obtida uma superficie rugosa e

brilhante, visivel a olho nu.

Figura 7. Maquina polidora LabolPol-4 (Struers A/S, Ballerup, Denmark).
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Apés os ciclos de desmineralizagdo-remineralizagdo, foi efetuada a
distribuicdo aleatoria dos dentes. Os dentes seccionados foram divididos pelos

dois grupos experimentais, consoante o sistema adesivo utilizado

1. Clearfil SE™ Bond 2 (n=22 total) como grupo de controlo

2. Clearfil SE ™ Protect (n=22 total) como grupo de teste/experimental

De seguida, cada grupo foi dividido em quatro subgrupos, de acordo com o timing de

realizacdo dos ensaios, € 0s ensaios em si, da seguinte forma (Figura 8):

1. Resisténcia adesiva a microtragao ao imediato (#=8)
2. Ensaios de nanodureza da interface adesiva ao imediato (n=3)
3. Resisténcia adesiva a microtragdo passados 3 meses (n=8)

4. Ensaios de nanodureza da interface adesiva passados 3 meses (n=3)

Originando assim os seguintes grupos experimentais:

e CFSE 24 — Clearfil SE™ Bond 2 ao imediato
e CFSE _3M - Clearfil SE™ Bond 2 passado 3 meses
e CFP_24 — Clearfil SE™ Protect ao imediato

e CFP_3M - Clearfil SE™ Protect passado 3 meses
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PREPARAGAO E DIVISAO AMOSTRAL

RESISTENCIA ADESIVA A MICROTRAGAO

CLEARFIL SE 2 = CLEARFIL PROTECT

a

-
4

(I

(n=22)

(n=22)
DUREZA E MODULO REDUZIDO DE YOUNG
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(n=11) (n=11)

Figura 8. Esquema representativo dos grupos experimentais, da sua divisdo e dos ensaios
realizados, ao imediato, e passado 3 meses de envelhecimento, em dagua destilada.

Previamente a aplicagdo do sistema adesivo, os dentes foram lavados em
agua corrente durante 10 segundos e os excessos de dgua removidos com um

leve jato de ar, isento de contaminagao.

Seguidamente, realizou-se o protocolo adesivo em todas as amostras,
consoante o grupo experimental em que se inseriam (Figura 9). A técnica de
aplicagdo foi executada conforme as normas recomendadas pelo fabricante,
tanto para o Clearfil SE Bond™ (Tabela 3) como para o Clearfil SE Protect™
(Tabela 4). Desta forma, tanto o esmalte como a dentina foram condicionados

com recurso ao primer acidico contido no sistema adesivo.
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Tabela 3. Preparagdo do Grupo CFSE 24 e CFSE_3M — Clearfil SE™ Bond 2.

Técnica de aplicaciao
Técnica etch-and-dry do Clearfil SE Bond 2
1) Aplicar o primer (frasco 1) no esmalte e dentina durante 20 segundos; nao lavar e
secar levemente durante 5 segundos
2) Aplicar o adesivo (frasco 2) no esmalte e dentina e aplicar levemente ar de forma
a criar uma camada uniforme durante 20 segundos
3) Fotopolimerizar 20 segundos a 700 mW/cm’
4) Restaurar com resina composta (Tabela 5)

5) Armazenar em saliva artificial durante 3 meses*

* Apenas realizado para o grupo CFSE 3M

Tabela 4. Prepara¢do do Grupo CFP_24 e CEP_3M- Clearfil SE™ Protect.

Técnica de aplicacio
Técnica etch-and-dry do Clearfil SE Bond Protect

1) Aplicar o primer (frasco 1) no esmalte e dentina durante 20 segundos; nao lavar
e secar levemente durante 5 segundos

2) Aplicar o adesivo (frasco 2) no esmalte e dentina e aplicar levemente ar de forma
a criar uma camada uniforme durante 20 segundos

3) Fotopolimerizar 20 segundos a 700 mW/cm’

4) Restaurar com resina composta (Tabela 5)

5) Armazenar em saliva artificial durante 3 meses*

* Apenas realizado para o grupo CFP_3M

As amostras foram de seguida restauradas com trés incrementos de 2 mm de
resina composta, respeitando as normas recomendadas pelo fabricante (Tabela
5). Foi utilizado o fotopolimerizador, modelo DB686 da Coxo (Froshan COXO
Medical Instrument, Guangdong, China). Este fotopolimerizador apresenta
uma luz LED, com uma poténcia de irradiagio na ponta, de 700 mW/cm?,

medida a cada trés utilizacdes com recurso ao radiometro analdgico Optilux
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Radiometer (SDS Kerr, Orange, EUA). Apresenta também um comprimento de

onda entre os 420 e os 480 nm (Figura 10).
Tabela 5. Instrugdes do fabricante da Resina Composta Ceram.x Spectra™ ST.

Técnica de aplicacio
Técnica incremental
1) Colocar o material restaurador, em técnica de layering, por incrementos até 2
mm

2) Fotopolimerizar durante 20 segundos cada incremento a 700 mW/cm?

Figura 9. Protocolo de preparagdo dos grupos CFSE_3M e CFP_3M. Imagem mostra os
seguintes passos: 1- Amostra seccionada, lavada e montada com um porta-matriz universal
(Montellano, Lisboa, Portugal) e uma matriz metdlica (Montellano, Lisboa, Portugal); 2- Iniciagdo
do processo adesivo com aplicagdo de primer; 3 - Secagem recomendada pelo fabricante com leve
jato de ar; 4 - Aplicagdo de bond, 5 - Secagem com leve jato de ar; 6- Fotopolimerizagdo do
adesivo in situ (20 segundos, 700 mW/cm?); 7- Aplicagdo da resina composta por técnica de
layering; 8 - Fotopolimerizagdo da resina composta (20 segundos, 700 mW/cm?); 9 - Amostra final
restaurada com 6 mm de resina composta; 10— Armazenamento durante trés meses para as
amostras CFSE 3M e CFP_3M.
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Figura 10. Fotopolimerizador COXO modelo DB686 (Froshan COXO Medical Instruments,
Guangdong, China).

No final do processo restaurador, a zona oclusal correspondente ao esmalte

foi marcada com recurso a uma caneta de acetato e medida com uma régua de

forma a posteriormente melhor identificar os palitos de dentina, substrato a

estudar.

Cada dente dos grupos pertencentes aos ensaios de microtragdo foi
seccionado no micrétomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers A/S,
Ballerup, Denmark), com uma Ildmina diamantada a baixa velocidade (0.350
mm/min), a nivel da raiz, 2 mm abaixo da jun¢do amelo-cimentaria, os tecidos
pulpares foram removidos através de curetas e a camara pulpar dos dentes foi
preenchida com cola rdpida de cianoacrilato (Loctite, Itapevi, Brasil) (Figura

11).

Figura 11. Remocgao dos tecidos da camara pulpar.
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De seguida, as amostras foram novamente seccionadas, desta vez nas
diregdes X e Y. Assim, foi possivel obter palitos com uma seccdo transversal
de 1 £ 0,2 mm (Figura 12). As amostras dos grupos (grupos a 3 meses) foram
armazenadas durante 12 semanas certas, em saliva artificial e de seguida

sujeitas a0 mesmo processo de corte supramencionado.

Figura 12. Palitos obtidos apos secg¢do nas direcoes X e Y.

Os dentes foram armazenados em 4gua destilada numa estufa a 37°C
(Memmert INE 400, Schwabach, Germany) durante 24h, até serem cortados e

de seguida testados (Figura 13).

Figura 13. Estufa (Memmert INE 400, Scwabach, Germany).
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Cada dente restaurado pertencente ao grupo dos ensaios de nanodureza, foi
fixado em cilindros de resina epoxi (Epofix Kit, Struers APS, Pederstrupve;j,
Denmark), at¢ a sua tomada de presa completa (72 horas). De seguida, cada
bloco de resina epoxi com a amostra encapsulada, foi seccionada no
microtomo de tecidos duros, transversalmente, para dar origem a trés fatias,
expondo a interface adesiva dos dentes (Figura 14). Cada secc¢dao foi
seguidamente lavada, seca e polida. Em primeiro lugar, foi utilizada uma
sequéncia de brocas diamantadas (Henry Schein, CadCam lab Finishing and
polishing Kit HP 900-9510, UK) - velocidade 7000-12000 rpm - para
acabamento e polimento. De seguida, foi utilizada uma pasta suave e ultra-
suave com auxilio de dois discos suaves (Diashine extraoral finishing and
polishing system, 3M™ ESPE™ Lava™ Ultimate, St.Paul, MN, USA). Ambos
os sistemas de acabamento e polimento podem ser observados na figura 15. De
forma a garantir o polimento adequado de cada seccdo, as amostras foram
observadas (Figura 16), sob microscopio endodontico (Figura 17), com uma

magnificacdo de 16X (Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Germany).

Figura 14. Amostra fixa em resina epoxi (Epofix Kit, Struers APS, Pederstrupvej, Denmark)
e cortada transversalmente.
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WHENRY SCHEIN'
QadCam lab finishing and polishing Kit HP 900-9510

$O03356  SOME  SONST O 9003388

=

Figura 15. Sistemas de Acabamento e Polimento (Inferior: Henry Schein, CadCam lab
finishing and polishing Kit HP 900-9510, UK superior. Diashine extraoral finishing and
polishing system, 3M™ ESPE™ Lava™ Ultimate, St.Paul, MN, USA).

Figura 16. Imagem comparativa das sec¢oes prévias ao polimento (esquerda) e posteriores
ao polimento (direita).
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Figura 17. Microscopio utilizado para controlo de polimento (Carl Zeiss Meditec AG, Jena,
Germany.

3.4 Teste de resisténcia adesiva a microtracao (WTBS)

Para cada palito originado pelos cortes, foram registadas as dimensdes para
posteriormente calcular a area da seccdo transversal da interface adesiva, com
o auxilio de uma craveira digital Storm Digital Caliper (CDC/N 0 150 mm,
Pontoglio, BS, Italia) (Figura 18).

Figura 18. Craveira digital usada no estudo, Storm Digital Caliper (CDC/N 0 150 mm,
Pontoglio, BS, Itdlia).

Cada palito dos grupos provenientes dos ensaios de microtracdo foi

colocado num jig metalico de ago inoxidavel, do tipo Geraldeli, com recurso a
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cola de cianoacrilato (Zapit, Dental Ventures of America, Corona, CA, USA),
deixando cuidadosamente a interface adesiva livre de cola. De seguida, cada
palito foi tracionado com recurso a uma maquina de testes universal
(Shimadzu, Autograph AG-IS, Tokyo, Japan), a uma velocidade de 0,05
mm/min (Figura 19), operando a 0,5 kN de load cell, at¢ obtengdo de uma
fratura e forca correspondente, registada em kN (Figura 20) (Trapezium?2
Version 2.24, Copyright 1999 — 2005 Shimadzu Corporation). O calculo da
resisténcia adesiva correspondente a cada palito foi obtido através da seguinte

equacao:

B_F
ST A

Equacgdo 1. Equagdo relacionando a resisténcia adesiva em MPa (BS), a for¢a medida
através da maquina de testes universal em N (F) e a area da interface adesiva de cada palito

(4).

ST ==

Figura 19. Maquina de testes universal (Shimadzu, Autograph AG-IS, Tokyo, Japan).
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Figura 20. Palito apos ter sido sujeito ao teste de microtragdo.

Apds registada a darea da seccdo transversal da interface adesiva de cada
palito, assim como a forca de tensdo aplicada no momento de fratura (N), foi
calculado o valor da resisténcia adesiva (WTBS) em MPa. Este valor foi obtido

pela divisdo do valor da fratura pela area (Armstrong, 2017).

De forma a identificar o tipo de falha obtida, foi utilizada uma lupa
estereoscopica (EMZ-8TR, MejiTechno Co., Ltd., Saitama, Japan) (Figura 21)

tendo sido as falhas classificadas da seguinte forma:

- Falha adesiva, na eventualidade da fratura ocorrer a nivel da interface
adesiva;

- Falha coesiva de dentina, na eventualidade da fratura ocorrer a nivel da
dentina;

- Falha coesiva de composito, na eventualidade da fratura ocorrer a nivel do
composito;

- Falha mista, na eventualidade da fratura ocorrer tanto a nivel da interface
adesiva, como a nivel da dentina ou composito.
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DENTINA

INTERFACE =~~~ N~

RESINA
COMPOSTA

ADESIVA COESIVA COESIVA MISTA
RESINA DENTINA

Figura 21. Microscdpio dtico (EMZ-8TR, MejiTechno Co., Ltd., Saitama, Japan) e figura

representativa do tipo de falha: 1. Falha adesiva; 2. Falha coesiva de resina; 3. Falha coesiva

de dentina; 4. Falha mista.

As falhas pré-teste (PTF) foram também registadas sendo-lhes atribuido um valor de

0 MPa, como sugerido por Arsmtrong et al., (2017).

3.5 Teste das propriedades nanomecanicas: dureza e médulo reduzido

de Young

Apds polimento e acabamento de cada fatia transversal de dente erodido e
restaurado, fixo em resina epoxi (Epofix Kit, Struers APS, Pederstrupve;,
Denmark), foi utilizado um método de nanoindentacdo de forma a medir a
nanodureza ¢ modulo de elasticidade da camada hibrida. Apds hidratagdo de
cada espécime, cada fatia foi de seguida transferida para uma nanoindentador
equipado de um indentador diamantado, triangular e piramidal de Berkovich
(NanoTest, Micro Materials Limited, Wrexham, UK), com recurso a uma

tabela X-Y e um sistema operacional incorporado (Figura 22).
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Figura 22. Nanoindentador equipado de um indentador diamantado de Berkovich

(NanoTest, Micro Materials Limited, Wrexham, UK).

Os testes de mnanoindentagdo foram executados ao longo da interface
composito-adesivo-dentina. Para cada amostra, foram realizadas duas matrizes
de indentacdo. Para a matriz A, foram executadas 12 indentacdes em X e 8§ em
Y, cada uma com 2 um de distincia entre elas. Para a matriz B, foram
realizadas 11 indentagdes em X e 9 indentacdes em Y, cada uma com 1 um de
distdncia entre elas. Em ambas, a carga maxima utilizada foi de 1 mN. As
cargas ¢ descargas foram efetuadas em 5 s, com 2 s de manutencdo a carga
maxima. Os valores de nanodureza foram obtidos através da média aritmética

dos resultados das diferentes indentagoes.

4. Analise Estatistica

Para o célculo do tamanho amostral, foi seguida a norma de orientagdo em
vigor, da Academy of Dental Materials (ADM) para o teste de resisténcia
adesiva a microtragdo, recomendando pelo menos 5, e idealmente 8 dentes por
grupo experimental (Armstrong et al., 2017). Relativamente ao estudo piloto de
ensaios de nanodureza, por objetivo exploratorio, definiram-se 3 amostras por

grupo experimental. O dente foi a unidade estatistica experimental deste

estudo.
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Para realizar testes de estatistica inferencial, foi utilizado o programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 27.0 para Mac (IBM
Corporation, Armonk, USA). As médias dos valores dos testes (UTBS) e
ensaio de nanodureza foram calculados por dente primeiramente, originando
médias por grupo. Realizou-se uma andlise de varidncia (ANOVA) two-way,
para comparar o efeito de diferentes adesivos ao longo do tempo, na variavel
dependente resisténcia adesiva, enquanto que para a dureza e modulo reduzido
utilizou-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (KW), uma vez que ndo se
cumpriram o0s pressupostos paramétricos. Como teste post-hoc para o KW foi

utilizado o teste de Dunn-Bonferroni.

Para os testes de estatistica inferencial, o nivel de significincia definido foi

de 5%, de modo a aceitar-se a hip6tese nula caso p> 0,05.

Apesar de todas as falhas obtidas através do teste de microtragdo terem sido
registadas, apenas foram incluidas na andlise estatistica as falhas adesivas,
mistas e pré-teste, uma vez que as falhas coesivas ndo refletem um valor

verdadeiro de resisténcia adesiva na interface (Armstrong et al., 2017).
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V. Resultados

1. Resisténcia adesiva a microtracio e analise fractografica

Os resultados obtidos através dos testes de microtracdo encontram-se
ilustrados na Figura 23. Embora através do teste ANOVA two-way (p=0.087)
ndo se tenham observado diferencas significativas entre 0s  grupos
experimentais, a curto ou longo prazo, verificou-se uma tendéncia crescente no
grupo CFP 3M. Esta tendéncia contrasta ainda, com a simultinea diminui¢do
dos resultados do grupo CFSE 3M. Adicionalmente, foi identificada uma
interagdo significativa entre as duas varidveis analisadas (grupo e tempo de
armazenamento), (ANOVA, p=0.025), verificada na Tabela 6. Esta interacio
representa o facto de que a influéncia do tempo de armazenamento, no teste de
microtracdo, depende da utilizagdo dos adesivos, CFSE ou CFP. Desta forma, o
tempo de armazenamento obteve uma magnitude de efeito superior (eta
quadrado parcial = 0.02), comparativamente ao grupo experimental (eta

quadrado parcial = 0.17).
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Figura 23. Grafico de barras comparativo dos dois grupos experimentais em tempos
diferentes de armazenamento (imediato e apos 3 meses de envelhecimento). Ndo foram obtidas
diferencas significativas entre os dois grupos experimentais nem entre os tempos (ANOVA two-

way, p=0.087; n=8). As barras de erro representam erros padrdo dos valores da média (SE).
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Tabela 6. Resultados do teste ANOVA two-way, considerando os seguintes fatores: grupo

experimental e tempo de armazenamento para a variavel dependente, a resisténcia a

microtragdo.

Source Type IIl Sum of Squares df Mean Square F p

Model 135.142 3 45.047 2419 .087
Adhesive 20.161 1 20.161 350.783  .307
Time point 10.580 1 10.580 0.568  .457

Adhesive x time point 104.401 1 104.401 5.606 .025
Error 521.412 28 18.622
Total 7188.800 32

As contagens finais

dos

diferentes tipos

de falha possivel a nivel da

interface resina-dentina (falha adesiva, coesiva ou mista), identificadas através

de percentagens, encontram-se descritas na Tabela 7. Em todos os grupos, a

falha adesiva foi o tipo de falha predominante, seguida da falha mista, embora

excecionalmente, no grupo CFSE 24,

coesivas em composito.

se tenham registado 27%

de falhas

Tabela 7. Sumario da andlise de fratura, demonstrando os tipos de fratura encontrados em

cada grupo experimental (em %). A sigla PTF representa as _falhas pré-teste — palitos que

fraturaram previamente a concretizagdo do teste de resisténcia adesiva.

Coesiva Coesiva

Falhas Adesivas . ] Mista PTF
Compésito Dentina
CFSE 38% 27% 1% 24% 10%
Imediato (24 h)
CFP 58% 14% 1% 17% 11%
CFSE 47% 18% 1% 20% 14%
3 meses
CFP 52% 14% 1% 19% 13%
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2. Dureza e modulo reduzido de Young

A dureza e o mddulo reduzido de Young foram calculados em trés camadas
distintas: na camada hibrida, na camada de adesivo e na dentina. Os valores
correspondentes a estes testes encontram-se descritos na Tabela 8, de acordo
com o grupo experimental e tempo de armazenamento. A distribuicdo dos
valores de dureza (H) demonstrou ser significativamente diferente na camada
hibrida (KW x?*(3): 11.1; p=0.011), na camada de adesivo (KW x3*(3): 18.8;
p<0.001) e na dentina (KW x%(3): 19.9; p<0.001). Relativamente aos valores
do modulo de elasticidade (E), a distribuicdo de valores apresentou ser também
ela, significativamente diferente na camada hibrida (KW x*(3): 8.5; p=0.037),
na camada de adesivo (KW x?(3): 17.0; p=0.001) ¢ na dentina (KW x*(3): 15.7;
p=0.001).

Tabela 8. Médias (em GPa) correspondentes a nanodureza (H) e modulo de Young reduzido (E)
e desvio padrado indicado entre paréntesis, consoante o adesivo (CFSE, CFP) e tempo de
armazenamento (imediato e 3 meses de envelhecimento). As letras maiusculas representam
diferenca significativa dentro da mesma coluna, enquanto que as letras minusculas indicam

diferenca significativa dentro da mesma linha (Dunn-Bonferroni, p<0.05; n=3).

Imediato (24 h) Longo-prazo (3 meses)
Camada Camada
Hibrida Adesivo Dentina Hibrida Adesivo Dentina
CFSE 043 (0.19)**  0.62(0.20)*A  0.79 (0.23) 0.32(0.10) 037 (0.19)»*  0.76 (0.32)
H (GPa)
CFP  052(0.18)*  0.64 (0.21)**  0.83 (0.25) 046 (0.30)  0.39 (0.18)"* 152 (0.61)%*
CFSE  6.08 (2.30)** 830 (3.07)**  13.91 (3.38) 488 (1.07)*  5.61(1.80)"  15.63 (5.27) 2
E (GPa)
CFP 621 (1.13) 817 (1.84)  19.80 (4.39)% 6.44 (124)°4 59 (1.10)**  19.44 (5.79)*
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2.1 Mapas de dureza e modulo reduzido de Young a partir de matrizes

programadas

Os mapas ilustrativos da variagdo da nanodureza e moddulo de Young
reduzido através da interface resina-dentina, numa matriz fixa, podem ser
encontrados nas Figuras 24 e 25. A camada hibrida e a camada de adesivo
apresentaram resultados similares em termos de distribuicio de dureza e
moédulo de elasticidade reduzido, tanto ao imediato como a longo prazo.
Assim, examinando os mapas, estes resultados ndo demonstram ser distintos

entre si.

Dureza (GPa)

Maédulo reduzido (GPa)

Figura 24. Mapas de dureza e modulo de Young reduzido (GPa), evidenciando a varia¢do
em intensidade de cada variavel, numa drea, mapeando a interface resina-dentina, apos ter
sido restaurada e armazenada durante 24h em dgua desionizada. A dentina pode ser observada
em baixo, facilmente identificavel pelo modulo de elasticidade elevado, enquanto que a camada
hibrida se encontra imediatamente em cima desta camada (os mapas sdo representativos de

uma so6 amostra). A distincia entre pontos é medida em um.
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Figura 25. Mapas de dureza e modulo de Young reduzido (GPa), evidenciando a varia¢do
em intensidade de cada variavel, ao longo de uma area, mapeando a interface resina-dentina,
apos ter sido restaurada e armazenada durante 3 meses em saliva artificial. Uma aleatoriedade
na variagdo dos valores de dureza no grupo CFSE pode ser observada, enquanto que o modulo
reduzido demonstra caracteristicas evidentes de dentina na camada inferior (os mapas sdo

representativos de uma amostra aleatoria). A distancia entre pontos ¢ medida em pm.
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VI. Discussao

O presente estudo in vitro teve como objetivo avaliar e comparar a interface
adesiva de um sistema adesivo funcional, em substrato erodido. Os resultados
obtidos levaram a que a primeira hipdtese nula fosse aceite, sendo que ndo se
verificaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos testados,
quer com a variagdo dos adesivos, quer a curto ou a longo prazo. Na segunda
hipotese nula formulada, esta foi parcialmente aceite, uma vez que se
verificaram certas diferengas, com o envelhecimento no CFP, em algumas

zonas estudadas.

Atualmente os desafios no Aambito da adesdo dentaria repousam
maioritariamente nas dificuldades encontradas no substrato dentinario (Van
Meerbeek et al., 2020). De forma a permitir estabilidade e longevidade dos
tratamentos adesivos, deve ser assegurada uma infiltragdo dos mondmeros de
resina e a sua subsequente polimerizagdo nos espagos interfibrilares da rede de
colagénio, formando uma camada reticulada e coesa (Nakabayashi et al., 1982;
Nakabayashi et al,, 1991; Spencer et al, 2010). Este processo torna-se
desafiante num tecido com elevado conteido organico, como ¢ o caso da
dentina (Frassetto et al., 2016; Liu et al., 2011). Dentro das adversidades
encontradas clinicamente encontra-se a erosdo dentaria (Carvalho et al.,, 2015;

De Rossi et al., 2021; Loomans et al., 2017).

Em termos de adesio a dentina erodida, a literatura apresenta-se unanime,
sublinhando uma redugdo marcada na resisténcia adesiva (Belmar da Costa et
al., 2021; De Rossi et al., 2021; Frattes et al., 2017; Ramos et al., 2013). Foram
descritas alteracdes morfolégicas e estruturais na dentina sujeita a este
fendémeno, responsdveis pela formagdo de uma camada hibrida menos coesa
(Bartlett & O’Toole, 2019; Siqueira et al., 2018;). De facto, autores como Tay
& Pashley (2004) descrevem a presenca de tibulos dentindrios alargados,
cobertos de dentina peri-tubular porosa e dura, resultando na sua oclusdo e
consequente formacdo de uma camada hipermineralizada superficial. Estas
caracteristicas demonstraram ter um impacto negativo na infiltragdo dos
monomeros, comprovado por estudos como o de Zimmerli et al. (2012) ou

Frattes et al. (2017). Estudos laboratoriais demonstram ainda que neste
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contexto, os resultados de resisténcia adesiva ao imediato (24 h) sdo
significativamente superiores em dentina higida, quando comparados aos
resultados em dentina erodida, independentemente do sistema adesivo utilizado
(Deari et al., 2017; Flury et al., 2013; Flury et al., 2017; Ramos et al., 2013;
Zimmerli et al., 2012).

Por outro lado, o estudo laboratorial de Flury et al. (2017) destaca uma
degradacdo acelerada da camada hibrida neste substrato. Siqueira et al. (2018)
verificou resultados significativamente inferiores de resisténcia adesiva em
dentina erodida, apdés dois anos de envelhecimento em d4gua, quando
comparados aos grupos onde a dentina erodida foi previamente preparada com
agentes de reticulagdo — proantrociadininas e riboflavina. Assim, como
especulado por Costa et al. (2019) e Zimmerli et al. (2012), estes valores
encontrar-se-iam diminuidos devido a uma degradagdo acelerada, tanto pela
hidrolise das fibras ndo incluidas na camada hibrida, como pela atividade das
metaloproteinases da matriz (MMPs). Estimuladas pelo ambiente acidico, estas
MMPs contribuem assim, para a colagendlise, resultando numa menor

integridade da camada hibrida a longo prazo (Costa et al., 2019).

Neste contexto, foram entdo escolhidos dois sistemas adesivos diferentes:

Clearfil SE Bond 2 e Clearfil SE Protect.

Encontra-se atualmente estabelecido pela literatura que o adesivo Clearfil
SE Bond 2, que beneficia do monomero funcional 10-MDP original na sua
composi¢do (Van Meerbeek et al., 2010), representa o gold-standard da adesdo
dentinaria. Ensaios clinicos como os de Pena et al., (2016) com um follow-up a
2 anos ou o de Peumans et al. (2010) a 8 anos, comprovam este argumento.
Adicionalmente, estudos laboratoriais como o de Peumans et al. (2005) assim
como os dados meta-analiticos de Van Meerbeek et al. (2010) ou Van
Meerbeek et al. (2020), apoiam esta premissa. De facto, quando comparado
com outros 10-MDP sintetizados ap6s a patente expirar, estes demonstraram
eficicia inferior por impurezas, confirmando que o mondmero presente nos
adesivos da Kuraray ¢ superior em resisténcia adesiva (Shibuya et al.,, 2019)

Este adesivo permite também o estabelecimento do fendémeno de nanolayering
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- como descrito por Yoshihara et al. (2011) ou Tian et al. (2016) - e
consequente ligacdo quimica forte e estdvel, com baixa dissolu¢do hidrolitica,
entre o calcio presente na hidroxiapatite, ou livre, ¢ o 10-MDP. Desta forma
quando falamos em adesdo a dentina sujeita a uma desmineralizacdo
superficial, estd identificado que este adesivo self-efch apresenta os melhores

resultados a curto e longo prazo (Van Meerbeek et al., 2011, 2020).

O Clearfil SE Protect, também apresentado pela Kuraray, tem como base a
mesma composicdo do Clearfil SE Bond 2, contudo, conta com a presenca do
monémero 12-MDPB. Este mondémero funcional que incorpora brometo de
piridinio, torna-se um potencial agente anti-bacteriano por ser uma amonia
quaterndria  polimerizdvel (QAC), sem todavia comprometer a adesdo
(Muratovska et al., 2018; Tezvergil-Mutluay et al., 2011, 2015). O MDPB ¢
assim capaz de co-polimerizar com outros monomeros, imobilizando-o e
permitindo uma agdo inibitdria contra o crescimento bacteriano a nivel da
matriz de resina (Imazato et al., 1997, 1998 2006). Esta agdo anti-bacteriana
representa uma técnica promissora, como evidenciado num estudo laboratorial
de Hashimoto et al. (2018), sugerindo um aumento da longevidade das
restauragdes que beneficiem desta estratégia. Por outro lado, o adesivo conta
ainda com particulas de flaor reativas, funcionalizadas, possivelmente
potenciadoras de processos remineralizantes (Ozel et al., 2015). A libertacdo de
flaor, como sugerido por Viana et al. (2020), permite a formagdo e precipitacao
de fluoroapatite, um mineral menos soltvel, levando a uma dentina protegida e
reforcada. De outro modo, aquando de uma nova exposi¢do acidica na presenca
de particulas de flior reativas, uma camada de resisténcia 4cido-base (ABRZ) ¢
formada, protegendo a dentina subjacente (Inoue et al., 2006; Nikaido et al.,
2009, 2011; Waidyasekera et al., 2009). Tsuchiya et al. (2004) evidenciou e
analisou esta estrutura, com recurso a imagens de microscopia eletronica de
varrimento, afirmando a sua formacdo como sendo dependente do adesivo.
Concordantemente, Shinohara et al. (2006) prova a formagdo de uma camada
resistente apos desafios acidicos, localizada junto a dentina, apds a camada
hibrida. Assim, este novo adesivo funcional sera eventualmente passivel de
formar esta camada, e desta forma melhorar os resultados de resisténcia

adesiva a longo prazo no substrato erodido (Nikaido et al., 2011).
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Consequentemente o sistema adesivo Clearfil SE Bond 2, por apenas diferir do
Clearfil SE Protect nos dois constituintes supramencionados, torna-se o

controlo ideal para testar a eficacia dos mesmos.

Apbs os testes efetuados ao imediato (24h) tanto de microtragdo como de
propriedades nanomecanicas, as amostras foram conservadas em saliva
artificial. Esta solucdo foi escolhida no sentido de simular uma remineralizacio
comparavel com a que acontece no meio oral, de forma similar ao estudo de

Ayres et al. (2015).

Para envelhecimento foi definido um periodo de 3 meses. Apesar de ser um
periodo relativamente curto, 3 meses ¢ considerado um estudo laboratorial a
longo prazo, como indicado por Amstrong et al. (2017) na orientagdo da ADM.
Se por um lado os testes de microtragio permitiram a obtencdo de resultados
quantitativos de resisténcia adesiva, 0s ensaios nanomecanicos permitem
esclarecer propriedades determinantes tais como a dureza e o modulo de
elasticidade. Enquanto o moédulo de elasticidade esclarece o comportamento de
um material quando este ¢ sujeito a uma forca, j4 a dureza estd correlacionada
com a resisténcia ao desgaste (Ferracane, 2013). Assim, o estudo das
propriedades mecanicas de um material ou estrutura dentdria, revela ter

implicagdes clinicas importantes (Ilie et al., 2017).

No contexto de dentina erodida e relativamente aos testes de microtragdo
efetuados ao imediato, os resultados associados ao adesivo Clearfil SE Bond 2
foram concordantes com os valores referidos na literatura (Figura 23 e Tabela
6). Efetivamente, no estudo de Deari et al. (2017) e Ramos et al. (2013) as
médias dos resultados de microtragdo no grupo experimental erodido foram
inferiores comparativamente ao grupo controlo, tal como no presente estudo. E
possivel aferir que os resultados foram significativamente inferiores quando
comparados a resultados descritos em dentina higida, também coerente com o
esperado, como demonstrado em estudos tais como o de Francisconi-dos-Rios
et al. (2015) ou de Deari et al. (2017), para os respetivos grupos controlo.
Quando comparados aos resultados ao imediato do grupo experimental que

utilizou o adesivo Clearfil SE Protect, os valores ndao foram estatisticamente
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significativos (Figura 23 e Tabela 6). Novamente, estes resultados sdo
convergentes com a literatura, tal como no estudo de Shinohara et al. (2006)
que compara resultados de resisténcia adesiva em dentina higida, utilizando os
mesmos dois adesivos, levando a resultados similares aos presentes. E desta
forma possivel aferir que a presenca de apenas dois componentes diferentes na
formulacdo do Clearfil SE Protect, ndo afetaram a resisténcia adesiva ao
imediato, quando o substrato em questdo ¢ a dentina erodida. Apresentando
resultados comparaveis com o Clearfil SE Bond 2 (Shinohara et al., 2006) —
gold-standard -, na dentina erodida, a utilizacdo deste adesivo poderd tornar-se
assim uma opg¢do alternativa fidedigna (Hashimoto et al., 2018; Nikaido et al.,

2011; Shinohara et al., 2006) a curto prazo.

Os resultados a longo prazo (3 meses) dos testes de resisténcia adesiva
também ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas (Figura 23
e Tabela 6). Como descrito na literatura e discutido anteriormente, o substrato
erodido encontra-se mais vulnerdvel a fendmenos de degradagdo da camada
hibrida, quando comparado com o higido (Costa et al., 2019; De Rossi et al.,
2021; Moda et al, 2018). Desta forma, os resultados a longo prazo
tendencialmente inferiores obtidos com o Clearfil SE Bond 2 sdo expectaveis,
a semelhanca dos resultados encontrados por Costa et al. (2019). De facto, os
resultados de resisténcia adesiva em dentina erodida com o adesivo Clearfil SE
Bond 2 obtidos no estudo mencionado (Costa et al., 2019) demonstraram ser
estatisticamente inferiores, quando comparados com a resisténcia ao imediato.
Atualmente aceita-se que esta tendéncia serd potencializada pela degradagdo
hidrolitica e enzimatica da camada hibrida, inevitdivel com o tempo na
cavidade oral, devido a fendémenos locais e do hospedeiro, como ja sustentado

pela literatura (Montagner et al., 2014; Shimada et al., 2009).

No entanto, embora estatisticamente irrelevante, os resultados de resisténcia
adesiva do grupo CFP 3M mantiveram-se similares ¢ com uma média superior
quando comparados aos imediatos. Desta forma ¢ possivel realcar uma
tendéncia crescente neste grupo experimental, aparentemente menos vulneravel
a degradagdo da camada hibrida, conceito ja& referido na literatura por

Muratovska et al. (2018) ou Tezvergil-Mutluay et al. (2011, 2015). Uma das
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possiveis interpretacdes desta tendéncia crescente estd relacionada com a
presenga do monoémero funcional 12- MDPB, contido no primer do adesivo em
questdo (Muratovska et al., 2018). Como referido, a sua estrutura inclui ides de
brometo de piridinio, um potente agente anti-bacteriano (Imazato et al., 2000)
contra bactérias como o Streptococcus mutans (Imazato et al., 1998), tal como
foi descrito nos estudos de Imazato et al. (1997, 2006) e Muratovska et al.
(2018). Por outro lado, tem sido também mencionado que o 12-MDPB seria
capaz de inibir as MMPs, protegendo consequentemente a camada hibrida e
contribuindo para o sucesso dos tratamentos restauradores (Liu et al.,, 2011;
Tezvergil-Mutluay et al., 2011). O estudo de Tezveril-Mutluay et al. (2015)
sublinha ainda que o recetor das MMPs por contar com repetigdes de cisteina
necessarias para as ligagdes estabelecidas pelas QAC, permitiria a libertacdo de
um  grupo carboxilo livre nestas enzimas, passivel de se ligar
electrostaticamente ao 12-MDPB, a um pH de 7.4, bloqueando

consequentemente a sua acdo (Visse & Nagase, 2003).

A matriz de resina, suportada maioritariamente por fibrilhas de colagénio,
contribui fortemente para a resisténcia a tracdo da dentina (Tezvergil-Mutluay
et al.,, 2011), uma vez que permite que a resina co-polimerize e preencha os
espacos, formando locais fortes de retengdo micromecanica sobre uma grande
area de superficie. A degradagdo da camada hibrida inicia-se como
consequéncia de uma infiltragdo incompleta dos monomeros ndo polimerizados
nas fibrilhas de colagénio, levando a zonas de exposi¢cdo da rede, realcado na
literatura por autores como Carrilho et al. (2008). Hashimoto et al. (2003)
descreve que estas fibras expostas se encontram circundadas de espagos
interfibrilhares hidratados, levando a uma hidrolise dos mondmeros por
esterases e assim, a uma degrada¢do hidrolitica. Por outro lado, as
metaloproteinases da matriz sdo capazes de acelerar o processo de degradagdo.
Autores como Chaussain-Miller et al. (2006) descrevem as MMPs como
enzimas secretadas por odontoblastos, localizadas na saliva e dentina
condicionada por 4acido, que demonstram ter um envolvimento importante na
degradagdo das fibrilhas de colagénio desprotegidas. Ativadas pelo ambiente

acidico, estas endopeptidases sdo capazes de hidrolisar componentes da matriz
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organica extracelular, mediando assim a degradacdo da camada hibrida

(Chaussain-Miller et al., 2006).

Assim, durante o processo de preparacdo cavitaria e condicionamento 4cido,
as MMPs, naturalmente ligadas ao colagénio mineralizado, sdo expostas e
tornam-se  cataliticamente  ativas  (Montagner et al., 2014), fendmeno
particularmente evidente no substrato erodido, onde a presenca de 4acido ¢
frequente (Buzalaf, Kato & Hannas, 2012). A intervengdo precoce na
prevencdo e atraso da inibicdo das MMPs, seria assim util na protecdo da
camada hibrida (Montagner et al., 2014). Revisdes e estudos laboratoriais
como os de Montagner et al. (2014) ou Scaffa et al. (2012), introduziram
diversos mecanismos no ambito da inibicdo destas proteinases, entre os quais
se destaca o pré-tratamento com digluconato de clorexidina a 2% (CHX). Esta
técnica revelou poder ser incorporada em diferentes fases do sistema adesivo e
¢ atualmente considerada o gold-standard por relagdo  risco-beneficio,
facilidade, acesso e preco (Breschi et al., 2010, 2018; Frassetto et al., 2016).
Embora Breschi et al. (2020), tenha demonstrado que a CHX ¢ capaz de
retardar a degrada¢do da camada hibrida apds envelhecimento artificial de 10
anos, os resultados a longo prazo na literatura s3o contraditorios e
frequentemente compardveis ao grupo controlo (Van Meerbeek et al.,, 2020).
Mais recentemente e como referido, outros estudos tém-se focado na utilizagdo
de QACs e consequentemente na sua incorporacdo em sistemas adesivos, como

¢ o0 caso do adesivo Clearfil SE Protect.

Por outro lado, o adesivo Clearfil SE Protect, beneficia na sua composi¢do
de particulas reativas de fluor, capazes de estimular processos de
remineralizacdo da estrutura, através de uma libertacdo lenta de fluor (Ayres et
al., 2015; Guedes et al.,, 2016). De uma forma interessante, estas particulas
reativas conseguem estabelecer uma ligagdo com a matriz de resina,
melhorando as propriedades mecanicas da adesdo, e libertando flior em
simultaneo (Frangois 2020). De facto, Freitas et al. (2017) relembra que o
modulo de elasticidade apresenta um impacto sobre a resisténcia adesiva,
auxiliando na absor¢do das forcas e preservando assim a interface adesiva.

Com base nesta premissa, o autor sugere que a libertacdo de fllior seria capaz
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de aumentar a resisténcia da interface adesiva a deformagdo elastica (Freitas et
al., 2017). Por outro lado, o fluoreto ¢ capaz de exercer uma atividade
antibacteriana e fortalecedora, particularmente 1til no substrato erodido
(Guedes et al., 2016). A sua presenga leva a um aumento da resisténcia da
dentina, pelo aumento da concentracdo de fluorapatite circundante da camada
hibrida, menos solavel (Guedes et al., 2016). Desta forma, a libertacdo de
particulas reativas de fllor permite a protecdo da dentina contra a acdo futura
de 4cidos, conferindo um menor grau de degradagdo e assim uma maior
estabilidade. Num estudo desenvolvido por Guedes et al. (2016), onde foi
testada a resisténcia adesiva do Clearfil SE Protect em substrato erodido, o
fluoreto demonstrou ter particular efeito nas regides dentindrias proximas da
interface adesiva, sugerindo o fortalecimento da camada hibrida. Posto isto, o
Clearfil SE Protect parece reunir todas as condicdes necessarias para a
formacdo da camada resistente acido-base (ABRZ). Pelos beneficios
assegurados por este adesivo funcional, a tendéncia crescente dos resultados de
resisténcia adesiva no grupo experimental CFP _3M poderd entdo ser associada
a uma camada hibrida reforcada pelas particulas reativas, assim como pela
acdo anti-enzimatica do mondémero MDPB, ambas contribuindo para uma

melhoria na integridade da camada hibrida.

Em relacdo a percentagem do tipo de falhas obtidas tanto a curto como a
longo prazo, os resultados demonstram que, em todos os grupos testados, a
falha predominante ¢ a falha adesiva (Tabela 7), concordante com estudos
prévios focados no adesivo Clearfil SE Protect, como os de Muratovska et al.
(2018) e Imazato et al. (2006), e também expectavel na tipologia de teste de

microtragao.

No ambito das propriedades nanomecanicas do substrato em questdo e da
sua influéncia clinica, foram avaliadas a dureza e moddulo reduzido de Young
das amostras, a curto e longo prazo. A dureza, apesar de se tratar de uma
propriedade mecanica ndo inerente ao material, define-se pela capacidade de
resisténcia maxima a deformacgdo local (Illie et al., 2017). Esta propriedade
mede-se através de diferentes indentagdes na superficie, com uma forca

constante e distancias definidas (Illie et al., 2017; Van Meerbeek et al., 1993).
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A deformacgdo plastica de um material — deformacdo irreversivel — ¢ desta
forma determinada (Illie et al., 2017). O moddulo de elasticidade — modulo de
Young - em contrapartida, pode ser definido pela resisténcia do material a
deformacdo elastica (que ¢ reversivel), quando submetido a uma dada forga

(Illie et al., 2017).

Como referido, durante o processo adesivo o0s mondmeros de resina
infiltram os espagos interfibrilares na rede de colagénio exposta, e, quando co-
polimerizados entre si formam em conjunto com o colagénio e a hidroxiapatite
residual, a camada hibrida (Spencer et al., 2010). Esta camada apresenta um
gradiente de elasticidade significativo como comprovado em estudos como os
de Freitas et al. (2017). Os estudos atuais preconizam que esta elasticidade e
consequente resiliéncia, ¢ capaz de absorver as forcas e stress provenientes da
resina composta (Illie et al., 2017). Desta forma, a dureza ¢ modulo de Young
da camada hibrida encontrar-se-iam intimamente correlacionadas com a
resisténcia adesiva da interface dentinaria (Freitas et al., 2017). Efetivamente,
com uma camada hibrida que apresente propriedades mecanicas favoraveis,
seria entdo possivel preservar a integridade da mesma e consequentemente

aumentar a longevidade dos tratamentos (Van Meerbeek et al., 2010).

Comparando os grupos CFSE 24 e CFP 24, os resultados de dureza ndo
demonstraram ser estatisticamente significativos (Tabelas 8 e Figuras 24 e 25).
A dureza da camada hibrida e adesivo apresentam resultados inferiores em
relacdo 4 dureza da dentina e o mesmo pode ser observado no que diz respeito
ao modulo de elasticidade, resultados previsiveis uma vez que ja havia sido
comprovado experimentalmente por Freitas et al. (2017) para o adesivo
Clearfil SE 2 e por Guedes et al. (2016) para o adesivo Clearfil SE Protect.
Efetivamente, ndo seria expectdvel uma diferenca entre sistemas adesivos ao
imediato, uma vez que apenas diferem em dois componentes, diferencgas
insuficientes para melhorar as propriedades mecanicas a curto prazo. Desta
forma, os resultados a curto prazo encontram-se de acordo com a literatura

atual.
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Para a dureza, considerando agora a longo prazo, os resultados obtidos
também ndo foram significativamente diferentes entre os dois adesivos (Tabela
8 e Figuras 24 e 25). Contudo, as diferencas estatisticamente significativas
entre os resultados da dentina e camada hibrida/adesivo mantiveram-se. Estes
resultados foram assim concordantes com estudos como o de Siqueira et al.
(2020), que verificou que ap6és 2 anos de armazenamento de amostras de
dentina erodidas, os valores nao diferiam com os valores recolhidos ao
imediato. Embora ndo seja possivel inferir acerca de um aumento das
propriedades mecanicas do grupo CFP 3M em comparagdo com o grupo
CFSE 3M, torna-se importante realcar que existe uma estabilidade a longo
prazo das propriedades mecanicas nestes grupos, como sugerido ja por De

Siqueira et al. (2020).

Por outro lado, comparando antes e apds o envelhecimento, a dentina
registou valores de dureza significativamente maiores, comparados com 0s
imediatos, no grupo CFP 3M. Tal facto poderd evidenciar um processo de
remineralizacdo a ocorrer na interface adesiva, proveniente da diferente
composi¢do quimica do Clearfil Protect Bond. O mesmo ndo se verificou no
grupo CFSE 3M. Para o envelhecimento das amostras dos grupos CFP 3M e
CFSE 3M, cada espécime foi armazenado numa solu¢do de saliva, substituida
semanalmente. A saliva desempenha um papel de elevada relevancia no ambito
da remineralizacdo dentdria, particularmente interessante no que diz respeito a
erosdo dentaria (Lussi & Carvalho, 2014). De facto, aquando da exposi¢do
acida, o pH decresce para um valor inferior a 5.5, suscitando processos de
desmineralizagdo (Lussi & Carvalho, 2014). A presenca de saliva na cavidade
oral, ndo s6 confere uma prote¢do da erosdo, atuando com diluente, como ¢
responsavel pelo tamponamento deste pH, elevando novamente o seu valor em
torno de 7 (Buzalaf, Hannas & Kato, 2012). Trata-se de um produto bioldgico
supersaturado em conteddo mineral — calcio, fosfato e flior — participando no
processo de remineralizagdo-desmineralizacdo, responsdvel pela manutengdo
da integridade da estrutura dentaria (Zhou et al., 2020). Num estudo de Zhou et
al. (2020), ap6s 21 dias armazenadas em saliva, as amostras estudadas ja
apresentavam focos de remineralizagdo. No ambito dos testes executados neste

estudo, um potencial de remineralizagdo assume um papel fundamental, uma

72



Discussdo

vez que o Clearfil SE Protect poderia promover a formacdo de uma camada
hibrida refor¢ada, com o auxilio das particulas de flaor reativas (Guedes et al.,
2016; Hashimoto et al., 2018). Embora alguns estudos utilizem fluido corporal
simulado (SBF), solugdo com concentragdo id6nica semelhante a do plasma
humano (Tezvergil-Mutluay et al., 2015), neste estudo foi utilizada saliva
artificial como meio de remineralizagdo por ser o mais aproximado ao meio

oral.

Os valores de dureza a nivel da camada adesiva diferiram ao longo do
tempo, para ambos os grupos (Tabela 8 e Figuras 24 e 25). Estas diferengas
podem ser consistentes com a degradacio dos mondmeros de resina a longo
prazo, por degradacdo hidrolitica. A mesma tendéncia foi observada a nivel do
moédulo de elasticidade, com valores reduzidos na camada adesiva (Tabela 8 e
Figuras 24 e 25). E ainda possivel observar que os valores de dureza na dentina
aumentaram no grupo CFP 3M, fenémeno potencialmente relacionado com a
formagdo de uma camada reforcada e remineralizada, associada a presenga de
particulas de fluoreto de sodio reativas na interface adesiva, assim como ao
meio de armazenamento — a saliva artificial. A literatura tem vindo a
demonstrar que, na sequéncia de um desafio acidico futuro, existe a capacidade
de formacdo de uma camada resistente — ABRZ — na presenca do adesivo CFP,
comparativamente com outras estratégias adesivas (Nikaido et al., 2021).
Trata-se assim de um fendomeno dependente da concentracdo utilizada de fluor,

capaz de influenciar as propriedades nanomecanicas da camada adesiva.

Em relacdo ao modulo de elasticidade, foram observadas diferengas a nivel
da camada hibrida no grupo CFP 3M, apresentando um aumento ligeiro e
consequentemente, uma maior dureza ao longo do tempo, o que pode
potencialmente indicar fendmenos de remineralizagdo a ocorrerem na interface,
devido aos agentes funcionais presentes na composicdo quimica do adesivo. Os
outros resultados de modulo de elasticidade seguiram a tendéncia
supramencionada e observada nos valores de dureza, expectdvel neste tipo de

estudo.
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Apesar dos resultados de microtracdo a curto ou longo prazo ndo terem sido
estatisticamente significativos, diversas tendéncias foram observadas. Se por
um lado, os resultados de resisténcia adesiva do CFSE 24 e CFP 3M foram
semelhantes, os resultados do grupo CFP 3M demonstraram ser superiores,
podendo ser interpretados como uma tendéncia crescente (Liu et al., 2011;
Tezvergil-Mutluay et al., 2011, 2015). Por outro lado, os valores diminuidos do
grupo CFSE 3M confirmam a degradagdo enzimdtica acelerada presente em
dentina erodida a longo prazo, como descrito na literatura (Buzalaf, Kato &
Hannas, 2012). Caso a tendéncia se verifique, estes resultados sustentariam a
hipotese de formagdo de uma camada hibrida refor¢ada na presenga do adesivo
Clearfil SE Protect, assim como uma possivel inibigdo da degradacao
enzimatica, em concordancia com os estudos de Imazato et al. (2006) ¢ Guedes
et al. (2016). Desta forma, torna-se necessario desenvolver estudos com um
envelhecimento das amostras até 5 anos ou superior, igualando o tempo de

sobrevivéncia média de um tratamento restaurador.

Em relagdo as propriedades nanomecanicas, os mesmos sdao suportados
pelos estudos que revelam que o adesivo funcional apresenta excelentes
propriedades mecanicas, a curto e longo prazo (Imazato et al., 2006). Contudo,
seria  benéfico  testar estas propriedades, também num tempo de
armazenamento superior. De facto, como descrito por Guedes et al. (2016), o
Clearfil SE Protect aparenta proteger a dentina subjacente a camada hibrida,

dando-lhe estabilidade.
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VII. Conclusao

A partir deste estudo ¢ possivel concluir-se que o adesivo Clearfil SE
Protect demonstra resultados de resisténcia adesiva e propriedades mecanicas
em dentina erodida, similares as do adesivo Clearfil SE Bond 2. O adesivo
Clearfil SE Protect demonstra em contrapartida, uma tendéncia crescente na
resisténcia adesiva a microtragdo, passivel de ser atribuida a uma maior
resisténcia a degradacdo. Assim, o adesivo Clearfil SE Protect pode ser
considerado uma opcdo terapéutica fidedigna, mesmo quando comparado ao

gold standard atual — Clearfil SE Bond 2.

As alteragdes na dureza da dentina a longo prazo, em presenca do
adesivo Clearfil SE Protect, assim como o ligeiro aumento do modulo de
elasticidade da camada hibrida, sugerem um possivel fendmeno de
remineralizacdo a nivel da interface adesiva. S3o necessarios mais estudos de
forma a determinar o papel especifico do 12-MDPB e das particulas de fluor
reativas no ambito da inibicdo das MMPs em substrato erodido e a sua

subsequente remineralizagao.

VII.1. Relevancia clinica

Dado que a adesdo a dentina erodida permanece um conceito
particularmente desafiante, a procura de protocolos especificos que aumentem
a longevidade dos tratamentos atuais, demonstra ser pertinente. Com o
crescente aumento da incidéncia deste fendmeno e a importancia do tratamento
minimamente invasivo neste contexto, torna-se de grande importancia explorar
pré-tratamentos e estratégias adesivas. Uma vez que se trata de um substrato
altamente vulneravel a degrada¢do precoce da camada hibrida, os tratamentos
clinicos beneficiariam assim de um adesivo que reunisse caracteristicas
capazes de retardar ou inibir este processo, aumentando a longevidade de
forma a atingir o sucesso da restauragdo. O adesivo Clearfil SE Protect
demonstrou resultados semelhantes ao adesivo Clearfil SE Bond 2, no que toca

a resisténcia adesiva — o gold-standard atual da dentina, com uma tendéncia
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crescente promissora em dentina erodida, justificando o seu uso clinico. No
que toca as propriedades nanomecanicas, ambos foram similares. Contudo, as
subidas no modulo de elasticidade da camada hibrida do CFP, juntamente com
o aumento da dureza da dentina neste adesivo, levam a crer que poderd ter
existido um fenomeno de remineralizacdo. Este ¢ clinicamente relevante e
necessario para um contexto erosivo, podendo proteger desafios acidicos
futuros.

Os resultados promissores em relacdo a este adesivo a longo prazo e a
possivel protecdo contra futura degradagdo e ambientes acidicos, permitem
entdo que o Clearfil SE Protect seja considerado um adesivo funcional

interessante para substratos erodidos.
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VIII. Perspetivas Futuras

Tendo em conta o trabalho desenvolvido, em investigacdes futuras serad

relevante:

Avaliar a resisténcia adesiva em dentina erodida do adesivo Clearfil SE
Protect, apds envelhecimento a longo prazo (I a 5 anos em dagua) ou
termociclagem simulando periodos > 5 anos, bem como as propriedades

nanomecanicas;

Avaliar a nanoinfiltragdo apds envelhecimento do adesivo Clearfil SE
Protect, comparando-o com outros adesivos funcionais que contém
particulas de flaor reativas, com recurso a microscopia de laser confocal e
microscopio eletronico de transmissdo. Construcdo de imagens com recurso
a software tipo Imagel, que permitam a quantificacdo de microgaps, canais

e espagos de dgua, para avaliagcdo da integridade da camada hibrida;

Simulagdo da criagdo de uma camada ABRZ num substrato previamente
erodido e estudo quimico das diferentes camadas formadas (por diferentes
adesivos) com recurso a técnicas de espectroscopia vibracional, como a
Espectroscopia de Infra-vermelhos por Transformada de Fourier (FTIR) ou

Espectroscopia de Raman.

Avaliagdo de outras propriedades mecanicas, medidas através de andlise
mecanica dinamica (DMA), comparando o Clearfil SE Protect e a sua
variagdo ao longo de periodos de envelhecimento com outros sistemas

adesivos contemporaneos.
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ANEXOS

Anexo I

Comisséo de Etica EGAS MONIZ

Proc. Interno n® 938

Ex.ma Senhora
Madalena Belmar da Costa

Monte de Caparica, 2B de janeiro de 2021,

Ex.ma Senhora,

Em resposta ao Pedido de Parecer que submeteu & apreciacio da Comissao de Etica da
Egas Meniz, com o tema denominado “Analise da interface adesiva formada entre
dentina erodida e um sistema adesivo funcional, no imediato e apés envelhecimento”,

foi aprovado por unanimidade

Com os melhores cumpaimentos,

A Presidente da Comissdo de Etica da Egas Moniz

~
Prof. Doutora Maria Fema squita

EGAS MONIZ = COOPERATIVA DE ENSIND SUPERIOR, CRL
Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica
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EGAS MONIZ
Declaracdo da Direcdo Clinica para cedéncia de dentes do

BDH para realizag@o do trabalho de projeto final do Mestrado
Integradp de h_'.edicina Dentéaria

Codipgo | MP.C

IDENTIFICACAD DO ESTUDAMTE: Madalena de Castro Monteiro Belmar da Costa

TITULD DO TRABALHO: Analise da interface adesiva formada entre dentina erodida e um sktema
asdesivo funcional, no imediato & apds envelhecimento.

Excelentissima Professora Doutora Fernanda de Mesquita - Presidente da Comissio de Etica,

Oia) alunc{a) Madalena de Castro Monteiro Belmar da Costa pode utilizar dentes molares higidos
permanentes do Banco de Dentes Humanos (BDH) da Clinica Dentéria Egas Moniz (CDEM).

Aguardo a aprovacio da Comissao Cientifica e da Comisso de Etica, para cedéncia dos dentes.,

Atenclosamente, com os melhores cumprimentos
Monte da Caparica, 20 de Hovembro de 2030

Direcao Clinica
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& EGAS MONIZ
Autorizagéo para realizacdo de trabalho de projeto final do
Mestrado Integrado em Medicina Dentéria no Biomaterials Lab

Declara-se que o aluno Madalena de Castro Monteiro Belmar da Costa

pode utilizar o Biomaterials Lab para realizacdo da investigacdo intitulada “Andlise da interface adesiva

formada entre dentina erodida e um sistema adesivo funcional, no imediato e ap6s envelhecimento”.

A utilizacdo do laboratdrio somente podera ser efetuada dentro do horario a estipular para cada projeto.

Monte da Caparica, 16 de Novembro de 2020

O Diretor do Biomaterials Lab
(Prof. Doutor Mario Polido)

Assinado por: MARIO HUMBERTO DOS SANTOS

CRUZ POLIDO
Num. de Identificagdo: BI053292871
Data: 2020.11.20 09:30:03+00'00"
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Anexo IV

CEMMPRE

Autoriza¢do para realizaciio de trabalho de projeto final do Mestrado
Integrado em Medicina Dentdria no Centro de Engenharia Mecéinica
Materiais ¢ Processos (CEMMPRE)

Declara-se que a aluna Madalena de Castro Monteiro Belmar da Costa

pode utilizar as instalagies do CEMMPRE, no Departamento de Engenharia Mecanica
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra, pare realizaglio da
investigaglio intitulada “Andlise da interface adesiva formada entre dentina erodida ¢ um
sistema adesivo funcional, no imediato e apds envelhecimento™,

Coimbra, 3 de setembro de 2021
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